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Resumen

El objetivo de este trabajo fue producir extractos crudos de dos aislamientos (H1 y H2) de P.
sanguineus y evaluar su efecto en el control in vitro de hongos y bacterias fitopatégenas de
frutas y hortalizas en postcosecha asi como de interés clinico. Se determinaron las mejores
condiciones de produccion del pigmento naranja del hongo. Para esto se realizé un disefio
experimental completamente al azar en arreglo factorial en donde los factores y niveles fueron:
pH (8.0, 8.5 y 9.0), medio de cultivo liquido (caldo de papa y dextrosa, y extracto de malta) y
tipo de luz (normal y blanca continua). El pigmento naranja se extrajo con acetato de etilo. El
pigmento se concentré y se utilizé en el control de los hongos (Colletotrichum fragariae, C.
gloeosporioides y Botrytis cinérea) y las bacterias (Erwinia amylovar y Pectobacterium
carotovorum) en postcosecha; asi como de bacterias de interés clinico (Salmonella typhi,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Enterobacter agglomerans, Shigella dysenteriae, Klebsiella rhinoescleromatis, Yersinia
enterocolitica y K. pneumoniae). Las mejores condiciones de produccién del pigmento fueron
pH 8, medio caldo papa y dextrosa, y luz blanca continua. Se observé un efecto fungicida
contra los hongos fitopatégenos, obteniéndose una reduccion del 70 y 60 % del crecimiento de
B. cinerea con la adicién de 10, y 20 mg/mL del extracto crudo del pigmento de P. sanguineus,
respectivamente. Para C. fragarie, la inhibicién fue mayor al 50% y sélo del 40% para C.
gloeosporioides. En el caso de las bacterias fitopatdgenas, se determind la concentracion
minima inhibitoria para: E. amylovora (H1>12mg/mL; H2, 7mg/mL) y P. carotovorum (H1,
10mg/mL; H2, >12mg/mL); asi como para las bacterias de interés clinico: Salmonella typhi
(8mg/mL), Bacillus cereus (H1, 8mg/mL; H2,10mg/mL), Klebsiella pneumoniae (>12mg/mL) y
Shigella dysenteriae (8mg/mL).



Abstract

The main objective of this study was the crude extracts production of two P. sanguineus
isolated (H1 & H2) and the test of their effect postharvest in controlling in vitro of fruit and
vegetables fungus and fitopathogens bacteria, and also bacteria of clinical interest. The best
conditions were determinated through factorial treatment arrangements and Randomized Block
Design. Where the factors and levels were: pH (8.0, 8.5 y 9.0), culture medium (potato dextrose
broth & malt extract) and kind of light (daylight & full time white light). The orange pigment was
extracted with ethyl acetate. The pigment was concentrated and test in postharvest fungus
control (Colletotrichum fragariae, C. gloeosporioides and Botrytis cinérea) and bacteria (Erwinia
amylovora and Pectobacterium carotovorum). Moreover, clinical interest bacteria (Salmonella
typhi, Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Enterobacter agglomerans, Shigella dysenteriae, Klebsiella
rhinoescleromatis, Yersinia enterocolitica and K. pneumoniae). The best conditions for orange
pigment production were pH 8, potato dextrose broth and full time white light. The fungicidal
effect was observed against fitopathogens fungus with a reduction of 70 and 60 % in B. cinerea
growth in 10 and 20 mg/mL crude extract P. sanguineus pigment conditions, respectively. An
inhibition major of 50% was presented by C. fragarie and only of 40% in C. gloesporoides. In
fitopathogen bacteria, the minimal inhibition concentration was determined in E. amylovora
(H1>12mg/mL; H2, 7mg/mL) and P. carotovorum (H1, 10mg/mL; H2, >12mg/mL). As much as
in clinical bacteria for Salmonella typhi (8mg/mL), Bacillus cereus (H1, 8mg/mL; H2,10mg/mL),
Klebsiella pneumoniae (>12mg/mL) and Shigella dysenteriae (8mg/mL).
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas

La importancia de las perdidas postcosecha de frutas y hortalizas radica en que se
requirié una inversion de dinero y tiempo para su produccion, distribucién y venta a los
consumidores finales implicando pérdidas econdmicas en regiones productoras. Se
mencionan a continuacion las estadisticas de estas pérdidas.

La FAO (1993), calcula en 25% las pérdidas postcosecha por consecuencias de
manipulacién inadecuada, deterioro, plagas y enfermedades, implicando que una cuarta
parte de la produccién no llegue al consumidor. Ademas, menciona que las frutas,
hortalizas, raices y tubérculos son mucho menos resistentes y se deterioran rapidamente
por lo que implica un mayor cuidado en su manipulacion y transporte. Por esta razén, en
algunos paises en vias de desarrollo es dificil calcular las pérdidas pero en algunos
productos como platanos, tomates y citricos es de no menos del 50%, la mitad de lo

producido (Wilson y Lawrence, 1985).

Wilson y Lawrence (1985), mencionan que en el caso de las pérdidas postcosecha
ocasionadas por microorganismos, no han recibido la atenciéon de la magnitud del
problema. Es dificil tener una estimacibn completa de las pérdidas debidas a las
enfermedades, sin embargo, las aproximaciones conservadoras revelan pérdidas en
EEUU para frutas y hortalizas de un 24% del total de la cosecha. Estos mismos autores
también refieren que en paises menos desarrollados las pérdidas son aiun mayores
debido a la falta de refrigeracion adecuada e higiene. De esta manera, concluyen que en
el mundo, las pérdidas aproximadas son del 50% de la cosecha y mucha de ella se debe

a la pudriciéon causada por microorganismos.

Por su parte Bajpai et al., (2007) mencionan que las pérdidas precosecha en el mundo
causadas por hongos pueden ser del 12% o incluso superior en los paises en desarrollo.
Muchos patogenos, tales como Botrytis cinerea (moho gris), Fusarium oxysporum
(marchitamiento vascular), Sclerotinia sclerotiorum (mancha acuosa), Fusarium solani
(pudriciobn de la fruta), estdn causando graves dafios a la agricultura en pre y

postcosecha. De esta manera, la amenaza de las enfermedades postcosecha esta en

12



funcién de la manera en cdmo se manejen la mayoria de los productos hortofruticolas y
de la ahi la importancia de entender la naturaleza de los patogenos y la fisiologia del

producto.

1.2. Enfermedades postcosecha de frutas y hortalizas

Las enfermedades postcosecha de frutas y hortalizas son causadas basicamente por
hongos (60%) y en menor proporcion por bacterias, virus y nematodos. Los hongos
patdgenos en postcosecha son comunmente ascomicetos e imperfectos o anamorficos
asi como algunos géneros antes considerados como hongos, tales como Phytophthora y
Phythium (Kirk et al., 2001; Sommer et al., 2002).

1.2.1. Enfermedades postcosecha causadas por hongos y bacterias

Algunos de los hongos y bacterias que causan serios problemas por las pérdidas
econdmicas de la producciéon en postcosecha se presentan en el Cuadro 1. Dentro de
todas estas enfermedades mencionadas, las causadas por Colletotrichum spp. y Botrytis

cinerea son las de mayor importancia por lo que nos ocuparemos en mayor detalle.

Cuadro 1.Principales hongos y bacterias causantes de enfermedades postcosecha.

Patégeno Enfermedad Frutos atacados

Penicillium expansum Moho azul Pera, manzana, ciruela, kiwi, uva

Monilinia fructicola Pudricion café Durazno, cereza, ciruela

Sclerotinia sclerotiorum Pudricién rosada Apio

Fusarium spp. Pudricion basal Cebolla, jitomate

Botrytis cinerea Moho gris Manzana, pera, kiwi, fresa, uva,
naranja

Colletotrichum spp. Antracnosis Fresa, platano, Ilimén, papaya,
mango, aguacate

Pectobacterium Marmoleado Zanahoria, papa, lechuga, apio,

carotovorum cebolla

Erwinia amylovora Fuego bacteriano Manzana, pera

Fuente: Sommer et al. (2002).

13



Antracnosis

La antracnosis es causada por especies de Colletotrichum, tales como C. gloeosporioides,
C. acutatum, C. fragariae, y C. demantium. Estas especies atacan el fruto,
primordialmente en el campo, pero la enfermedad puede desarrollarse después de la
cosecha. Las lesiones de antracnosis se desarrollan como lesiones hundidas, circulares,
de color canela o café claro, en fruta madura o casi madura (Figura 1).Un ejemplo es C.
gloeosporioides causante de antracnosis de muchos frutos, como manzana, aguacate,
mango y papaya (Sommer et al., 2002).

