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GLOSARIO

A

Actividad translaminar: Propiedad del producto que penetra por el haz foliar y llega al

envés (atraviesa la Idmina de la hoja desde la parte superior a la inferior).

Antifangico o antimicotico: se denomina a toda sustancia que tiene la capacidad de

evitar el crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de provocar su muerte.

B

Biofilms: es una estructura colectiva de microorganismos que se adhiere a superficies
vivas 0 inertes y esta revestida por una capa protectora segregada por los propios

microorganismaos.
C

Camara Neubauer: instrumento utilizado en medicina y biologia para realizar el
recuento de esporas y células en un medio liquido, que puede ser; un cultivo celular,

sangre,. ..

Cromatografia de gases: es una técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza
y se inyecta en la cabeza de un mechero de una columna cromatografica. La elucién se
produce por el flujo de una fase moévil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la fase movil no interactta con las moléculas del analito; su Gnica funcién

es la de transportar el analito a través de la columna.

E

Esclerosis: es un endurecimiento del 6rgano o tejido debido a un incremento de los
tejidos conjuntivos. La esclerosis es, por lo tanto, una enfermedad que deriva de otra, no
es una enfermedad autonoma. La enfermedad suele producirse debido a un dafio del tejido
como resultado de inflamaciones, problemas de perfusion o también procesos de

envejecimiento.

Espectrometria de masas: es una técnica de analisis que permite determinar la
distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. El espectrometro

de masas es un dispositivo que permite analizar con gran precision la composicion de
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diferentes elementos quimicos e isétopos atomicos, separando los ndcleos atomicos en

funcion de su relacion entre masa y carga (m/z).

Espectrometria de masas: es una técnica de andlisis que permite determinar la
distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. El espectrometro
de masas es un dispositivo que permite analizar con gran precision la composicién de
diferentes elementos quimicos e is6topos atdmicos, separando los nucleos atomicos en

funcion de su relacion entre masa y carga (m/z).

F

Fenotipo: Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta como resultado de

la interaccidn entre su genotipo y el medio.

Fungicidas: son sustancias tdxicas que se emplean para impedir el crecimiento o eliminar
los hongos y mohos perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre. Todo
fungicida, por mas eficaz que sea, si se utiliza en exceso puede causar dafios fisiologicos

a la planta.

indice de kovats: método de cuantificacion de los tiempos de elucion relativa de los
diferentes compuestos en cromatografia de gases, de forma que ayuda a identificar

positivamente los componentes de una mezcla.
L

Levadura: La levadura es todo aquel organismo de tipo eucariota y son clasificados como
hongos de vida microscépica conformados por un solo tipo de células (unicelulares), estos
son importantes en el proceso de descomposicién de toda materia organica bajo el uso del

proceso conocido como fermentacion.

Lipofilicos: comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por los lipidos. En una
disolucién o coloide, las particulas lip6filas tienden a acercarse y mantener contacto con

los lipidos.

M

Micelio: conjunto de hifas que forman la parte vegetativa de un hongo.
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P

Perecedero: alimento que tiene duracion limitada, estd destinado a perecer, perder su

utilidad o validez, o estropearse en un determinado plazo de tiempo.
S

Saprofito: Organismo que obtiene su alimento a partir de la materia organica de otros

organismos, muertos o en descomposicion.
T

Termociclador: aparato usado en Biologia Molecular que permite realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para la amplificacion de diversas hebras de ADN en la técnica
de la PCR (Reacciodn en cadena de la polimerasa) o para reacciones de secuencia con el

método de Sanger.
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RESUMEN

Uno de los grandes problemas que presenta hoy en dia la produccion y
comercializacion de frutas y hortalizas es el efecto que tienen los patdgenos flangicos,
que se consideran la principal causa de pérdidas de frutas y verduras frescas tanto en pre
como en postcosecha. En la actualidad, los consumidores exigen reducir el uso de
fungicidas sintéticos y para ello se estd empezando a emplear nuevas alternativas como
puede ser el control bioldgico utilizando microorganismos antagonistas. En este trabajo
se utilizan 32 levaduras epifitas aisladas de distintas variedades de higos y brevas (Ficus
carica L.) y una cepa del moho patégeno Botrytis cinerea. En primer lugar se
identifican las especies de levaduras con las que se trabaja. Para evaluar la capacidad
antagonista de las levaduras sobre el moho se investiga la capacidad de generar
compuestos organicos volatiles antifungicos en un sistema de doble placa. Tras la
incubacion se mide el crecimiento radial del Botrytis cinerea y se determinan
pardmetros como reduccion en la tasa de crecimiento, aumento del periodo de latencia y
reduccion del didmetro radial de Botrytis cinerea. Ademas, se realiza el analisis de
compuestos volatiles presentes en el espacio del sistema de doble placa mediante un

cromatdgrafo de gases acoplado a un detector de masas.

La identificacion molecular de los aislamientos permite determinar 5 especies de
levaduras siendo la mayoritaria Aureobasidium pullulans. Ademas se encuentran
aislamientos de Vishniacozyma carnescens, Candida carpophila, Filobasidium oeirense
y Hanseniaspora uvarum. En cuanto al efecto antagonista, el 46,87% de los
aislamientos empleados tienen un efecto significativo en la reduccion del crecimiento
micelial, y también se observa que a medida que aumentaba el periodo de latencia,
aumenta el porcentaje de reduccion radial. La cepa 793 es la mas eficaz ya que reduce la
tasa de crecimiento en 7,59 mm/dia, y retrasa el periodo de latencia en 0,51 dias. Se
identifican un total de 75 compuestos volatiles que se agrupan en 12 familias; de los
cuales 38 compuestos volatiles son producidos por las levaduras. Los compuestos
correlacionados con la reduccion son 7 compuestos quimicos. Como resultado, la cepa
793 (Hanseniaspora uvarum) es la mas adecuada ya que produce una menor velocidad
de crecimiento en Botrytis cinerea, un mayor periodo de latencia y un aumento en el
porcentaje de reduccion. Esto se debe a la produccion de ciertos compuestos organicos
volatiles que hacen que sea un buen agente de control bioldgico respecto a Botrytis

cinerea.
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ABSTRACT

One of the great problems that the production and commercialization of fruit and
vegetables presents today is the effect of fungal pathogens, which is considered the main
cause of fresh fruits and vegetables in pre as well as in postharvest. Currently, consumers
demand to reduce the use of synthetic fungicides and for this is starting to use new
alternatives such as biological control using microorganism antagonists. In this work, 32
epiphytic yeasts isolated from different varieties of figs and figs (Ficus carica L.) and one
strain of the pathogenic mold Botrytis cinerea are used. First, identify the yeast species
with which you work. To evaluate the antagonistic capacity of yeasts on mold, the ability
to generate volatile antifungal organic compounds in a double plate system is
investigated. After the incubation the radial growth of Botrytis cinerea is measured and
parameters such as the reduction in the growth rate, the increase of the latency period and
the reduction of the radial diameter of Botrytis cinerea are determined. In addition, the
analysis of volatile compounds in the headspace of the double plate system is carried out

by means of a gas chromatograph coupled to a mass detector.

The molecular identification of the isolates allows to determine 5 species of yeasts
that are the majority of Aureobasidium pullulans. Isolates of Vishniacozyma carnescens,
Candida carpophila, Philobasidium oeirense and Hanseniaspora uvarum are also found.
Regarding the antagonist effect, 46.87% of the employees of this type have a significant
effect in the reduction of mycelial growth, and it is also observed that the latency period
can be increased, the percentage of the radial reduction increases. Strain 793 is the most
effective that reduces the growth rate by 7.59 mm / day, and does not delay the latency
period by 0.51 days. A total of 75 volatile compounds are identified that are grouped into
12 families; of which 38 volatile compounds are produced by the yeasts. The compounds
correlated with the reduction are 7 chemical compounds. As a result, Strain 793
(Hanseniaspora uvarum) is the most suitable that produces a lower growth rate in Botrytis
cinerea, a longer latency period and an increase in the percentage of reduction. This is
due to the production of organic compounds that make a good biological control agent

against Botrytis cinerea.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el sector hortofruticola es considerado como el de mayor relevancia
econdémica en la agricultura debido al volumen de negocio, ademas de poseer una gran
importancia debido a que son alimentos basicos en la dieta humana, y se asocian con el
creciente conocimiento por los consumidores de la relacion entre la alimentacion y la salud.
Por ello, este sector se enfrenta a un escenario comercial marcado por la globalizacion y la
competencia, pero tienen el inconveniente de ser perecederos, por lo que se dispone de ellos

durante periodos cortos de tiempo.

El sector hortofruticola se encuentra presente de forma significativa en la mayoria de
la Comunidades Autonomas destacando Andalucia, Aragon, Catalufia, Castilla-La Mancha,
Comunidad Valenciana, Extremadura y la Region de Murcia; si bien ocupa una parte
relativamente pequefia de la superficie agraria (9%), contribuyendo a la conservacién del
entorno medioambiental ya que evita la roturacion de grandes superficies (FEPEX,2018).

Los datos recogidos por el MAPAMA de la campafia correspondiente al 2016
muestran que en el caso de los frutales no citricos, la gran parte de las producciones va con
destino a ventas para consumo en fresco (2.483.889 t), mientras que en el caso de los frutales
citricos el mayor destino de las producciones es para exportacion (3.017486 t) seguido de

consumo interior en fresco (2.219.788 t).

Ademas, hay que sefialar que Espafia presenta un gran nimero de productos con
modelos de produccion muy diversos, desde la produccion intensiva de horticolas de

invernadero hasta el secano extensivo.

La superficie total dedicada al sector hortofruticola en general es aproximadamente de
1.500.000 hectéreas. Méas de la mitad del total, alrededor de unas 900.000 ha, estan dedicadas
a la produccion de hortalizas (38%), citricos (34%) y frutales no citricos (28%). La evolucién
general tiende a mantenerse estable en el caso de los productos fruticolas. La produccion de
frutas en Espafia esta por encima de los 8 millones de toneladas. En la siguiente tabla (Tabla

1.1) se muestra la distribucion de superficie dedicada a frutas en Espafia en 2012.



TABLA 1.1.
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Superficies dedicada a frutas en 2012 (MAPAMA).

Especies % respecto a total
frutales

Manzano 32.441 6,4%
Peral 24.064 4,7%
Melocotonero 79.617 15,6%
Albaricoquero 21.172 4,2%
Cerezo 32.419 6,4%
Ciruelo 15.097 3,0%
Total Frutales no

Citricos 204.810 40,2%
Naranjo 157.592 31,0%
Mandarino 109.386 21,5%
Limonero 37.068 7,3%
Total Frutales Citricos 304.046 59,8%
Total Frutales 508.856 100,0%

Las frutas y hortalizas frescas constituyen el primer sector de la agricultura espafiola
representando el 59% de la Produccién Vegetal Agraria. La mayor parte se dedica a la
exportacion y el resto a consumo interno. En 2017 este porcentaje se ha elevado al 63%,
segun datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, procesados por

FEPEX (Informe econdémico del sector de frutas y hortalizas en Espafia, 2018).

Espafa es el principal productor de frutas y hortalizas de la UE, con el 31% del total
del comercio intracomunitario de frutas y hortalizas. Le sigue Italia y Francia. Segun los
ultimos datos de la FAO correspondientes a 2014, la produccion espafiola ascendié a 32,1
millones de toneladas (datos que incluyen especies con una gran vocacién industrial como el

tomate para industria).

