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RESUMEN

El fruto del papayo (Carica papaya L.) es un cultivo de gran importancia en nuestro pais ya
que es uno de los principales productos agricolas de exportacion, el cual tiene multiples
usos de consumo e industriales. La antracnosis ha sido sefialada como la principal limitante
fitopatologica de los frutos de papaya en postcosecha a nivel mundial, causando pérdidas
del 40 al 100%. Por tal motivo en busca de alternativas mas seguras que los fungicidas
sintéticos, que sean eficaces y econdmicamente viables, asi como amigables con el medio
ambiente, los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron conocer el potencial de
los aislados de bacterias de la filosfera de papaya como agentes de control biolégico contra
Colletotrichum sp. Se realizo el aislamiento de 53 aislados fungicos procedentes de
Tecoman, Colima y se realizd la identificacion genética por medio de marcadores
moleculares RFLP y se procedio a hacer pruebas de antagonismo in vitro por confrontacion
directa con un total de 250 aislados bacterianos de diferentes tejidos de papaya; se
seleccionaron nueve aislados biocontroladores con base en su capacidad inhibitoria del
Colletotrichum sp, los cuales fueron identificados genéticamente como Bacillus
amyloliquefaciens, Pseudomonas putida y Bacillus subtilis por comparacion de las
secuencias del gen ribosomal 16S en la base de datos del (NCBI) en linea Blast del NCB.
Dichos aislados mostraron actividad antagonista in vitro con valores desde 49.5% hasta
86.3% de inhibicion contra todos los aislados de Colletotrichum, clasificados en ocho
grupos genéticos de acuerdo a su identificacion molecular; lo cual indico la alta diversidad
genética y fenotipica de los aislados de Colletotrichum spp. asociados a la antracnosis en
papaya, este hecho cobra importancia ya que el éxito de controlar las enfermedades reside
en conocer cudl es el agente etioldgico, para asi establecer las mejores estrategias de
control. Las bacterias B. subtilis y B. amyloliquefaciens presentaron la mayor tendencia
(66.3 hasta 86.3%) de actividad antagonista in vitro contra los aislados fitopatogenos;

Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum spp.

Vil



ABSTRACT

Papaya fruit (Carica papaya L.) is a very important crop in our country, since it is one of
the most exportable agricultural products for many uses and industrialization. Anthracnose
is the most limiting postharvest factor in producing papaya around the world, causing
losses of 40 to 100%. That is why, looking for alternatives to synthetic fungicides which
should be more efficient, cheaper and more environmentally friendlly, the objective of this
research work was to learn the biocontrol potential of bacteria isolated from papaya
phyllosphere against Colletotrichum sp. Fifty three fungal isolates from papaya cultivated
in Tecoman, Colima, were genetically identified using RFLP molecular markers, and
assays of in vitro antagonism by direct confrontation between those and 250 bacterial
isolates from different tissues of papaya were performed. Nine bacterial isolates were
selected based on their capability to inhibit Colletotrichum sp. identified as Bacillus
amyloliquefaciens, Pseudomonas putida and Bacillus subtilis based on a 16S rDNA
sequence analysis by comparison with sequences at NCBI database. The isolates showed an
in vitro antagonist activity from 49.5% to 86.3% against the Colletotrichum isolates, which
were classified into eight genetical groups, suggesting a large range of genetic diversity of
those isolates causing Anthracnose in papaya. This fact is important because the success in
controlling plant diseases dependes on knowing the etiological agents, in order to apply a
proper treatment. B. subtilis and B. amyloliquefaciens showed the best antagonistic activity
(66.3 to 86.3%) against the pathogenic isolates: Colletotrichum capsici, Colletotrichum
gloeosporioides and Colletotrichum spp.
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Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

1.INTRODUCCION
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Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

1.1 Caracteristicas generales del cultivo del papayo (Carica papaya L.).

Es conocida como papayo, papayero, papaya, lechosa, fruta bomba (Carica papaya L.). Es
una planta herbacea, fruticola tropical, sin ramas y de crecimiento rapido, que alcanza hasta
8 m de altura. Su copa estd formada por muchas hojas grandes y palmadas, muy lobuladas,
que se enraciman en el extremo superior del tronco, en cuya base se agrupan los frutos de
color verde o verde amarillento en estados inmaduros. Los frutos son de forma ovoide y
pueden pesar hasta 3 kg cada uno; son suculentos y de pulpa gruesa de color rosa o naranja

(Noa, 2003).

El papayo se propaga en los tropicos y sus grandes frutos constituyen una de las frutas mas
populares del mundo. La mayoria de las partes del arbol contienen papaina, una enzima
proteolitica utilizada como sustancia ablandadora de carne y en ocasiones en la elaboracion

de cerveza (Noa, 2003).

1.1.1 Usos de la papaya

Por su buen sabor y textura, la papaya se consume principalmente como fruta fresca;
también en bebidas, mermeladas, dulces, frutas secas y cristalizadas (Villegas, 1997). La
fruta verde, hojas y flores, se usan como verdura cocida (Watson, 1997). Nutricionalmente,
la papaya es una buena fuente de calcio y una excelente fuente de vitaminas; por ejemplo el
aporte de vitamina A y C de una papaya mediana, supera el porcentaje minimo del
requerimiento de vitaminas al dia en adultos segin el Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos (USDA) (Tabla 1).

La papaya tiene muchos usos industriales, ya que las hojas y el fruto contienen proteinas y
alcaloides con importantes aplicaciones farmacéuticas y alimentarias (E1 Moussaoui et al.,

2001).

CIIDIR-IPN-MICH. Pégina 2



Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

Tal es el caso de la papaina que es una enzima proteolitica importante que se extrae del
latex lechoso de la papaya en estado inmaduro de color verde. El latex se extrae de la piel
verde de papaya, que posteriormente se deja secar, antes del proceso de la clarificacion para
inducir el flujo del latex (Nakasone y Paull, 1998). La papaina tiene diversos usos
industriales, como por ejemplo en la elaboracion de bebidas, en la fabricacion de gomas de
mascar, en la industria cervecera, en ablandadores de carne, productos farmacéuticos
digestivos, también se usa para aliviar heridas gangrenosas; en la industria textil se usa para
suavizar la lana y la seda; en la industria cosmética, para la fabricacion de jabones y

shampoo (Villegas, 1997).

Tabla 1. Contenido nutrimental de la papaya en estado maduro

(En 100 gramos de papaya).

Componente  Valor asignado Componente Valor asignado
Agua 89 % Potasio 257 mg
Calorias 39 kcal Magnesio 10g
Proteina 0.61¢g Sodio 3 mg
Grasa 0.14 ¢ Niacina 0.34 mg
Carbohidratos 98¢g Acido pantoténico 0.22 mg
Calcio 24 mg Vitamina A 1094 TU
Hierro 0.1 mg Vitamina E 0.73 mg
Fosforo 5 mg Vitamina C 84 mg

Fuente: Base de datos de nutrientes de USDA para Referencia Estandar, Publicacion 18

(2005).

En algunas zonas de México las hojas del papayo se utilizan para la alimentacion del
ganado. Los frutos, al igual que las hojas, junto con un suplemento de concentrados, se han
utilizado con buenos resultados para la alimentacion de algunos animales como el cerdo

(Noa, 2003).
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Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

1.1.2 Origen y distribucion del cultivo del papayo

La historia de la papaya, fue descrita por primera vez por el historiador Fernandez de
Oviedo, el duefio de Minas en Espafia (Antillas) del 1513 al 1525, donde describe que
Alfonso de Valverde fue quien llevo semillas de papaya de las costas de Panamé a Darién y
luego a Santo Domingo y otras islas de la India Occidental. Los colonizadores espafioles le
dieron el nombre de “papaya” y llevaron la planta a Filipinas, desde donde se expandi6 a
Malasia y finalmente la India en 1598. Para el tiempo en que los arboles de papayo se
establecieron en Uganda (1874), su distribucion ya se habia extendido a la mayoria de los

paises tropicales y sub-tropicales (Teixeira et al., 2007).

El cultivo del papayo esté limitado a regiones con clima tropical 6 subtropical. Se considera
originario de la regiéon que comprende desde el sur de México hasta Nicaragua. Aunque
entre botanicos existe controversia en cuanto a su origen; algunos la situan en el area del
Caribe, otros en el Sur de México y Nicaragua y otros mencionan al Noroeste de América
del Sur, en la vertiente oriental de los Andes, debido a que en esta ltima region se localiza

la mayor diversidad de especies del género Carica (De los Santos et al., 1997).

La familia Caricaceae a la cual pertenece el papayo consta de cuatro géneros: Cylicomorfa
con dos especies; Jacarita con seis especies; Jarilla con una especie y Carica que cuenta con
22 especies y es el unico género de la familia Caricacea que se cultiva como arbol frutal,
mientras que los otros tres géneros se cultivan principalmente como ornamentales (Burkill,
1966). El primer grupo es de origen africano y los demds de origen americano. De las
especies de Carica 11 producen frutas comestibles (De los Santos et al., 1997). Por su
importancia en el consumo como fruta fresca y el uso del latex del fruto inmaduro, este
cultivo se ha distribuido a regiones con temperaturas Optimas entre 24 y 27°C (INIA,

1982).

Recientemente, se ha propuesto una nueva clasificacion taxondémica apoyada en estudios de

comparacion de secuencias genéticas entre la papaya y otras especies afines (Jobin-Decor et
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al., 1996; Badillo, 2002; Kim et al., 2002). Algunas especies que fueron asignadas

anteriormente a Carica ahora son clasificadas en el género Vasconcella (Badillo, 2002).

Por lo tanto, la clasificaciéon de Caricdcea comprende a Cylicomorpha, Carica, Jacaratia,
Jarilla, Horovitzia y Vasconcella, con Carica papaya como tinica especie dentro del género

Carica (Badillo, 2002).

1.1.3 Importancia econémica de frutos del papayo en México

Carica papaya es la especie mas importante econémicamente dentro de la familia
Caricécea, es un cultivo atractivo para el agricultor ya que tiene ventajas sobre otros
frutales, en especial su corto periodo entre siembra y cosecha, su alto rendimiento, una
produccion continua y el bajo desarrollo de la planta, que le permite ser intercalada con

otros arboles frutales (Torres, 1977).

El papayo es un cultivo de gran importancia econémica para México, en el afio 2008 a nivel
internacional por su volumen de produccion se ubico en la quinta posicion y en exportacion
en primer lugar en el afio 2007 (FAO, 2010). En los ultimos 20 afios ha estado entre los
diez primeros frutales tropicales tanto en superficie sembrada como en volumen producido.
En el afo 2010 México produjo alrededor de 422,671 ton de papayas en alrededor de
16,135 ha cultivadas (SAGARPA, 2010).

La introduccidn de nuevas variedades y su produccion comercial en estados como: Chiapas,
Colima, Nayarit y Sinaloa; ha permitido que México eleve su produccion y mantenga un
mercado interno y externo estable. Desde mediados de la década de los 80 México exporta
papaya a los Estados Unidos de Norteamérica convirtiéndose hasta la fecha en el primer
abastecedor de esta fruta a dicho pais (De los Santos et al., 1997; INIA, 1981). Entre los
principales estados productores de papaya, que se destacaron en el 2011, se encuentran:
Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Colima, Guerrero y Michoacan, tal como se muestra en la tabla

2 (SAGARPA, 2012).
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La principal variedad cultivada de papaya es la Maradol y México es el pais de mayor
superficie cultivada, mayor productor y exportador de dicha variedad en el Mundo (FAO,
2008). Rodriguez (2002), reportdé que la variedad Maradol fue obtenida en Cuba, por el
fitomejorador autodidacta, Adolfo Rodriguez Rivera y su esposa Maria Luisa Nodals
Ochoa, durante el periodo 1938-1956. El nombre de la variedad surge al unir parte de los
nombres de sus creadores, Mar, de Maria y adol, de Adolfo (Rodriguez et al., 1966).

Tabla 2. Principales estados productores de siembra y cosecha de frutos del papayo,

de riego y temporal 2011.
ESTADO SUPERFICIE (ha) PRODUCCION  RENDIMIENTO

(ton) (ton/ha)

sembrada cosechada  siniestrada obtenida obtenido
CHIAPAS 1,867 1,795 140,222 78.118
VERACRUZ 4,547 3,939 19 114,870 29.162
OAXACA 1,905 1,778 113,705 63.965
COLIMA 1,107 1,061 67,273 63.403
GUERRERO 1,210 1,176 2 45,120 38.383
MICHOACAN 2,063 1,403 45,002 32.076
YUCATAN 697 533 70 21,208 39.819
TABASCO 489 481 18,757 39,016
QUINTANA ROO 238 156 13,122 84.387

Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con informacion de

las Delegaciones de la SAGARPA, 2012.
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1.2 Principales enfermedades fungicas en Carica papaya L.

Las principales enfermedades fungicas de interés fitosanitario que atacan el fruto de Carica
papaya L. y otros tejidos vegetales del mismo, son los siguientes:

Alternaria sp., Ascochyta sp., Asperisporium caricae, Cercospora caricae, Athelia rolfsii,
Corticium rolfsii, Sclerotium rolfsii, Capnodium sp., Cercospora sp., Cladosporium sp.,
Corynespora cassiicola, Cercospora vignicola, Curvularia sp., Fusarium sp., Glomerella
cingulata, Colletotrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Botryodiplodia
theobromae, Monilinia fructicola, Mycosphaerella tassiana, Cladosporium herbarum,
Phoma caricaepapayae, Ascochyta caricae papayae, Mycosphaerella caricae, Phyllosticta
sp., Sphaerotheca caricae-papayae, Oidium caricae (USDA, 2008).

1.3 Pérdidas postcosecha de frutos del papayo

Las enfermedades postcosecha representan las causas mas importantes de pérdidas de frutas
y hortalizas. Se estima que alrededor del 20-25% de las frutas y verduras cosechadas se
pudren por patdégenos durante el manejo postcosecha, incluso en los paises desarrollados
(El-Ghaouth et al., 2004; Droby, 2006; Zhu, 2006; Singh y Sharma, 2007). En los paises en
desarrollo, las pérdidas postcosecha son mdas graves debido al almacenamiento e
instalaciones del transporte inadecuadas (Sharma et al., 2009).

Las principales pérdidas postcosecha en papaya se deben a las enfermedades, pues reducen
la calidad del fruto en campo y en anaquel; son también las principales responsables de
pérdidas que ocurren durante el transporte; las pérdidas en frutos de papaya son del 10 al
40% en transporte terrestre y del 5 al 30% en transporte aéreo, pudiendo alcanzar hasta el
75% en la fase de comercializacion. Las pérdidas ocasionadas por enfermedades varian
dependiendo el manejo postcosecha y los procesos de empaque (Alvarez y Nishijima, 1987;
Paull, 1997). El principal agente etiologico causante de enfermedad en postcosecha de

papaya es Colletotrichum gloeosporioides Penz. Sacc. (Osman et al., 2010).
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1.4 Pérdidas de frutos del papayo en postcosecha por Colletotrichum

Colletotrichum gloeosporioides Penz. Sacc. provoca la enfermedad conocida comtiinmente
como Antracnosis. Dentro del total de pérdidas postcosecha en papaya (30%), un 24% son
causadas por enfermedades (Guzman, 1998). Dentro de estas enfermedades la antracnosis
causa importantes pérdidas economicas en frutas de papaya (Carica papaya L.) y
Colletotrichum gloeosporioides es el principal agente causal de esta enfermedad (Tapia et
al., 2008).

La antracnosis es una de las enfermedades de mayor importancia en los cultivos y es la
responsable de la reduccion del 10 al 80% a nivel comercial, afectando el rendimiento y
produccion de los cultivos, de paises en desarrollo, como Tailandia, Pakistan, Turquia y
México (Intra et al., 2011).

Por ejemplo, en Brasil las pérdidas postcosecha de frutos tropicales se estiman en un 30%,
en donde la antracnosis se ha considerado como la enfermedad de mayor importancia
economica en el Noreste del pais (Tavares, 2004).

En EE. UU. se detecto un 62.2% de pérdidas por pudriciones en diferente estado de
desarrollo de la enfermedad, y un 90% con dafios serios. La antracnosis limitada a la
cascara Unicamente se reporto en el 12.1% de las inspecciones (Cappellini et al., 1988). En
Costa Rica, las pérdidas postcosecha de papaya son de considerable importancia (Costa
Rica, 1991).

La antracnosis se ha reportado como el agente principal que afecta el rendimiento en las
principales regiones productoras de papaya en el mundo, incluyendo Hawai, Brasil, Africa
y Asia. En la isla Trinidad, las dos variedades cultivadas comunmente de papaya son la
“Red Lady” y “Tainung No. 2 F1-hibrida” son altamente susceptibles a la antracnosis, se
reportd una incidencia de la enfermedad del 80% por antracnosis en frutos maduros
(Maharaj y Rampersad, 2011).