La infeccion de frutos puede causar su caida prematura, sin embargo las pérdidas mas
importantes se presentan en la fase de maduracion (Arauz, 2000).Adn cuando no existan
datos estadisticos precisos, se estiman que las pérdidas postcosecha por antracnosis en

mango fluctian entre 30 y 60% del total de la produccion (Allende et al., 2000).

Figura 1.Antracnosis en frutos de fresa, aguacate y papaila(Sommer et al., 2002).

Moho gris

Las pudriciones por el moho gris (Botrytis cinerea) son de una tonalidad café claro o café
y algunas veces de color café oscuro. Es la enfermedad postcosecha mas seria
encontrada comunmente en fresa en almacenes y transportes refrigerados modernos
(Chaves y Wang, 2004). La enfermedad es comun en fresa en proceso de maduracion y
en fruta madura (Figura 2).La infeccion ocurre en fruta inmadura o verde, particularmente
bajo condiciones humedas. El hongo puede atacar el material de propagacion
almacenado de la fresa. Este patdgeno es capaz de afectar el 95% de los frutos después
de 48 h de cosechados (Matamoros, 1986).

14



Figura 2. Presencia de moho gris en fresa(Sommer et al., 2002).

1.2.2. Enfermedades postcosecha causadas por bacterias

Dentro de las bacterias, las principales especies causantes de enfermedades o
pudriciones son las causadas por las especies Pectobacterium carotovorum y Erwinia

amylovora las enfermedades que causan son (Sommer et al., 2002).

Marmoleado
En el caso de las enfermedades bacterianas, el marmoleado es una enfermedad causada
por Pectobacterium carotovorum y afecta principalmente a los cultivos de las regiones
subtropicales y templadas (Alippiet al., 1997). Es una pudricion blanda que pudre el tejido
rapidamente a temperatura ambiente. Los mas afectados son zanahoria, lechuga, apio,
cebolla y papa (Figura 3). Esta pudricion, en el caso de la papa, provoca pérdidas
significativas de hasta 100% durante el almacenamiento de los tubérculos (Francoet al.
2007).

Figura 3. Marmoleado en lechuga, zanahoria y papa (Sommer et al., 2002).

15



El fuego bacteriano

Esta enfermedad es bésicamente de precosecha. Ataca a casi toda la planta (flores,
brotes, hojas, frutos, ramas y tronco), siendo los frutos uno de sus preferidos. La
enfermedad, causada por Erwinia amylovora, es considerada como la mas devastadora
de frutales de pepita en algunos paises de Europa y Norteamérica. Es extremadamente
peligrosa para el cultivo de peral y manzano. Los frutos pueden seratacados desde el
inicio de su formacion hasta la madurez. La bacteria penetra a través de las lenticelas o
heridas, especialmente lesiones producidas por granizo. Un sintoma caracteristico y
peculiar de esta enfermedad es la produccién de exudados bacterianos en los érganos
afectados (Palacio et al., 2008). Es importante conocer la naturaleza del patégeno, la
fisiologia del hospedante y la manera de como afecta a ambos. Cabe citar que tras una
explosiéon de fuego bacteriano en Egipto, en el periodo 1982-1984, en peral de la variedad
Le Conte, en 1985 se registraron pérdidas en las cosechas cercanas al 95% (Van der
Zwet y Beer, 1995).

Figura 4.Fuego bacteriano causado por Erwinia amylovora en pera
(Tomado de Palacio etal.,2008).

1.3. Principales patégenos relacionados con lainocuidad de productos frescos

Las frutas y hortalizas que provienen del campo a la mesa tienen operaciones después de
la cosecha, el envasado, transporte y el almacenamiento por lo que es muy importante
implementar las buenas practicas agricolas (GAPs, por sus siglas en inglés) y buenas
practicas de manufactura (GMPs). Un riesgo latente son los riesgos bioldgicos,
especificamente bacterianos, siendo estos parte del medio ambiente. A continuacién se
mencionan los patdgenos que han sido aislados de productos crudos agricolas:
Salmonella, Shigella, Escherichia coli (patogénica),especies de Campylobacter, Yersinia
enterocolitica,Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, especies de Clostridium,
Bacillus cereus y Vibrio (FDA, 2001).
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En 1983, el Comité de Expertos sobre Seguridad Alimenticia convocado conjuntamente
por la Organizacion Mundial de la Salud de las Naciones Unidas (1984) concluy6 que las
enfermedades debidas a alimentos contaminados constituyen “el problema de salud mas
extendido en el mundo contemporaneo”. Aunque el nimero de enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETAs) asociadas a productos agricolas frescos (Cuadro 2) es bajo pero
al aumento de su consumo existe una mayor incidencia de brotes de ETAs (Guzewich y
Salsbury, 2000). Algunos de estos brotes han sido relacionados con los productos
importados en Estados Unidos.

Cuadro 2. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) de productos
frescos en algunos estados de EE UU.

Afio No. de Estados No. de casos Patdégeno Alimento asociado
2001 6 >40 Salmonella Meldén
2000 8 86 Salmonella Tomates
1998 3 >400 Shigella Perejil
1997 14 864 Cyclospora moras azules
1997 3 305 Cyclospora Albahaca
1996 2 49 E.coli 0157:H7 lechuga de hoja
1996 2 72 Shigella Chayotes
1996 20 1500 Cyclospora Frambuesas
1993 3 84 Salmonella Tomates
1991 23 400 Salmonella Melén

Fuente:Brady (2002).

Los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos en los EE UU. Han sido
asociados a productos agricolas de origen nacional e importado. La proporcion de
enfermedades transmitidas por los alimentos asociadas a productos importados no es
mayor que la de los productos producidos en los EE UU (Brady, 2002). De 1999 a 2001
en este pais se presentaron 148 brotes atribuidos a productos frescos y sélo tres han sido
vinculados a importaciones provenientes de México. En septiembre de 1992 se registré en
vegetales un brote de E. Coli 0157:H7 que afect6 a cuatro personas, y en septiembre de
1995 se presentd otro brote ahora en lechuga iceberg de origen mexicano el cual
ocasion6 30 casos (Avendafio et al., 2002). En frutas, en enero de 1997 se present6é un
brote epidemiolégico de hepatitis A, asociado al consumo de fresas congeladas

producidas en México y que provocé 256 casos en cinco estados de los EE UU. En esta
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ocasion nunca se comprob6 que el producto mexicano fuera el contaminante. Otro caso
se presentd en el 2001 en meldn Cantaloupe (Cucumis melo L.) precortado proveniente
del estado de Guerrero, México el cual se asocio con brotes de salmonelosis en EE UU y
Canada. Debido a que estos brotes fueron responsables de numerosas enfermedades y
muertes de personas, las exportaciones del melon a EE. UU se vieron comprometidas
hasta el punto del cierre de fronteras, por sugerencia de la FDA (Hernandez et.al., 2009).

El caso mas reciente fue detectado en mayo de 2011 en el cual en donde pepinos
espafoles provocaron un brote letal de E. coli en Alemania. De acuerdo con el diario
espafiol El Pais, la comision Europea confirmo la implicacion de pepinos espafioles
consumidos en Alemania. Al menos hasta el 27 de mayo habian muerto tres personas por
esta causa. Para el 30 de mayo el diario electrénico "ibtimex" reporté que ya eran 14

personas muertas en Alemania y mas de 300 enfermos con seriedad a causa de la E. coli.

1.4. Control de enfermedades postcosecha

1.4.1. Control quimico

Durante muchos afios, una gran variedad de productos quimicos y compuestos sintéticos
han sido utilizados como agentes antimicrobianos para inhibir la acciéon de los
fitopatdgenos. La investigacion sobre fungicidas vegetales derivada de sus aplicaciones
en la agricultura, estd siendo intensificada a medida que se esté teniendo un enorme

potencial para inspirar e influir en la investigacion agroquimica moderna.

Productos quimicos antimicrobianos, como los benzimidazoles, hidrocarburos aromaticos
y los inhibidores de la biosintesis de los esteroles, se utilizan a menudo en el control de
enfermedades de las plantas en la agricultura. Sin embargo, hay una serie de problemas
en contra del uso eficaz de estos productos quimicos en areas donde los hongos han
desarrollado resistencia. Para superar este problema, mayores concentraciones de estos
quimicos aumentan el riesgo de residuos téxicos de alto nivel en los productos (Tripathi y
Dubey, 2004). Por lo tanto, ha habido un creciente interés en la investigacion de la posible
utilizacion de los aceites esenciales y extractos de plantas que son menos perjudiciales
para el control de plagas y enfermedades en la agricultura (Bajpai et al., 2007). Algunos

fungicidas comerciales que se usan actualmente se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.Fungicidas comerciales usados actualmente en la agricultura Mexicana.