Dentro de la regién de Extremadura, el sector hortofruticola tiene una gran
importancia debido al paso del rio Guadiana y su cuenca, una zona fértil con un clima
mediterraneo subtropical segun la clasificacion de Papadakis (MAPAMA, 1996) y con unos
suelos sin problemas de salinidad pero de una gran variedad debido a la amplitud de la zona,
donde se localizan las Vegas Altas y Bajas, con unas infraestructuras preparadas para la
agricultura de regadio, y donde el subsector mas importante en cuanto a volumen de

facturacion es el de hortalizas transformadas (145 millones de euros), seguido de los
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subsectores de frutas (83,2 millones de euros) y, en ultimo lugar, de las hortalizas frescas
(25,7 millones de euros ) segun el estudio DAFO realizado por Coleto y col. (2008).

Extremadura posee una gran cantidad de cooperativas hortofruticolas (Figura 1.1) con
respecto a Espafia, aunque no ocupa las primeras posiciones en produccion nacional, siendo
estas las regiones del Levante y Andalucia, sin embargo supone para Extremadura un motor
econdmico muy importante ademas de crear numerosos puestos de trabajos durante las

campanas.

De 0-49 Cooperativas
. De 50-99 Cooperativas
[l 0= 100-199 Cooperativas
. De 200-399 Cooperativas

De 400-800 Cooperativas

FIGURA 1.1. Macromagnitudes del cooperativismo agroalimentario Espafiol (OSCAE,
2015).

Como podemos observar por los datos mostrados, el sector presenta una gran
importancia socioecondmica en toda Espafia y mas aun en nuestra region. Pero ademas los
consumidores cada vez estan mas concienciados de los beneficios que aportan las frutas y
hortalizas en su dieta y salud (vitaminas, minerales y compuestos antioxidantes) y por ello son
mas exigentes queriendo que la fruta proporcione mas seguridad y calidad.

Uno de los grandes problemas que presenta hoy en dia la produccion y
comercializacion de frutas y hortalizas es el efecto que tienen los patégenos flngicos, que se
consideran la principal causa de pérdidas de frutas y verduras frescas tanto en pre como en
postcosecha (Spadaro y Gullino, 2004). A medida que la fruta madura, la susceptibilidad a los

9
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microorganismos de deterioro aumenta, por una parte debido a que la produccion de
componentes antifungicos de la fruta disminuye, y por otra parte debido a la degradacion de
las paredes celulares. El deterioro también se favorece en condiciones de alta temperatura y

alta humedad después de la cosecha.

Por ello, en los ultimos afios se estan buscando nuevas alternativas al uso de productos
quimicos sintéticos como por ejemplo agentes de control bioldgico. El esfuerzo se ha basado
en la necesidad de reducir el uso de fungicidas sintéticos para controlar los patdégenos
presentes en productos agricolas cosechados, ademas de favorecer al medio ambiente y la

salud del consumidor (Droby y col., 2016).

1.1. ENFERMEDADES FUNGICAS POSTCOSECHA EN FRUTA

La fruta es un producto perecedero que se consume mayoritariamente en fresco, por
ello precisa de una tecnologia adecuada para su conservacion, que le permita preservar en el
tiempo sus caracteristicas organolépticas, asi como su apariencia. Para poder conseguir estos
objetivos hay que hacer frente a varios problemas, entre ellos, la pérdida de peso, las
alteraciones fisioldgicas y las podredumbres, siendo los mohos los principales causantes
(Usall, 2008).

Un informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO, 2011) indicdé que la pérdida por enfermedades fungicas (Figura 1.2)
promedio en Europa, Norte América y Oceania son aproximadamente 29%, en comparacion
con un promedio de alrededor de 38% en Asia industrializada, sudeste asiatico, Africa y
América Latina (Spadaro y col., 2016).

60%
50% — | = -

40% —
B Consumption
30% — [ Distribution
20% H . - l [ Processing
- M Post-harvest
10% T O Agriculture

OD/O T T T T T T T
Europe North  Industrialized Sub-Saharan North Africa, South and Latin

America and Asia Africa West and Southeast America
Oceania Central Asia Asia

FIGURA 1.2. Pérdida de frutas y hortalizas en las diferentes etapas de la produccion y
comercializacion (FAO, 2011)

10



INTRODUCCION

La colonizacion fungica precosecha determina usualmente el deterioro postcosecha.
Algunos hongos son capaces de penetrar la cuticula intacta de las hojas, tallos y frutos. Otros
organismos de deterioro entran en la fruta a través de heridas mecanicas producidas durante la
cosecha, la manipulacion y el envasado, o a través de aberturas naturales de la cuticula,
atacando los tejidos internos. Durante la postcosecha, las frutas y verduras son susceptibles de
verse afectadas por distintos microorganismos como hongos y baterias que empeoran su
rendimiento y calidad. Cuanto mayor tiempo estén los frutos almacenados, mayor sera la
posibilidad de que contraigan alguna de estas enfermedades, ya que la capacidad de sintesis
de las sustancias naturales que los protegen frente a estas enfermedades disminuye. Algunas
de las enfermedades en postcosecha méas comunes son las siguientes: Penicillium digitatum
(moho verde) y Penicillium italicum (moho azul), Alternaria citri, Botrytis cinerea,
Geotrichum candidum, Phytophthora citrophthora, Phomopsis spp., Diplodia spp., Rhizopus

nigricans entre otros.

En las Gltimas décadas, las pérdidas causadas por alteraciones se han controlado
mediante el uso de productos quimicos de sintesis, debido a su bajo coste y comodidad de
aplicacion. La utilizacién masiva de estos pesticidas ha generado una preocupacion debido al

incremento de residuos en los frutos y a la aparicion de cepas flngicas resistentes.

Una de las especies mas preocupantes, objeto del presente estudio, es el conocido
como moho gris perteneciente a la especie B. cinerea ya que causa grandes pérdidas
postcosecha en una amplia gama de cultivos. Algunas infecciones que ocurren en el campo
permanecen inactivas durante la temporada de crecimiento y se desarrollan después de la
cosecha. Las pérdidas por B. cinerea pueden ser muy graves, alcanzando hasta el 25% en la

cosecha principal y un 89% en la fase de postcosecha (Ugoloni y col., 2014).

1.2. BOTRYTIS CINEREA

B. cinerea (Tabla 1.2) es un hongo fitopatdgeno importante que infecta una amplia
variedad de plantas y que puede hacer uso de diferentes mecanismos de infeccion (Benito y
col., 2000).

11
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TABLA 1.2. Taxonomia de B. cinerea.

Botrytis cinerea
Division  Mycota
Clase Hiphomycetos

Orden Moniliales

Familia Botrytidiaceae

Género | Botytis

Especie = Botrytis cinereg

Es también conocido como podredumbre gris, debido a que produce una gran cantidad
de micelio gris de apariencia polvosa. El hongo produce esclerocios (Figura 1.3) que son
estructuras de resistencia, planos, duros y de color negro, que permiten que el organismo se
mantenga latente en el suelo, desarrollandose sobre restos de plantas en proceso de

descomposicion.

FIGURA 1.3. Esclerocios de B. cinerea.

El desarrollo del moho gris suele comenzar en restos de plantas de otras cosechas
previamente infectadas que han quedado en el area de cultivo. Puede propagarse en las

12
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semillas infectadas con esclerocios y germina en climas humedos a temperaturas entre los
18°C y 23°C, produciendo la infeccion, aunque puede crecer a bajas temperaturas de
almacenamiento. Este patdgeno afecta a mas de 235 especies de plantas ornamentales, frutales
y hortalizas. Puede atacar desde la semilla, bulbos, tallos, hojas, flores, raices y frutos
postcosecha. Se estima que alrededor del 20% de la cosecha mundial puede verse afectada por
B. cinerea ocasionando una inversién de billones de euros anuales para su control (Plascencia
y col., 2012).

B. cinerea se disemina por el aire, se comporta como saprofito mientras encuentra las
condiciones favorables para infectar el hospedador y convertirse en patégeno (Poveda, 2006).
Esta habilidad de desarrollarse como saproéfito es esencial pues le permite incrementar su
inoculo sin recursos de sostenimiento derivados de la patogénesis de las células huésped. La
infeccion tiene lugar a través de heridas, de tejido muerto o en decaimiento y por penetracion

directa.

Este hongo es el principal alterante en frutas como uvas y fresas (Figuras 1.4 y 1.5).

La fresa es altamente perecedera y susceptible a hongos y a ataques bacterianos durante el

- i By g

almacenamiento a temperatura ambiente. La JARSE 3

descomposicion del moho causada por B. cinerea es
una de las principales enfermedad postcosecha que
limita la vida de almacenamiento de la fresa (Parafat
y col., 2015).

FIGURA 1.4. Fresas infectadas con B. cinerea.

Respecto al sector vitivinicola, se ha demostrado que la infeccion fangica de uvas con

el hongo patdgeno de plantas B. cinerea causa una
degradacion de proteinas en el vino resultante.
Ademas, influye en las propiedades espumosas del
vino (Kufpfery col., 2017).

FIGURA 1.5. Uvas infectadas con B. cinerea.
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1.3. METODOS DE CONTROL DE BOTRYTIS CINEREA EN POSTCOSECHA

Como hemos mencionado anteriormente, los fitosanitarios, concretamente en este
estudio fungicidas, presentan un papel importante en la produccion primaria para el control de
este moho. Sin embargo estos compuestos no estan permitidos en la etapa postcosecha, y con
ello se producen grandes pérdidas de fruta en postcosecha por enfermedades fungicas. En la
siguiente tabla (Tabla 1.3) se recogen los diez fungicidas mas utilizados en la actualidad para

combatir la enfermedad producida por B. cinerea antes de la cosecha.

TABLA 1.3. Fungicidas mas utilizados para combatir B. cinerea (AGROTERRA, 2016)

Fungicida sistémico de Bayer, con accién preventiva y curativa contra
FOLICUR 25WG infecciones incipientes.

Fungicida sistémico de Syngenta con accién preventiva y curativa,
CHORUS resistente al lavado para el control de varias enfermedades en frutales de
hueso y de pepita.

Fungicida de Syngenta de alta eficacia contra podredumbres en cultivos
horticolas, vid y frutales. Ataca al hongo en 4 momentos diferentes de su

SWITCH desarrollo bioldgico: inhibe la germinacion de las esporas, el crecimiento
del tubo germinativo, la penetracion dentro de la planta y el crecimiento
interno.

Fungicida preventivo de Cheminova de amplio espectro, de aplicacion en

CROTENE numerosos cultivos.

Fungicida sistémico de Basf disefiado especialmente para el control de la
Botrytis. Scala posee actividad por contacto, actividad translaminar y
SCALA efecto vapor. Scala inhibe la secrecion de enzimas necesaria para el
proceso de infeccién, bloqueando la absorcion de elementos nutritivos por
el hongo y evitando el desarrollo del tubo germinativo.

Fungicida de Basf, eficaz para combatir un gran nimero de hongos en las
SIGNUM hortalizas. Gracias a su formulacion aumenta la calidad de produccion, la
eficiencia agronémica y la tolerancia al estrés.

Fungicida de Masso, capaz de controlar Botrytis entre otras enfermedades
ERASMUS 25 EW hace que este producto sea idoneo para la eliminacion de enfermedades
fangicas.

Fungicida sistémico de amplio espectro de Bayer, disefiado para el control
TOPSIN 70 WG de B. cinerea en vid de vinificacion, tomate, berenjena y arbustos
ornamentales.