La antracnosis ha sido sefialada como la principal limitante fitopatologica de los frutos de

papaya en postcosecha a nivel mundial, causando pérdidas del 40 al 100% (Arias, 1992).
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1.5 Taxonomia de Colletotrichum

Segun Latunde-Dada (2001) sefialan que Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc (Anaformo) y su telemorfo Glomerella cingulata (Telemorfo) Spauld. & H. Schrenk
(estado perfecto, subdivision Ascomycotina) han sido implicados en numerosas
enfermedades de las plantas en muchas regiones agricolas del mundo, la clasificacion

taxondmica de Colletotrichum se muestra a continuacion:

Reino: Fungi

Subdivision: Deuteromicotina
Clase: Deuteromycetes
Orden: Melanconiales
Género: Colletotrichum

Especie: gloeosporioides

1.6 Generalidades de Antracnosis

Colletotrichum es un habitante muy comun en los cultivos y con frecuencia no ocasiona
sintomas de enfermedad en los organos de la planta; en los frutos de algunas especies
frutales solo se manifiesta cuando el pericarpio es debilitado, o cuando ocurren aumentos
en los niveles de etileno como resultado de procesos de maduracion de los frutos
(Adaskaveg y Hartin, 1997).

Colletotrichum es un género importante de hongos que esta conformado por 39 especies
(Sutton, 1992) que causan antracnosis o tizones en una amplia gama de cultivos agricolas y
plantas ornamentales (Bailey y Jeger, 1992; Latunde-Dada, 2001).

En la actualidad se aceptan 39 especies de Colletotrichum descritas en el trabajo de Sutton
(1992). Su descripcion esta basada en las caracteristicas culturales de la colonia en medio
de cultivo, tamano y forma de los conidios y apresorios, presencia o ausencia de setas y su
telemorfo (Freeman et al., 1998). Sin embargo, la considerable variacion patogénica y
morfologica que presenta este hongo ha ocasionado dificultades para su clasificacion al

usar Unicamente caracteres morfologicos (Johnston y Jones, 1997; Sutton, 1980).

CIIDIR-IPN-MICH. Pégina 9



Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

La alta diversidad en las especies del género Colletotrichum ha sido problematico, ya que el
diagnéstico fitopatologico requiere identificar con precision patdgenos especificos para el
control de enfermedades. Esta confusion taxondmica ha provocado el aumento en el uso de
herramientas moleculares para la identificacion de la diversidad interespecifica e
intraespecifica dentro de un grupo complejo de especies (Guerber y Correll, 2001).

La enfermedad de antracnosis se encuentra distribuida a escala mundial y ocasiona pérdidas
econdmicas en pre y postcosecha en regiones tropicales, subtropicales y de clima templado
(Jeffries et al., 1990; Bailey y Jeger, 1992; Dodd et al., 1992; Freeman et al., 1998;
Latunde-Dada, 2001; Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004; Péres et al., 2005). Sus
hospedantes incluyen una gran diversidad de cultivos anuales como leguminosas (frijol,
soya, chicharo y leguminosas forrajeras) (Lenné, 1992), gramineas (maiz y sorgo)
(Nicholson, 1992), solanéaceas (tomate, chile y papa) (Dillard, 1992), cucurbitaceas (melon,
sandia y pepino) (Sitterly y Keinath, 1996) y rosaceas (Fresa) (Freeman et al., 1998;
Denoyes-Rothan et al., 2005). Asimismo, diversas especies de Colletotrichum se han
reportado afectando un gran nimero de cultivos perennes como aguacate, platano, citricos,
café, mango, papaya, pasiflora, guayaba, guandbana, cacao, hule, manzana, durazno y
almendro, asi como cultivos industriales: algodon, cafia de azicar y tabaco (Waller, 1992;
Waller y Bridge, 2000; Biggs y Miller, 2001; Afanador-Kafuri et al., 2003).

El hongo Colletotrichum presenta un micelio septado de coloracion hialina o castafia clara.
Las conidias son producidas en estructuras especializadas llamadas acérvulos, que se
forman en la superficie de los tejidos infectados. Los acérvulos (Figura 1a) separados tienen
forma de disco o cojin, de textura cerosa y pueden ubicarse en forma subepidermal,
epidermal o subcuticular. Tipicamente presentan setas (Figura 1b) o espinas negras en los
bordes o entre el conidioforo (Figura 1c); los acérvulos estan formados por
pseudoparénquima con paredes delgadas o gruesas, conidioforos simples, elongados con
numerosas conidias (Figura 2). Las conidias son hialinas curvadas (Figura 2a) y fusiformes

(Figura 2b), y por lo general un acérvulo setoso (Barnett y Hunter 1998; Holliday, 1995).
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El género Colletotrichum tiene una enorme variacion ecoldgica, morfologica y patogénica,
las diferentes formas en la naturaleza varian desde saprofito a cepas parasiticas (Mena,
1999). Colletotrichum gloeosporioides Penz. Sacc. es el agente causal de una diversidad de
dafos y sintomas en diferentes frutales tropicales y subtropicales en México, y afecta
diferentes organos vegetales de la planta, asi como en distintas etapas fenoldgicas del
cultivo. Para 1992 se reconocieron 900 especies de Colletotrichum y cerca de 600
variantes de Colletotrichum gloeosporioides (Bailey y Jeger, 1992). Bonde et al. (1991),
distinguieron varias formas patogénicas basadas en los hospederos especificos y
caracteristicas culturales (Gutiérrez et al., 2001).

Las conidias son producidas en masas mucilaginosas tipicamente hundidas, de color rosado
y con un contorno irregular en las lesiones necroticas, este tipo de lesiones que con
frecuencia se observa sobre las hojas, frutos y ramas es conocido como antracnosis; sin
embargo en algunos frutos también es frecuente observar lesiones como chancros,
cicatrices, verrugas o costras con relieve (Mena, 1999).

Una caracteristica de especies de Colletotrichum, es que pueden causar infecciones latentes
0 quiescentes sobre los frutos, que posteriormente se desarrollan durante la fase de
maduracion. Las diferentes especies sobreviven por largos periodos sobre los desechos
vegetales o en el suelo; el patdbgeno mas comun en los tropicos es Colletotrichum
gloeosporioides (Holliday, 1995).

Las infecciones quiescentes en el contexto de enfermedades de postcosecha involucran la
inhibicion del desarrollo del patogeno a través de condiciones fisiologicas impuestas por el
hospedero hasta que se lleva a cabo el estado de maduracion. Una vez que el hongo penetra
la capa exterior del fruto, este permanece alli en estado de quiescencia o dormancia hasta
que ocurren cambios en la superficie del fruto los cuales proporcionan las condiciones

adecuadas para permitir una infeccion (Contreras, 2006).
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Acérvulo (a)

Figura 1. Estructuras de fructificacion de Colletotrichum, a) Acérvulo, b) Setas y ¢)
Conidioforos (Foto Barnett y Hunter, 1998).

Figura 2. Estructuras de fructificacion de Colletotrichum, a) Conidias curvadas y b)

Conidias fusiformes (Foto Oliveira et al., 2005).
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1.7 Desarrollo de la Antracnosis

El in6culo del microorganismo que ha sobrevivido en hojas, frutos y ramas afectadas causa
la infeccion de los frutos por la dispersion de las conidias transportadas en el agua
(Adaskaveg y Hartin, 1997). Una vez dispersas, las conidias se adhieren a la superficie del
hospedero y germinan en un periodo de 12 a 24 h y luego producen un tubo germinal que
penetra la cuticula directamente. Las fuentes de inoculo son las conidias producidas en

acérvulos o las ascosporas producidas y liberadas del peritecio (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo biolégico de Antracnosis causada por Glomerella cingulata y

Colletotrichum gloeosporioides. Tomado de Agrios 2002.
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La hifa infectiva penetra directamente la cuticula colonizando la pared celular de las células
del hospedero (Parra, 2008). Existen varias formas de penetracion, una de ellas es a través
de aberturas naturales como estomas, lenticelas y otras por penetracion directa o a través de
pequeiias heridas. La infeccion se puede desarrollar casi en cualquier tejido de la planta.
Una vez que el microorganismo penetra la cuticula, se pueden presentar dos estrategias de
infeccion: la primera es conocida como hemibiotrofia intracelular y la segunda como
necrotrofia subcuticular e intramural (Agrios, 2002).

Diversas especies de Colletotrichum presentan procesos infectivos en dos fases: la fase
asintomatica inicial, donde el patdégeno se establece en los tejidos sin matar las células y
son consideradas especies biotroficas (hemibiotrofia intracelular) y la fase destructiva
visible (necrotrofia subcuticular), donde el patégeno crece bajo la cuticula y disuelve
extensamente la matriz de péptidos de las células epidermales (Bailey y Jeger 1992). El
desarrollo de la fase destructiva se asocia a la hinchazén y disolucion de las paredes
celulares (O’Connell et al., 2000).

En condiciones favorables, el hongo puede crecer rdpidamente en la planta y causar
diversos sintomas muy rdpidamente, pero en otras circunstancias el hongo puede
permanecer quiescente dentro de los tejidos por un largo periodo, que en algunos casos solo
se evidencia después de la cosecha. Pero también bajo condiciones ambientales extremas,
puede permanecer en latencia por algin tiempo en el suelo o permanecer por largos

periodos sobre tejido vegetal muerto (Agrios, 2002).

1.8 Métodos de control de Antracnosis de frutos del papayo

La calidad postcosecha de los frutos es uno de los atributos mas importantes, el objetivo
final de la produccién y manejo de un cultivo es definido por la combinacion de
caracteristicas fisicas y quimicas (Kader, 1999). Uno de los hongos patégenos de mayor
importancia en el manejo postcosecha de papaya es Colletotrichum gloeosporioides que
causa Antracnosis, la enfermedad mas importante a nivel de fruto y que se manifiesta
principalmente al comenzar la maduracion, también causa la pérdida de flores durante el

cultivo (Proexant, 2008). La aplicacion de productos quimicos es la practica mas
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comunmente usada para el control de hongos fitopatdgenos, debido a que sus resultados se
observan rapidamente y la mayoria de las veces es la tinica opcion. Pérez et al. (2003)
sefalan que la severidad de la enfermedad de antracnosis ha conducido al uso excesivo de
fungicidas, resultando una practica costosa, poco eficaz y nociva para el ambiente. Se
tienen reportes que para el control de la Antracnosis en frutos de papaya, los fungicidas mas
utilizados y mas efectivos son prochloraz o propiconazol durante el almacenamiento y el
transporte (Teixeira et al., 2007). Por otro lado, Dembele et al. (2005) investigaron la
asociacion entre la madurez de la fruta, la pudricion ocasionada por la enfermedad de
Antracnosis y la acumulaciéon de residuos de fungicidas en los frutos de papaya. De los
fungicidas probados, los frutos tratados con tiabendazol no presentaron pudricion después
de los 21 dias después del tratamiento. Por otra parte, se detectaron bajos niveles de
fungicida en los frutos tratados, dichos niveles fueron mas bajos de los permitidos en las

normas de EE. UU.

Los plaguicidas quimicos han sido uno de los principales recursos utilizados para el control
de plagas. Fueron una gran solucion en la lucha contra el hambre y las enfermedades de la
humanidad, pero el continuo contacto con los seres humanos, con los alimentos y con los
recursos no renovables, puede causar intoxicacion. Segun datos de la Organizacién
Mundial de la Salud, anualmente se intoxican dos millones de personas por exposicion
directa o indirecta a plaguicidas. De ese total las tres cuartas partes de afectados pertenecen
a los paises subdesarrollados, donde unicamente se utiliza el 25% de la produccion mundial
de plaguicidas. Hay varios tipos de envenenamientos por plaguicidas: agudos (vOomitos,
diarrea, aborto, cefalea, somnolencia, alteraciones de comportamiento, convulsiones, coma,
muerte) y cronicos (cancer, leucemia, necrosis de higado, malformaciones congénitas,

neuropatias periféricas) (Olivera y Daniel, 2008).

Los efectos negativos de los fungicidas en la salud humana, son el cancer (por ejemplo
cancer de mama), desordenes en el aprendizaje, problemas en el sistema inmunolédgico,

disfuncion reproductiva (conteos bajos de esperma, endometriosis), diabetes, enfermedades
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neurodegenerativas tales como el Alzahaimer y Parkinson (Badii y Jer6onimo, 2007).
Problemas de piel, en membranas mucosas y tracto digestivo, pero también lesiones en la
piel, ulceraciones, porfiria cutdnea; también han sido registrados dafios en higado y efectos
hematologicos y neurologicos, particularmente en exposiciones prolongadas. Convulsiones,
ataxia, fatiga fisica y mental, dolor de cabeza, desorientacion, taquicardia, cambios en la
temperatura corporal, e incremento en el ritmo cardiaco. La muerte es, aparentemente,
ocasionada por problemas cardiacos, seguidos por un rapido rigor mortis (Badii y Jeronimo,

2007).

Entre los efectos negativos de los plaguicidas sobre el ambiente se encuentran la
persistencia ambiental de residuos toxicos, la contaminacion de recursos hidricos con
alteracion de la flora y fauna y la generacion de organismos resistentes, por consiguiente
aumentan las cantidades necesarias de plaguicida o la sustituciéon por agentes mas toxicos

para lograr controles efectivos (Olivera y Daniel, 2008).

Existen otros métodos para el control de la antracnosis, tales como el tratamiento con frio
(pre-enfriamiento), tratamientos con calor, las poliaminas, aplicaciones de calcio, Ozono
(O3), radiaciones ionizantes, uso de productos quimicos como el l-metilciclopropano

(inhibidor de la accion del etileno) (Pérez, 2006).

Los tratamientos por inmersion en agua caliente en combinacién con fungicidas mejora la
eficiencia en el control de la Antracnosis. Sin embargo, tratamientos de inmersion en agua
caliente puede afectar el proceso de maduracion (Paull, 1990) y el uso combinado con los
fungicidas durante periodos prolongados puede causar la aparicion de cepas resistentes a

los fungicidas.

El tratamiento de irradiacion gamma fue propuesto como antimicrobiano en dosis bajas, se
encontro eficaz; retrasando el proceso de maduracion de la papaya. La superficie del fruto
de papaya puede tolerar dosis de hasta 1 kilo gray (kGy) en el escaldado (Paull, 1996) y las
frutas irradiadas con 0.5-1 kGy mantuvieron la firmeza de la fruta durante 2 dias mas que

los frutos control que fueron los frutos no irradiados (Zhao et al., 1996). Por otra parte, una
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de las principales ventajas del método de la irradiacion gamma es que es un tratamiento
fisico que no deja residuos en la fruta y puede ayudar a reducir el uso de fungicidas
postcosecha. Cia et al. (2007), informaron que las dosis de 0,75 y 1 kGy podria presentar
efectos directos e indirectos sobre Colletotrichum gloeosporioides. Las caracteristicas
fisico-quimicas cambiaron y favorecieron la firmeza del fruto de papaya, en comparacion
con los controles y la penetracion del hongo para su colonizacion fue mas dificil. Zhao et
al. (1996), mostraron que la irradiacion de 0,5 a 1 kGy a 25-30% en estadio de madurez
amarillo redujo la polimerizacion de enzimas pépticas provocando una textura mas firme, y
en el estado de madurez llegd a una reduccion de dos dias la etapa de madurez en
comparacion de frutos control, pero llegaron a la conclusion de que la irradiacion no tuvo
ningln efecto directo sobre la firmeza de las papayas y actudé mediante la alteracion de la
sintesis de maduracion inducida de las enzimas de la pared celular, la pectin metil esterasa,
principalmente. Sin embargo, el mayor obstaculo en el uso de la irradiacion para
tratamiento de postcosecha es el alto costo y los prejuicios de los consumidores en contra

de los alimentos irradiados (Teixeira et al., 2007).

Reportan un grupo de autores Sivakumar et al. (2002) una gran diversidad de materiales
que se estan probando para usarse como alternativas a los productos quimicos para el
control de las enfermedades de papaya durante el almacenamiento. Un ejemplo es la
utilizacion de compuestos catalogados como seguros (GRAS) contiene en su formulacion el
carbonato de amonio (3%), a base de cera de parafina; sefialan que redujo la incidencia de
antracnosis en un 70% y las frutas tratadas se mantuvieron en una calidad general durante

el almacenamiento.

Por otra parte la aplicacion de Quitosano (2% y 3%) mostr6 efecto fungicida contra C.
gloeosporioides (Bautista-Bafios et al., 2003). Sin embargo, el quitosano (1%) en
combinacion con sales de carbonato de amonio (3%) redujo significativamente la
incidencia de la antracnosis y el restablecimiento de C. gloeosporioides sobre el fruto de
papaya naturalmente infectados, en comparacion con la fruta no tratada. Los frutos tratados

fueron de calidad de consumo aceptable (Sivakumar et al., 2005). Investigaciones similares
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fueron hechas por otros (Hewajulige et al., 2007). El modo de accion de las sales de
carbonato en el hongo se dio por el colapso, la contraccion de las hifas y la inhibicion de la
esporulacion, debido a la reduccion de la presion celular ocasionando disminucion de la
turgencia (Aharoni et al., 1997). Bautista-Bafios et al. (2003), también inform6 que el
quitosano tuvo un efecto terapéutico protector sobre la papaya, dicho compuesto fue mas
efectivo cuando se aplicé antes de la inoculacion de C. gloeosporioides que después de que
el patdgeno se establecid. Cabe destacar que el tratamiento con quitosano en el interior de
la papaya aument6 las concentraciones de CO,, retrasando la maduracion y el desarrollo de
color, dando como resultado firmeza y una mejor conservacion de la fruta causado una
menor pérdida de peso (Sivakumar et al., 2005). Esta tecnologia se podria adoptar para
proteger la papaya recién cosechada, especialmente durante el transporte maritimo, por lo
menos a los destinos en un lapso de 14 dias desde el sitio de la cosecha (Sivakumar et al.,
2005). Sin embargo, se necesita mas investigacion para evaluar el efecto de la aplicacion de

quitosano antes de la cosecha para el control efectivo de la antracnosis.