Nombre comercial

Ingrediente Activo

Observaciones

Acrobat

Benomil

Captan 50 PH

Cercobin

Forum

Kumulus DF

Meltatox

Polyram DF

Regnum

ZIR Micro WDG

Dimetomorf: (E,Z)-4-[3-(4clorofenil)-
3-(3,4-dimetoxifenil)acriloil)
morfolina.

Benomilo: Metil 1
(butilcarbamoil)bencimidazol-2-il
carbamato.

Captan: N-triclorometiltio-4-
ciclohexeno-1,2-dicarboximida

Tiofanato metilico: Dimetil-4,4-0-
Fenilenbis (3-tioalofanato)

Dimetomorf: (E, Z)
clorofenil)-3-(3,4-
dimetoxifenil)acriloil) morfolina

4-[3-(4-

Azufre elemental, S no menos del
80%

Dodemorph: acetato de 4-
ciclododecil-2,6-dimetil morfolina.

Metiram: Tris [amino-[etileno bis
(ditiocarbamato)] de zinc
(IN][tetrahidro-1,2,4,7 -ditiadiazocina-
3, 8-dition] polimero

Pyraclostrobin: ~ Metil
Clorofenil)-1H-Pirazol-3-
illoximetillfenil] N-metoxicarbamato.

N-{2-[1-(4-

Ziram: (Bis-dimetil ditiocarbamato de
zinc)

Fungicida de accién preventiva y
antiesporulante para el control de
la enfermedad causada por
Phytophthora infestans en los
cultivos de papa y tomate.

Fungicida contra Antracnosis
(Colletotrichum gloeosporiodes),
Fumagina (Capnodium spp.),
Mancha de la hoja (Cercospora
purpurea) y
Rofia o
perseae).

sarna (Sphaceloma

Fungicida contra: Mancha
parpura (Alternaria porri),Mancha
foliar (Cercospora capsici) Yy
Antracnosis (Colletotrichum
gloeosporiodes).

Contra los hongos: Monilinia
spp., Botrytis spp., Sclerotinia
spp., Fusarium oxysporum,
Sclerotinia
sclerotiorum,Gloeosporium spp.

Hongo al que ataca: Moho azul
(Peronospora tabacina) en
tabaco.

Pudricion del fruto (Glomerella
cingulata), Cenicilla
(Sphaerotheca spp) y
Pudriciéondelfruto(Moniliniaspp.).

Fungicida para el control de oidio,
Sphaeroteca pannosa de las
plantas del rosal.

Fungicida contra: Tizon tardio
(Phytophora infestans),
Tizon temprano (Alternaria solani)

Cenicilla (Podosphaera
leucotricha)
Rofia o] sarna (Venturia
inaequalis).

Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis var. Difformis).

Contra los hongos: Antracnosis
(Colletotrichum capsici) y

Mildiu de la vid (Plasmopara
viticola)
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Los inconvenientes que presenta el control quimico se han potenciado en los Ultimos afios
debido al cambio en los sistemas de cultivo (monocultivos, explotaciones intensivas, etc.).
Esto, unido a una mayor concienciacion social, ante el enorme deterioro medioambiental
que supone la utilizacion masiva de compuestos quimicos, ha provocado un gran interés

en la busqueda de sistemas de control alternativos (Serrano y Galindo, 2007).

Asi, en los ultimos afios, debido a las preocupaciones sobre la seguridad de los agentes
antimicrobianos sintéticos, ha habido un aumento en el uso de las sustancias
naturalmente desarrollados, que ha dado lugar a un enorme incremento en el uso de
compuestos de origen natural como aceites esenciales y extractos vegetales de diversas
partes de las plantas medicinales importantes como agentes antifingicos (Hernandez et
al., 2007). Los extractos de las plantas que han sido reconocidas como agentes
antimicrobianos constituyen una fuente potencial de compuestos quimicos o mas
comunmente productos, conocidos como fitoquimicos, que también incluyen aceites

esenciales y extractos de plantas (Bajpaiet al., 2007).

1.4.2. Biocontrol

Baker y Cook (1974) definen control biol6gico desde una perspectiva patolégica en las
plantas como "la reduccion de la densidad de inoculo o actividades que produzcan la
enfermedad de un patégeno o parasito en su estado activo o inactivo, por uno 0 mas
organismos, logrando de manera natural o mediante la manipulacién del medio ambiente,
huésped, o antagonista, por masa o introduccion de uno o mas antagonistas”. De esta
manera, el término “control biolégico” o “biocontrol” se refiere al uso de una fuente natural
de microorganismos los cuales son antagonicos a los patégenos en postcosecha que

deseamos eliminar.

El antagonismo entre microorganismos es un fenomeno que siempre ha estado presente
en la naturaleza e involucra a hongos (incluyendo levaduras) y bacterias que habitan de
manera natural en el suelo y en las superficies de los diferentes partes de las plantas
(Wilson y Wjsniewski, 1994).Uno de los enfoques del aislamiento de los microorganismos
antagonicos para controlar las pérdidas postcosecha es a través de la promocion del
manejo de los antagonistas naturales presentes en superficies de frutas y vegetales
(Barkai, 2001).
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La mayoria de las aplicaciones de los antagonistas para controlar las enfermedades
postcosecha se realizan antes de la cosecha. Las aplicaciones postcosecha no han sido
plenamente explotadas (Bautista, 2006). Muchos quimicos son usados en el
procesamiento de alimentos primeramente como pesticidas y antioxidantes: Es importante
conocer como algun agente potencial de biocontrol interactuara con la existencia de

tratamientos quimicos (Wilson y Lawrence, 1985).

A la fecha, la Agencia de Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos (EPA, por sus
siglas en inglés) ha liberado dos productos comerciales: BioSave 110(anteriormente
BioSave 11) (EcoScience, Worcester, MA, EUA) y Aspire (Ecogen,Langhorne PA, EUA).
El primero formulado a base de la bacteria Pseudomona syringae y la segunda a partir de
la levadura Candida oleophila, cepa 1-182 (Hofstein et al., 1991; Janisciewicz y Marchi,
1992). En otros paises como Sudafrica, el Departamento Nacional de Agricultura, también
ha liberado dos productos para su comercializacion: Avorgreen que contiene la bacteria B.
subtilis (Stimuplant, White River, Sudafrica) y YieldPlus (Anchor Yeast,CapeTown,
Sudafrica) formulados ambos productos con la levadura Cryptococcus albidus (Bautista,
2006).

Se describen varios mecanismos involucrados en el biocontrol de antagonistas como la
antibiosis, produccién de enzimas liticas, parasitismo, induccion de resistencia y

competencia por nutrientes y espacio Janisciewicz y Korsten (2002).

Antibiosis

En el caso de la produccion de antibidticos se ha demostrado que las bacteria Bacillus
subtilis B-3 produce el compuesto llamado iturina que inhibe el crecimiento radial y
germinacion del hongoMonilinia fructicola (Guledner et al. 1988, Pusey y Wilson 1984),
otra bacteria importante es Pseudomona cepacia LT-4-12 que sintetiza la pirrolnitrina y
controla a Penicillium expansum y Botrytis cinerea causantes de la pudricion agria en
limones y en frutas de ‘hueso’ (manzana, pera, etc.), respectivamente (Smilanick y Denis-
Arrue, 1992; Janisciewicz y Roitman, 2000).lgualmente Pseudomona syringae produce el
compuesto nombrado siringomicina que inhibe la germinacion de Penicillium digitatum y
controla las pudriciones ocasionadas por este hongo en varios citricos (Bull et al., 1998).

Competencia por nutrientes.
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La competencia por nutrientes y espacio, son los principales componentes en el modo de
accion de las levaduras antagonistas. Por ejemplo, en citricos el control potencial de la
levadura Pichia guilliermondii en el sitio de infeccion se revirti6 mediante la adicion de
nutrientes exdgenos (Arras et al., 1998). En ese estudio, la aplicacién de bajas dosis de
glucosa en las heridas del fruto previamente tratadas con Pichia guilliermondii e

inoculadas con Penicillium italicum aumentaron la incidencia de la pudricion.

Competencia por espacio.

En la mayoria de los reportes sobre control biol6gicose ha demostrado la relacion entre la
efectividad del antagonista aplicado y laconcentracion de éste. En general, se ha
observado que la mayor efectividad delantagonista microbiano se manifiesta a una
concentracién de 10® ufc/ml reportandose que concentraciones menores de 10° ufc/ml no

controlaron los patégenos en postcosecha(Droby et al., 1989; McLaughlin et al., 1990).