Producto de origen natural de Bayer a base de Bacillus subtilis. Indicado

SERENADE MAX para el control Botrytis cinerea.

Fungicida de Bayer, actividad contra Botrytis mediante la inhibicion del
TELDOR crecimiento del tubo germinativo del hongo en la superficie de la planta y
en los primeros estadios de colonizacion de la hoja.
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Para reducir la aparicion de moho gris hasta el momento se realiza principalmente
mediante la aplicacion de fungicidas. Sin embargo, la preocupacién de los consumidores y las
autoridades reguladoras sobre los riesgos asociados con los residuos quimicos en los
alimentos imponen unas regulaciones estrictas y la prohibicion de la mayoria de los grupos
quimicos en la etapa postcosecha. Por ello, se ha impulsado la bdsqueda de nuevas
alternativas efectivas que reduzcan la aplicacion de fungicidas convencionales. A

continuacion se van a explicar algunas de las més utilizadas:
1.3.1. Tratamientos térmicos

El curado es un tratamiento térmico en el cual el producto es sometido a temperaturas
y humedades relativas altas durante varios dias. La aplicacion de este tratamiento ayuda a
disminuir la aparicion de algunas enfermedades. Por ejemplo, un estudio demostré que un
curado de 48 horas a 35°C y 96% de humedad relativa son suficientes para controlar el
desarrollo de Penicillum digitatum en heridas de naranjas Valencia (Zhang y col., 2005).
Estos investigadores sugieren que los mecanismos por los cuales se controla el desarrollo del
moho verde por curado podrian ser los siguientes: a) inhibicion de la germinacion de las
esporas fungicas debido al tratamiento b) produccion de lignina en las heridas y curado de las

mismas c) produccion de fitoalexinas en las heridas.

Las enfermedades postcosechas limitan el periodo de almacenamiento vy
comercializacion en el caso de los melocotones causado por podredumbre del moho azul
(Penicillium expansum) y podredumbre de rizopus (Rhizopus stolonifer). Por ello un estudio
busco una alternativa a la aplicacion de fitosanitarios y se basoé en la combinacién de un
tratamiento térmico de 37°C durante dos dias y la levadura Cryptococcus laurentii (Zang y
col., 2007). Se observo que el porcentaje de heridas infectadas en los melocotones tratados era
significativamente mas bajo que la fruta control, por lo tanto se concluyd que el tratamiento
térmico puede controlar la descomposicion por el moho azul en postcosecha, la

descomposicion por Rhizopus y limitar la germinacion de esporas de dichos patogenos.

Ademés del curado, la inmersion en agua caliente, es un método fisico utilizado para
lograr una sanitizacion superficial en vegetales. En general se trata de procesos cortos en los
que los productos son tratados con agua caliente a temperaturas entre 50-70°C, dependiendo

del producto a tratar (Garmendia y Vero, 2006). Hong y col. (2014), para combatir
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Penicillium digitatum, Penicillium italicum y Geotrichum citri-aurantii, realizaron la
inmersion en agua caliente de mandarinas para combatir estos agentes fungicos.

Un punto importante a tener en cuenta es la calidad del agua utilizada. Si bien el
gradiente de temperaturas entre el agua de tratamiento y el producto a tratar es tal que no se
produce infiltracion de contaminantes presentes en el agua de lavado dentro del producto, es
importante que el tratamiento se realice con agua que cumpla con los requisitos de
potabilidad.

1.3.2. Extractos naturales

La aplicacion de extractos de origen vegetal para combatir enfermedades producidas
en la etapa de postcosecha presentan una serie de ventajas como por ejemplo que es un
material biodegradable y por lo tanto son herramientas eficientes y seguras para reducir o
eliminar mohos que presenten resistencia a algunos pesticidas. Presentan una amplia gama de
modos de accion contra patdgenos. Estos extractos ayudan a retrasar la alteracion y con ello
mejorar la produccion sostenible de los alimentos

Dentro del abanico de posibilidades entre los extractos de plantas, uno de los mas
estudiados en el control de enfermedades de plantas es el Ecolife-40, que es el extracto de
biomasa citrica, compuesto de bioflavonoides citricos, fitoalexinas citricas y &cido ascorbico,
que actla por induccion de resistencia y por accion directa contra los fitopatdégenos. Se ha
recomendado contra bacteriosis en los cultivos de pimiento y fresa, Botrytis en uva, entre
otras (Stadnik y Talamini, 2004). El producto estad registrado como fitopatdgeno en el

Ministerio de la Agricultura, y posee un sello de certificacién organica (IBD).

Otros estudios aplican extractos de ajo y aceite de clavo (Tabla 1.4) directamente o
mediante exposicion volatil para inhibir la descomposicion causada por los patdgenos
postcosecha como Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Neofabraea alba en manzanas
(Daniel y col., 2015).

En paises como Nigeria se estan utilizando extractos de plantas como por ejemplo ajo
(Allium sativum) para luchar contra las podredumbres en alimentos postcosechas como
cebollas y patatas para asi reducir el deterioro que supone (Enyiukwu y col., 2014). Esta
practica refleja que es un método de detencion de enfermedades fito-flngicas con un bajo

coste.

16



INTRODUCCION

Como se ha comentado anteriormente con ejemplos, una manera de combatir
enfermedades flngicas es mediante extractos naturales y asi evitar la utilizacion de productos
quimico sintéticos. En la siguiente tabla 1.4 se recogen datos de distintas maneras de combatir

en concreto a B. cinérea mediante compuestos naturales.

TABLA 1.4. Compuestos naturales para combatir Botrytis cinérea.

. Patdgeno .
Compuesto Efecto Cultivo controlado Referencias
. Contra microorganismos de . Prasad y
Acetaldehido descomposicion Fresa 2 ellire Stadelbacher .,1973
Vapor hexanal Inhibicion dtznheiL:Sreumlento Manzana  B. cinerea Songy col.,1996
Acido acético Control de p_ro_duccmn de Manzana  B. cinerea Sholberg and
conidios Gaunce., 1995
Acido jasmonico Inhibicién de la pudricion Fresa B. cinerea Moline y col., 1997
Fusgpnon_a y Actividad antimicotico Uva B. cinerea AT G0,
desoxifusapirona 2000
Aceites esenciales Inhibicién de la pudricion Cereza B. cinerea Chuy col., 1999
Extra_ctos degjoy Inhibicion Qe_ !a Manzana B. cinerea Daniel y col; 2015
aceite de clavo descomposicion

1.3.3. Biocontrol por microorganismos antagonistas

En la actualidad, los consumidores exigen reducir el uso de pesticidas en la fruta y
mejorar la proteccion del medio ambiente y la salud humana; por ello, ha aumentado la

necesidad de desarrollar métodos de control alternativos.

Por ejemplo en Italia para combatir B. cinerea no se autorizan fungicidas comerciales
para el control de la descomposicion de las uvas de mesa después de la postcosecha; el
dioxido de azufre (SO2) es permitido como adyuvante y es efectivo para reducir el moho gris
desarrollado durante el almacenamiento (Parafati y col., 2015). Sin embargo, es necesario

buscar nuevas alternativas al SO> ya que puede ser un peligro para la salud humana.

El control biolégico es una técnica muy utilizada en los dltimos, practicada
principalmente para combatir microorganismos contra levaduras, mohos y bacterias. Los
posibles mecanismos de control biologico efectivos contra el deterioro de la fruta en
poscosecha son competencia (por nutrientes y espacio), produccion de sustancias

antimicrobianas (antibioticos), parasitismo, induccion de resistencia en el tejido del huésped y
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por ultimo y en el que nos vamos a centrar en este trabajo, generacion de sustancias volatiles

antifungicos (Jamalizadeh y col., 2011)

Varios estudios cientificos demostraron eficacia de los agentes de control bioldgico
(BCA) contra muchos hongos fitopatdgenos postcosecha como Penicillium, Botrytis y
Monilia, entre otros; aunque el papel funcional de la mayoria de los agentes de control
bioldgico aun no han sido completamente explorados.

El proceso de control biologico por levaduras involucra varios mecanismos
bioquimicos, incluida la capacidad de levadura para adherirse a sitios especificos de las
células huésped y patdgeno, para secretar enzimas especificas y sustancias antimicrobianas,
para inducir resistencia al huésped y la capacidad de formar biofilms en las heridas de la
superficie o para competir por nutrientes, produccion de compuestos organicos volatiles
antifangicos (VOCs) (Lutz y col., 2013).

Parafati y col. (2015) realizaron ensayos para inhibir a B. cinerea con 15 cepas
pertenecientes a cuatro especies (Saccharomyces cerevisiae, Wickerhamomyces anomalus,
Metschnikowia pulcherrima y Aureobasidium pullulans) de levaduras aisladas de vegetales
minimamente procesados y fermentados para su control biolégico contra B. cinerea. Los
ensayos in vitro demostraron que los aislamientos de la levadura frente al moho gris eran
capaz de suprimir su accion. Las levaduras seleccionadas tenian accion de control bioldgico,
como la competencia de hierro, produccién de compuestos organicos volatiles, produccion de

enzimas degradantes de la pared celular y formacion de biopeliculas.

Los compuestos organicos volatiles (COV) tipicamente constituyen una mezcla
compleja de compuestos lipofilicos de bajo peso molecular. Son componentes importantes de
la planta fenotipo quimico; hojas, flores y frutas los liberan en la atmosfera, y las raices, en el
suelo y también pueden ser producidos por microorganismos. Una de sus funciones y en la
gue nos centramos en este trabajo es la liberacion de COV que puede actuar como sellador de
heridas en frutas o inhibicion en el crecimiento fungico. En la siguiente tabla 1.5 se muestra

algunos ejemplos de compuestos organicos utilizados en diferentes estudios.
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TABLA 1.5. Compuestos organicos volatiles utilizados para combatir enfermedades flngicas

en postcosecha.

Especie Efecto Cultivo Patogeno Referencia
controlado
SALH0S Fungicida quimicos Bl\g?rryl/ltlilsn::?nseprzé
fendlicos de gic . q Cereza dulce icilli ' Gatto y col.,2016
lantas silvestres sintéticos Penicillium
P expansum
Manzan Aspergillus
Produccién de COV para anzana, spp., Fusarium  Mercier y col.,
Muscodor albus A melocotén y
inhibicién fangica uva culmorumy F. 2005
graminearum
Candida Inhibicion del crecimiento Fresas Botrytis cinerea Huang y col.,
intermedia yt 2011
Citricos, Penicillium
Strer;tomyces Inhibicion del crecimiento tomate y italicumy Liy col.,2010
PP fresas Botrytis cinerea

En base a los antecedentes mostrados, en el presente trabajo se pretende iniciar la
busqueda de métodos alternativos para el control de B. cinerea mediante el uso de levaduras

antagonistas productoras de compuestos organicos volatiles.
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2. OBJETIVOS

En el presente trabajo de investigacion se pretendio identificar los compuestos
responsables del antagonismo entre levaduras y mohos alterantes de frutas. Para ello se

plantearon una serie de objetivos especificos:

1. Identificar a nivel de especie alrededor de 40 aislamientos de levaduras
potencialmente antagonistas.

2. Analizar e identificar mediante CG-MS los principales compuestos volatiles
producidos por las levaduras en medio sintético.

3. ldentificar los compuestos volatiles responsables de la inhibicion de mohos

alterantes de frutas.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL

3.1.1. Reactivos

Los productos quimicos empleados en el presente trabajo han sido de calidad
reactiva y suministrada por las casas comerciales SCHARLAB, SIGMA, ACROS,
PANREAC, PROLABO y MACHEREY-NAGEL.