Palhano et al. (2004) sugirieron el uso combinado de aceites esenciales del limon (Citrus
citratus), donde la alta presion hidrostatica podria limitar la infeccién por hongos en frutos
de papaya en postcosecha. La investigacion también se centrd en el uso del quitosano en
postcosecha en frutos de papaya para prevenir la transmision de fruta a fruta del agente
causal de la antracnosis. A pesar de que C. gloeosporioides entra en los frutos de papaya
por penetracion directa en el campo, la infeccion de antracnosis en postcosecha es resultado
de una infeccion latente. Durante el transporte y almacenamiento, C. gloeosporioides puede
propagarse rapidamente de frutos infectados a frutos sanos por contacto directo (Chau y
Alvarez, 1983). Por lo tanto, la presencia de una capa de quitosano con carbonato de
amonio en la superficie de la fruta puede prevenir la enfermedad de la fruta por transmisioén

de fruta a fruta, actuando como una barrera fisica.

Frutos de papaya cv. Sunrise expuestos a tratamientos con vapor de metil jasmonato (10-4
0 10-5 M) durante 16 h a 20°C mostraron menor deterioro causado por hongos, asi como
menor dafio por enfriamiento y pérdida de firmeza durante el almacenamiento de 14 a 32
dias a 10°C. Se obtuvo una vida util de 4 dias a 20°C. La calidad postcosecha de papaya se

mantuvo de manera significativa mediante la combinacion de tratamientos con metil
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jasmonato (10-5 M) y una atmoésfera modificada (AM), cubierta por una pelicula de
polietileno de baja densidad. De acuerdo con Gonzalez-Aguilar et al. (2003) la AM creada
(3-6 kPa O, y 6-9 Pa CO3) en el interior de la cubierta no desarrolld mal sabor en el fruto
durante el almacenamiento a 10°C. Yahia y Paull (1997) también confirmaron que la
composicion del gas de 3-6 kPa O, y 6-9 Pa CO, dentro de la cubierta durante el
almacenamiento de la papaya a 10°C, estd dentro del rango de concentraciones que no
influyen negativamente la calidad postcosecha de frutos. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion al respecto, relacionado con condiciones ambientales, de traslado, de
contenedores adecuados y de la composicion del gas a utilizar durante el transporte de las

diferentes variedades de papaya.

Un factor determinante de calidad postcosecha es la pérdida de peso, en este sentido Paull y
Chen (1989) reportaron que las pérdidas de peso disminuyeron el 8%, aumentando
considerablemente la calidad postcosecha de papaya. Sin embargo, el envolver el fruto con
una pelicula polimérica y el encerado en la papaya (Paull y Chen, 1989) o el revestimiento
con quitosano Sivakumar et al. (2005) demostraron con éxito reducir la pérdida de agua y
el marchitamiento de los frutos. Mosca y Durigan (1995) concluyeron que el tratamiento
con cera y cera mas benomilo en las condiciones ambientales no influyen en la
conservacion de frutas, mientras que las bolsas de plastico con vacio parcial y refrigeracion
aumentaron su tiempo de vida 1til de 19 dias. Chauhan et al. (2006) describieron los
efectos sinérgicos de la infiltracion de calcio, la acidificacion a (4,5) y la presencia de las
asociaciones de la calidad de conservacion y mantenimiento de textura dptima de papaya
pre cortada en rodajas. A este respecto Kakaew et al. (2007) aplicaron una solucion al 0.5%
de cloruro de calcio en agua caliente a 25 o 40° C para papayas en estado verde rallado.
Después del tratamiento, se almacenaron trozos de fruto a 4° C. La pérdida de peso,
superficie de color (luminosidad y el valor de tono), la firmeza, la tasa de respiracion y la
evaluacion sensorial se determind cada 2 dias durante un total de 10 dias de

almacenamiento. Los resultados obtenidos mostraron que la aplicacion de un bafio de calcio
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a temperaturas altas, permitio la disminucion de la tasa de respiracion, mejord el color de la
superficie, la firmeza, contribuyo a la reduccion de pérdida de peso de la papaya verde
rallada. Los resultados indican que el cloruro de calcio podria mantener la calidad y
prolongar la vida util de papaya picada, especialmente a mayor temperatura de inmersion.
De igual manera Srilaong y Chansamrankul (2007) encontraron que, utilizando el mismo
cultivar, envasado en una bolsa de polietileno con cierre climatizada y una recubierta en
bolsa de nylon de polietileno laminado enjuagado con 2.5 y 5% de O, fueron mas efectivos

que el control porque mantuvo una mejor textura y color.

La tendencia mundial esta cambiando hacia la disminucion del uso de fungicidas, cada vez
esta aumentando el interés publico y cientifico en buscar alternativas mas seguras y
respetuosas del medio ambiente para reducir las enfermedades que causan la pérdida de los

productos cosechados (Mari et al., 2007).

1.9 Control biologico

Muchas definiciones se han propuesto para el término de control bioldgico de
enfermedades, sin embargo una de las mas aceptadas es la propuesta por Cook y Baker
(1983), quienes definieron el control bioldgico como; “la reduccion de la cantidad de
inéculo o actividad productora de enfermedad de un patégeno por medio de uno o mas
organismos diferentes al hombre”. La actividad productora de enfermedad involucra
desarrollo, infectividad, agresividad, virulencia y otras cualidades del patdgeno, o procesos
que determinan infeccion, desarrollo de sintomas y reproduccion. A esta definicion se le ha
agregado también la resistencia de las plantas hospederas, como uno de los mejores y mas

efectivos métodos de control biologico (Cook, 1985).

Entre los diferentes métodos bioldgicos, el uso de los microorganismos antagonistas como
levaduras, hongos y bacterias es muy prometedor y cada vez estd aumentando su uso

(Droby, 2006; Korsten, 2006).
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En cuanto a la utilizaciéon de productos de control bioloégico (PCB), para el control de la
Antracnosis, la aplicacion combinada del agente de biocontrol Candida oleophila en una
mezcla con cera de bicarbonato de sodio para el recubrimiento de frutos de papaya dio
lugar a un importante y aceptable control comercial contra la Antracnosis (Gamagae et al.,

2003).

1.9.1 Enfoques basicos para el uso de los microorganismos antagonistas

Hay dos enfoques bésicos para el uso de los antagonistas microbianos para el control de las
enfermedades de postcosecha de frutas y verduras: (1) El uso de microorganismos que ya
existen en las frutas y verduras, para que puedan ser promovidos y dirigidos; 6 (2) que

puedan ser introducidos artificialmente en contra de los agentes patdogenos de postcosecha.

1.9.1.1 Microorganismos antagonistas naturales

Los antagonistas naturales son los que estan presentes de forma natural en la superficie de
frutas y verduras, posteriormente a su aislamiento, los microorganismos antagonistas se

utilizan para el control de las enfermedades postcosecha (Sobiczewski et al., 1996).
1.9.1.2 Microorganismos antagonistas introducidos artificialmente

Los microorganismos antagonistas introducidos artificialmente suelen ser mas eficaces en
el control de las enfermedades postcosecha de frutas y verduras que otros medios de control
biologico. Muchos microorganismos antagonistas han sido identificados e introducidos
artificialmente para el control de enfermedades en una amplia variedad de productos
cosechados, como en citricos, pomaceas, frutas de semilla y hortalizas. En la Tabla 3 se
muestran los microorganismos antagonistas que se han estudiado y han sido efectivos para

el control de la enfermedad de Antracnosis de frutas y verduras (Sharma et al., 2009).
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Tabla 3. Microorganismos antagonistas utilizados en un control bioldgico exitoso

contra la antracnosis postcosecha de frutas y verduras

Microorganismos Enfermedad patégena Frutas y Referencia
antagonistas Vegetales
Bacillus Antracnosis (Colletotrichum Mango Govender et al.
licheniformis gloeosporioides) y la (2005)
(Weigmann) pudricion de la parte final del
Verhoeven tallo (Dothiorella gregaria
Sacc.)
Burkholderia Antracnosis (Colletotrichum Platano De Costa 'y
cepacia musae) Erabadupitiya,
Pudricién de la parte final de (2005)
la flor (Colletotrichum
musae)
Brevundimonas Antracnosis (Colletotrichum Mango Kefialew y Ayalew,
diminuta (Leifson & gloeosporioides) (2008)
Hugh) Segers
Candida Antracnosis (Colletotrichum Mango Kefialew y Ayalew,
membranifaciens gloeosporioides) (2008)
Hansen
Candida oleophila  Antracnosis (Colletotrichum Papaya Gamagae et al.
gloeosporioides (2003)
Pichia Antracnosis (Colletotrichum Chile Chanchaichaovivat
guilliermondii capsici (Syd.) Butler & Bisby et al. (2007)
Pestalotiopsis Antracnosis (Colletotrichum  Albaricoque Adikaram y

neglecta
(Thuemen)
Steyaert
Trichoderma
harzianum

gloeosporioides)

Antracnosis (Colletotrichum

musae)

Platano

Karunaratne, (1998)

Devi y Arumugam,
(2005)
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El éxito de algunos microorganismos antagonistas en estudios de laboratorio y en pruebas a
nivel piloto; en empacadoras han generado el interés de varias empresas de agroquimicos
en el desarrollo y la comercializacion de bioproductos que contengan microorganismos
antagonistas para el control de las enfermedades de postcosecha de frutas y verduras.

Algunos microorganismos antagonistas han sido patentados y evaluados con fines de uso
comercial, de los cuales, ASPIRE®, YieldPlus® y BIOSAVE 110%® se utilizan en todo el

mundo para el control de enfermedades de postcosecha de frutas y hortalizas con eficacia

(Sharma et al., 2009).

1.9.2 Mecanismos de accion de los microorganismos antagonistas

Diversas investigaciones sobre el uso de los microorganismos antagonistas han sido
reportadas (Janisiewicz et al., 2000; El-Ghaouth et al., 2004), sin embargo, los mecanismos
por los cuales los microorganismos antagonistas ejercen influencia sobre los patdogenos

todavia no ha sido plenamente comprendidos.

Es importante comprender el mecanismo de accion de los microorganismos antagonistas
porque, esto ayudara en el desarrollo de algunos medios adicionales y procedimientos para
mejorar los resultados de los antagonistas ya conocidos, asi como también a la seleccion

mas eficaz y deseada de cepas de antagonistas (Sharma et al., 2009).

Varios mecanismos de accion se han propuesto para explicar como funcionan los
antagonistas microbianos. Sin embargo, la competencia de nutrientes y el espacio entre el
patogeno y el antagonista son considerados como los principales mecanismos de accion;
por los cuales los agentes microbianos logran el control de los patogenos causantes de
enfermedades postcosecha (Hipdlito et al., 2000; Jijakli et al., 2001). Otros mecanismos de
accion de los microorganismos antagonistas para suprimir la actividad de los agentes
patogenos de postcosecha de frutas y hortalizas es la produccion de antibioticos, el
parasitismo directo, y la resistencia inducida (Janisiewicz et al., 2000; Barkai-Golan, 2001;

El-Ghaouth et al., 2004).
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1.9.2.1 La competencia por espacio y nutrientes

La competencia por nutrientes y por espacio entre microorganismos antagonistas y
patogenos es considerada el principal mecanismo de accion para la reduccion de las
poblaciones de patdgenos en frutas y hortalizas (Droby et al., 1989; Wilson y Wisniewski,
1989). Para competir con éxito con el patéogeno en el sitio de la herida, los
microorganismos antagonistas deben tener mejor adaptacion a las diversas condiciones
ambientales y nutricionales donde se desarrolla el patégeno (Barkai y Golan, 2001; El-

Ghaouth et al., 2004).

1.9.2.1.1 Competencia por espacio

La colonizacion rapida en las heridas de las frutas por el antagonista es fundamental para el
control de las enfermedades, y las manipulaciones que conducen a una mejor colonizacion
tienen mejores efectos de biocontrol (Mercier y Wilson, 1994). Por lo tanto, los
microorganismos antagonistas deben tener la capacidad de crecer mas rapidamente que el
agente patogeno. Del mismo modo, deben tener la capacidad de sobrevivir incluso en
condiciones desfavorables para el patogeno (Droby et al., 1992). En la mayoria de las
veces existe una relacion inversa entre la concentracion del antagonista y el patdogeno; es
decir, conforme se incrementa la concentracion del antagonista, la concentracion el

patogeno se reduce (Sharma et al., 2009).

1.9.2.1.2 Competencia por nutrientes

Varios trabajos de investigacion realizados sobre este mecanismo de accion de
microorganismos antagonistas, apoya la hipdtesis de que la competencia por los nutrientes

es el mecanismo de accion de mayor importancia (Droby et al., 1992; Arras et al., 1998;
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Wisniewski et al., 1989; Roberts, 1990a; Castoria et al., 1997; Kim et al.,, 1997;
Saravanakumar et al., 2008). La competencia por nutrientes, desempefia un papel
importante en la capacidad de control bioldgico contra el patdogeno. Se ha demostrado a
través de estudios “in Vvitro” que los microorganismos antagonistas absorben mas
rapidamente los nutrientes que los agentes patogenos y al establecerse mas rapido; inhiben

la germinacion de las esporas de los patogenos en el sitio de la herida (Sharma et al., 2009).

1.9.2.1.3 Adhesion (conexion directa de antagonismo)

Adhesion de los microorganismos antagonistas a las hifas del patogeno es un factor
importante y necesario para la competencia por los nutrientes como se muestra por las
interacciones de Enterobacter cloacae (Jordania) Hormaeche y Edwards y Rhizopus
stolonifer (Ehrenberg: Fries) Lind (Wisniewski et al., 1989), y Pichia guilliermondii
Wickerham y Penicillium italicum Wehmer (Arras et al., 1998). Algunos estudios que se
llevaron a cabo “in vitro™ revelaron estas interacciones, debido a que los microorganismos
antagonistas como bacterias y levaduras dirigen las adhesiones, porque toman los nutrientes
mas rapidamente que los agentes patdgenos y por lo tanto impiden la germinacion de
esporas y el crecimiento de los patogenos (Droby et al., 1989; Droby et al., 1998;
Wisniewski et al., 1989).

1.9.2.1.4 Las poblaciones de los antagonistas microbianos

El nivel de control previsto por los antagonistas microbianos depende de la concentracion
inicial de los antagonistas aplicados en el sitio de la herida y la capacidad del antagonista
para colonizar rapidamente el sitio de la herida (Janisiewicz y Roitman, 1988; Wisniewski
et al., 1989; Mc Laughlin et al., 1990). En general, los microorganismos antagonistas son
mas eficaces contra el deterioro postcosecha de las frutas y verduras cuando se aplica a una
concentracion alta de 107 a 10 UFC / mL (Mc Laughlin et al., 1990; El-Ghaouth et al.,
2004). Los estudios respecto a la especificidad de la competencia entre antagonistas y
patogenos en las heridas de las frutas es cada vez mas abundante. El conocimiento de la

genética de los antagonistas va en aumento y actualmente es posible desarrollar

CIIDIR-IPN-MICH. Pégina 25



Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

microorganismos antagonistas con una mayor tasa de transporte y/o el metabolismo capaz
de limitar la absorcién de nutrientes esenciales de los patdgenos. Esto podria permitir eludir

algunas de las limitaciones de los microorganismos antagonistas (Sharma et al., 2009).

1.9.3 Produccidn de antibioticos

La produccion de antibidticos es el segundo mecanismo mas importante de los
microorganismos antagonistas para suprimir a los patégenos de la cosecha de frutas y
verduras. Por ejemplo, las bacterias antagonistas como B. subtilis y Pseudomonas cepacia
Burkh, tienen la capacidad de matar a los patégenos mediante la presencia de antibidticos
(Gueldner et al., 1988; Pusey, 1989). P. cepacia inhibid el crecimiento de patogenos en
postcosecha como Botrytis cinerea y Penicillium expansum en manzana mediante la
presencia del antibidtico pyrrolnitrina (Janisiewicz y Roitman, 1988; Janisiewicz et al.,
1991). P. cepacia también fue eficaz en el control del moho verde (Penicillium digitatum)
en limon (Citrus limon L.) mediante la produccion de antibidticos (Smilanick y Denis-
Arrue, 1992).