Produccion de enzimas liticas e induccion de resistencia

Ademas de los aspectos antes mencionados en el control biolégico, se ha demostrado
gue la produccion de enzimas hidroliticas es una parte importante dentro de los
mecanismos de accidn de los agentes antagonistas. La actividad enzimatica por ejemplo
la producciéon de quitinasa por Aureobasidum pullalans es antagonista de Enicillium
expansum y B. cinerea que son causantes en pudriciones en manzanas y uvas (Castoria
et al., 2001).

1.4.3.Uso de extractos fungicos de hongos basidiomicetos

Los hongos nos proveen de una gran variedad de metabolitos secundarios con actividad
biolégica que pueden ser explotados. Estos metabolitos no se forman en la fase
vegetativa, este metabolismo comienza cuando declina la tasa de crecimiento y se hace
presente en la ideofase en contraste con el metabolismo primario que se aparece en la
trofofase (Carlile et al., 2001).

Los basidiomicetos producen una amplia gama de productos naturales que abarca desde
componentes estructurales con actividad antitumoral e inmunoldgicamente activos hasta
agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirales, citostaticos, enzimas, reguladores de

crecimiento y aromas (Cuadro 4) (Brizuela et al., 1998). El metabolismo secundario de los
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basidiomicetos es rico en terpenoides, especialmente sesquiterpenoides. Mycena leaiana
es un basidiomiceto de color naranja brillante, perteneciente a los Agaricales, el pigmento
amarillo-naranja tiene una actividad antibidtica y citotdxica esta sustancia llamada

leianafulveno (Hartting et al., 1990).

Cuadro 4.Compuestos con actividad antibiética producidos por hongos basidiomicetos

Naturaleza Hongos Actividad biologica Producto
quimica
Sesquiterpenos y  Merulius, Marasmius, antimicrobiana, Merulidial,
compuestos Naematoloma, antifingica, antiviral, = Naematolin,
relacionados Pleurotellus,Lentinelus, citotoxica, Naematolon,
Panaelus mutagénica Hynophilin,
Leianafuleveno,
Pleurotellol,
Acido pleurotélico,
Omphalone,
Fluvoferruginin
Diterpenoides Cyathus, Crinipellis citotoxica, Estriatin,
antifangica, Pleuromutilin,
antibacteriana Cavipetin
Acetilenos Marasmius, Clitocybe antibacterial, Escorodonin
Coprinus, Pleurotus, antifingica, citotoxica
Merulius
Glicolipidos Ustilago, Schizonella antimicrobiana, Schizonellina
citotoxica
Policetonas Merulius, Phlebia antimicrobiana, Acido merulinico
hemolitica
Nucledsidos Citocybe, Lentinus antibacteriana, Nebularin
antiviral
Sales de diazonio Agaricus xanthodermus antibacteriana, Agaridin
citotoxica

Fuente: Brizuela, 1998

1.4.4. Pigmentos
Los pigmentos son sustancias quimicas que imparten color a otros materiales por el
efecto 6ptico de la refraccién de la luz del sol. Igualmente, puede ser definido como una
sustancia en polvo que cuando se mezcla con un vehiculo liquido imparte color a una
superficie (Wani et al., 2004). La importancia de los pigmentos radica en que éstos
pueden ser de utilidad en industrias como la alimentaria, como aditivo e intensificador de

color; y la farmacéutica (cosméticos).
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Se ha investigado una forma alternativa de producir pigmentos de origen natural, las
fuentes pueden ser de plantas y microorganismos (Duran et al.,2002).El empleo de los

hongos filamentosos puede ser una alternativa al uso de colorantes quimicos 6 sintéticos.

Los hongos pertenecientes al género Monascus han sido estudiados por muchos afios y
diversos autores, refieren a éstos como un potencial productor de pigmentos naturales
(Carvalho et al., 2003). Ademéas de su capacidad de produccion extracelular, facilitar
procesos fermentativos y por los altos rendimientos obtenidos. Los hongos de este
géneroproducen pigmentos hidrosolubles y que difunden por todo el medio de cultivo con
tonalidades rojas a amarillas los cuales se han aplicado a la industria de los alimentos
(Blanc et al.,1994). Otros géneros como Paecilomyces también producen pigmentos en
tonalidades rojas, amarillas y violetas en cantidades de hasta 4.73 gL-1(Cho et al., 2002).
Asi como los hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium, tambiénhan
sido estudiados, como potenciales productores de pigmentos naturales (Engstrom et
al.,1982; Larsen y Breinholt, 1999; Suhr et al., 2002).

1.5. Pycnoporus sanguineus

Pycnoporus sanguineus (Figura 5) es un hongo perteneciente a los Basidiomicetes,
utilizado en medicina popular desde tiempos antiguos, tienen una gran importancia en la
busqueda de sustancias antivirales, antibacterianas y antifingicas de sus metabolitos
secundarios (Hwang et al., 2004). P. sanguineus, es un conocido popularmente como un
hongo de podredumbre blanca de gran incidencia en paises tropicales y subtropicales.

Este hongo, de acuerdo con Kirk et al. (2001) tiene la siguiente clasificacion taxonémica.

Figura 5.Basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus colectado en el estado de Michoacan.
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Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes
Orden:; Polyporales
Familia: Polyporaceae
Género: Pycnoporus
Especie: P. sanguineus

Las fructificaciones (cuerpo fructifero o basidiocarpo) de este hongo son correosas, de 2-6
cm de ancho, en forma de abanico o repisa, de color rojo-anaranjado en su totalidad,
incluyendo el interior. Superficie exterior lisa 0 algo marcada de zonas concéntricas.
Superficie inferior con finos poros. Olor fungico. Sabor fungico amargo ligero. Crecen en
conjuntos sobre troncos tirados o tocones en lugares asoleados, en tierras calientes o
templadas con influencia tropical. Tiene amplia distribucién en el pais, siempre en
vegetacion alterada por el hombre. Prospera desde el nivel del mar hasta los 1800 m de
altitud (UNAM, 2011). Los principales compuesto producidos por P. sanguineus que

tienen actividad antimicrobiana son:

Poliporin. La actividad antimicrobiana de P. sanguineus se conoce desde 1946 en donde
se aislo un compuesto activo (poliporin) contra bacterias gram-positivas y gram-negativas

el cual no tuvo toxicidad contra animales de experimentacién (Rosa et al., 2003).

Cinnabarina. Es una sustancia antibi6tica producida por P. sanguineus (Sméania et al.,
1998) y es un pigmento naranja que tiene una estructura basica 3-fenoxazina, con un
grupo carbonilo en C-1, un grupo amino en C-2 y un grupo hidroxilo en C-9 (Achenbach et
al.,, 1991 y Gripenberg 1951). Sménia et al. (1995a, 1997) muestran que la cinnabarina
tiene una actividad en B. cereus, E. faecalis, E. faecium, E. coli, K. pneumoniae, L.
mesenteroides, L. plantarum, P. aeruginosa, Salmonella sp., S. typhi, S. aureus y diversos
4Streptococcus spp. Yy su actividad es mayor en bacterias Gram (+) que Gram(-).

H H
o. '

Figura 6. Estructura quimica de la cinnabarina (Tomado de www.chemdrug.com)
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2. JUSTIFICACION

Las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas debidas a enfermedades causadas por
microorganismos (hongos y bacterias principalmente) pueden ser del 50%,0 incluso
mayores en paises en vias de desarrollo. Para controlar a los microorganismos causantes
de estas pérdidas se han utilizado productos quimicos que por sus efectos nocivos a la
salud humana y ambiental, se ha restringido su uso en productos frescos, ademas debido
a su abuso, al crear resistencia en los microorganismos, se ha optado por productos de
origen natural. De esta manera, una de las alternativas de control de los patégenos
postcosecha, es el uso de microorganismos antagonicos (control biolégico) o de algun
subproducto de ellos (metabolitos secundarios). En el primer caso, existen riesgos en el
manejo de organismos vivos mientras que en el segundo estos se reducen. De esta
manera, se propone la obtencidn, evaluacion de extractos crudos de P. sanguineus como
un método de control de tipo biol6gico o natural de los microorganismos patégenos
(hongos y bacterias) que causan deterioro de los productos hortofruticolas en

postcosecha.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Producir extractos de P. sanguineus y evaluar su efecto en el control in vitro de hongos y

bacterias fitopatdégenas de frutas y hortalizas en postcosecha.