3.1.2. Medios de cultivo
El medio de cultivo utilizado para las distintas pruebas microbioldgicas fue:

-Agar Dextrosa Patata (PDA): para su preparacion se necesita 39 g de polvo en
un litro de agua purificada y llevar a ebullicion. Distribuir en recipientes adecuados y
esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. No sobrecalentar. Una vez terminada la
esterilizacion en autoclave, se le afiade acido tartarico al 10% (VWR PROLABO). Por
ultimo, lo dejamos enfriar y lo repartimos en las placas aproximadamente 20-25 mL por

placa.
3.1.3. Instrumentacién

e Los medios de cultivo y otras pesadas rutinarias se realizaron en una
balanza METTLER TOLEDO mod.B2002-S de precision = 0,01 g y en
una balanza METTLER TOLEDO mod. AB54-S de precision £0,0001 g.

e Los medios de cultivo se prepararon en agitadores magnéticos
SELECTA con calefaccion, mod. AGIMATIC-E.

e La esterilizacion de los medios de cultivo, soluciones y material de
laboratorio se realizd en un autoclave SELECTA mod. PRESOCLAVE
75.

e Las siembras de microorganismos se llevaron a cabo en una campana de
flujo laminar TELSTAR mod. AH-100.

e Los microorganismos Y reactivos se conservaron en camaras frigorificas
a 4°C, frigorificos ZANUSSI mod. TROPIC SYSTEM y WHIRPOOL y
un congelador vertical ELCOLD mod. Lab -85.
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e Para la realizacién de las diluciones se usaron micropipetas BIOHIT de
5-20 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL y micropipetas PLURIPET
KARTELL de 0,5-2 uL y de 2-20 pL.

e Para el recuento de microorganismo se usG un microscopio Optico
OLYMPUS mod. CX40 y complementado con una camara Neubauer.

e Para precipitar microorganismos y componentes celulares se emple6 una
centrifuga refrigerada EPPENDORF Centrifuge 5810 R.

e Las incubaciones necesarias para la extraccion del ADN se realizaron en
un bloque térmico SELECTA vy para la realizacion de la PCR se utilizo
un termociclador MYCYCLER, marca BIORAD.

e Para fotografiar las iméagenes y los geles de agarosa se utilizd un
transiluminador marca SYNGENE mod. GeneGenius.

e Ademas, se utilizé diverso material de uso general de laboratorio, como

matraces, probetas, asa de siembra, tubos Falcon, placas de Petri, etc.
3.1.4. Material biologico

Los aislamientos de levaduras utilizadas en este estudio provinieron del estudio
de Villalobos y col. (2014). Estos microorganismos epifitos fueron aislados de distintas
variedades de higos y brevas (Ficus carica L.) almacenadas en distintas atmosferas
modificadas y a distintos tiempos de almacenamiento. Se utilizaron un total de 32
aislamientos. Todos los aislamientos estaban conservados a -80°C criogenizados en
50% de glicerol.

La cepa de B. cinerea utilizada en el presente estudio proviene de la coleccién de
cultivos del grupo de investigacion Calidad y Microbiologia de los Alimentos
(CAMIALLI) de la Escuela de Ingenierias Agrarias. Del mismo modo que las levaduras,
la cepa de B. cinerea estaba criogenizado a -80°C.

3.2. METODOS

3.2.1. Manejo y conservacion de microorganismos

Todas las cepas de levaduras fueron sembradas por duplicado en PDA para el
trabajo diario y conservadas a temperatura ambiente. En cada placa se sembraron entre

1 o 2 aislamientos de levaduras debidamente identificadas para poder simplificar el
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trabajo al manipular el gran nimero de levaduras. Las placas se incubaron a 20°C
durante 48 horas. Cada semana se llevaba a cabo un mantenimiento de las cepas y eran

resembradas en nuevos medios (Figura 3.1).

FIGURA 3.1. Siembra y manejo de los aislamientos de levaduras en placas de PDA.

En el caso del moho utilizado, B. cinerea, la siembra se realiz6 a 20°C en placas

de PDA hasta que el micelio presentd sintomas claros de esporulacion.

Todas las placas eran selladas con parafilm a efectos de evitar contaminaciones
y las distintas manipulaciones se ejercian en la mayor esterilidad posible junto a

mecheros bunsen.
3.2.2. ldentificacion de levaduras a nivel de especie
- Extraccién de ADN de levaduras

Para la identificacion de las cepas de levaduras se utilizé el método de lisis de
una colonia descrito por Hamby y col. (2012) para la extraccién del ADN. Se sembraron
inicialmente todas las levaduras y pasados unos 4 dias aproximadamente, se llevd a
cabo la extraccion del ADN que consto de los siguientes pasos:

- Resuspender una colonia aislada de la levadura ayudados de un mango de
inoculacién en 200 pL de H2O desionizada y estéril en un microtubo.

- Calentar en termobloque durante 10 min a 100°C.
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- Enfriar inmediatamente en hielo durante 2-3 min.

- Centrifugar a 12.000 rpm durante 2 min.

Una vez terminado los pasos anteriores se obtiene el ADN libre en el

sobrenadante.

- PCRy secuenciacién

Una vez obtenidos el ADN de los distintos aislamientos de las levaduras, se
llevd a cabo una PCR para amplificar la region ITS1-58S ARNr-ITS2 con los
cebadores ITS1 e ITS4 (White y col.,, 1990). Las secuencias de los dos cebadores
utilizados se detallan en la siguiente tabla 3.1.

TABLA 3.1. Secuencia de los cebadores usados para las distintas PCRs.

. REGION

CEBADORES SECUENCIA (5°-3%) REFERENCIA| /5" o
ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ Wh'tlegggo"’ ITS1-5,85 ARNI-ITS?2
ITS4 5 TCCTCCGCTATTAGATATGC-3’ Wh';gg'oco"’ ITS1-5,85 ARNI-ITS2

Para la reaccién del PCR con los cebadores ITS1 e ITS4 los reactivos y

volimenes fueron los siguientes (Tabla 3.2):

TABLA 3.2. Cantidades por reaccién para la preparacion de la PCR.
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Reactivo Concentracién Volllj)znen
ADN 10-100 ng/puL 2uL
ADN pol 5U/uL 0,25uL
dNTPs 10 mM 1pL
ITS1 10 uM 1pL
ITS4 10 uM 1pL
H20 Calidad PCR 40uL
TOTAL 50uL
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Después se llevo a cabo la reaccion PCR en un termociclador MYCYCLER,

marca BIORAD con el siguiente programa (Figura 3.2):

rerarr

N
e e

Step1x1 Step2x35 Step3xl

1°. 95°C, 3:00
(desnaturalizacion inicial)
2°.95°C, 1:00
(desnaturalizacion)

3°. 55°C, 1:00 (iniciacion)
40, 72°C, 1:30 (hibridacion)
5. 35x GOTO

6°. 72°C, 10:00 min
7°.12°C, ©

Tiempo de duracion:
2:55:00

FIGURA 3.2. Programa PCR utilizado para amplificar el fragmento ITS1-5,8S ARNr-
ITS4.

Una vez realizadas las PCRs se procedio a su visualizacion; para ello se
sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se utiliz6 tampon de carga 1x
suplementado con bromuro de etidio 0,5 pl/ml (p/v) para la visualizacion del ADN
(Maniatis y col., 1982).

Se procedio a cargar en cada pocillo 10 pL del producto de las PCR y 3 pL de
tampon de carga con azul de bromofenol y se emple6 una corriente constante de 90 V

durante 1,5 horas (Figura 3.3). El gel fue visualizado en el transiluminador SYNGENE
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FIGURA 3.3. Electroforesis en gel de agarosa.

Una vez visualizados, estos fueron mandados a secuenciar a la Unidad de
Secuenciacion de ADN, de los Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Universidad
de Extremadura. Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron editadas con el
programa informéatico Chromas Pro version 1.49 Beta. Posteriormente, las secuencias
fueron cotejadas con la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology
Information utilizando el algoritmo BLAST. Las identificaciones de especie se

consideraron correctas cuando se obtuvo mas de un 98% de similitud.
3.2.3. Enfrentamiento levaduras-Botrytis cinerea in vitro

Todas las operaciones se realizaron en esterilidad en la campana de flujo laminar
debidamente desinfectada. Se irradiaba la zona de trabajo con luz ultravioleta durante
varias horas y posteriormente se limpiaba con etanol al 70%.

- Preparacion de los indculos de mohos

El cultivo del moho (B. cinerea) una vez crecido en el medio de PDA y con
sintomas evidentes de total esporulacion, se vertio el contenido completo de la placa
(medio de cultivo + moho) en una bolsa de Stomacher con filtro y se afiadié 100 mL de
agua esteéril con Tween 80 (Scharlab) (agente tensoactivo, para facilitar que se disuelvan
las esporas) al 0,05% (v/v), después se masajeo el agar para favorecer el paso de las
esporas al liquido, y por ultimo se vertio el liquido de las esporas a un tubo de Falcon y

se conservo en el frigorifico hasta su utilizacion.
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Una vez obtenido la solucion con las esporas, se realizo el conteo de las mismas
con el objetivo de determinar la concentracion de esporas de nuestro moho en cuestion,
pudiendo asi normalizar posteriormente la siembra del moho a la concentracion
deseada. La concentracion se determina en el microscopio con una cdmara de Neubauer
(Figura 4.4), que es un portaobjetos modificado cuya superficie presenta grabadas unas
lineas a modo de cuadricula que permiten el conteo de microorganismos con el objetivo

de hacer una estimacion de la cantidad que hay de los mismos.

Se realiza el conteo de las

, esporas que hay en tres

@7; " .| cuadrados, como el que se

: £ ‘\if observa en la figura 3.4 y se
\\\\ /,’lcg determina  su  concentracion

- mediante la siguiente formula:

FIGURA 3.4. llustracién de la composicién de una camara Neubauer.

N® celulas
0,04mm? x 0,1mm x 0,001ml/mm*

N¢ esporas/ml = (Ec.3.1)

Después se procedia a realizar una disolucion con una concentracion de 10°

esporas/mL para los distintos ensayos del trabajo.
- Preparacion de los inéculos de levaduras

La preparacion de la muestra de los indculos de las levaduras se llevé a cabo con
un método distinto. Se cogi6 una muestra de levadura crecida a temperatura ambiente en
agar PDA con el asa de siembra y se resuspendié en un microtubo que contenia 500 pL

de agua desionizada estéril hasta conseguir un grado de turbidez de DOso0~1,5.
A continuacion se explica el procedimiento de los enfrentamientos.

- Ensayo in vitro para la deteccion de levaduras antagonistas productoras

de VOCs antifungicos.
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Los enfrentamientos se realizaron en sistemas de doble placa de medio PDA.
Inicialmente se marcaban las distintas placas y se rotulaban para poder diferenciar los
distintos enfrentamientos. Para realizar los enfrentamientos se partia de los inoculos de

esporas de B. cinerea y levaduras explicados anteriormente.

1°. En el centro de una placa de PDA se procedia a inocular con la ayuda de una
micropipeta una alicuota de 10 pL de la solucion de esporas preparada previamente a

una concentracion de 10° esporas/mL (Figura 3.5).

FIGURA 3.5. Inoculacién de esporas

2°, Se inoculaban 100 uL de la solucién de levaduras previamente preparada
(DOs00~1,5) y se extendia por la placa para conseguir un crecimiento a modo de césped

con un asa de siembra digralsky.