La antibiosis podria ser una herramienta eficaz para el control de enfermedades postcosecha
en algunas frutas y verduras. En la actualidad se esta haciendo hincapié en desarrollar
microorganismos antagonistas que produzcan antibidticos para el control de enfermedades

postcosecha de frutas y hortalizas (El Ghaouth et al., 2004; Singh y Sharma, 2007).

1.9.4 Parasitismo directo

En la literatura hay poca informacidn sobre el parasitismo directo de los microorganismos
antagonistas para el control de enfermedades postcosecha en frutas y verduras. Sin
embargo, Wisniewski et al. (1991) observaron que las células de Pichia guilliermondii
tenian la capacidad de unirse a las hifas de Botrytis cinerea y Penicillium, causando una
hinchazon en el hongo. Del mismo modo, Candida saitona Nakase y Suzubi se une
fuertemente a las hifas de Botrytis cinerea lo que caus6 hinchazon de las hifas del agente

patogeno (El-Ghaouth et al., 1998). Los microorganismos antagonistas tienen la capacidad
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de producir enzimas liticas como glucanasas, quitinasas, y proteasas que ayudan a la
degradacion de la pared celular de los hongos fitopatogenos (Castoria et al., 2001; Chernin
y Chet, 2002). Bonaterra et al. (2003) informaron que el parasitismo directo fue un factor
importante lo que permiti6o a Pantoea agglomerans (Ewing y Fife) controlar a Monilinia

laxa (Aderh. y Ruhl.) o Rhizopus stolonifer de la pudricion de frutas de semilla.

1.9.5 Resistencia inducida en la planta

Se ha sugerido que otro mecanismo de accion de los microorganismos antagonistas es por
induccion de respuestas de defensa en los frutos y hortalizas cosechados hacia
enfermedades postcosecha (Ippolito et al., 2000). Por ejemplo, Cryptococcus saitona
induce la actividad de la quitinasa y forma una barrera estructural (papilas) en las paredes
de la célula huésped contra Penicillium expansum en frutos de manzana (El-Ghaouth et al.,
1998). Del mismo modo, Aureobasidium pullulans causé un aumento en la actividad
transitoria de las enzimas 1,3-glucanasa, peroxidasa y quitinasa formadas en las heridas de
la manzana, que estimulan la cicatrizacion de las mismas en los procesos o0 mecanismos de
defensa inducidos contra Penicillium expansum (Ippolito et al., 2000). También hay
estudios sobre la respuesta de induccion de resistencia a las enfermedades en pifia y citricos
(Tong y Rohrbock, 1980; Arras, 1996). Algunos microorganismos antagonistas tienen la
capacidad de proporcionar una resistencia inducida sobre las enfermedades en la cosecha
por la produccion de compuestos antifungicos, como es el caso del aguacate (Persea
americana Mill) y frutas (Prusky et al., 1994; Yakoby et al., 2001). La produccion de
compuestos antifiingicos por los antagonistas microbianos ayuda a las células huésped en la
induccién de mecanismos de defensa y, asi mismo en control biolodgico en los productos
cosechados. Aunque una relacion causal de conexion entre la acumulacion de las respuestas
de defensa del huésped y de bioproteccion por levaduras antagoénicas atn no ha sido
claramente establecida, pero la aparicion de altos niveles de compuestos antifiingicos
producidos en el tejido sugieren su implicacion en la resistencia de las enfermedades

(Sharma et al., 2009).
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Se necesitan mdas estudios detallados sobre la influencia de los microorganismos
antagonistas en la induccion de respuestas de defensa en la bioproteccion en las plantas. En
las heridas de los frutos, algunos microorganismos antagonistas producen a menudo una
gran cantidad de mucilago extracelular a lo largo de las paredes de la célula huésped. Se
cree que este mucilago extracelular estd implicado en la adhesion celular y asi puede
contener elicitores quimicos activos que proporcionan las sefiales de las respuestas de
reconocimiento, proporcionando mecanismos de defensa. Los fragmentos de oligosacaridos
funcionan como elicitores que inducen la respuesta de defensa de la pared celular de las
levaduras en respuestas de defensa del huésped. Aunque los resultados de estas tecnologias
son alentadores, es necesario seguir estudiando el potencial de sus usos a una escala

comercial en todo el mundo (Sharma et al., 2009).

Con base en la importancia del control bioldgico, se pretende buscar alternativas biologicas,

que reduzcan la aplicacion de agroquimicos.
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2. HIPOTESIS:

Existen bacterias antagonistas en la filosfera de papaya que controlan cepas de

Colletotrichum que causan Antracnosis.

3. OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVOS GENERALES:

Obtener aislados bacterianos de la filosfera de papaya con potencial biocontrolador contra

Colletotrichum sp. en frutos papaya

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Seleccionar in vitro bacterias del filoplano y fructoplano de papaya con actividad

controladora de Colletotrichum sp.

Identificar bacterias del filoplano y fructoplano de papaya con actividad controladora de

Colletotrichum sp.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Descripcidn del sitio de muestreo

El material vegetal se obtuvo de huertas del municipio de Tecoman Estado de Colima,
localizadas al sureste del Estado entre las coordenadas 103° 59' a 103° 73' de longitud Oeste
y 18°41'20" a 19° 06' de latitud Norte. Limita al Norte con los municipios de Coquimatlan
y Colima, al Sur con el Océano Pacifico, al Este con el Municipio de Ixtlahuacén, al Oeste
con el de Armeria y al Sureste con el Estado de Michoacédn. Esta situado a 33 msnm. La
distancia aproximada de la cabecera municipal a la capital del Estado es de 46 km. En el
municipio de Tecoman predominan los climas semisecos muy célidos: al norte y centro del
municipio con clima calido y al sur con clima célido subhiimedo. La temperatura media
anual es de 26 °C, con una precipitacion media anual de 484.9 mm siendo el régimen de
lluvias, principalmente en verano (Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo

Municipal, Gobierno del Estado de Colima 2005).

4.2 Material vegetal y aislamiento del fitopatdgeno

Se obtuvieron 30 muestras de hojas, 30 de flores de papaya en estado joven y 30 muestras
de frutos de papaya en estado verde, las cuales fueron utilizadas para el aislamiento de

bacterias antagonistas.

El aislamiento del hongo fitopatégeno Colletotrichum, agente causal de la antracnosis se
hizo a partir de 30 muestras de frutos maduros de papaya, con sintomas tipicos de la
enfermedad (manchas acuosas de color naranja-rosado también de color marron-negro en

forma de anillos concéntricos).
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4.3 Aislamiento de bacterias antagonistas

El aislamiento de bacterias antagonistas a Colletotrichum se hizo a partir de tejido foliar,
flores y frutos. En los dos primeros casos el tejido se aseptizod por inmersion en alcohol al
30% por 30 s, enseguida con hipoclorito al 10% por 3 min, se lavd con agua estéril, se trato
con cloramina T al 0.1% por 1 min, y se lavd con agua estéril; posteriormente, se hicieron
cortes de 1 x 1 cm y se sembraron por triplicado en medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) (apéndice I). Las placas se incubaron a 28 = 2 °C por 48 h. Finalmente, las colonias

se purificaron en agar nutritivo.

Para aislar las bacterias del fruto, se desinfecto la superficie del mismo con hipoclorito de
sodio al 1%. Se coloc6 una muestra de 50 g de tejido en tubos con 10 mL de agua
esterilizada, se mantuvieron en agitacion por 24 h a 28 * 2 °C. Se hicieron diluciones (10—
10°) con agua destilada estéril y se tomaron alicuotas de 0.5 mL que se sembraron por
triplicado en agar nutritivo y se incubaron a 28 * 2°C por 24 h. Posteriormente las colonias

se purificaron en agar nutritivo (Dikin et al., 2002; Monteallegre et al., 2003).

4.4 Aislamiento de Colletotrichum

El hongo fue aislado de papayas maduras con sintomas caracteristicos de antracnosis. Se
tomo el acérvulo directamente de la lesion, se sembrd en medio PDA y se incub6 a 28 + 2
°C por 24 h; posteriormente, se resembrd por corte de hifa en medio PDA y se incub6 a 28
+ 2 °C por 24 h. Se prepard una suspension de tejido vegetativo del hongo en 3 mL de
agua destilada estéril, se agitd en el vortex y se inoculdé en PDA utilizando un Sembrador
Automatico (Spiral Biotech, Modelo Autoplate 4000, Serie APA A 241). Se incub6 a 28 +
2 °C durante 72 h, posteriormente se resembro nuevamente por corte de hifa en medio PDA

por triplicado y se incubd a 28 +£2 °C por 15 dias.
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4.5 Caracterizacion morfoldgica del patdégeno
4.5.1 Microcultivo para identificacion de estructuras fungicas

Se deposité un cubo de medio de PDA de 1 cm sobre un portaobjetos previamente estéril.
Se sembr6 el hongo en sus bordes por picadura y se deposito un cubreobjetos previamente
estéril, todo estd apoyado sobre dos varillas de vidrio, dentro de una caja de Petri en cuyo
fondo se colocd papel absorbente estéril embebido en glicerol estéril. Se incubd a 28 =2 °C
por 72 h para su identificacion. Después de observar el crecimiento, se inactivo al hongo
(Colletotrichum) por refrigeracion a -4 °C y se retird el cubreobjetos para colocarlo en un
portaobjetos con una gota de colorante azul de tripano para la observacion al microscopio
de las estructuras caracteristicas de fructificacion del hongo Colletotrichum denominadas
conidios (Dade y Gunnell, 1969). La Figura 4 muestra un esquema de la técnica de

microcultivo de hongos.

____—1inoculo

=

cubreobjetos

"‘\.‘-—-\h

trozo de agar

agar

[ portaobjetos
_O

—~—__ varilla

papel absorbente

Figura 4. Esquema de la técnica de microcultivo de hongos
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4.5.2 Tasa de crecimiento radial del micelio

Se tomo un disco de 5 mm de didmetro del cultivo de la periferia de cada colonia de cada
aislado, se coloco en el centro de la placa Petri de 9 cm de didmetro con PDA. Las placas
fueron incubadas a 28 + 2 °C y se midid el didmetro para la colonia de cada aislado en
cultivo cada 24 h a partir del primer dia hasta los 7 dias que el crecimiento cesd. También

se registro la coloracion de la colonia (Elosegui e Ibis, 2010).

Para el analisis de datos se realiz6 un analisis de varianza ANVA y se separaron las medias
mediante Tukey de una sola via con un nivel de significancia del 5% empleando el

programa estadistico SAS version 9.0.

4.6 Identificacion de Colletotrichum por polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP)

La deteccion de polimorfismo mediante analisis de PCR-RFLP de la region ITS del ADNr
ha sido utilizada con éxito para la identificacion de diversas especies de hongos (Amicucci
et al., 1996). Por otro lado, ¢l analisis de polimorfismo de longitud de la region ITS seguido
por endonucleasas de restriccion es un método preciso. El anélisis de RFLP de la region
ITS ha sido sugerido por varios autores como un medio para discriminar entre hongos a
nivel de especie (Gardes et al., 1991; Bruns et al., 1991).

La extraccion de ADN de los aislamientos de hongos fitopatogenos (Colletotrichum)
procedentes de fruto maduro de papaya, se realizé por el método reportado por Dellaporta
et al. (1983) (apéndice II). La integridad del DNA se verifico por electroforesis en gel de
agarosa (UltraPure ™ Agarosa, Invitrogen life technologies, Accesolab) al 1% tefiido con

bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

Se utiliz6 para identificacion, la amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) del fragmento comprendido entre ITS-5.8S-ITS; con los primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ¢ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al.,
1990) (Figura 5).
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ITS1

ITS4

500 pb

Figura 5. Regiones ITS1 e ITS4 (White et al., 1990).

La mezcla de reaccion de PCR consistio en: agua ultrapura esterilizada, 18.6 pL; solucion
reguladora de PCR 10xPCR, 3 pL; MgCl, 50mM, 1.2 uL; dNTPs 2 mM, 3 uL; iniciadores
ITS1 e ITS4 20 pMol/ uL cada uno, 1.5 pL por iniciador; Taq DNA polimerasa 5 U/uL
(Invitrogen Brazil, Accesolab), 0.2 puL; y la muestra problema de ADN 100 ng, 1 pL, con
volumen final de 30 pL.

La reaccion se efectud en un termociclador (Corbett Research, Mod. CG1-96) bajo las

siguientes condiciones:

CONDICION TEMPERATURA | TIEMPO | CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 1 min
Alineamiento 55°C 30s
Extension 72 °C 1 min %
Extension final 72 °C 5 min.
FINAL 4°c - 1

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (UltraPure "™
Agarosa, Invitrogen life technologies, Accesolab) al 1% tefiido con bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), y fotografiado en un fotodocumentador UV Gel
Doc system (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). El tamafo de los fragmentos fue estimado por
comparacion con un marcador de peso molecular de 1 kb (1 kp DNA ladder, Invitrogen)

utilizando el software Quantity One (Bio-Rad).
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4.7 Digestion enzimatica de los productos de amplificacién para agrupacion por RFLP

De las regiones amplificadas se tomaron alicuotas de 5 pL del producto de PCR y se
digirieron con 1 U de enzima de restriccion en 10 pL. de volumen de reaccion de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Las enzimas de restriccion utilizadas fueron Hpa II, Hae
I, Hinf T y Alu I (Invitrogen) con el buffer de reacciéon que indica el proveedor. La
reaccion fue incubada a 37°C por 2 h y los productos de restriccion se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa (UltraPure TM Agarosa, Invitrogen life technologies,
Accesolab) al 3% a 60 v durante 1.5 h, en TBE 0.5x.

Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Steinheim, Alemania) y
fotografiado en un fotodocumentador UV GelDoc system (Bio-Rad). El tamafio de los
fragmentos fue estimado por comparaciéon con un marcador de peso molecular de 100 pb

(100 bp DNA ladder, Invitrogen) y con el software Quantity One (Bio-Rad).

4.8 ldentificacion molecular de los hongos

El producto de PCR del DNA de los aislados de hongos se purifico con el kit Pure Link ™
Quick Gel Extraction (catdlogo K2100-12, K2100-25), seglin el protocolo de la compaiiia.
La calidad del fragmento purificado se verificd por electroforesis analitica y se procedi6 a
ajustar la cantidad de DNA a 500ng/uL para secuenciar. La secuenciacion se realizo,
utilizando los primers ITS 1 e ITS 4 con el kit terminador Bigdye (ABI), en el
departamento de Servicios Genomicos de LANGEBIO. La comparacion de las secuencias
fue obtenida con la base de datos del Banco de Genes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) en linea Blast del NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Con el programa Geneious Version 5.0 se realizo
el andlisis de las secuencias y se busco el sitio de corte de cada una de las enzimas para
realizar un analisis “in silico” de las secuencias, obteniendo el numero y tamafio de los

fragmentos generados por cada una de las enzimas.
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4.9 Prueba de antagonismo

Las pruebas de antagonismo se realizaron por confrontacion directa. Se colocod en placa
petri en medio PDA, un disco de 5 mm de micelio del hongo previamente propagado en
PDA a 2842 °C, alrededor del hongo se sembraron con la punta de un palillo estéril, las
cepas bacterianas a probar. Una vez inoculadas las placas se incubaron a 28 +£2 °C por 72 h
y se registro la formacion de halos inhibitorios del hongo a su alrededor. Después del
periodo de incubacion se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial

(PIRG por sus siglas en ingles), de acuerdo a la siguiente formula (Rahman et al., 2007):

PIRG: ®17R% x 100
R1

Donde;

R1 = Es el crecimiento radial de Colletotrichum en Ia placa control

R2 = Es el crecimiento radial de Colletotrichum al interactuar con las bacterias

antagonistas

Las pruebas de antagonismo se realizaron primeramente con uno de los ocho aislados de
Colletotrichum, contra las bacterias previamente aisladas y purificadas de hojas, flores y
frutos de papaya. Posteriormente se seleccionaron 9 aislados bacterianos con la mayor
capacidad antagonista y 3 cepas control, se procedidé a confrontar por triplicado con los

grupos formados de los aislados de Colletotrichum.
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4.10 ldentificacion de aislados bacterianos

Se realiz6 un lisado celular calentando a 65°C por 15 min del cultivo, se disolvio en 50 pL
de agua destilada esterilizada, de este tratamiento se tomd 1 pL para realizar la PCR,
utilizando primers bacterianos del gen ribosomal 16S, los cuales fueron: fDI
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y D1 (AAGGAGGTGATCCAGCC). La mezcla de
reaccion de PCR constd de agua ultrapura estéril, 18.6 uL; solucion reguladora 10xPCR, 3
pL; MgCl, 50mM, 1.2 pL; ANTPs 2 mM, 3 uL; iniciadores fD1 e Rd1 20 pMol/ pL cada
uno, 1.5 pL por iniciador; Taq DNA polimerasa 5 U/uL (Invitrogen Brazil, Accesolab), 0.2
uL; y la muestra problema de ADN lisado 1 puL, con volumen final de 30 pL.