X3

¢

X3

%

X3

%

3.2. Objetivos especificos
Aislar e Identificar molecularmente a P. sanguineus.
Producir extractos crudos de aislamientos de P. sanguineus.
Realizar pruebas de control con extractos de P. sanguineus sobre los hongos
fitopatégenos en postcosecha Colletotrichum gloeosporioides, C. fragariae,
yBotrytis cinerea.
Realizar pruebas de control con extractos de P. sanguineus de bacterias
fitopatégenas en postcosecha y las relacionadas con la inocuidad en productos

frescos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biolégico

4.1.1. Aislamientos de Pycnoporus sanguineus

Se realizaron muestreos y colectas de material de P. sanguineus en Villa Guerrero,
Estado de México (H1) y Paracuaro, Michoacan (H2) (Figura 7). El material colectado se
trasladé al laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPIBI) del Instituto Politécnico Nacional (IPN). Para el
aislamiento y purificacién del hongo se tomo una parte del tejido del basidiocarpo (cuerpo
fructifero) y se hicieron crecer en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA)BD Bioxon ®

hasta su purificacion.

Para confirmar la identificacion morfolégica de la especie, se realiz6 una caracterizacion
molecular de las regiones intergénicas ITS1 e ITS2. Las secuencias se analizaron y
alinearon con la base de datos del Banco de Genes del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en ingles) de los EE UU. De los valores
cuantitativos generados, sélo se consideraron los de mayor valor y se generé un indice de

similaridad para confirmar la especie P. sanguineus.

Figura 7.Basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus colectados en Michoacan (H2).
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4.1.2.Bacterias y hongos fitopatdgenos en postcosecha

Se utilizaron las bacterias Erwinia amylovora y Pectobacterium carotovorum, las
cualesfueron proporcionadas por el Laboratorio de Bacterias Fitopatdgenas del Colegio de
Posgraduados en Ciencias Agricolas. Las bacterias se cultivaron en agar nutritivo (AN) e
incubaron a 28-30°C. Los hongos postcosecha utilizados fueron Colletotrichum fragariae,
C. gloesporoides y Botrytis cinerea, el primero aisladode frutos de chirimoya y los otros
dos de frutos de fresa, se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA, Bioxon ®) e incubaron a
20-25°C.

4.1.3. Bacterias patdgenas de importancia en la inocuidad de productos frescos

Para las pruebas de inhibicion con los extractos de P. sanguineus se utilizaron las
bacterias patdgenas de interés clinico: Salmonella thyphi, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus proporcionadas por el Laboratorio de Farmacologia de la
UPIBI. Ademés, también se utilizaron las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus ATCC 12398, denominada S. aureusl y un aislamiento clinico, denominado S.
aureus2, Enterobacter agglomerans ATCC 27155, Shigella dysenteriae INDRE B2188,
Klebsiella rhinoescleromatis, Yersinia enterocolitica y K. pneumoniae ATCC 13884, estas
bacterias fueron proporcionadas por el Laboratorio de Cultivos Celulares vy

Bioconversiones de la UPIBI.

4.1.4. Produccién de pigmentos de Pycnoporus sanguineus

Para conocer las mejores condiciones de produccion del pigmento naranja de los
aislamientos de P. sanguineus, se realiz6 un disefio experimental completamente al azar
(DCA) en arreglo factorial. Los factores y niveles evaluados fueron: pH (8.0, 8.5 y 9.0),
medio de cultivo liquido (caldo de papa, extracto de malta) y condiciones de luz (luz de
dia, luz blanca continua) (Figura 8). Las unidades bajo luz blanca continua se pusieron
dentro de una caja de madera. Los tratamientos se mantuvieron a temperatura ambiental

(25+3 °C) y cada tratamiento se hizo con tres repeticiones.
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Figura 8.Arreglo experimental para la producciéon del pigmento de Pycnoporus
sanguineus.

4.2. Producciéon de los extractos

Con base en el disefio experimental, para la obtencién de los extractos crudos del
pigmento de P. sanguineus, se realizo la siguiente metodologia de la Figura 9.

Obtencionde Pigmento [0 oecomvo
INOCULACION » INCUBACION * DECANTACION ‘
MICELIO
EVAPORACION | EXTRACCION [* HOMOGENIZAR
A 4
¥ PESO SECO
PIGMENTO

Figura 9.Proceso de extraccion del pigmento producido por Pycnoporus sanguineus.

30



Se depositaron discos (5 mm de diametro) de PDA con micelio de P. sanguineus (H1 vy
H2) de 20 dias en frascos de vidrio de (350 mL) que contenian 150 mL de caldo de papa
de pH ajustados de acuerdo con el arreglo experimental propuesto(Figura. 9). Los frascos
inoculados se incubaron a 25°C+ 3°C durante 30 dias en luz blanca de dia (12 h) y
continua (24 h). Después del periodo de incubacion, se decant6 el caldo de papa con
micelio de color naranja y se filtr6 con papel Whatman No.1, previamente pesado. Se
pesaron las masas de micelio. Se tomé aproximadamente 1 g de cada muestra y se
secaron a 105 °C durante 20 h. El micelio restante, se maceré con 10 mL acetato de etilo
para liberar el pigmento. Se ajust6é a un volumen de 50mL con el mismo solvente. Se dejo
reposar el extracto por 2 dias. Posteriormente, los extractos se concentraron en un

rotavapor (Blchi mod. 461) a 75 °C. Los extractos se pesaron y guardaron en frascos.

Las variables de respuesta fueron: peso seco del micelio, concentracion y cantidad de
pigmento (rendimiento) extraido. Para determinar la concentracién y cantidad del
pigmento, se hizo una curva patrén con concentraciones conocidas del colorante rojo de
metilo (0.0024, 0.0048, 0.0097, 0.019, 0.039, 0.078125, 0.15625 mg/mL de acetato de
etilo), seleccionado previamente por comparacién con otros pigmentos utilizando una
cromatografia de placa fina. Se determiné la absorbancia de cada una de las
concentraciones. Por medio de una regresion lineal se determind la ecuacién de la recta

(y=18.813x-0.0153, r* =0.9972) con la cual se calculé la concentracién del pigmento.

4.3. Pruebas decontrol de hongos fitopatégenos in vitro.

Las pruebas se hicieron con los hongos Colletotrichum fragariae, C. gloesporoides y
Botrytis cinerea, previamente cultivados en PDA. Para esto, se utilizaron tres
concentraciones de los extractos de H1 y H2 (2.0, 10.0 y 20 mg/mL) las cuales se
adicionaron al medio de cultivo (PDA) antes de solidificar. El pigmento se disolvid en
acetato de etilo. El control positivo fue un fungicida comercial (Captan®) en una
concentracion de 200 mg/mL, agregado también al medio PDA antes de solidificar. El
control negativo fueron cajas de PDA con 1 mL de acetato de etilo. Se sembraron trozos
de PDA (5 mm de diametro) con micelio de cada uno de los hongos en todos los
tratamientos. Se hicieron tres repeticiones por tratamiento. Los tratamientos se muestran

a continuacion (Figura 10).
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Figura 10.Tratamientos realizados para el control in vitro de los hongos fitopatogenos

De esta manera, los tratamientos fueron: To (testigo absoluto) sélo PDA; T1 (testigo
negativo) acetato de etilo, T2 (testigo positivo) captan a 200 mg/mL, T3 (pigmento de H1,
2 mg/mL), T4 (pigmento de H1, 10mg/mL) y T5 (pigmento H1, 20mg/mL). Esto mismo se
repitié para el caso de H2. Se midieron los halos de inhibicién del crecimiento.

4.4. Pruebas preliminares de actividad antibacteriana

Se realizaron pruebas de control con los extractos de P. sanguineusde las bacterias
Salmonella thyphi, Bacillus cereus, E. coli, Staphylococcus aureus proporcionadas por el
laboratorio de Farmacologia de la UPIBI. Se uso el método de vaciado en placa por
permitir un crecimiento homogéneo. Se reactivaron las cinco cepas bacterianas en caldo
nutritivo (24 h, 35 + 2°C). Para esta prueba se realizaron dos vaciados, el primero fue una
capa de 10 mL de medio para antibiéticos nimero dos, posteriormente se preparé medio
para antibiéticos numero uno (30 mL) y antes de que solidificd, se colocaron 30 pL de
cada una de las bacterias reactivadas (0.1 mL de inoculo por cada 100 mL de medio de
cultivo), y se vertieron 10 mL sobre el medio antibiéticos niumero 2 sélido. Se prepararon
discos de papel filtro (sensidiscos) de 5 mm de didametro impregnados con los extractos a
una concentracion de 8 mg/mL y de 4 mg/mL. Se colocaron estas dos concentraciones y

un testigo (impregnado con acetato de etilio) por caja.