3°. Por ultimo se enfrentaban las dos placas de PDA (desechando las cubiertas de
las placas de Petri), una de ellas con la levadura y otra con el moho (Figura 2.6),
poniendo siempre la placa de PDA con el moho en la parte inferior del enfrentamiento
para evitar su desplazamiento de la alicuota y asi poder observar con méas exactitud el
crecimiento que tiene el moho frente a la levadura, este proceso se realizé por triplicado.
Todo ello, se sellaba con parafilm y se realizaban cuatro perforaciones en el ecuador de
las dos placas con la ayuda del asa de siembra incandescente para crear un entorno

aerobio en el interior y asi descartar que la falto de oxigeno o exceso de CO; sea la
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causa de la inhibicién o reduccién en el crecimiento de B. cinerea. Este proceso se

realizo por triplicado.

Como controles se prepararon sistemas de doble placa de PDA s6lo con el moho
(B. cinerea) para poder evaluar el efecto de los volatiles producidos por la levadura

sobre el moho.

Todos los enfrentamientos en sistemas de doble placa fueron incubados a 20°C
hasta que el diametro del micelio de B. cinerea cubria completamente la placa (85 mm
de didmetro). Se realiz6 un seguimiento de todos los enfrentamientos periddicamente
(Figura 3.6) consistente en medir el diametro del desarrollo del moho con la ayuda de

una regla.

u‘

FIGURA 3.6. Enfrentamientos en sistemas de doble placa levadura/Botrytis cinérea y

con perforaciones en los lados.
3.2.4. Determinacion de los compuestos volatiles

Extraccion de compuestos volatiles. Para la extraccion de los compuestos
volatiles se utilizo una fibra de microextraccion en fase solida de 75 pm de didmetro de

carboxen-polidimetilxilosano (Ruiz y col., 1998).

Anélisis de los compuestos volatiles mediante CG-MS. Tras la extraccion de
los volatiles la fibra fue inmediatamente llevada al inyector del cromatografo de gases
para el andlisis de los volatiles captados. Las condiciones cromatograficas empleadas
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para la separacion de los compuestos volatiles se exponen a en la siguiente tabla (Tabla
3.3).

TABLA 3.3. Condiciones cromatografias empleadas para la separacion de compuestos

volatiles.
Temperatura inicial del Rampa de temperatura  Temperatura de la
horno interfase
4°C/min hasta 150°C
35°C /5 min 20°C/min hasta 250°C 280°C
250°C - 5 min

Para la obtencion del espectro de los distintos compuestos volatiles las
condiciones del detector selectivo de masas fueron las siguientes (Tabla 3.4):

TABLA 3.4. Condiciones del detector de masas empleadas.

Impacto electrénico Electron Recogida de datos  Rango de
eV) multiplicador voltio (scan/seq) iones
(emv)
70 eV 1756 V 1 scan/seg 30-300

La identificacién de los compuestos volatiles se realiz6 mediante su espectro
de masas asi como por su indice de Kovats calculado a partir del tiempo de retencién

del pico con respecto al de los patrones de alcanos.

3.2.5 Andlisis de los resultados y tratamiento estadistico

Una vez realizados los enfrentamientos por triplicado levaduras/B. cinerea las
placas fueron incubadas a 20°C, para comenzar con las mediciones del moho y registrar
el crecimiento que iba teniendo frente a la levadura, siempre teniendo como referencia
el control. Las mediciones se realizaron con la ayuda de una regla (mm) y los datos se
iban introduciendo en una tabla de Excel para representarlos graficamente y determinar
la tasa de crecimiento. Por cada enfrentamiento y dia se realizaron dos mediciones de

diametro del moho.
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Con los valores obtenidos de las medidas de didmetro del moho a lo largo de
los dias de incubacion se realizé un grafico de dispersion (valores resultantes de los dos
experimentos por triplicado) con al menos tres dias de mediciones. La tasa de
crecimiento de B. cinerea en cada enfrentamiento se calculo tras obtener la ecuacion de
la representacion mediante los graficos de dispersion del crecimiento radial a lo largo de
los dias. En todos los casos la ecuacion correspondia a un modelo lineal R?> 0,90. La
pendiente de estas ecuaciones representa la tasa de crecimiento expresada en mm de
crecimiento por dia (mm/dia). Finalmente los resultados se mostraron y discutieron
como variacion de las tasas de crecimiento respecto al control, calculadas de la resta de
la tasa de crecimiento del control menos la tasa de crecimiento del enfrentamiento.
Valores positivo indican un mayor tasa de crecimiento de B. cinerea mientas que

valores negativos indican una disminucion en la velocidad del crecimiento del moho.

Con las ecuaciones obtenidas también se calcul6 el periodo de latencia
(expresado en dias), como el periodo necesario para que el moho comience su
crecimiento lineal. Para ello, la variable “y” (crecimiento del moho en mm) se iguald a
0. Con ello calculamos los dias necesarios para el comienzo del crecimiento. Finalmente
los resultados se mostraron y discutieron como variacion del periodo de latencia
respecto al control. El célculo se realizé: periodo de latencia de B. cinerea en cada
enfrentamiento menos el periodo de latencia del moho control. Valores positivos
indican un retraso en el inicio del crecimiento de B. cinerea mientras que los valores

negativos indican que B.cinerea comenzd a crecer antes.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante el paquete
estadistico IBM SPSS Statistic 21. El porcentaje de reduccién de crecimiento se evalud
mediante un analisis de varianzas (ANOVA) de una y dos vias.; la comparacion de las
medias se llevo a cabo mediante el Test de Tukey (P<0,05).

La relacion entre variables fue evaluada mediante el analisis de componentes
principales, mientras que la correlacion entre variables fue estimada con el test de

Pearson con un nivel de significancia de P<0,05.

Para el manejo y ordenacion de los datos se uso el programa EXCEL version
2007.
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4. RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION DE LEVADURAS A NIVEL DE ESPECIE

En el presente trabajo se han utilizado un total de 32 aislamientos de levaduras
procedentes de higos y brevas. Estos aislamientos fueron identificados mediante la
secuenciacion y comparacion en la base de datos GenBank del fragmento de ADN
ITS1-5,85 ADNr-ITS4. En la siguiente tabla (Tabla 4.1) se muestra el codigo del
aislamiento, el nombre de la especie identificada, el nUmero de acceso con el que se ha
comparado en la base de datos GenBank y el porcentaje de coincidencia con el nimero
de acceso. Como se puede observar, las identificaciones resultaron en diferentes tipos de
especies; en concreto 5, denominadas Aureobasidium pullulans, Vishniacozyma
carnescens, Candida carpophila, Filobasidium oeirense y Hanseniaspora uvarum. La
especie mas abundante entre los aislamientos identificados fue Aureobasidium pullulans
con un 78,13%, seguido de Vishniacozyma carnescens (6,25%), Filobasidium oeirense
(6,25%), y por ultimo Hanseniaspora uvarum (3,13%) y Candida carpophila (3,13%).
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TABLA 4.1. Identificacién de los aislamientos de levaduras utilizados.

Cadigo cepa Especie Numero de acceso % identificacion
153 Aureobasidium pullulans JF439462.1 100%
156 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
191 Aureobasidium pullulans KX869959.1 100%
209 Aureobasidium pullulans KX869959.1 100%
283 Aureobasidium pullulans KY294714.1 100%
298 Filobasidium oeirense KX067801.1 99%
327 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
352 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
366 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
390 Aureobasidium pullulans JX462673.1 100%
398 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
408 Aureobasidium pullulans KX664386.1 100%
475 Aureobasidium pullulans JX188099.1 99%
497 Aureobasidium pullulans JX462671.1 100%
619 Aureobasidium pullulans KY294714.1 100%
632 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
665 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
677 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
693 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
714 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
733 Aureobasidium pullulans JX188093.1 99%
768 Aureobasidium pullulans KY294714.1 100%
781 Filobasidium oeirense NR077106.1 99%
793 Hanseniaspora uvarum KY103573.1 99%
803 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
818 Vishniacozyma carnescens LC203729.1 99%
840 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
861 Aureobasidium pullulans KY294714.1 100%
874 Candida carpophila KP131681.1 99%
913 Aureobasidium pullulans KX869960.1 100%
928 Vishniacozyma carnescens KY105817.1 100%
973 Aureobasidium pullulans KY294714.1 100%

En los ultimos afios se han realizado diferentes estudios para caracterizar la
poblacién de levaduras en fruta. Algunas de las especies identificadas en nuestro trabajo
coinciden con las previamente identificadas en frutas. En el estudio de Hamby y col.
(2012) identificaron Hanseniaspora uvarum como especie de levadura predominante en
cerezas y otras frutas. En el estudio realizado por Seradilla y col. (2013) la especie

Aureobasidium pullulans se encontraba mayoritariamente en la superficie de la fruta.
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Como hemos dicho anteriormente, la identificacion se obtuvo mediante la base
de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information utilizando el
algoritmo BLAST. Todas las cepas tienen asignado un nimero de acceso que es un
registro que contiene la secuencia y anotaciones. EI numero de acceso es un
identificador Unico. La mayoria de las identificaciones presentaron un 100% de
coincidencia con los nimeros de acceso presentes en la base de datos. Sin embargo,
algunos aislamientos presentaron pequerfias diferencias en las secuencias del fragmento
ITS1-5,8S ADNr-1TS4. Estos aislamientos fueron los que presentaron los codigos 298,
475, 733, 781,793, 818 y 874; todos ellos se identificaron con una coincidencia del
99%. Estos aislamientos que no obtuvieron un 100% de homologia fue debido a alguna
diferencia en la secuencia de nucleétidos respecto al nimero de acceso al cual las hemos

asociado. Estas diferencias las podemos observar en la siguiente tabla (Tabla 4.2).

TABLA 4.2. Diferencia en la secuencia genémica entre los aislamientos y el nimero de

acceso.
Cepa Posicion Descripcion
298 527 Sustitucion de una adenina por guanina
475 461 Sustitucion de una adenina por guanina
733 462,463 Deleccion de un nucleétido
781 19 Insercion de una timina
793 170 Deleccion de una timina
49 Insercion de una adenina
56 Sustitucién timina por citosina
82 Sustitucion timina por adenina
818 PP .
367 Sustitucion citosina por timina
385,386 Sustitucion guanina y timina por adenina y citosina
430 Sustitucién adenina por guanina
874 155 Deleccion de 7 nucle6tidos

Estas diferencias en la secuencia gendmica de las levaduras pueden suponer una
ventaja a la hora de identificar estas cepas, y en el caso de tener capacidad antagonista,
ser utilizadas como marcador molecular que permita su identificacion cuando sean

utilizadas.

En la siguiente figura (Figura 5.1) se observan los diferentes tipos de levaduras
empleadas en este trabajo tras su crecimiento en medio PDA, donde también se puede

observar que cada especie tiene una morfologia diferente. La imagen A: es un
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aislamiento de Vishniacozyma carnescens, imagen B es una Candida carpophila, C: es
una Filobasidium oeirense, D: Hanseniaspora uvarum, y por altimo la imagen E: es una

Aureobasidium pullulans.

FIGURA 4.1. Imagenes de los tipos de crecimiento de las diferentes especies de
levaduras en medio PDA crecidas a 25°C durante 3-5 dias. A) Vishniacozyma
carnescens; B) Candida carpophila; C) Filobasidium oeirense; D) Hanseniaspora

uvarum; y E) Aureobasidium pullulans.