La reaccion se efectudé en un termociclador (Corbett Research, Mod. CG1-96) bajo las

siguientes condiciones:

CONDICION TEMPERATURA | TIEMPO | CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 °C 10s 1
Desnaturalizacion 95°C 1 min
Alineamiento 55°C 30s
Extension 72 °C 2 min 30
Extension final 72 °C 7 min.
FINAL 4°c - 1

Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa (UltraPure TM Agarosa,
Invitrogen life technologies, Accesolab) al 1% tefiido con bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemania), los fragmentos de agarosa; donde se encontraba el producto
de PCR fueron cortados y pesados; posteriormente el producto de PCR se purificé con el
kit Pure Link ™ Quick Gel Extraction (catdlogo K2100-12, K2100-25), segiin el protocolo
de la compaifiia. La calidad del fragmento purificado se verifico por electroforesis analitica
y se procedid a ajustar la cantidad de DNA para secuenciar. La secuenciacion se realizo,
utilizando los primers fD1 y rD1 con el kit terminador Bigdye (ABI) en el departamento de

Servicios Gendmicos de LANGEBIO. La comparacion de las secuencias fue realizada con
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la base de datos del Banco de Genes del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) en linea Blast del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La identificacién
del microorganismo se eligi6 de acuerdo al porcentaje de mayor cobertura de la secuencia y

a la mayor similitud de la maxima Identidad.
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S. RESULTADOS
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5.1 Aislamiento y caracterizacion de Colletotrichum sp.

Se obtuvieron 53 aislados de Colletotrichum a partir de papaya madura con lesiones
tipicas de la antracnosis, las cuales eran redondeadas y acuosas. En las lesiones hundidas se
encontraban masas de conidios de color naranja-rosado o marréon-negro cubriendo la lesion
y en algunas ocasiones se formaba el patron caracteristico de anillos concéntricos (Teixeira
et al., 2007). En la figura 6 se muestran las lesiones encontradas en los frutos de donde se

obtuvieron los aislados fingicos.

Figura 6. Lesiones causadas por Colletotrichum sp. en frutos de papaya cultivada en Tecoman, Colima.

De acuerdo con las observaciones microscopicas, los aislados fungicos fueron

clasificados dentro del género de Colletotrichum.

En los aislados se identificaron las estructuras de conidias hialinas curvadas y fusiformes
(Figura 7A y B), clamidosporas (Figura 8), hifas (Figura 9) y la formacién de apresorios de

formas variables desde ovales, irregulares y lobuladas (Figura 10A, By C).
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Figura 7. Morfologia microscépica de estructuras de fructificacion: Conidias unicelulares hialinas
curvadas (A) y fusiformes (B) de Colletotrichum spp. aislados de papaya, tefiidas con azul de tripano
(45X) (Fotos V. Nuiiez). C) Conidias de Colletotrichum gloeosporioides crecidas en medio de cultivo
solido harina de maiz agar; aislamientos de frutos de guayaba, Barra=10uM (Fotos Gutiérrez et al.,

2002).

Figura 8. Morfologia microscopica de estructuras de Colletotrichum spp. A) clamidosporas y micelio
septado de los aislamientos obtenidos, tefiidas con azul de tripano, observadas a 45X (Foto V. Niiiez);

B) Microfotografia de referencia de clamidosporas de Colletotrichum spp. (Oliveira et al., 2005).

CIIDIR-IPN-MICH. Pagina 42



Bacterias antagonistas con potencial para el control biologico postcosecha de la
antracnosis en papaya

Figura 9. Morfologia microscopica de estructura de A) hifas tefiidas con azul de tripano, observadas a
45X (Foto V. Niiiez); B) Microfotografia de referencia de hifas de Colletotrichum lindemuthianum
(Rodriguez et al., 2004).

Figura 10. Morfologia microscépica de estructuras de fructificacién: Apresorios de formas variables
desde ovales (A), irregulares (B) y lobuladas (C) de los aislados de Colletotrichum, tefiidas con azul de
tripano, observadas a 45X (Foto V. Niuiiez); D) Microfotografia de referencia de apresorios café
presentes en tres especies de Colletotrichum: C. gloeosporioides, C. orbiculare y C. fragariae (Villanueva
et al., 2008).

Se observo una variedad de caracteristicas morfologicas, que no permitieron la
identificacion a nivel de especie de los aislados fingicos de Colletotrichum y por tal motivo

se hizo uso de técnicas moleculares.
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5.2 Grupos de aislados de Colletotrichum spp.

Para discriminar los diferentes aislados correspondientes a Colletotrichum se realizo

un agrupamiento por polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Los productos de amplificacion PCR de la region ITS de los 53 aislados fungicos

produjeron bandas de un peso molecular de aproximadamente 600 pb (Figura 11).

1636 pb
1018 pb

(=l
506 pb *eTe e @ RE

Figura 11. Patrones electroforéticos de los productos de la amplificacion de la region ITS del ADN
ribosomal de aislamientos de Colletotrichum spp., en agarosa 1%. El control negativo no presenté
producto de amplificacion (carril 1). Aislados fiingicos de Colletotrichum (carriles 2-11). Marcador de
peso molecular de 1 kb (carril M).

En la figura A-Q se muestran las digestiones con diferentes enzimas de restriccion
de los aislados de Colletotrichum (para ver mas detalles de los patrones de restriccion

obtenidos para todos los aislados, apéndice III).

Las comparaciones de los fragmentos generados por las digestiones permitieron

agrupar a los aislados de Colletotrichum como se muestra a continuacion:
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Tabla 4. Tamaiios de fragmentos generados por el tamafo de fragmento amplificado
de la region ITS (rDNA), de los hongos aislados de frutosfera de papaya con diferentes

enzimas de restriccion.

FRAGMENTOS FRAGMENTOS FRAGMENTOS FRAGMENTOS

AISIE&D 0 GENERADOS GENERADOS GENERADOS GENERADOS  GRUPO
Alul Hae II1 Hinf I Hpa 11
05 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 I
19 191, 363 155,296, 103 177,284 419,102 I
20 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 [
30 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 I
34 195, 363 159, 296, 103 177,284 423,102 I
04 195, 363 159, 296, 103 177,284 420, 102 [
45 191, 361 155,296, 101 177,282 419, 100 I
44 193, 364 157,296, 104 177,285 421,103 I
09 193, 364 157,296, 104 177,285 421,103 [
12 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 [
16 191, 363 155,296, 103 177,284 419,102 I
23 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 [
28 191, 362 155,296, 102 177,283 419, 101 [
35 195, 363 159, 296, 103 177,284 423,102 I
40 195, 363 159, 296, 103 177,284 420, 102 [
31 191, 361 155,296, 101 177,282 419, 100 [
10 465, 100 158, 379 100, 187, 282 100, 292 1
13 465, 100 158, 376 100, 187, 279 100, 292 il
21 465, 100 158,379 100, 187, 282 100, 292 il
25 464, 100 157,377 100, 187, 280 100, 292 1
37 465, 100 158, 379 100, 187, 282 100, 292 il
38 466, 100 159, 379 100, 187, 282 100, 292 il
26 465, 100 158, 378 100, 187, 281 100, 292 1
47 476, 93 169, 382 100, 187, 285 100, 292 il
39 476, 100 169, 382 100, 187, 285 100, 292 il
08 466, 100 159, 377 100, 187, 280 100, 292 1
29 476, 100 169, 382 100, 187, 285 100, 292 il
22 465, 100 158, 379 100, 187, 282 100, 292 i
24 465, 100 158, 376 100, 187,279 100, 292 1
27 465, 100 158, 379 100, 187, 282 100, 292 il
52 465, 100 158,379 100, 187, 282 100, 292 il
48 466, 100 159, 379 100, 187, 282 100, 292 1
11 436, 100 129, 380 100, 187, 283 100, 292 )|
01 438, 100 131,379 100, 187, 282 100, 292 1l
06 436, 100 129, 380 100, 187, 283 100, 292 1)l
07 438, 100 131,379 100, 187, 282 100, 292 )|
14 438, 100 131,379 100, 187, 282 100, 292 1l
42 163, 364 127,296, 104 177,285 391, 103 v
41 167, 362 131,296, 102 177,283 395, 101 v
17 432, 166 125, 455 100, 187, 358 292, 158 %
15 432,166 125, 455 100, 187, 352 290, 158 \Y
46 432, 166 125, 455 100, 187, 358 292, 158 v
18 440, 165 126, 553 100, 189, 350 293, 157 %
32 431, 165 125, 455 100, 189, 350 293, 156 \%
33 431, 165 125, 452 100, 190, 549 293, 155 Y%
51 431, 165 125, 452 100, 190, 549 293, 155 \%
43 474,101 167,390 100, 187,293 100, 292 VI
49 474, 101 167, 390 100, 187, 293 100, 292 VI
50 171,371 161,278, 111 100, 187, 292 111,292 VI
03 171,371 161,278, 111 100, 187, 292 111,292 VIl
53 166, 356 156, 278 187,277 100, 292 VIII
36 167, 359 157,278 187, 280 100, 292 VIII
02 170, 356 156,278 187,277 100, 292 VIII
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Como se pudo observar en la tabla 4, se formaron ocho grupos donde aparentemente

formaban un mismo aislado.

5.3 Identificacién de los aislados de Colletotrichum spp.

De acuerdo a los resultados del agrupamiento por las digestiones con las enzimas de

restriccion, se seleccionaron 29 aislados para la secuenciacion (Figura 12). Las secuencias

obtenidas se compararon con la tabla 4.

3_

1018ph
503 pb
£12 13 14 15 16 17 18 19 20 :
= :
1018pb » & e <
: <€— 503ph
=3

Figura 12. Patrones electroforéticos de los productos de amplificacion de los fragmentos purificados, de
la region ITS-5.8S-ITS. Los productos fueron obtenidos a partir de los primers ITS1 e ITS4, los
carriles 1-20 son representantes de los aislamientos de Colletotrichum de cada grupo genético

previamente analizado. Carril M.- Marcador de peso molecular de 1kb.
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Se obtuvieron las secuencias de los 29 hongos aislados, con lo que se realizo el analisis de

RFLP “in silico” (Tabla 5), donde mostré el mismo agrupamiento obtenido por

comparacion de tamafios de fragmentos estimados como se mostro en la tabla 4.

Tabla 5. Tamaiios de los fragmentos generados por las secuencias nucleotidicas “in

silico”, provenientes de los aislados fungicos de frutosfera de papaya digeridos con

diferentes enzimas de restriccion Hpa I1, Hae III, Hinf I y Alu I por comparacion con

la base de datos de la NCBI.

No. TAMARNO FRAGMENTOS  FRAGMENTOS FRAGMENTOS FRAGMENTOS
AISLADO DE GENERADOS GENERADOS GENERADOS GENERADOS GRUPO
FRAGMENTO Alul Hae Nl Hinf1 Hpa Il
05 553 191, 362 155, 296, 102 75,10,177,8,283 419, 33, 101 I
19 554 191, 363 155, 296, 103 75,10, 177, 8,284 419, 33,102 I
a5 552 191, 361 155, 296, 101 75,10,177,8,282 419, 33, 100 I
20 553 191, 362 155, 296, 102 75,10,177,8,283 419, 33, 101 I
30 553 191, 362 155, 296, 102 75,10,177,8,283 419, 33,101 I
34 558 196, 363 159, 296, 103 79,10, 177, 8,284 423,33, 102 I
44 557 193, 364 157, 296, 104 77,10,177,8,285 421,33, 103 I
39 558 468, 90 161, 18, 379 81,187, 8, 282 89, 44, 292, 31, 7, 13, 82 I
26 554 465, 89 158, 18, 378 78,187, 8, 281 86, 44, 292, 31, 7, 13, 81 I
38 556 466, 90 159, 18, 379 79, 187, 8, 282 87, 44,292, 31, 7, 13, 82 I
21 555 465, 90 158, 18, 379 78,187, 8, 282 86, 44, 292, 31, 7, 13, 82 I
37 555 465, 90 158, 18, 379 78,187, 8, 282 86, 44, 292, 31, 7, 13, 82 I
10 555 465, 90 158, 18, 379 78, 187, 8, 282 82, 44,292, 31, 7, 13, 82 I
13 552 465, 87 158, 18, 376 78,187, 8,279 86, 44, 292, 31, 7, 13, 79 I
08 554 466, 88 159, 18, 377 79, 187, 8, 280 87, 44,292, 31, 7, 13, 80 I
25 552 464, 88 157, 18, 377 77,187, 8, 280 85, 44, 292, 31, 7, 13, 80 I
a7 569 476,93 169, 18, 382 89, 187, 8, 285 97, 44,292, 31, 7, 13, 85 I
29 569 476,93 169, 18, 382 89, 187, 8, 285 97,44, 292,31, 7, 13, 85 I
11 527 436,91 129, 18, 380 49,187, 8, 283 57,292,31,7, 13, 83, 44 I
01 528 438,90 129, 18, 381 51,187, 8, 282 60, 292, 31, 7, 13, 83, 59 I
42 527 163, 364 127, 296, 104 47,10,177,8,285 391,33, 103 \Y;
41 529 167, 362 131, 296, 102 51,10,177,8,283 395,33, 101 \
15 598 432, 166 125, 18, 455 45,187, 8,358 53, 44, 292, 31, 7, 13, 158 v
17 598 432, 166 125, 18, 455 45,187, 8,358 53,44, 292, 31, 7, 13, 158 v
a3 575 474,101 167, 18, 390 87,187, 8,293 95, 44, 292, 31, 7, 13, 93 VI
50 568 171, 26, 371 161, 18, 278, 81,187, 8, 292 89, 44, 292, 19, 14, 110 Vil
111

53 548 166, 26, 356 156, 18, 278,96 76, 187, 8,277 84, 44,292, 19, 14, 95 Vil
36 552 167, 26, 359 159, 18,279,96 77,187, 8, 280 85, 44, 292, 19, 14, 95 Vil
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En la figura 13 se muestra la secuencia nucleotidica para el aislado 25 y su digestion con la

enzima Hpa II.

0 k. 20 50 L w L
W " ' ' v v "

" ]
SGEGCETTTTACGGCAGGAGTC
150

TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTICCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTTGGAAAATT
10 120 130 ]

" ' g
H

CCTCCGGATCCCAGTGCGAGGTGGTATGT TACTACGCAAAGGAGGCTCCGGGAGGGTCCGCCACTGTATTTCGGGGCCTAL
I'{D Ier WlO :’w 210 2.?0 3?0 E.Q

GGAAGCCGTAGGGCCCCAACGCCAAGCGGTGCTTGAGGG T TGAAATGACGC TCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGE
=0 0 & ® ® w0 W 3

GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
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ATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTITTGATTATTTGCTTGTACCACTCAGAAGAGACGTCGTT

"0 - w0 0 w0 - o o

Hpall (422) Hpal (453) Hpall (460) Hpall (473)

GAGTTTAGTGGTCCGCCGGCGGGTGGGGCACGCCGAGACGGCGGCTCCGGGCGCCGGAGCTGGGCTCCGGC TGCCCGCCGA
-\Glt- 500 S[D Seﬂ SIN 5-;0 S?D Sr??

GCGECAACG T T TCCGETATC T TCACAAAGCCT TATAACGAGCGGTAACTCCATAATCATCECTICCCCA

Figura 13. Secuencia nucleotidica para el aislado 25, identificado como Colletotrichum gloeosporioides
(Grupo II). Se indican los sitios de restriccion para la enzima Hpa I1, que coinciden con los sitios de

restriccion generados en el grupo 2 dentro de la tabla 5.

El analisis “in silico™ de las secuencias obtenidas (Tabla 5) permitio verificar el

agrupamiento inicial que se obtuvo de los aislados de Colletotrichum.

La definicién de los ocho aislados obtenidos permitié comparar con la base de datos

(Tabla 5) y observar la presencia de tres especies de Colletotrichum provenientes de

lesiones de Antracnosis en frutos de papaya.
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A continuacion se muestra la distribucion de los ocho aislados de Colletotrichum
utilizando el programa Geneios Version 5.0 (Cost matrix 70% similarity (5.0/ -9.026168).
Gap open penalty 12. Gap extension penalty 3. Alignment type: Global alignment with free
end gaps. Genetic distance model: Tamura Nei. Tree build method: Neighbor-Joining. No
out group) para la obtencion del dendograma de la figura 14.

- 53 (Vil)
C. gloeosporioide: 4 36 (VI ‘7
| 50 (vi)
44 (1)
45 (1)
a1 (Iv)
42 (Iv)
C capsici 4 30 (1)
20 (1)
05 (1)
19 (1)
- 34 (l)
C.sp. 43 (Vi)
{39 () I
38 () *
7 ()
21 ()
10 (m
08 ()
13 ()
C. gloeosporioide: 4 47 (ll)
29 ()
26 (l)
17 (V)
15 (V)
11 (my
01 ()
L 25 (l)

0.02

Figura 14. Analisis filogenético de las secuencias obtenidas a partir de la amplificacién de la region
ITS-5.8S-ITS, de los aislados provenientes de frutos maduros de papaya. Se pudo identificar tres
especies diferentes de antracnosis en papaya cultivada en Tecoman Colima, el modelo de distancia
genética utilizado fue Tamura-Nei por el método Neighbor-Joining.
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Tabla 6. Clasificacion de los aislados fungicos de los diferentes grupos genéticos de

Colletotrichum presentes en papaya madura cultivada en Tecoman, Colima.