4.4.1.Pruebas de sensibilidad antibacterianas

Para determinar el efecto antibacteriano de los extractos de P. sanguineus, se utiliz6 la
técnica de Kirby-Bauer (Bailey y Finnegold, 1991; Koneman et al., 1999). Las dos
bacterias fitopatdgenas (Erwinia amylovora y Pectobacterium carotovorum) y las doce

bacterias patégenas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC 12398, denominada
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S. aureusl y un aislamiento clinico, denominado S. aureus2, Enterobacter agglomerans
ATCC 27155, Shigella dysenteriae INDRE B2188, Klebsiella rhinoescleromatis, Yersinia
enterocolitica y K. pneumoniae ATCC 13884, proporcionadas por los laboratorios de
Cultivos Celulares y Bioconversiones de la UPIBI) se reactivaron en agar Miiller Hinton
(AMH) y después en solucién salina (0.9%) a una concentracion de 1.5x10® UFC por
comparacion 6ptica con un tubo a 0.5 de la escala nefelométrica de Mc Farland (Bailey et
al. 1991 y Koneman et al. 1999).Se tomé una muestra de cada bacteria con un hisopo
estéril y se sembr6 en cajas Petri con AMH de manera uniforme. Se colocaron
sensidiscos, previamente impregnados con los extractos H1 y H2 a una concentracion de
8 mg/mL. Se colocaron los controles positivos (sensidiscos con un antibiético de amplio
espectro (Cloramfenicol a 30 pg) y negativo (agua-alcohol 75% y acetato de etilo 25%).
Después de 24 h de incubacién a 37 °C+ 2 °C bacterias patégenas y a 28 °C+ 2 °C las

bacterias fitopatogenas: Se midieron los halos de inhibicion.

4.4.2.Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se tomoé una asada de las bacterias, previo cultivadas (24 h) en AMH y se inocularon en
tubos con caldo Miller Hinton (CMH). Los tubos se incubaron (37°C+ 2°C, por 24 h con
bacterias patégenas y fitopatégenas a 28 °C+ 2 °C por 24 h). Una vez crecidas las
bacterias, se agregaron a otro tubo de CMH estéril a una concentraciéon de 1.5x10° UFC
(tubo 0.5 de la escala de McFarland). Se hicieron ocho concentraciones diferentes (0.75,
1.5, 3.0, 5.0, 7.0, 80, 10.0 y 12 mg/mL) de los pigmentos de H1 y H2 estas
concentraciones se hicieron con los extractos disueltos en agua-alcohol (75%) y acetato
de etilo (25%). Se agreg6 en cada microtubo 50 pL del pigmento en sus diversas
concentraciones y 50 pL del medio de cultivo con bacteria en placas de ELISA. Las placas
se incubaron (18 a 24 h, a 37 °C+ 2 °C bacterias patdgenas Yy fitopatdégenas a 28 °C+ 2
°C) y después se adicion6 en cada microtubo 50 L del reactivo violeta de tetrazolio. Se
mantuvieron por 30 min a 37 °C+2 °C bacterias patdgenas Y fitopatégenas a 28 °C+ 2 °C.
Finalmente, se verificé el crecimiento bacteriano por la presencia en el microtubo de una
coloracién morada. La concentracion minima inhibitoria se identificé en los microtubos que

no presentaron dicha coloracion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento e identificacién molecular de Pycnoporus sanguineus

Se aislaron, purificaron e identificaron dos cepas de P. sanguineus, provenientes de Villa
Guerrero (18°53'07" LN, 99°37' 36" LO y altitud 1839 msnm), en el Estado de México (H1)
y Paracuaro (19° 08' 44” LN, 102° 13’ 09” LO, altitud: 600 msnm) en Michoacan (H2)
(Figura 11). En el primer caso, el hongo se aisl6 de madera en descomposicion de
casuarina (Casuarina equisetifolia L.) y el segundo de madera de mango (Mangifera
indica L.). El crecimiento de los hongos varié de acuerdo a su procedencia, en el caso de
H1, el hongo cubrié con micelio blanco el total de la caja petri a los 10-15 dias (5.3-8.0
mm/dia), mientras que H2 lo hizo a los 10-12 dias (6.7-8.0 mm/dia). El color naranja del
micelio se presentd a los 25 dias aproximadamente, en ambos aislamientos. Lo anterior
fue similar con lo reportado por Baumer et al. (2008) para las cepas de P. sanguineus
aisladas de Santa Catarina, Brasil, los cuales presentaron unas velocidades de
crecimiento micelial de 5.6-7.14 mm/dia (MIP20001 y MIP95002, respectivamente),
ademas de que la coloracibn naranja mas intensa se presentd los 20 dias en el

aislamiento de menor crecimiento (MIP20001).

Figura 11.Aislamientos de los Estados de México A (H1) y Michoacan B (H2).

5.1.1 Identificacion molecular
De acuerdo con las secuencias obtenidas (Cuadro 5) de la regién ITS1 del ADN ribosomal
y su posterior alineamiento con las bases de datos del Banco de Genes del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en inglés), se corroboré
que los aislamientos H1 y H2, correspondieron con la especie Pynoporus sanguineus.
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Cuadro 5. Secuencia de pares de bases obtenidos de los aislamientos H1 y H2

Secuencia de H1

GGTCTTACGAGTTCTGAAAGGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGGGGCATGTGCACACCCTGCTCATCCACTC
TACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCCTCTCGAGGCCTCTCCGGGTCTTGAGGCATTCTG
CCGGCCTATGTATCACTACAAACACTTAAAGTAAAAGAATGTATTCGCGTCTAACGCATCTAAATACAA
CTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGNAGCATGC
CTGTTTGAGTGTCATGGAATTCTCAACCCACACATCCTTGTGATGCTGCGGNCTTGGATTTGGAGGCTTG
CTGNNCCTCTGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCGGTGCGGATCGNCTCTCAGTA

Pycnoporus sanguineus strain 71V2...

Secuencia de H2

CCTGCGGAAGGATCTTAACGAGTTCTGAAAGGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGGGGCATGTGCACACCCT
GCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCCTCTCGAGGCCTCTCCGGGTCT
TGAGGCATTCTGCCGGCCTATGTATCACTACAAACACTTAAAGTAAAAGAATGTATTCGCGTCTAACGC
ATCTAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCC
GAGNAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGAATTCTCAACCCACACATCCTTGTGATGCTGCGGGCTTGGA
TTTGGAGGCTTGCTGGCCCTCTGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGGATCGG
CT

Pycnoporus sanguineus strain 71V2...

De acuerdo con las secuencias obtenidas, en el caso de H1 mostr6é un 98% de identidad y
un indice de similaridad de 787; mientras que para H2 mostré un 97% de identidad y un
indice de similaridad de 822 con el aislamiento 71V2/2 (nimero de acceso GQ982886 en
el NCBI) de P. sanguineus, en ambos aislamientos. De esta manera, se confirmé la

especie Pycnoporus sanguineus con la cual se trabajo en este estudio.

5.2. Produccidon de pigmentos de Pycnoporus sanguineus

La forma en que las unidades experimentales se dispusieron se presenta en la Figura 12.
Los resultados del andlisis estadistico de las variables que se evaluaron (peso seco de la
biomasa, concentraciéon y rendimiento (cantidad) del pigmento para ambas cepas (H1 y
H2) se presentan en los Cuadros 6 y 7. El crecimiento del hongo se not6 7 dias después
de la inoculacién ya que se formé micelio blanco en la superficie y hasta los 20 dias se
cubrié por completo la superficie del medio liquido del frasco que lo contenia. La
pigmentacion naranja inicié a partir de los 25-30 dias y el experimento se detuvo a los 40
dias. De acuerdo con Smania et, al. (1998), las colonias de las cepas de P. sanguineus
MIP 89007, MIP 95001 y MIP 95002 presentaron la pigmentacion naranja completa a los
20 dias, la mitad del tiempo que duré el experimento propuesto en este trabajo. Cabe
mencionar que se hicieron unas pruebas preliminares de crecimiento del hongo en
agitacion pero el hongo no crecié de forma adecuada, tal como lo reporta Smania et. al.
(1998).
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Después del periodo de evaluacién (40 dias), se encontr6 que los tres factores evaluados
(pH, medio de cultivo y tipo de luz) fueron determinantes (5%) en cuanto a la
concentracion del pigmento se refiere, en ambos aislamientos, mientras que en el caso
del peso seco y rendimiento, s6lo el medio de cultivo y pH, respectivamente, fueron
significativos (Cuadro 6) para ambos aislamientos. En cuanto a las interacciones entre

factores, sélo el pH y el medio de cultivo fueron significativos para la concentracion del

pigmento.