Por otro lado los cultivos en medio PDA han mostrado diferentes morfologias
dentro de la misma especie. En la siguiente figura (Figura 4.2) la imagen A, By C
pertenecen a la especie Aureobasidium pullulans, pero se puede observar como cada
una tiene una morfologia diferente. En este estudio hemos utilizado muchas cepas de
esta especie ya que se encuentra de manera habitual en el ambiente (suelo, polvo,
superficie de otras plantas) y es por ello que puede aparecer en alta probabilidad en la

superficie de cualquier cultivo y actuar como biocontrol de enfermedades.
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FIGURA 4.2. Diferentes tipos de morfologia de Aureobasidium pullulans crecidas en
medio PDA a 25°C durante 3-5 dias.

Las morfologias que presenten las levaduras en medios de cultivo especificos
también pueden ser una herramienta discriminatoria para la identificacion de levaduras
antagonistas en caso de su utilizacion tanto en experimentos como en una fase
comercial. Para ello debe tener una morfologia muy caracteristica y diferente a otras

especies.
4.2. ENFRENTAMIENTO LEVADURAS-BOTRITYS CINEREA IN VITRO

Para determinar el efecto de las levaduras sobre el moho se realizaron
mediciones periddicas del crecimiento radial de B. cinerea tras los enfrentamientos con
las levaduras. Como se muestra en la siguiente figura (Figura 4.3), en la que se
representa el crecimiento de B. cinerea cuando no se enfrent6 a ninguna levadura, el
crecimiento del mismo presentd un modelo lineal (R?=0,8874). Esta representacion
también permitié determinar que la tasa de crecimiento del moho en condiciones
Optimas de crecimiento fue de 11,614 mm/dia, velocidad algo superior a los 9,50
mm/dia obtenidos por Capilla (2017). Una vez obtenidos los datos de crecimiento por
dia del moho en cuestion se pasé a estudiar el efecto que las levaduras producian sobre
el crecimiento de B. cinerea y observar con ello si se producia un efecto de control
debido a la generacién de VOCs.
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Botrytis cinerea
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FIGURA 4.3. Gréfica de la tasa de crecimiento (mm/dia) de B. cinerea representando el
crecimiento radial-didmetro (mm) frente a dias de incubacion, en medio PDA (sistema
de doble placa) a 25°C.

En la siguiente tabla (Tabla 4.3) se recogen todas las tasas de crecimiento tanto
para el B. cinerea sin confrontacion con levaduras, como para las confrontaciones con
las levaduras expresadas como diferencia respecto al control. En la tabla se puede
observar que la tasa de crecimiento para el B. cinerea en las confrontaciones con las
levaduras se ajustan a modelos lineales (R?>0,90). Las tasas de crecimiento (mm/dia)
del enfrentamiento del moho en las diferentes levaduras presentan, en general, pocas
modificaciones en las diferentes confrontaciones. Ninguna levadura tuvo el efecto de
incrementar la velocidad de crecimiento de B. cinerea sensiblemente, siendo la
confrontacién con la levadura 153 la que mayor incremento se obtuvo (0,49 mm/dia).
Sin embargo un total de 10 levaduras provocaron la disminucion de la tasa de
crecimiento del moho en valores superiores a 2 mm/dia. Estas cepas fueron: 156, 497,
619, 733, 768, 781, 793, 803, 818 y 874. La cepa que mas disminuy0 la velocidad de
crecimiento de B. cinerea fue la 793 de la especie Hanseniaspora uvarum, reduciendo

el crecimiento en 7,59 mm/dia respecto al control.
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TABLA 4.3. Parametros de crecimiento de todas las confrontaciones Botrytis-levadura

estudiados.

Microorganismo

Botrytis cinerea (Control)
153
156
191
209
283
298
327
352
366
390
398
408
475
497
619
632
665
677
693
714
733
768
781
793
803
818
840
861
874
913
928
973

A tasa crecimiento (mm/dia)

11,61
0,49
2,77
0,05
0,78
-1,64
-0,36
1,71
-0,98
0,03
-1,81
0,78
-1,60
0,05
-3,05
2,17
0,44
-0,52
-1,15
1,71
1,71
-2,69
-3,05
-2,59
-7,59
-2,69
2,52
-1,45
-1,29
2,47
-1,81
-1,65
-1,29

RZ
0,89
0,99
0,96
0,99
0,98
0,98
0,98
0,99
0,98
0,99
0,91
0,97
0,96
1,00
0,96
0,94
0,89
0,96
0,97
0,98
0,98
0,97
0,93
0,90
0,96
0,94
0,99
0,95
0,96
1,00
0,97
0,98
0,99

A latencia
(dias)
1,33
-0,64
-0,50
-0,47
-0,17
-0,92
-0,17
-0,92
0,03
-0,48
-1,13
-0,63
-1,00
-0,44
-0,22
-1,06
-0,60
0,03
0,23
-0,92
-0,93
-0,52
-0,27
-0,07
0,51
-0,73
-0,57
0,10
0,03
-0,29
-0,09
-0,93
-0,11

*El valores para B. cinerea (muestra control) son valores absolutos.
Los valores para los enfrentamiento con las levaduras representan valores relativos respecto a las

diferencia con el control.

Tambien se compararon los datos obtenidos de los periodos de latencia (Tabla

4.3), ya que los enfrentamientos pudieron tener incidencia en los tiempos necesarios

para la germinacion de las esporas del moho. El periodo de latencia se define como el
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tiempo necesario para que las esporas comiencen a germinar y con ello empiece el
desarrollo del micelio. Como se puede observar en la tabla, el periodo de latencia de B.
cinerea sin enfrentarse a ninguna levadura en medio PDA e incubado a 25°C fue de 1,33
dias. No solo es interesante que las levaduras sean capaces de hacer que B. cinerea
crezca mas lentamente, sino que es igualmente deseable que retrasen la germinacion de
las esporas. Las cepas que mas retrasaron la germinacion y con ello aumentaron el
periodo fueron la 677 (Aureobasidium pullulans), retrasando la germinacion de las
esporas en 0,23 dias, y 793 (Hanseniaspora uvarum), retrasando la germinacion en 0,51

dias.

Para determinar cudl es la levadura que mas inhibe el crecimiento enfrentadas al
B. cinerea se relaciond la tasa de crecimiento con el periodo de latencia y la cepa que
mas reduccion y efecto tuvo fue la 793 (Hanseniaspora uvarum) ya que redujo la
velocidad de crecimiento y aumento el periodo de latencia del moho. A diferencia de la
677 (Aureobasidium pullulans), que retrasé la germinacion de B. cinerea (control) pero
la tasa de crecimiento (mm/dia) no disminuyo6 respecto al control y por ello la cepa 677,

no es una cepa idénea para utilizar como biocontrol para la reduccion del B. cinerea.

En nuestro trabajo evaluamos la influencia de la posible generacion de VOC por
diferentes aislamientos de levaduras sobre el crecimiento radial de B. cinerea. En la
siguiente tabla (Tabla 5.4), se recoge el crecimiento medio del micelio en medio PDA
de B. cinerea que oscil6 entre 26,91 mm a los 4 dias de incubacion y 58,12 mm a los 7
dias de incubacidn, lo que supone un crecimiento medio de 11,69 mm/dia cuando no se

enfrentd a ninguna levadura, en medio PDA e incubado a 25°C.

En la misma tabla se recogen los valores medios del porcentaje reduccién del
crecimiento radial frente a B. cinerea durante los dias de incubacion y los valores de
reduccion media totales, asi como los valores de reduccién media globales en las
diferentes confrontaciones con levaduras. Si nos fijamos en los datos globales, en los
que se evalua el efecto global de todas las levaduras sobre B. cinerea, podemos
comprobar que la reduccion del crecimiento es mas acusada (P< 0,05) en los primeros
dias de incubacion (16,16% en el dia 4) mientras que en el dia 7 practicamente no hay
reduccidén del crecimiento de B. cinerea (1,95%). Observaciones muy similares fueron
obtenidas por Capilla (2017), cuando evalud la influencia de otros aislamientos de
levaduras sobre el mismo moho. Esto puede ser debido no sélo a la produccion de VOC
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si no al consumo de oxigeno y produccion de CO. por las levaduras, que pueden
modificar la atmosfera, especialmente en los primeros dias; y que tras un periodo de

adaptacion el moho Botrytis recupere el crecimiento normal.

En cuanto a los valores de reduccion de los enfrentamientos individuales, en
negrita aparecen resaltados aquellos que producen una reduccion significativa (P<0,05),
bien en alguno de los dias de incubacion o bien por su efecto durante todo el
experimento. En cuanto a los valores de reduccion media totales se situaron entre 1,23%
del aislamiento 768 a 39,32% del aislamiento 793. Ademas se constaté que Botrytis
cinerea mostré una notable sensibilidad a la confrontacion con los compuestos
generados por las levaduras, siendo asi que 15 de los 32 aislamientos ensayados
tuvieron efecto significativo (P<0,05) en la reduccién del crecimiento micelial, lo que
supone que tuvieron efecto sobre el crecimiento de este moho el 46,87% de los
aislamientos ensayados. En la investigacion de Capilla (2017) de los 41 aislamientos
ensayados sélo 5 (12,19%) redujeron el crecimiento radial de B. cinerea durante el
ensayo. Los aislamientos capaces de reducir significativamente el crecimiento del moho
en nuestro ensayo fueron los siguientes: 156, 298, 352, 398, 497, 714, 781, 793, 818,
840, 861, 874, 913, 928 y 973. EI comportamiento de los aislamientos de levadura no
fue uniforme durante el ensayo. Las levaduras 352, 398, 714, 840, 861 y 973 ejercen su
efecto principalmente al inicio del ensayo (dia 4), mientras que 156, 781 y 793 ejercen

su efecto inhibitorio durante todo el ensayo.

El analisis de correlacion mostré que el porcentaje de reduccion y el diferencial
de la tasa de crecimiento estaban negativamente relacionados (coeficiente de Pearson =
-0,602; P< 0,001). Esto era esperable ya que quiere decir que cuando disminuye la tasa
de crecimiento aumenta el porcentaje de reduccion del micelio de B. cinerea. Ademas,
también hubo un efecto de los periodos de latencia (coeficiente de Pearson = 0,373;
P<0,035), lo que quiere decir que cuando aumentaron los periodos de latencia aumentd
el porcentaje de reduccion del micelio.
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TABLA 4.4, Crecimiento radial de B. cinerea en agar PDA (25°C) y porcentajes de

reduccion del crecimiento tras la confrontacién con las levaduras.