ORGANISMO NUMERO TAMANO HOMOLOGIA COBERTURA VALOR DE
GRUPO FUNGICO DE DEL EXPECTANCIA
IDENTIFICADO ACCESO FRAGMENTO o, %
DE NCBI (pb) %
1 Colletotrichum HM450130 553 100 99 0.0
capsici
I Colletotrichum FJ172224 555 100 99 0.0
gloeosporioides
I Colletotrichum F1172224 527 100 99 0.0
gloeosporioides
v Colletotrichum HM450129 527 100 99 0.0
capsici
A% Colletotrichum HM241948 598 100 99 0.0
gloeosporioides
VI Colletotrichum sp.  GU935885 569 100 99 0.0
VII Colletotrichum HMO013821 568 100 99 0.0
gloeosporioides
VI Colletotrichum HQ645081 548 100 99 0.0

gloeosporioides

5.4 Caracterizacion cultural de los aislados fungicos de Colletotrichum por crecimiento

micelial

En cuanto a la tasa de crecimiento radial del micelio se observo que el crecimiento
del micelio de los 53 aislados de hongos oscil6 entre 7.0 cm y 8.0 cm después de 7 dias de
cultivo en PDA. Se presentaron diferencias significativas en el crecimiento radial de los

distintos grupos genéticos estudiados (Tabla 7).

Se observo que el grupo III de Colletotrichum gloeosporioides registré la mayor
tasa de crecimiento micelial (8.0 cm). Mientras que los grupos I y IV pertenecientes a

Colletotrichum capsici presentaron la menor tasa de crecimiento micelial (7.0 cm).
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Tabla 7. Tasa del crecimiento radial del micelio de aislamientos de Colletotrichum sp.

de frutos de papaya.

. Tasa de crecimiento
Grupo y especie

radial *
Grupo III Colletotrichum gloeosporioides 795+0.1a
Grupo V Colletotrichum gloeosporioides 7.58+0.1b
Grupo VI Colletotrichum sp. 7.58+0.0b
Grupo VII Colletotrichum gloeosporioides 75+00b
Grupo VIII Colletotrichum gloeosporioides 7.55+0.0b
Grupo II Colletotrichum gloeosporioides 75+0.8b
Grupo IV Colletotrichum capsici 7.05+0.0c
Grupo I Colletotrichum capsici 7.03+0.3¢

*Se presentan las medias y desviacion estandar del crecimiento radial por grupo genético después de 7
dias de incubacion. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segiin la prueba

de Tukey (P < 0.05, n=4).

5.5 Caracterizacion cultural de los aislados fangicos de Colletotrichum por coloracion

del micelio

Una vez agrupados los aislados se realizd nuevamente una caracterizacion cultural por
color, de los ocho aislados pertenecientes a Colletotrichum (Tabla 8), en donde se pudieron
observar las diferencias de color entre las tres especies. El micelio desarrollado al inicio fue
blanco o blanquecino (segin el grupo genético) cambiando a, café, verde olivo, gris, café
brillante, blanco grisaceo, salmon, gris oscuro, gris claro, rosa palido, amarillo palido y
negro. En los grupos 3 y 4, no presentd gran variacion de coloracion pues fueron de color
blanco y rosa palido. El grupo 7 presentd coloracidon blanca y grisacea. Pero en los demas
grupos hubo gran variacion desde tonos claros hasta los tonos oscuros anteriormente

mencionados, como se muestra a continuacion en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas culturales de diferentes aislados de Colletotrichum de frutos maduros del papayo.

GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

El aspecto de la colonia es concéntrico,
con micelio de color amarillo palido y
en los bordes con anillos color blanco.
El micelio se desarrolla al ras del medio
de cultivo.

Colletotrichum

g I 7.03+0.3
capsici

El aspecto de la colonia es radial de
tonos variables blanco, gris oscuro y

I 7.03+0.3 rosa palido, en la periferia es color
blanco. Micelio aéreo, algodonoso y
denso.

Colletotrichum
capsici

El patron de crecimiento es de aspecto
concéntrico, el centro de la colonia es
I 7.03+0.3 color gris oscuro y en los bordes de la
colonia es de color blanco grisaceo,
micelio aéreo, ligeramente algodonoso.

Colletotrichum
capsici

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

El patron de crecimiento de la colonia
es de aspecto concéntrico, micelio

I 7.03+0.3 aéreo, ligeramente algodonoso,
distribuido de manera uniforme, de
color rosa palido combinado con tonos
de color blanco.

Colletotrichum
capsici

Generalmente concéntrico y
ocasionalmente con algunos fragmentos
radiales de color blanco. El centro de la
colonia es generalmente de color gris
tornandose en la periferia color blanco.
Micelio aéreo, ligeramente algodonoso.

Colletotrichum

capsici I 7.03+£0.3

El patron de crecimiento es de aspecto
concéntrico, ¢l centro de la colonia es
color gris oscuro y negro y en los
bordes de la colonia es de color blanco
grisdceo, micelio aéreo, ligeramente
algodonoso.

Colletotrichum

. 1 7.03+0.3
capsici

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

El aspecto de la colonia es concéntrico,
con micelio de tonos variables en el
centro de la colonia es de color rosa
Colletotrichum palido, enseguida un anillo de color
capsici I 7.03+0.3 blanco y en los bordes con anillos color
combinado rosa palido y blanco. El
micelio se desarrolla al ras del medio de
cultivo.
El patron de crecimiento es concéntrico
Colletotrichum de color. blanco en el cent'ro, café y
gloeosporioides I 7.5+0.8 Verqe ° livo en el intermedio y en la
periferia color blanco. EI tipo de
micelio es aéreo, ligeramente
algodonoso.
|

El aspecto de la colonia tiene forma
7.5+0.8 circular de tonos variables café-blanco-
gris. El tipo de micelio es aéreo

Colletotrichum
gloeosporioides

(continua en la siguiente pagina)
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CEPAS

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

ASPECTO

GRUPO

GENETICO CRECIMIENTO

II

II

II

TASA DE

7.5+0.8

7.5+0.8

7.5+£0.8

CARACTERISTICAS

Micelio  profusamente  ramificado,
algodonoso, denso, de color blanco.

El patrén de crecimiento es circular,
formando anillos de color café brillante,
gris, verde olivo y en el borde color
blanco. El micelio es de tipo aéreo,
algodonoso.

El aspecto de la colonia es concéntrico,
presentando micelio aéreo, de color
gris, se observan masas conidiales
dispersas de color café y en la periferia
color blanco.

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

Micelio  profusamente  ramificado,
7.5+0.8 algodonoso, denso, de tonos variables
blanco-gris. El tipo de micelio es aéreo.

. |

Micelio aéreo, abundante y algodonoso,
de color gris a blanco grisaceo. El
centro de la colonia presenta un aspecto

II 7.5+0.8 polvoso de color grisiceo, con Ia
periferia de color blanco. El patron de
crecimiento de la colonia es circular.
Micelio aéreo, con un patron de

111 7.95+0.1 crecimiento concéntrico, algodonoso, de
color blanco.

(continua en la siguiente pagina)

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

CIIDIR-IPN-MICH. Pagina 56



Bacterias antagonistas con potencial para el control bioldgico postcosecha de la antracnosis en papaya

CEPAS

Colletotrichum
capsici

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotrichum
gloeosporioides

ASPECTO

GRUPO

GENETICO CRECIMIENTO

vV

TASA DE

7.05+£0.0

7.58+0.1

7.58+0.1

CARACTERISTICAS

El aspecto de la colonia es circular,
micelio aéreo, algodonoso, compacto,
de color palo de rosa y blanco.

El aspecto de la colonia es circular,
micelio aéreo, algodonoso, compacto,
de color palo de rosa y blanco.

El patron de crecimiento es de aspecto
radial, de tonos variables blanco, gris
claro, gris oscuro y café, en la periferia
es color blanco. Micelio aéreo.

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

Aspecto polvoso en mayor parte de la
colonia, de color grisaceo en el centro y
en el siguiente anillo color verde olivo y
en la periferia de color blanco. Micelio
aéreo, ligeramente algodonoso.

Colletotrichum sp. VI 7.58 £0.0

El patron de crecimiento de la colonia
es concéntrico, el centro de la colonia es

VI 7.58+0.0 color gris y en los bordes es de color
blanco grisaceo, micelio aéreo y
algodonado.

Colletotrichum sp.

Micelio aéreo, algodonoso, abundante,
de color rosa palido y blanco, el patron
de crecimiento es de aspecto
concéntrico.

Colletotrichum sp. VI 7.58 £ 0.0

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

La forma de la colonia es concéntrica,
micelio  profusamente  ramificado,
VII 7.5+£0.0 algodonoso, denso, el centro de la
colonia presenta un color blanco-gris-
olivo, con la periferia de color blanco.

Colletotrichum
gloeosporioides

El patron de crecimiento es de aspecto

Colletotrichum radial, de tonos variables blanco, gris y

loeosporioides VIII 7.55+0.0 verde olivo, en la periferia es color
g P blanco. Micelio aéreo, abundante y
algodonoso.

El patron de crecimiento es de aspecto
concéntrico, el centro de la colonia es
color gris y en los bordes la coloracion
es gris claro combinada con tonos
blancos, presenta micelio profusamente
ramificado y algodonado.

Colletotrichum

gloeosporioides VIII 7.55+0.0

(continua en la siguiente pagina)
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GRUPO TASA DE
CEPAS ASPECTO GENETICO CRECIMIENTO CARACTERISTICAS

El aspecto de la colonia es radial, de

Colletotrichum tonos variables gris oscuro, gris claro y

. =+ .1
gloeosporioides Vi 7:55£00 blanco, micelio aéreo, profusamente
ramificado, algodonoso y denso.
El patron de crecimiento de la colonia
es de aspecto radial, de dos tonos
Colletotrichum VIII 7554 0.0 blanco y gris, el micelio gris es de

crecimiento aéreo algodonoso y el
micelio de color blanco tiene un
crecimiento razo.

gloeosporioides

14/08/201
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5.6 ldentificacion de bacterias antagonistas para Colletotrichum

Se obtuvo un total de 250 aislados bacterianos de diferentes tejidos de papaya; como flores, hojas
y frutos. Dichos aislados fueron utilizados para la confrontacion con los hongos identificados,
seleccionando las bacterias con actividad antagonista contra Colletotrichum en papaya.
Destacando nueve aislados bacterianos de plantas de papayo con actividad antagonista: tres de
hojas, cinco de frutos y uno de flor. Donde se identificaron los siguientes géneros: Bacillus y

Pseudomonas (Tabla 9).

Tabla 9. Especies de bacterias antagonistas contra especies de Colletotrichum sp. aislados

del papayo.
TAMANO BACTERIA
No. DEL IDENTIFICADA .
AISLADO ORIGEN FRAGMENTO Y NUMERO DE HOM(z/LOGIA COBEE/{TURA EXPEC;‘ANCIA
(pb) ACCESO DE NCBI ° 0 °
1 Fruto de 1458 Bacillus 99 100 0.0
papaya amyloliquefaciens
(FI685773)
2 Fruto de 1436 Pseudomonas putida 99 100 0.0
papaya (EU179737)
3 Hoja de 1462 Bacillus subtilis 99 100 0.0
papaya (EF423590)
4 Hoja de 1456 Bacillus subtilis 99 100 0.0
papaya (FJ947049)
5 Hoja de 1473 Bacillus 99 100 0.0
papaya amyloliquefaciens
(HM989844)
6 Fruto de 1459 Bacillus subtilis 99 100 0.0
papaya (FJ947049)
7 Fruto de 1456 Bacillus subtilis 99 100 0.0
papaya (HQ711982)
8 Flor de 1448 Bacillus 99 100 0.0
papaya amyloliquefaciens
(CP000560)
9 Fruto de 1465 Bacillus subtilis 99 100 0.0
papaya (FJ947049)
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5.7 Actividad antagonista de bacterias contra Colletotrichum

A continuacion se muestran los resultados de la actividad antagonista para cada aislado de
Colletotrichum de frutos de papaya. Los valores fueron expresados en porcentaje de inhibicion
del crecimiento del hongo. Se utilizaron las siguientes cepas control de la coleccion del
laboratorio de Bioquimica Ecologica del CINVESTAV-IPN Campus Unidad Irapuato: Bacillus
amyloliquefaciens (BEBr) aislada de brocoli, Bacillus subtilis (BEMZ) aislada de frutos de
manzana, Bacillus subtilis (BEPS06) aislada de frutos de papaya.

Respecto a C. capsici (HM450130 Grupo I) todas las cepas aisladas tuvieron actividad
antagonista sin mostrar diferencias significativas entre ellas. La cepa B. amyloliquefaciens (05)
aislada de hojas de papaya, resultd ser la que presentd la mayor tendencia de actividad
antagonista (73.1%), mientras que la cepa que presentd la menor tendencia (63.8%) fue B.

subtilis (12) aislada del frutos de papaya (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum capsici (HM450130).

No. de Inhibicion (%) de
Especie o
aislado C. capsici (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 67.5+0a
02 Pseudomonas putida (EU179737) 65.3+0a
03 Bacillus subtilis (EF423590) 65.0 £ 0a
04 Bacillus subtilis (FJ947049) 70.0 +£2.5a
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 71.3+3.75a
06 Bacillus subtilis (FJ947049) 66.3 £1.25a
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 66.3 +£3.75a
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 68.8 +1.25a
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 66.3 £1.25a
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 70.0 + 5a
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 66.3 +3.75a
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 63.8+1.25a

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

iguales indican que no son estadisticamente diferentes segiin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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En las pruebas de antagonismo contra el hongo fitopatdgeno C. gloeosporioides

(FJ172224 Grupo II) se observo la mejor actividad antagonista (71.4%) con la bacteria B. subtilis

(09) aislada de frutos de papaya y B. amyloliquefaciens (08) aislada de flor del papayo con un

porcentaje de inhibicion de 70%, mientras que las cepas P. putida (02) y B. subtilis (07)

presentaron el menor efecto antagonico, con 63.8% de inhibicion (Tabla 11).

Tabla 11. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum gloeosporioides (FJ172224).

No. de Inhibicion (%) de
Especie
aislado C. gloeosporioides (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 66.3 = 1.25cdb
02 Pseudomonas putida (EU179737) 63.8+1.25d
03 Bacillus subtilis (EF423590) 67.5 £ 0cadb
04 Bacillus subtilis (F1947049) 67.5 + Ocadb
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 68.8 + 1.25¢cab
06 Bacillus subtilis (F1947049) 65.0 £+ 0Ocd
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 63.8+3.75d
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 70.0 £ 0ab
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 71.4+1.25a
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 67.5 £+ Ocadb
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 67.5 + Ocadb
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 67.5 + Ocadb

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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Conforme a la Tabla 12 del antagonismo contra C. gloeosporioides (FJ172224 Grupo III),
las cepas que presentaron el mejor efecto inhibitorio fueron B. amyloliquefaciens (05) aislada de
hojas del papayo, B. amyloliquefaciens (08) aislada de flores del papayo, B. subtilis (06), B.
subtilis (07) y B. subtilis (09) aisladas de frutos del papayo; mientras que la cepa que presento el
menor porcentaje de inhibicion fue P. putida (02) aislada de frutos del papayo con un porcentaje

de inhibicion de 57.5%.

Tabla 12. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum gloeosporioides (FJ172224).

No. de Inhibicion (%) de
Especie
aislado C. gloeosporioides (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 61.9+ 1.8ab
02 Pseudomonas putida (EU179737) 57.5+2.5b
03 Bacillus subtilis (EF423590) 60.6 + 3.1ab
04 Bacillus subtilis (F1947049) 63.8 + 1.2ab
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 66.3+1.2a
06 Bacillus subtilis (F1947049) 65.6 = 0.6a
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 65.6+3.1a
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 65.6+3.1a
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 65.6+3.1a
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 62.5+2.5ab
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 60.6 + 3.1ab
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 64.4 + 1.8ab

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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Todas las bacterias mostraron buen efecto antagonista contra C. capsici (HM450129
Grupo IV). Se obtuvieron porcentajes de inhibicion altos que oscilaron entre 74.5% y 86.3% de
inhibicion. B. subtilis (04) aislada de hojas de papayo y B. amyloliquefaciens (08) aislada de flor
de papaya fueron las cepas que presentaron el mayor efecto antagdénico (86.3% y 84.5%)
respectivamente y la cepa que presentd el menor porcentaje de inhibicion (74.66%) fue B. subtilis

(09) aisladas de frutos de papaya (Tabla 13).

Tabla 13. Efecto antagoénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum capsici (HM450129).