Cuadro 6. Efecto del pH, medio de cultivo y tipo de luz en el peso seco, concentracion y
rendimiento del pigmento naranja producido por los aislamientos H1 y H2 de

Pycnoporus sanguineus.

N o

Figura 12.Disefio experimental en condiciones de luz de dia (A) y continua (B).

Concentracion del pigmento Peso seco Rendimiento
Factor de variacion H1 H2 H1 H2 H1 H2
pH (A) * * * NS * *
Medio de cultivo (B) * * * * NS *
Condiciones de luz (C) * * NS NS NS NS
A*B * * NS NS NS NS
A*C NS NS NS NS NS NS
B*C * NS NS NS NS NS
A*B*C NS NS NS NS NS NS

*Significativo al (5%); NS no significativo

En el cuadro 7 muestra la comparacion de medias por Tukey a una significancia del 5 %
por lo que muestra que los resultados no tuvieron una tendencia definida, las mejores
condiciones de produccién del pigmento naranja para ambos aislamientos fueron a pH 8
(H1) y pH 8.5 (H2), caldo de papa y luz blanca continua. De acuerdo con Smania et al.
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(1998), la cepa de Pycnoporus sanguineus MIP 89007 donde tuvo una mayor
concentracion de pigmento fue en caldo papa a pH 7 y 9 a 25°C en luz continua, mantuvo
un crecimiento y produccion del pigmento a los 20 dias, el doble de los aislamientos H1 y
H2.

En el caso donde se produce mas cantidad de biomasa para H1 (pH 8.0, medio de
cultivo, caldo de papa) y H2 ( el pH no fue significativo, medio de cultivo, caldo papa) y la
luz para ambos aislamientos no fue significativo el tipo de luz. Las condiciones que
influyen en un mayor rendimiento en H1 fueron: pH 8.5y 9.0 y las otras condiciones no
tienen un efecto significativo de acuerdo al cuadro 7.En el caso de H2 para un mayor
rendimiento el pH fue de 8.0 y 8.5 y el medio es extracto de malta para que haya un

mayor rendimiento las condiciones de luz no son significativas para ambos asilamientos.

Cuadro 6. Comparacién de medias del radio de crecimiento de hongos

Fitopatdgenos con respecto los extractos de H1 y H2

Fac.torfie Nivel N Concentracion del pigmento Peso seco Rendimiento
variacion H1 H2 H1 H2 H1 H2

80 12 0.05372 0.0383" 0.85012  0.58012 17.491° 34.0982
pH (A) 85 12 0.0355" 0.04872 0.5605°  0.59412 27.5332 30.0452

9.0 12 0.05282 0.0341° 0.6287°  0.62622 24.915? 24.180°
Medio de CP 18 0.06192 0.06512 0.75312  0.77262 21.23392  23.282°
cultivo (B) EM 18 0.0384" 0.0156" 0.6064°  0.4275° 25.39392  35.6042
Condicién LD 18 0.0403" 0.0365" 0.66092  0.65962 24.307% 29.5322
de luz (C) LC 18 0.05442 0.04422 0.6986%  0.54062 22.319° 29.3542

La determinacién del contenido de pigmento naranja en la muestras de H1 y H2 se realiz6
después de la extraccion del micelio, considerando que este pigmento es un metabolito
secundario y que la literatura sugiere que su produccion se realiza en la idiofase, cuando
el crecimiento activo ha cesado (Calvo et al., 2002; Keller et al., 2005). De esta manera,
nuestros resultados son coincidentes con la teoria ya que la pigmentacion del micelio
comenzo a los 20 dias, cuando el hongo alcanzé el maximo crecimiento dentro del medio
de cultivo, y culminé a los 40 dias y suelen sintetizarse como una mezcla de compuestos
guimicamente relacionados (Parés y Juarez, 2002).De esta manera, la produccién in vitro
del pigmento se produjo en respuesta a factores abiéticos (pH, temperatura, disponibilidad
de nutrientes, espacio, luz y agua) (Frisvad et al., 1998; Strohl, 2000; Adrio y Demian,
2003) donde la variacion de los nutrientes y las condiciones de incubacion son utilizados
como una estrategia para inducir o estimular una mayor produccion de metabolitos

secundarios bioactivos (Casas—Lo6pez et al., 2004; Keller et al., 2005).
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De acuerdo con Smania et al. (1998),la cepa de Pycnoporus sanguineus MIP 89007 tuvo
una mejor produccion del pigmento naranja (cinnabarina) a un pH de 9 en caldo papa, lo
cual es parecido a este trabajo, como es el caso de la produccion de antibi6ticos por
Fusidium coccineum a pH basicos (Shipanova et al., 1995) .

De acuerdo con Parés y Juarez (2002) la luz blanca, en el caso de los hongos que
contienen pigmentos, al absorber la energia luminosa, protegen al material genético de
las reacciones quimicas inducidas por la luz. La presencia de pigmentos también es
frecuente en células vegetativas, donde pueden funcionar protegiéndolas bien de la
radiacion o de radicales téxicos producidos en reacciones aerdbicas. Por lo que de
acuerdo al cuadro 7 en la concentracion de pigmento afecta directamente la incidencia de

luz blanca continua para ambas cepas (H1 y H2).

El rendimiento, entendido como la relacion entre el peso seco del extracto y el peso seco
de biomasa. Esta caracteristica no fue igual para ambos aislamientos ya que las
condiciones de pH afectaron su expresion. En el caso del aislamiento H2, el medio de
cultivo extracto de malta tuvo un mayor rendimiento, lo reportado por Smania et al., 1995
menciona que a mayor formacién de cinnabarina el crecimiento del hongo es menor.
Ramos (2006) coincide con Smania et al., (1995) y menciona que las mejores condiciones

de crecimiento no se relacionan directamente con la produccion de cinnabarina.

5.3. Pruebas de control in vitro de hongos fitopatégenos

Se realizaron 6 tratamientos para determinar si existié inhibicion de crecimiento en los
hongos fitopatégenos con respecto a los extractos obtenidos de H1 y H2 esto se realizo
mediante la comparacion de medias de radio de crecimiento (mm) de los hongos
fitopatdégenos en presencia de los extractos de H1 y H2 (Figura 13) por Tukey a un nivel

de significancia del 5 %, los cuales estan representado en el Cuadro 8.
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Figura 13. Crecimiento a los 2 dias de B. cinerea(A) , C. fragarie(B) y C.gloesporoides (C)
con el extracto de H1 a una concentracion de 20mg/mL.

En la Figura 14 se muestra el tratamiento T2 el cual se denomino testigo positivo ya que
se incorporo al PDA a una concentracion de 200 mg de un fungicida comercial Captan ®
de acuerdo las especificaciones de este producto, por lo que se verificdé que no hubo
crecimiento micelial de los tres hongos fitopatégenos descartando este dato en el analisis
estadistico por lo que no aparece datos en la comparacion de medias (Cuadro 8.)

Figura 14. Testigo positivo, producto comercial Captan ® B. cinerea(A) , C. fragarie(B) y
C.gloesporoides (C).

En el caso del hongo Botrytis cinérea, este crecié y alcanzo el total del espacio de la caja
de Petri en 3 dias (testigo absoluto, To) mientras que Colletotrichum fragariae y C.
gloeosporioides lo hicieron en 7 y 9 dias, respectivamente (Figura 13). En general, se
observé una mayor inhibicion del crecimiento con los extractos de P. sanguineus a
medida que la concentracién del extracto fue mayor (Cuadro 8), notandose un mayor
efecto con el extracto del aislamiento de H2 en los tres hongos evaluados. En caso de B.
cinerea, la reduccion en el crecimiento fue casi del 70 y 60% para los tratamientos con 10,
y 20 mg/mL, respectivamente. En otro trabajo de biocontrol, se han utilizado extractos
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fungicos extracelulares (EFE) de Penicillium sp., Beauveria sp., Aspergillus sp. y
Phyalophora sp. en la germinacion B. cinerea y se encontré una inhibicion entre el 85% vy
90% (Poveda, 2006). En otro estudio (L6pez et al., 2005) se trabajo con cuatro especies:
llantén (Plantago major L), ruda (Ruta graveolens L), pronto alivio [Lippia alba (Mill)
NEBROS], helecho marranero [Pteridium aquilinum (Kaulf) Maxon] de los cuales se
realizaron extractos etandlicos al 25% y disminuyeron el desarrollo de los hongos:
Botrytis cinerea y Colletotrichum musae hasta un 68% del crecimiento.