Crecimiento radial (mm) de B. cinerea

Microorganismo dia4 dia5 dia 6 dia7 Total
Media DE Media DE Media DE Media DE Media (mm/dia)
Botrytis cinerea 26,91° 3,72 38,752 4,48 48,000 11,11 58,12% 14,43 11,692
Cepade
levadura % de reduccion del diametro radial de B. cinerea
enfrentada
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE

Sin levadura 0,002 0,00 0,002 0,00 0,002 0,00 0,002 0,00 0,002 0,00
153 10,00%cd 10,95 2,38%® 583 9,09® 575 238" 369 596 756
156 34,34M 2,47 28,70 517 30,93« 30,10 - - 31,32" 16,78
191 10,00%cd 10,95 0,00? 0,00 12,12%c 4,69 0abe 0,00 5,53%c 10,95
209 11,66%c® 9,83 2,38%® 583 12,12%¢ 469 1,19% 292 6,83 787
283 10,00%cd 10,95  4,76a® 7,38 13,63%c 4,98 5,95% 292 858kl 761
298 17,92bcdefeh 3,09  20,83°ccefs 776  8,33% 13,94 2,30% 3,57 12,34%%fh 10,85
327 10,00%cd 10,95 7,14 7,82 10,60 3,71 1,19abc 2,92 7,23%c 7,66
352 19,04cdefoh 7 32 5,550 6,09 13,00 4,61 1,11°¢ 272 9,67°%*" 868
366 10,00%cd 10,95  3,80°« 841 9,09 575 238* 369 6,320 793
390 10,00%cd 10,95 0,00° 0,00 9,09 575 4,76 3,69 5,96°%*" 7,26
398 19,04¢%fh 369 12,964 16,36 14,01° 1546 2,30°¢ 3,57 12,08%%" 1243
408 13,332%0cdel 16,33 4,76%¢ 7,38 6,060 11,01 357° 391 6,93 10,70
475 10,00%cd 10,95 0,00? 0,00 7,57® 3,71 1,19abc 2,92 4,69%c 7,03
497 31,119N 344  34,25"" 873 18,30% 18,42 3,49% 3,83 21,79° 15,80
619 17,50P€s 500 7,142 8,25 454* 525 7,14* 0,00 9,08? 7,11
632 6,66 10,33 14,28% (0,00 5,15° 11,86 -3,57% 6,46 4,02 10,58
665 15,5580cdefs 4 25 -0,522 8,07 2,82 9,26 - - 5,94cde 10,03
677 7,39%¢ 6,61 5,02%¢ 14,87 8,37* 7,20 - - 6,923 9 76
693 1,63 6,14 5,55@¢ 6,09 8,49* 401 - - 5,233%cde 612
714 27,87¢fN 11,26 13,423 827 7,76® 7,28 - - 16,357 12,20
733 - - 9,52%cd 1166 3,86° 10,80 5,27 14,15 6,22%c 1180
768 0,00? 0,00 11,428 723 520° 6,44 -7,22¢2 9,10 1,23%® 9,73
781 29,66%" 7,21 38,169 4,67 27,62°¢ 12,73 - - 31,81 9,56
793 40,4N 7,34 43,73" 10,82 42,979 13,93 28,35% 557 39,32 11,86
803 - - 4,76%¢ 738 -0,29° 8,48 6,23° 11,40 6,23 11,40
818 26,66%%" 816 22,91°¢f 668 19,06®¢ 7,24 2,30% 357 17,73 11,35
840 21,81cdefoi 664 17,12%ckefs 560 9,84% 9,73 7,060 9,04 13,96 950
861 18,52¢defhi - 506 13,95%%€ 422 6,85% 7,94 - - 13,11%f" 7,68

41



RESULTADOS

Crecimiento radial (mm) de B. cinerea

Microorganismo dia4 dia5 dia 6 dia7 Total
Media DE Media DE Media DE Media DE Media (mm/dia)
Botrytis cinerea 26,912 3,72 38,752 4,48 48,000 11,11 58,12* 14,43 11,692
Cepade
levadura % de reduccion del diametro radial de B. cinerea
enfrentada
Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE
874 20,60°dfsh 621 22,68 932 984% 973 230% 357 13,86°N 11,04
913 26,86%fh 910 19,74bdef 507 14,22%¢ 7,63 - - 20,27M 8,80
928 21,52¢defsh 11 06 25,29%f0 979 14,22%c 763 - - 20,35" 10,18
973 26,68%fh 10,62 15,27%ce 887 14,19%¢ 8,30 - - 18,72" 10,51
Plevadura <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Global dias 16,16° 13,62 11,86 16,09 10,75* 16,44 1,95* 10,51 10,528 15,36
Plevadura*dias <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Por columnas, valores medios con letras minGsculas diferentes presentaron valores significativamente
diferentes (P<0,05).
2V/alores en negrita indican una reduccion del didmetro significativa respecto al control (P<0,05).

4.3. DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS VOLATILES

Una vez determinado el efecto de las levaduras sobre el crecimiento de B.
cinerea se pretendié identificar los compuestos responsables de tal efecto. Para ello se
realiz6 el analisis por cromatografia de gases e identificacion por detector de masas de
los compuestos captados por fibra de microextraccion en el espacio presente en el
sistema de doble placa empleado para las confrontaciones. En la siguiente tabla se
muestran los compuestos presentes en el espacio de los ensayos de confrontacion en los
sistemas de doble placa. En la tabla se muestra los compuestos, el indice de Kovats
(IK), el tiempo de retencion, el origen de los compuestos y el grupo quimico al que

pertenecen.
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TABLA 4.5. Compuestos volatiles identificados por CG-MS del espacio del sistema de doble placa utilizado para las confrontaciones B.cinerea-

levaduras.
Grupo

Compuesto volatil IK! Tiempo Origen quimico Compuesto volatil IK Tiempo Origen Grupo quimico
Etil eter 504 4,04 PDA Eter 1-Octen-3-ol 978 23,70 Levaduras Alcohol
Propanal 511 5,10 Levaduras Aldehido 3-Octanona 984 24,00 Levaduras Cetona
2-metil pentano 558 5,34 PDA Hidrocarburo | 2-Furanmetanol acetato 995 24,30 Levaduras Ester
3-metil pentano 579 5,76 PDA Hidrocarburo | 2-acetil tiazol 1015 25,61 PDA C. organico policiclico
Acido acético 595 5,93 PDA, Levaduras Acido Hidrocarburo ciclico 1026 26,18 PDA Hidrocarburo
Hexano 600 6,27 PDA Hidrocarburo | D-Limoneno 1031 26,20 Levaduras Terpeno
Acetato de etilo 610 6,85 BC Ester Benceneacetaldehido 1053 26,73 PDA Aldehido
Butanal 3-metil 652 8,40 Levaduras Aldehido Hidrocarburo 2 1066 27,20 Levaduras Hidrocarburo
Butanal 2-metil 664 8,80 Levaduras Aldehido 2-Nonanona 1070 28,50 Levaduras Cetona
Hexano 3-metil 670 9,30 Levaduras Hidrocarburo | Nonanal 1102 29,05 PDA Aldehido
Acido propanioco 693 9,71 PDA Acido Fenil etil alcohol 1141 29,70 Levaduras Alcohol
Heptano 700 10,30 BC, Levaduras Hidrocarburo | Acido octanoico 1168 31,20 Levaduras Acido
2-Butanona 3-hidroxi 702 10,70 Levaduras Cetona Acido acético fenil metil ester 1170 31,50 Levaduras Ester
Acido propanoico etil ester 704 10,81 BC, Levaduras Ester Benceno 1,3-dimetoxi 1182 31,80 Levaduras H. aromatico
n-Propil acetato 707 11,00 Levaduras Ester Dodecano 1200 32,80 Levaduras Hidrocarburo
1-Butanol 3-metil 732 11,90 BC, Levaduras Alcohol Acido acético 2-fenil etil ester 1256 34,90 Levaduras Ester
1-Butanol 2-metil 743 12,10 BC, Levaduras Alcohol Benceno 1 1263 35,00 Levaduras H. aromatico
Acido propanoico, 2 metil 790 12,70 PDA, Levaduras Acido Tridecano 1300 35,30 Levaduras Hidrocarburo
Hidrocarburo 1 805 13,54 BC Hidrocarburo | Hidrocarburo 3 S.1.2 35,70 Levaduras Hidrocarburo
Acido butanoico 830 13,92 BC Acido Alcohol 1 S.I. 35,90 PDA Alcohol
Cetona 1 835 14,30 Levaduras Cetona Hidrocarburo 4 S.L. 36,20 Levaduras Hidrocarburo
Acido butanoico, 3-metilo 850 16,73 BC, Levaduras Acido Ester 1 S.L. 36,41 PDA Ester
Acido butanoico, 2-metilo 854 17,23 BC, Levaduras Acido Alcohol 2 S.L. 36,73 PDA Alcohol
Etil benceno 864 18,43 PDA H. aromético | Terpeno/derv naptaleno 1 S.. 37,50 Levaduras Terpeno
1-Butanol 3-metil acetato 876 18,91 BC, Levaduras Ester Terpeno/derv naptaleno 2 S.L. 38,10 Levaduras Terpeno
1-Butanol 2-metil acetato 880 19,00 Levaduras Ester hidroxitolueno butilado 1508 38,87 PDA H. aromatico
2-Heptanona 891 19,60 Levaduras Cetona Terpeno/derv naptaleno 3 S.L. 39,00 Levaduras Terpeno
Propanal 3- (metiltio) 910 20,32 PDA Aldehido Terpeno/derv naptaleno 4 S.L. 39,30 Levaduras Terpeno
Benzaldehido 961 20,08 PDA Aldehido

{ndice de retencion de Kovats
2Sin identificar
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Respecto al estudio de los compuestos volatiles mediante la técnica de
cromatografia de gases se detectaron una serie de grupos funcionales todo ellos
recogidos en la tabla 4.5. Como se puede observar hay gran variedad de estos grupos.
Un total de 57 compuestos fueron identificados agrupados en los siguientes grupos
funcionales: comenzando con los menos representativos como son los éteres (1),
compuesto orgénicos policiclicos (1), hidrocarburos aromaticos (4), terpenos (5),
cetonas (5), alcoholes (6), &cidos (7), aldehidos (7); y los méas representados son los

ésteres (9) y los hidrocarburos (12).

Estos grupos quimicos procedieron de distinto origen; el medio PDA, el control
de B. cinerea o por las propias levaduras. En la tabla 4.5 se asigna el origen de todos
ellos, con un total de 57 compuestos como se ha mencionado anteriormente, en los que
16 estan presentes exclusivamente debido al medio PDA, 3 compuestos fueron
producidos por B. cinerea, y 29 propios de las levaduras. Como se puede observar en la
tabla 4.5 también aparece compuestos cuyo origen es conjuntamente B. cinerea,
levaduras y/o PDA. Esto quiere decir que ese compuesto se genera en el medio PDA o

por B. cinerea y se ve incrementado con la confrontacion con las levaduras.

En este estudio, nos centramos en los compuestos quimicos producidos por las
levaduras ya que algunos de ellos pueden ser los responsables de reducir el crecimiento
del moho B. cinerea. En total se detectaron 38 compuestos que 0 tenian su origen
exclusivamente en la actividad de las levaduras o se incrementaba su presencia en las
confrontaciones levadura-moho. En la siguiente tabla (Tabla 4.6) se enumeran esos 38
compuestos y se presentan los valores de las areas y el porcentaje que representan
respecto al total de los compuestos volatiles.
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TABLA 4.6. VOCs generados por las levaduras expresados en valores absolutos y

porcentuales de unidades arbitrarias de area (UAA).