No. de Inhibicion (%) de
Especie .
aislado C. capsici (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 81.8+0.7b
02 Pseudomonas putida (EU179737) 81.8+0.7b
03 Bacillus subtilis (EF423590) 81.8+0.7b
04 Bacillus subtilis (FJ947049) 86.3+1.2a
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 81.8+0.7b
06 Bacillus subtilis (F1947049) 79.5+0.5¢
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 79.5 +£0.5¢
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 84.5+0.5a
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 74.5 +£0.5d
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 79.5+0.5¢
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 81.8+0.7b
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 81.8+0.7b

* Los valores indican el % de inhibicién del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segiin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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De acuerdo a la tabla 14 el efecto antagonico contra C. gloeosporioides (HM241948
Grupo V), las cepas mostraron porcentajes de inhibicion de 65.0 a 70.0%, la cepa B. subtilis (04)
aislada de hojas de papayo con un 70.0% de inhibicion, resultd ser la mas efectiva de actividad
antagonista; incluso mostré valores mas altos que las cepas control y la cepa que presento el

menor porcentaje de inhibicion (65.0%) fue P. putida (02) aislada de frutos de papayo.

Tabla 14. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum gloeosporioides (HM241948).

No. de % Inhibicion de
Especie o

aislado C. gloeosporioides (PIRG)*

01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 67.5+0b

02 Pseudomonas putida (EU179737) 65.0 = Oc

03 Bacillus subtilis (EF423590) 67.5+0b

04 Bacillus subtilis (F1947049) 70.0 £ 0a

05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 67.5+0b

06 Bacillus subtilis (FJ947049) 67.5+0b

07 Bacillus subtilis (HQ711982) 67.5+0b

08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 65.0 £ 0c

09 Bacillus subtilis (F1947049) 67.5+0b

10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 67.5+0b

11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 65.0 = 0c

12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 67.5+0b

* Los valores indican el % de inhibicién del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segiin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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La actividad antagonista de las cepas bacterianas contra Colletotrichum sp. (GU935885
Grupo VI), oscilé desde 63.8% a 68.8% de inhibiciéon (Tabla 15). A pesar de que no se
observaron diferencias estadisticas significativas en su efecto inhibidor, la cepa P. putida (02)
aislada del frutos de papayo, mostrd una tendencia a superar al resto de las cepas estudiadas, con

un porcentaje de inhibicion de 68.8%.

Tabla 15. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum sp. (GU935885).

Inhibicién (%) de

No. de
Especie Colletotrichum sp.
aislado
(PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 65.0+2.5a
02 Pseudomonas putida (EU179737) 68.8 £ 6.2a
03 Bacillus subtilis (EF423590) 65.0+2.5a
04 Bacillus subtilis (FJ947049) 65.0+2.5a
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 66.3+1.2a
06 Bacillus subtilis (F1947049) 66.3+3.7a
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 63.8+1.2a
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 67.5+0a
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 67.5+0a
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 63.8+1.2a
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 65.0+2.5a
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 65.0 £2.5a

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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Las cepas de **B. amyloliquefaciens (10) aislada de brocoli y **B. subtilis (12) aislada de
frutos de papaya, mostraron el mejor efecto inhibitorio contra C. gloeosporioides HM013821
Grupo VII (61.8% de inhibicion) (Tabla 16), mientras que la cepa que presentd el menor

porcentaje de inhibicion fue P. putida (02) aislada del frutos de papayo (49.5%).

Tabla 16. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum gloeosporioides (HM013821).

No. de Inhibicion (%) de
Especie .
aislado C. gloeosporioides (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 52.3+0.2d
02 Pseudomonas putida (EU179737) 49.5+0.5¢
03 Bacillus subtilis (EF423590) 51.8+0.7d
04 Bacillus subtilis (F1947049) 51.8+0.7d
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 56.8+0.7b
06 Bacillus subtilis (F1947049) 54.5+0.5¢
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 51.8+0.7d
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 49.5 £ 0.5¢
09 Bacillus subtilis (F1947049) 55.0 = 0.0bc
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 61.8+0.7a
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 54.5+0.5¢
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 61.8+0.7a

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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En las pruebas de confrontacion del hongo C. gloeosporioides (HQ645081 Grupo VIII) la

bacteria con mejor potencial antagonista fue *B. subtilis (11) aislada de manzana (78.8%). Las

cepas que mostraron el menor porcentaje de inhibicion fueron P. putida (02) y B. subtilis (07)

aislada de frutos de papayo, las cuales presentaron un 17% menos de inhibicidon que la cepa *B.

subtilis (11) (Tabla 17).

Tabla 17. Efecto antagénico in vitro de los aislados bacterianos de diferentes tejidos de

papaya contra Colletotrichum gloeosporioides (HQ645081).

No. de Inhibiciéon (%) de
Especie o
aislado C. gloeosporioides (PIRG)*
01 Bacillus amyloliquefaciens (FJ685773) 65.0+2.5b
02 Pseudomonas putida (EU179737) 61.3+1.2b
03 Bacillus subtilis (EF423590) 65.0+7.5b
04 Bacillus subtilis (FJ947049) 72.8 £ 0ab
05 Bacillus amyloliquefaciens (HM989844) 68.8 + 1.2ab
06 Bacillus subtilis (F1947049) 71.3 +1.2ab
07 Bacillus subtilis (HQ711982) 63.8+1.2b
08 Bacillus amyloliquefaciens (CP000560) 72.8 +£7.5ab
09 Bacillus subtilis (FJ947049) 71.3 £8.7ab
10 ** Bacillus amyloliquefaciens (BEBr) 71.8+3.7ab
11 ** Bacillus subtilis (BEMZ) 78.8+3.7a
12 ** Bacillus subtilis (BEPS06) 71.3 £ 1.2ab

* Los valores indican el % de inhibicion del crecimiento radial del patégeno. **Son cepas control. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas segiin la prueba de Tukey (P < 0.05, n=3).
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La Figura 15 muestra los efectos inhibitorios de las bacterias con mayor potencial
controlador de los aislados de Colletrotrichum estudiados. En la figura 15 A) se observa el efecto
antagonico de las bacterias B. subtilis (04), B. amyloliquefaciens (05), B. amyloliquefaciens
(BEBr), B. subtilis (BEMZ) y B. subtilis (BEPS06) las cuales inhibieron el hongo C. capsici
(HM450130); en la figura B) se observd que la bacteria B. subtilis (09) tubo el mayor efecto
antagonista para el hongo C. gloeosporioides (FJ172224) (Figura 15 A, B, C, D, E, F, G y H).

(A) (B) ©) (D)

(E) (F) (G) (H)

Figura 15. Respuesta antagonista de las mejores bacterias con efecto inhibitorio a los
diferentes aislados fungicos: A) Grupo I, B) Grupo II, C) Grupo III, D) Grupo IV, E)
Grupo V, F) Grupo VI, G) Grupo VII y H) Grupo VIIIL.
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A continuacion se enlistan las bacterias con mayor actividad antagonista al hongo
Colletotrichum sp. agente causal de la enfermedad de antracnosis en frutos de papayo (Tabla 18).

Tabla 18. Hongos fitopatogenos contra la mejor bacteria antagonista aislada de diferentes

tejidos de papaya; como flores, hojas y frutos.

ESPECIE DE HONGO

ESPECIE DE BACTERIA

Colletotrichum capsici (I)

Colletotrichum gloeosporioides (II)

Colletotrichum gloeosporioides (I1IT)

Colletotrichum capsici (IV)
Colletotrichum gloeosporioides (V)

Colletotrichum spp. (V1)

Colletotrichum gloeosporioides (VII)

Colletotrichum gloeosporioides (VIII)

Estadisticamente ninguna fue mejor o todas fueron iguales; pero el
porcentaje mas alto fue de B. amyloliquefaciens (05).

B. subtilis (09)

B. amyloliquefaciens (05), B. subtilis (06), B. subtilis (07),

B. amyloliquefaciens (08), B. subtilis (09).

B. subtilis (04) y B. amyloliquefaciens (08).

B. subtilis (04)

Estadisticamente ninguna fue mejor o todas fueron iguales; pero el
porcentaje mas alto fue de Pseudomonas putida (02)

**B. amyloliquefaciens (10), **B. subtilis (12)

** Bacillus subtilis (11), B. subtilis (04), B. amyloliquefaciens (053),
B. subtilis (06), B. amyloliquefaciens (08), B. subtilis (09), **B.
amyloliquefaciens (10), **B. subtilis (12).
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6. DISCUSION
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Para la identificacion de un hongo fitopatégeno normalmente se recurre a caracteristicas
morfoldgicas para su identificacion, pero en este caso para Colletotrichum no fue posible debido
a su amplia variacion como lo reportan Oliveira et al. (2005) donde senalaron que de todas las
caracteristicas morfologicas estudiadas hasta hoy en dia, ninguna permiti6 una clasificacion clara,
de los aislados en grupos o especies morfoldgicas diferentes de Colletotrichum, en el cultivo del
olivo o aceituna (Olea europea) por tal motivo se emplearon técnicas moleculares. En el presente
estudio, la diferenciacion y el diagnostico de las especies de Colletotrichum se basé en caracteres
morfologicos, como la forma de las conidias, el color, aspecto de la colonia y otras caracteristicas
como la tasa de crecimiento (Bailey y Jeger, 1992; Martinez-Culebras et al., 2000); sin embargo,
estas caracteristicas no fueron satisfactorias para la diferenciacion de las especies del hongo.
Debido a la inestabilidad de los rasgos morfologicos, la variacion fenotipica, los efectos
ambientales sobre los rasgos morfologicos, ademas de la falta de unificacion y estandarizacion de
los protocolos y condiciones de trabajo, un mismo aislado del hongo pueda ser identificado como
una u otra especie dependiendo de los criterios individuales del investigador. Teniendo en cuenta
lo anterior, se ha recurrido al uso de técnicas moleculares para la diferenciacion entre especies y
subespecies de Colletotrichum (Brown et al., 1996; Adaskaveg y Hartin, 1997; Freeman et al.,
1998; Saldarriaga-Cardona et al., 2008).

Las técnicas moleculares aplicadas a la taxonomia de Colletotrichum han experimentado un
avance espectacular en los ultimos afios y en la actualidad constituyen una herramienta
imprescindible para la caracterizacion de especies y aislados de este género (Brown et al., 1996;
Johnston y Jones, 1997; Freeman et al., 1998; Freeman et al., 2001; Cannon et al., 2000;
Tahlinhas et al., 2004).

En esta investigacion se utilizo la técnica molecular de PCR-RFLP (analisis de polimorfismo de
fragmentos de restriccion combinado con la reaccion en cadena de la polimerasa) de las regiones
ITS1 e ITS4 del ADNr indicando que la poblacion de Colletotrichum en Tecoman, Colima es
heterogénea, ya que los patrones de restriccion resultantes del corte por las cuatro enzimas de
restriccion Hae III, Hpa II, Hinf T y Alu I, revelaron perfiles que sugirieron la existencia de

variacion interespecificas. Para cada una de las enzimas empleadas, se generd un patrén de
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restriccion distintivo, ya que el nimero de bandas observado para cada enzima fue diferente para

todas las muestras de ADN analizadas.

Se identifico mas de una especie de Colletotrichum presente en lesiones de frutos de papaya, las
tres especies encontradas fueron; C. capsici, C. gloeosporioides y C. spp. Esto coincide con el
primer estudio Tapia et al. (2008) donde identificaron la presencia de C. gloeosporioides y de C.
capsici en frutos de papaya de la peninsula de Yucatan (México), anteriormente se desconocia su
presencia en papaya, solo se tenian reportes en cultivos como el chile habanero (Capsicum
chinense Jacquin), pimienta (Capsicum annuum L.), caupi (Vigna unguiculata), frijol (Phaseolus

vulgaris), y betle vid (Piper betel).

Existen reportes de que la mayoria de las poblaciones tienen relativamente altas frecuencias de
polimorfismos debido a pequefios cambios en el DNA, derivados de mutaciones puntuales tales

como sustitucion de bases, inserciones, deleciones y translocaciones (Rosewich et al., 1994).

De acuerdo a Montero et al. (1998), C. gloeosporioides presenta una alta variabilidad genética, lo
cual puede atribuirse a que este patdogeno posee un ciclo de vida corto y reproduccion de tipo

sexual y asexual, lo cual le confiere una alta tasa de mutacion y recombinacion por cruzamiento.

Lo antes mencionado puede explicar la diversidad genética y fenotipica observada en los aislados
de Colletotrichum spp. asociado a la antracnosis en papaya. Este hecho cobra importancia ya que
el éxito de controlar las enfermedades reside en conocer cudl es el agente etioldgico que esta
atacando al fruto, para asi establecer las estrategias de control mas apropiadas (Freeman et al.,

1998; Adaskaveg y Foster, 2000; Freeman, 2000).

Por lo anterior, el uso de herramientas de biologia molecular, se ha propuesto para discriminar
entre esa variabilidad e identificar de manera precisa entre individuos de diferente especie o
incluso variedades de la misma especie. En este sentido, se ha reportado que el uso de los
marcadores moleculares ITS -Internal Transcribed Spacers- (ITS-5.8S-ITS2) les permitio

identificar 80 aislamientos de Colletotrichum obtenidos en cultivos de fresa, de igual manera les
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fue posible diferenciar entre C. fragariae y C. gloeosporioides, ambos hongos responsables de la
antracnosis en fresa, los cuales eran fenotipicamente indistinguibles (Freeman y Katan, 1997;

Freeman, 2000; Martinez et al., 2000).

En el presente estudio se observo una amplia diversidad morfologica, del color del micelio en
particular, que mostraron los aislados de Colletotrichum, que se identificaron como C.
gloeosporioides, C. capsici y C. spp. incluso aquellos pertenecientes a una misma especie. Al
realizar la caracterizacion en funcion de dicha coloracion a 28 + 2 °C en medio de PDA se
observd una amplia variabilidad de colores desde los tonos blanco o blanquecino, salmoén,
salmon-naranja-rosa, gris y gris-olivo. Una variacion similar en el color del micelio fue reportado
por Villanueva et al. (2008) donde sefialan que en medio de PDA; la forma de la colonia vario
entre repeticiones, aislamientos, edad y condiciéon de incubacién (cinco condiciones de
incubacion [I, II y III en luz blanca continua (LBC) de lamparas de 40 W (480 nm) (Solar®) y
temperaturas de 27 + 1,25+ 3,y 21 £ 1 °C; y, IV y V en luz negra continua (LNC) de lamparas
de 40 W (365 nm) (Solar®) y 25 + 3 y 21 £ 1 °C]). Encontraron que las tres especies C.
gloeosporioides, C. fragariae y C. orbiculare, desarrollaron micelio, que al inicio fue blanco o
blanquecino (segin la condicién) cambiando a salmoén, salmon-naranja- rosa, gris o gris-olivo.
En todas las condiciones probadas, C. fragariae aislado de Michoacan y C. gloeosporioides
aislado del Estado de México formaron colonias oscuro intenso; C. gloeosporioides aislado de
Michoacan colonias claras; y C. orbiculare del Estado de México, colonias gris-oscuro a casi

negro, por lo que esto no les permitié separar especies de Colletotrichum por color de colonias.

Las diferencias de cultivo obtenidas entre aislamientos de C. gloeosporioides es comun en esta
especie, considerada compleja, heterogénea y con de variabilidad extrema en medio de cultivo
(Sutton, 1992; Bailey y Jeger, 1992; Morales, 1996). Los aislamientos de esta especie se han

agrupado en al menos nueve formas por sus diferencias de cultivo (Sutton, 1980).

Por lo anterior queda claro que la variacion morfologica in vitro de este hongo dificulta su
correcta identificacion (Sutton, 1992; Cannon et al., 2000). EI comportamiento diverso que se

observo entre los distintos aislados de Colletotrichum corrobora la presencia de varias especies de
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Colletotrichum que pueden tener la capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales

(Bailey y Jeger, 1992; Simmonds, 1965; Morales, 1996).

Este comportamiento coincide con lo encontrado por diversos autores (Bailey y Jerger, 1992;
Gutiérrez et al., 2003; Villanueva et al., 2008), quienes demostraron que el crecimiento micelial
no es un criterio valido para separar especies de Colletotrichum, dada la gran variabilidad en sus
caracteristicas morfoldgicas y culturales incluso en aislamientos de la misma especie y la cual es
considerada normal y ha sido registrada por otros autores (Freeman et al., 1998; Wharton y
Diéguez-Uribeondo, 2004), quienes sugieren tener precaucion cuando se usa esta caracteristica

para separar especies.

Por lo anterior se realizd una caracterizacion basada en la tasa de crecimiento radial del micelio,
que permitié agrupar en los aislados de crecimiento rapido (8.0 cm) y de crecimiento lento (7.0

cm). En los primeros se encontré a C. gloeosporioides y en los segundos se coloco a C. capsici.