En este presente trabajo para C. fragarie, la inhibicion fue mayor al 50% y sélo del 40%
para C. gloeosporioides. En el trabajo de control biolégico de Carrillo et al., (2004) se
trabajo con la efectividad de Bacillus subtilis y Rhodotorulla minuta contra Colletotrichum
gloesporoides en mango, lo que las aplicaciones de estos dos microorganismos

permitieron reducir la antracnosis hasta un 86.7% en los frutos.

Cuadro 7. Comparacién de medias del radio de crecimiento (mm) de hongos
fitopatdégenos en PDA con extractos fungicos de P. sanguineus (H1y H2) y
fungicida comercial

_ Botrytis cinerea Colletotrichum fragarie C. gloeosporioides
Tratamiento
H1 H2 H1 H2 H1 H2

To 33.183%  33.183% 25.000% 250002  25.000% 25.000%
T1 25.000°  25.000° 22833° 233330 22833% 23.333°
T3 25.000°  25.000° 17.500° 22.000° 21.833° 25.000°
T4 18.000°  10.500° 14.333° 12.166°  18.000° 18.666"
T5 16.500°  13.166° 15.000° 12.000° 20.833°  14.500°

Nota: To,testigo absoluto; T1, testigo negativo acetato de etilo; T3,extracto de P. sanguineus de 2 mg/mL; T4,
extracto de 10 mg/mL; T5,extracto de 20 mg/mL.

De acuerdo con el cuadro 8 el tratamiento T4 tuvo un menor radio de crecimiento para los
hongos fitopatégenos: B. cinérea en el caso del extracto H2, C. fragarie para el extracto
de H2 y C. gloesporoides con el extracto H1 esto pudo haber pasado por una mala
homogenizacion en el momento de agregar los extractos al PDA, afectando los datos

estadisticamente.
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5.4. Pruebas preliminares de actividad antibacteriana

5.4.1. Pruebas de control in vitro de bacterias fitopatégenas y de interés clinico

Las pruebas de sensibilidad realizadas con sensidiscos impregnados con los extractos de
H1 y H2 a una concentracion de 8 mg/mL contra bacterias fitopatdgenas y de interés

clinico (patégenas) arrojaron los siguientes resultados (Cuadro 9 y Figura 15).

Cuadro 8. Halos de inhibicion de extractos (8 mg/mL) de aislamientos (H1 y H2) de
P.sanguineus contra bacterias fitopatogenas y patégenas.

Bacteria Tincién Halos de inhibicién (mm)

Gram H1 H2 Cloranfenicol
Salmonella thypi Negativo (-) 10.3 + 0.57 10.6 + 1.15 25 +0.0
Bacillus cereus Positivo (+) 8.0+ 1.73 7.0+0.0 25 +0.0
Klebsella pneumoniae  Negativo (-) 10.0+1.0 12.6 + 0.57 20 +0.0
Shigella dysenteriae Negativo (-) 9.6 + 0.57 13.3+1.52 36.6 +0.15
Pectobacterium Negativo (-) 7.3 +0.57 8.6 +1.52 32.6 +0.05
carotovorum
Erwinia amylovora Negativo (-) 8.0+1.73 7.0+0.0 35+0.0

Nota: los halos de inhibicion son el promedio de tres repeticiones + el error de la media (ESM).

Figura 15. Halo de inhicion en Shigella dysenteriae de los extractos (8 mg/mL) de
aislamientos de P. sanguineus, H1 y H2 .
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Los resultados del cuadro anterior fueron un paso previo para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). De este cuadro se observa que el pigmento del
extracto de H2 provoco los mayores halos de inhibicion, excepto en los casos de B.
cereus y E. amylovora. De esta manera, se detectd que los extractos del pigmento de P.
sanguineus fueron efectivos en el control de bacterias gram positivas y gram negativas lo
gue concuerda con lo reportado por Smania et al. (1998) aunque estos autores refieren de
gue hubo una mayor efectividad en bacterias Gram positivas.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los extractos del pigmento de P.
sanguineus que se encontraron en este trabajo se presentan en el cuadro 10. Al comparar
las concentraciones encontradas con las reportadas por Smaniaet al. (1998), se encontro
que estas fueron mayores para las bacterias Klebsella pneumoniae,Salmonella thyphi y
Bacillus cereus, ya que estos autores reportan unas MIC menores de 4 mg/mL en
contraste con los 8-12 mg/mL el caso de los extractos de H1 y H2. El aporte de este
trabajo es que se encontraron las CMI para Shigella dysenteriae y las bacterias

fitopatdgenas Erwinia amylovora y Pectobacterium carotovorum (Cuadro 10 ).

Cuadro 9.Concentracién minima inhibitoria de extractos obtenidos de aislamientos de
P.sanguineus (H1 y H2) en bacterias patégenas y fitbpatogenas.

Bacteria Concentracién minima inhibitoria (mg/mL)

H1 H2

Salmonella thyphi 8 8

Bacillus cereus 8 10

Klebsella pneumoniae >12 >12

Shigella dysenteriae 8 8

Erwinia amylovora* >12 7

Pectobacterium carotovorum* 10 >12

Smania et al. (1998) reportan que la cinnabarina es la que realiza la actividad
antibacteriana de acuerdo con trabajos previos (Sméaniaet al., 1996) y de haber utilizado
estos autores el compuesto puro, podria ser la causa de las bajas dosis utilizadas para el
control de las bacterias en contraste con las dosis mayores presentadas en este trabajo.
En este trabajo, como se ha mencionado anteriormente, se utilizaron los extractos crudos
(no purificados) del pigmento de color naranja. Para saber si el extracto estaba puro, se
realizO una cromatografia de capa fina con los pigmentos de los aislamientos de P.
sanguineus (H1 y H2), los pigmentos se corrieron con un sistema hexano-acetato de etilo

(2:1) el cual reveld la presencia de 4 compuestos, dos de estos compuestos se lograron
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ver con luz UV y los otros se pudieron observar a simple vista por lo que se realiz6 un

barrido al pigmento dando lugar a dos picos en el espectro UV (Figura 16).

| 430 Y 450 nm

et

Figura 16.Espectrograma de UV del pigmento de color naranja extraido de H1.

En el espectrograma se pudo verificar la existencia de dos picos, el primero a 430 nm y el
segundo a 450 nm (Figura 16). Al exponer la placa cromatografica a la luz UV, se
observaron dos compuestos, uno rosa y otro amarillo (Figura 17) por lo que habria que
definir cudles de estos compuestos es la cinnabarina que, de acuerdo con la literatura, es
de color naranja. De esta manera, se despejaria la duda de que es la cinnabarina la que
ejerce el control de actividad antibacteriana y de retraso en el crecimiento de los hongos
fitopatdgenos o si es otro el agente inhibidor (por ejemplo, el poliporin). Pudiera ser la

interaccion de ambos compuestos.

Figura 17.Cromatografia de capa fina de los extractos crudos H1 y H2
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6. CONCLUSIONES

Aunqgue los resultados no mostraron una tendencia definida, las mejores condiciones de
produccién del pigmento naranja para ambos aislamientos fueron a pH 8, caldo de papay
luz blanca continua, aungque en el caso del rendimiento, hayan sido a mayor pH en el caso

de H1y en extracto de malta, en caso de H2.

Se logré reducir el crecimiento de hongos fitopatégenos in vitro en postcosecha con el uso
de extractos crudos del pigmento de color naranja de P. sanguineus. En caso de B.
cinerea, la reduccion en el crecimiento fue casi del 70 y 60% para los tratamientos con 10,
y 20 mg/mL, respectivamente. Para C. fragarie, la inhibicién fue mayor al 50% y s6lo del

40% para C. gloeosporioides.

Se encontrd la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro de los extractos crudos del
pigmento de color naranja de P. sanguineus contra las bacterias fitopatdbgenas Erwinia
amylovora (H1>12mg/mL; H2, 7mg/mL) y Pectobacterium carotovorum(H1, 10mg/mL; H2,
>12mg/mL); asi como de las bacterias patégenas (in vitro) de interés clinico Salmonella
thyphi (8mg/mL), Bacillus cereus (H1, 8mg/mL; H2,10mg/mL), Klebsella pneumoniae
(>12mg/mL), Shigella dysenteriae (8mg/mL).
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