Compuestos UAA Valor absoluto/10° UAA Porcentaje

Minimo Maximo Minimo Maximo
vl 0,97 0,00 31,20 0,03 0,00 1,00
v2 74,63 0,00 575,94 6,28 0,00 59,30
v3 0,73 0,00 23,562 0,05 0,00 1,50
v4 2,03 0,00 37,55 0,18 0,00 3,40
v5 1,80 0,00 57,75 0,22 0,00 7,20
v6 10,49 0,00 309,93 1,26 0,00 38,40
v7 1,36 0,00 23,09 0,07 0,00 2,00
v8 1,94 0,00 62,20 0,04 0,00 1,20
v9 1,73 0,00 55,48 0,03 0,00 1,10
v10 454,61 0,00 1481,39 29,58 0,00 58,20
vll 289,01 0,00 1305,00 17,59 0,00 37,90
v12 19,11 0,00 611,56 0,37 0,00 11,70
v13 3,44 0,00 110,04 0,13 0,00 4,10
v14 6,57 0,00 210,39 0,13 0,00 4,00
v15 17,11 0,00 547,41 0,33 0,00 10,50
v16 12,40 0,00 396,81 0,25 0,00 8,10
v17 3,42 0,00 109,33 0,00 0,00 0,00
v18 105,21 0,00 1262,99 17,29 0,00 100,00
v19 6,42 0,00 205,54 0,24 0,00 7,60
v20 7,08 0,00 148,11 0,30 0,00 5,50
v21 3,04 0,00 97,33 0,13 0,00 4,30
v22 19,49 0,00 100,38 1,83 0,00 15,30
v23 0,76 0,00 24,44 0,05 0,00 1,60
v24 2,84 0,00 90,84 0,12 0,00 4,00
v25 281,80 0,00 1255,61 16,59 0,00 45,10
v26 0,78 0,00 24,97 0,03 0,00 1,10
v27 0,69 0,00 22,23 0,03 0,00 1,00
v28 4,52 0,00 144,48 0,17 0,00 5,40
v29 2,60 0,00 83,09 0,05 0,00 1,60
v30 47,71 0,00 1341,71 1,71 0,00 42,20
v31 15,57 0,00 201,63 1,56 0,00 26,40
v32 12,35 0,00 110,65 0,90 0,00 13,70
v33 1,74 0,00 55,53 0,03 0,00 1,10
v34 3,82 0,00 79,61 0,31 0,00 9,90
v35 13,88 0,00 275,31 0,49 0,00 10,20
v36 13,11 0,00 246,56 0,47 0,00 8,90
v37 15,52 0,00 206,56 0,54 0,00 7,70
v38 14,97 0,00 235,54 0,51 0,00 7,60
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En la tabla anterior (Tabla 4.6) se muestran los 38 VOC asociados a levaduras
identificados, presentados de menor a mayor en funcion de su retencion. Se puede
observar que tanto en valores porcentuales y en valores absolutos los compuestos
mayoritarios fueron el v10 (1-butanol 3-metil), seguido de v11 (1-butanol 2-metil), v25
(fenil etil alcohol) y v18 (2-heptanona). Por el contrario, los compuestos con menor
concentracion fueron v1 (propanal), v3 (butanal 3-metil), v23 (hidrocarburo 1), v26
(&cido octanoico) y v27 (acido acético fenil metil ester). EI compuesto mayoritario v10
representd, de media, el 29,58% del total de los VOC generados por las levaduras.
Ademas en la tabla se muestra los rangos de las UAA, tanto en valores absolutos como
porcentuales. Con ello se puede observar que ninguno de los compuestos asociados a

levaduras se encuentra presente en todos los perfiles volatiles analizados.

Tras la identificacion de los VOCs asociados a levaduras se tratd de identificar
aquellos compuestos que presentaban una actividad bioldgica antifingica. Para ello se
realiz6 un andlisis de componentes principales (Figura 4.4) y un estudio de correlacion
entre los compuestos detectados y los parametros de crecimiento del moho (Tabla 4.6).
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FIGURA 4.4.Representacion tridimensional definida por las componentes principales 1,

2 y 3 de las actividades de las cepas de levaduras ensayadas (A), los VOCs identificados

y los pardmetros de crecimiento de B. cinerea (B).
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La relacidn entre las variables definidas por las componentes principales 1, 2y 3
explicé un total del 52,07% de la variabilidad. En la figura 4.4A las cepas sin actividad
fueron agrupadas en su mayoria en los ejes negativos de las tres componentes a
excepcion de 861 y 874. Las dos cepas con actividades medias la 156 y 781 se
caracterizaron por su asociacion al eje positivo de la componente principal 1.
Finalmente la cepa 793, con alta actividad estuvo asociada muy positivamente a la

componente principal 1.

En la figura 4.4B se puede observar como los compuestos asociados a una alta
actividad de las levaduras fueron mayoritariamente esteres (representados por color
amarillo). Ademés también se asocid a esta alta actividad la reduccién del crecimiento
de B. cinerea, el aumento de periodo de latencia, y negativamente con la variacion de la

tasa de crecimiento.
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TABLA 4.6. Correlaciones de Pearson entre los parametros de cinéticas de crecimiento

de B. cinerea y los VOCs cuyo origen son las levaduras implicados en el antagonismo.

Correlaciones

Reduccién

Dtasa

Dlat

V2

V7

v8

V9

v16

v21

v26

v27

v30

Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)

Reduccién 'I_'as_a Latencia
crecimiento
1,000 0,602** 0,373*
0,000 0,000 0,035
-0,602 1,000 -0,290
0,000 0,000 0,108
0,373* -0,290 1,000
0,035 0,108 0,000
0,419* -0,139 0,220
0,017 0,449 0,226
0,314 0,582** 0,246
0,080 0,000 0,175
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,660** 0,731** 0,409*
0,000 0,000 0,020
0,645** 0,752** 0,432*
0,000 0,000 0,013

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Como se puede observar en la tabla anterior (Tabla 4.6), se determiné que VOCs

son los que provocan cambios significativos (P<0,05) en el crecimiento de B. cinerea

mediante en el analisis de correlacion. El efecto, como se observa en la tabla, puede ser

asociado a la disminucion en la tasa de crecimiento (representado con una correlacién

negativa de Pearson), al aumento el porcentaje de reduccion (correlacion de Pearson

positiva) y/o al aumento de los periodos de latencia (correlacion positiva de Pearson).

Estos compuestos que presentaron una correlacion positiva fueron un total de ocho:

acido propanoico etil ester (v8), n-propil acetato (v9), 1-butanol 3-metil acetato (v16),

2-furanmetanol acetato (v21), acido octanoico (v26), acido acético fenil metil ester

(v27), y &cido acético 2-fenil etil ester (v30).
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Existe bibliografia relacionada con los compuestos que hemos determinado.
Entre ellos el estudio realizado por Strobel y col. (2001) que se basé en el anélisis de
Muscodor albus que es un hongo endofitico aislado de Cinnamomum zeylanicum (&rbol
de canela). Este hongo xil6fago inhibe y mata a otros hongos y bacterias, en virtud de
una mezcla de compuestos volatiles que produce. La mayoria de estos compuestos se
identificaron mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas. La clase mas
efectiva de compuestos inhibidores fueron los ésteres, de los cuales 1-butanol 3-metil
acetato fue el mas activo biolégicamente. También producian &cido propanoico etil ester
y é&cido acético 2-fenil etil ester. En otro trabajo Cheung y col. (2014) determinaron que los
organismos marinos, incluidas las bacterias, los hongos, las algas, las esponjas, los
equinodermos, los moluscos y los cefalocordados, producen una variedad de productos
con actividad antifungica. Uno de estos compuestos era el acido octanoico. Todos los

compuestos producidos se podria utilizar en agricultura y en la industria alimentaria.

Otros compuestos detectados en nuestro estudio, como el fenil etil alcohol (v25)
han sido previamente asociados a actividades antifingicas. Mo y Sung (2007)
investigaron el efecto del fenil etil alcohol sobre el grado de vida util y la calidad en
fresas. Observaron que el crecimiento fungico en la superficie de las fresas tratadas con
este compuesto crecié significativamente menos que el control. Los resultados
sugirieron que este compuesto puede usarse para prolongar la vida poscosecha de esta
fruta. Sin embargo este compuesto, en nuestro estudio, no presenté correlacion (P>0,05)

con el control de nuestra cepa de B. cinerea.

Finalmente, en la siguiente figura mostramos cromatogramas obtenidos del
analisis de los compuestos volatiles presentes en el espacio entre placas de los ensayos

de confrontacién, analizado mediante CG-MS.

50



RESULTADOS

TAA
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FIGURA 4.5. Cromatogramas de los perfiles de compuestos volatiles generados en el
espacio del sistema de doble placa de confrontaciones con actividad antibotrytis: control
(linea negra), sin actividad (linea azul), actividad media (linea roja), alta actividad (linea
verde). Los compuestos indicados estan relacionados con el antagonismo levadura-

moho.

Como se puede observar en la figura 4.5, la mayoria de los compuestos
producidos son comunes en los tres cromatogramas (control, sin actividad y alta
actividad). Las levaduras con actividad media no presentan compuestos asociados al
control y esto podria confirmar que el antagonismo se debe a la modificacion de los
gases O./COz en los primeros momentos de confrontacion. Por ultimo, el cromatograma
de la confrontacion con la levadura 793 (Hanseniaspora uvarum) presenta los
compuestos asociados al control del moho. Estos compuestos, mayoritariamente ésteres,
representaron entre el 1% y el 8,10% del total de los compuestos en el espacio entre

placas. Esto sugiere que bajas concentraciones son efectivas para controlar al moho.

En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio, la cepa 793 de la especie
H. uvarum es un buen candidato para futuros ensayos del control de mohos patégenos
de frutas en condiciones comerciales. Ademas, se pretende investigar proximamente la
actividad inhibitoria sobre B. cinerea y otras especies de mohos patogenas de los

compuestos, puros y sus mezclas, asociados a esta actividad.
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5. CONCLUSIONES

La especie Aureobasidium pullulans se encuentra de forma muy mayoritaria
en los aislamientos procedentes de higos y brevas. Otras especies
identificadas fueron Vishniacozyma carnescens, Candida carpophila,
Filobasidium oeirense y Hanseniaspora uvarum.

El anélisis del fragmento ITS1-58S ARNr-ITS4 ha permitido encontrar
marcadores moleculares en algunas cepas de levaduras (298, 475, 733, 781,
793, 818,874) que posibilitan su identificacion en caso de aplicacion como
tratamiento biocontrol.

El 46,87% de los aislamientos de levaduras ensayados tuvieron un efecto
significativo en la reduccion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea,
siendo esta reduccion méas acusada en los primeros dias de confrontacion
moho-levadura. Ademas, el 31,25% de las confrontaciones redujeron la
velocidad de crecimiento > 2 mm/dia y el 6,25% de las levaduras provocaron
un periodo de latencia mayor en las esporas de Botrytis cinerea.

Un total de 38 compuestos quimicos tuvieron su origen en el metabolismo de
las levaduras, siendo 9 de ellos (acido acético, &cido octanoico, 1-butanol 3-
metil acetato, 2-furanmetanol acetato, acido acético fenil metil ester, acido
acetico 2- fenil etil ester, 2-butanona 3-hidroxi, acido propanoico etil ester,
n-propil acetato) los que estan implicados con el control de Botrytis cinerea.
La cepa 793 de la especie Hanseniaspora uvarum es la que mayor efecto ha
tenido en la reduccion del crecimiento de Botrytis cinerea debido a la
disminucion de la velocidad y el aumento del periodo de latencia del mismo.
Los compuestos volatiles generados por esta cepa asociados al control del
moho son del grupo quimico de los ésteres. Ademas, esta cepa presenta una
modificacion en su secuencia gendmica del fragmento 1TS1-5,8S ARNr-
ITS4 (deleccién en la posicion 170) que puede ser utilizada como marcador
molecular para su monitorizacion.

La cepa 793 de la especie Hanseniaspora uvarum es propuesta para ensayos
de control biologico en condiciones de manipulacion y comercializacion de

fruta.
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