La tasa de crecimiento radial del micelio determina la habilidad que tiene un microorganismo de
persistir exitosamente en el tiempo y es la clave en la eficiencia de una poblacion (Nelson, 1979),
sin embargo Smith y Black (1990) y Gunnel y Gubler (1992) consideraron que la caracteristica
de crecimiento micelial no es un criterio suficiente para separar a dos especies de Colletotrichum,
puesto que la forma varia cuando se cultiva en medios artificiales y también podria ser un efecto
del sustrato o de condiciones del medio ambiente (Gutiérrez et al., 2001). Esto lo confirmaron
Morales et al. (2009) quienes determinaron 19 variantes de crecimiento de la colonia en PDA lo
cual es un indicativo de alta variabilidad de C. gloeosporioides y que este criterio no es adecuado

para la separacion de variantes.

En este caso C. gloeosporioides y C. sp. presentaron los valores mas altos de tasa de crecimiento
radial del micelio, lo cual coincide con lo reportado por Villanueva et al. (2008) para los
aislamientos de C. gloeosporioides en frutos de chirimoya. Las diferencias en la tasa de
crecimiento radial del micelio pueden relacionarse con el éxito epidemioldgico en campo frente a

otros aislamientos. El comportamiento diverso que se observé entre los distintos aislados de
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Colletotrichum sugiere la presencia de varias especies de Colletotrichum que pudieran tener la

capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales (Oliveira et al., 2005).

En el presente estudio se encontraron bacterias antagonistas contra C. gloeosporioides, C. capsici
y C. spp. previamente identificados, considerando que para el desarrollo de una tecnologia para la
produccion de un agente de control bioldgico debe dar énfasis a la obtencion de aislamientos
nativos, ya que estos presentan un comportamiento que se adecua a las condiciones
agroecologicas regionales de esa manera tendra la habilidad para colonizar y persistir en esas
condiciones climaticas, donde se encuentra el fitopatdgeno enemigo, lo que quiere decir es que
las mejores bacterias con capacidad antagonista han sido aislados de la frutosfera del mismo fruto
afectado por la enfermedad a atacar (Torres et al., 2006). Los autores Karamanoli et al. (2005)
demostraron que existen notables diferencias en la colonizacion bacteriana de la filosfera en 19

especies de plantas que estudiaron en un area determinada al norte del Mediterraneo.

Por tal motivo en el presente estudio se aislaron bacterias antagonistas de los diferentes tejidos de
papaya como flores, hojas y frutos. Se ha reportado que la superficie de las hojas (filoplano)
constituye una fuente para el aislamiento de antagonistas (Zhou et al., 1999). Por otro lado, la
superficie del fruto o fructoplano es el mejor lugar para el aislamiento de microorganismos
antagonistas, los cuales pueden suprimir el desarrollo de la enfermedad en el fruto y poseen
potencial para ser utilizadas como agentes de control bioldgico postcosecha (Janisiewicz y

Korsten, 2002).

En este trabajo, se identificaron 9 bacterias con potencial antagonista, tales como; Bacillus
amyloliquefaciens aisladas de frutos, hoja y flor, Pseudomonas putida aislada de frutos y

Bacillus subtilis aislada en hoja y frutos (Tabla 9).

Los aislados con mejor potencial antagonista in vitro por confrontacion directa contra todos los
aislados fungicos de Colletotrichum en papaya fueron B. subtilis y B. amyloliquefaciens (Tabla

18). El género Bacillus tiene un importante papel en la sanidad vegetal; estimula el crecimiento y
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la proteccién contra microorganismos fitopatdgenos y estd ampliamente relacionado con la
produccion de antibidticos biologicamente activos y metabolitos secundarios (Arguelles-Arias et

al., 2009).
Se tienen informes de por qué este género Bacillus tienen actividad antagonista.

En el genoma de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens GAI identificaron cuatro grupos de genes
implicados en la sintesis de antibiodticos: la surfactina, la iturina A, fengycinas y el bacillibactin,
esto le confiere una amplia actividad de control bioldgico con multiples facetas de accion

(Arguelles-Arias et al., 2009).

Los lipopéptidos: surfactina, iturina A, fengycina A y fengicina B son reconocidos por sus
potenciales en la biotecnologia y sus aplicaciones en la farmacéutica, sobre todo por sus
propiedades tenso activas (Banat et al., 2000; Singh y Cameotra 2004). Estos surfactantes
también pueden desempefiar diferentes funciones en el desarrollo y en la supervivencia de las
cepas de Bacillus en su habitat natural: aumentando la disponibilidad de sustratos hidrofobicos,
metales pesados vinculantes, la movilidad en la patogénesis bacteriana, la formacién de
biopeliculas (Ron y Rosenberg 2001, Sutyak 2008). También se han destacado por su efectividad

como agentes de control bioldgico en la rizosfera (Ongena y Jacques, 2008).

Por otra parte las iturinas y las fengycinas tienen una fuerte capacidad antiflingica y son
inhibitorias del crecimiento de una amplia gama de patdégenos en plantas. Las surfactinas por si
mismas no son fungitdxicas, pero tienen un efecto sinérgico con la iturina A lo que les provee de

actividad antifiingica (Maguet-Dana, 1992).

El papel de la fengycina producida en la bacteria Bacillus amyloliquefaciens GA1 demostré ser
muy eficiente en el control de la enfermedad de frutas por el tratamiento con extractos
enriquecidos con lipopéptidos ciclicos y la deteccion in situ de fengycinas con potencial
inhibitorio (Toure et al., 2004). Otra funcion identificada recientemente en cepas de Bacillus es la
estimulacion los lipopéptidos en ¢l sistema inmunologico de la planta (Ongena et al., 2007). Las
surfactinas y en menor medida las fengycinas tienen la capacidad de inducir una funcién de

cebador en la planta huésped que le permite una activacion acelerada de las respuestas de defensa
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al ataque de patdgenos, lo que conlleva a una mayor resistencia al ataque de patogenos (Conrath
et al., 2006). Las surfactinas pueden estar asociados a patrones moleculares que pueden ser
percibidos especificamente por sefiales en células vegetales para activar los mecanismos de

defensa (Jourdan et al., 2009).

Ademas se encontrd que en la cepa B. amyloliquefaciens GA1 el gen de la sintesis de sider6foros;
el bacillibactina, el cual ayuda a mejorar la adquisicidon bacteriana del hierro férrico ayudando a

la biodisponibilidad en los suelos (Kloepper et al., 1980).

En las cepas B. amyloliquefaciens FZB42 y B. amyloliquefaciens GA1 fueron encontrados los

genes de la sintesis del Macrolactina, Dificidina y Bacilane (Arguelles-Arias et al., 2009).

Dificidina es un antibidtico de amplio espectro bacteriano (Zimmerman et al., 1987)
recientemente se ha encontrado prometedor en su accion supresora contra Erwinia amylovara,
que es una bacteria que causa una enfermedad devastadora, provocando la muerte en frutos;

como manzana, pera y otras plantas rosaceas (Chen et al., 2009).

En cuanto a la macrolactina y bacilane aun no se tiene investigacion en relacion con el control
biologico, a pesar de que son agentes antimicrobianos que podrian tener utilidad potencial en la
medicina, tienen la capacidad de inhibir las células del céancer, asi como también del virus
simplex del herpes en mamiferos. También se encontrd eficaz en la proteccion de células de
linfoblastos del VIH (Arguelles-Arias et al., 2009). Bacilane presenta actividad antimicrobiana
contra los agentes de patdégenos en humanos, tales como Serratia marcescens, Klebsiella

pneumoniae y Staphylococus aureus (Patel et al., 1995).

Bacylisin es uno de los antibioticos mas simples conocido por sus efectos antimicéticos y su
actividad antibacteriana (Kenig y Abraham, 1976) también es un inhibidor de la glucosa amino 6
fosfato sintetasa, una enzima esencial en la biosintesis de la pared celular (Chmara et al., 1985)
hay reportes donde este antibidtico ha sido un eficaz agente de control bioldgico en particular al
inhibir el crecimiento de la devastadora bacteria E. amylovara (Chen et al., 2009). En algunas
cepas de B. subtilis se ha encontrado chlorotetaine, un derivado clorado de bacilysin (Phister et

al., 2004; Rapp et al., 1988). Atn no existen evidencias disponibles, pero algunos experimentos
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sugieren que los dos compuestos podrian compartir la misma ruta biosinténtica (Yazgan et al.,
2001). El analisis de espectrofotometria de gases demostré que la cepa B. amyloliquefaciens
produce chlorotetaine y ha sido la primera cepa en producirlo en vez de producir bacilysin

(Arguelles-Arias et al., 2009)

El genoma de B. amyloliquefaciens FZB42 tiene una amplia variedad de grupos de genes
implicados en la sintesis de lipopéptidos y polipéptidos con actividad antifingica, antibacteriana

y nematicida (Chen et al., 2009).

La bacteria B. amyloliquefaciens GA1 posee un gran potencial como bacteria controladora y en
la promocion del crecimiento vegetal, por tal motivo es atractiva para investigaciones posteriores
para el desarrollo de pesticidas bioldgicos e inocuos (Arguelles-Arias et al., 2009). Por su parte,
B. amyloliquefaciens PPCB004 aislada de citricos se selecciond6 como antagonista por su
potencial en el control de Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer en
melocoton (Arrebola et al., 2010a). La aplicacion del inhibidor de etileno 1-metil ciclopropeno
(1-MCP) combinado con un tratamiento de B. amyloliquefaciens PPCB004 por inmersion en
frutos de papaya en la etapa de 25 y 30% de madurez presentando una piel amarilla ofrece una
practica solucion para garantizar la calidad de la fruta para el mercado interno, estos estudios
fueron realizados en Sudafrica, donde los frutos tratados mostraron una mejor calidad en general,
con el mayor numero de frutos comercializables y redujo la severidad de la enfermedad de
papaya con Antracnosis y la pudriciéon por Phomopsis, sin embargo para que se utilize B.
amyloliquefaciens para aplicarse en fruta fresca se requiere de mayor investigacion (Osman et al.,

2010).

B. amyloliquefaciens y otros miembros del grupo de Bacillus subtilis son reconocidos como
seguros GRAS (Food and Drug Administration, 1999). De acuerdo con los informes de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (2008), B. amyloliquefaciens no posee genes que
codifican enterotoxinas. Sin embargo, una evaluacion critica de la seguridad de la cepa B.
amyloliquefaciens utilizada en la superficie de la fruta debe ser investigada antes de su

comercializacion.
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Con respecto a la bacteria Bacillus subtilis se ha reportado que produce una amplia variedad de
antibioticos antibacterianos y antifungicos. Algunos de estos compuestos, son: subtilin (Zuber et
al., 1993), subtilosin A (Babasaki et al., 1985; Stein et al., 2004) y sublancin (Paik et al., 1998),
son de origen ribosomal, pero otros, como bacilysin, chlorotetain, micobacilina (Zuber et al.,
1993), rhizocticins (Kugler et al., 1990), bacillaene (Patel et al., 1995), difficidin (Zimmerman et
al., 1987), y lipopéptidos que pertenecen a la familias surfactina, iturina y fengycina (Zuber et al.,
1993), son sintetizados por sintetasas no ribosomales de péptidos. Otro mecanismo de accion de
este género de bacterias antagonistas en las plantas contra el crecimiento de patdégenos es por
medio de enzimas que degradan los polimeros estructurales de los hongos (por ejemplo la
quitinasa y la B-1,3 glucanasa) y los compuestos volatiles antifingicos (Fiddaman y Rossall,
1993; Knox et al., 2000; Jiang et al., 2001; Pinchuk et al., 2002; Leelasuphakul et al., 2006). Los
compuestos volatiles organicos secretados por la bacteria B. subtilis se han asociado con el
favorecimiento del crecimiento de las plantas y la inducciéon de mecanismos de resistencia

sistémica de plantas (Compant et al., 2005).

Bacillus subtilis juega un papel importante en el suelo; es ubicuo, puede promover el crecimiento
de plantas, proteccion contra el ataque de hongos patdogenos (Utkhede y Smith, 1992; Asaka y
Shoda, 1996; Emmert y Handelsman, 1999), también tiene la capacidad de degradar polimeros
del suelo (Emmert y Handelsman, 1999). Sus esporas son resistentes a la desecacion, al calor, a la
radiacion ultravioleta y a solventes organicos (Leelasuphakul et al., 2008). La capacidad de B.
subtilis de colonizar eficientemente la superficie de las raices de las plantas es importante para la
proteccion de las plantas. Este proceso se basa en la capacidad de moverse en la superficie y la
formacion de biofilms, la capacidad de evolucion de las poblaciones de Bacillus es muy eficiente
y se comportan como microcolonias para adherirse a las raices y a la superficie de las particulas
del suelo (Danhorn y Fuqua, 2007). La surfactina y la iturina modifican las propiedades de la
superficie celular, influyendo positivamente en la propagacion de las células, en la colonizaciéon y
formacion del biofilm (Kinsinger et al., 2003; Bais et al., 2004; Hofemeister et al., 2004; Leclere
et al., 2006) por tal motivo puede favorecer la colonizacion en las raices de las plantas de

cualquier cultivo.
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B. subtilis aislado de suelo, ha sido reportado como agente de biocontrol contra la pudricion
postcosecha de citricos causada por hongos Penicillium digitatum, A. citri, G. candidum, P.
italicum (Singh y Deverall, 1984). Segun la bibliografia el biocontrol de P. digitatum
primeramente por confrontacion in Vitro presentd un porcentaje de inhibicion mayor de 60%, y
posteriormente por pruebas in vivo aumento su vida de anaquel en los citricos de 5 a 9 dias. Se
logré una proteccion de 72.5 — 86.7% contra la enfermedad hasta el octavo dia, con una
temperatura de incubacion a 25°C, con el tratamiento de la inoculacion primero de los
metabolitos secundarios o también con otro tratamiento de la suspension de la bacteria B. subtilis
directa, posteriormente a las 24h inocularon la suspension de conidios del patogeno

(Leelasuphakul et al., 2008).

Carrillo-Fasio et al. (2005) evaluaron la efectividad de Bacillus subtilis, Rhodotorula minuta y su
combinacion en aplicaciones precosecha, para el control en postcosecha de antracnosis en mango
(cultivar Kent). Los autores compararon el efecto de los biofungicidas con el efecto de un
producto quimico y un testigo absoluto. Se evaluaron cinco tratamientos: R. minuta 108 ufc/mL;
B. subtilis 106 ufc/mL; R. minuta 106 ufc/mL + B. subtilis 104 ufc/mL; benomyl 0.5 g/L; y
testigo absoluto. Se hicieron cinco aplicaciones previas a la cosecha del mango. Los frutos
cosechados se almacenaron hasta por 15 dias a 20°C y 85% de HR. Después de 15 dias de
almacenamiento, los agentes de control bioldgico mostraron mayor efectividad en el control de
antracnosis en comparacion con el control quimico. Se encontr6 diferencia significativa entre la
aplicacion individual y la combinada de los microorganismos antagonistas. De acuerdo con la
escala de Friedman, los frutos del testigo absoluto mostraron una severidad (en rangos) de 60.5 a
los 15 dias de almacenamiento, mientras que los frutos tratados con el fungicida quimico
presentaron una severidad de 41.7. Con la mezcla de R. minuta y B. subtilis se logr6é la mayor
reduccion de la enfermedad (severidad de 8.0), lo que resulta prometedor para su posible uso
comercial. La aplicacion de los tratamientos bioldgicos no afectd negativamente la calidad
postcosecha de los frutos, observandose un desarrollo normal en los sélidos solubles totales,

acidez titulable y evolucion de la firmeza.

Con respecto a B. subtilis Fiddaman y Rossal (1993) observaron vacuolizacion y deformacion de

las hifas de Rhizotocnia solani y Pythium ultimun, provocadas por la formacion de un compuesto
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volatil con propiedades fungicidas. También se observo el efecto antagonista contra los hongos
fitopatogenos de suelos en plantas de tomate, reduciendo la severidad de Rhizotocnia solani,

Alternaria spp., Helminthosporium spp., Fusarium oxisporum (Matar et al., 2009).

B. subtilis ha sido autorizada por la Organizacion para la Autorizacion de Drogas en los
alimentos de los Estados Unidos (FDA) y es uno de los organismos catalogados como seguros

(GRAS) para su uso en la industria alimentaria (Denner y Gillanders, 1996).

La cepa B-3 Bacillus subtilis fue el primer organismo patentado para su uso en control bioldgico
postcosecha de frutas que tienen semilla en los EE.UU (Pusey y Wilson, 1984). Pusey et al.
(1988) llevaron a cabo una prueba piloto en condiciones comerciales simuladas para el control de
la podredumbre parda de la los melocotones, B-3 se incorpord efectivamente en la cera que

normalmente se utiliza en la linea de embalaje, controlando eficazmente Botrytis.

El desarrollo de Avogreen basado en B. subtilis, fue probado en el campo para el control
biologico, se utiliza en el sur de Africa para el control de las especies de Cercospora y la

antracnosis del aguacate (Korsten et al, 1997; Janisiewicz y Korsten, 2002).

Cepas de B. subtilis han sido comercializadas como agentes de biocontrol para enfermedades de
los cultivos producidas por hongos (Emmert y Handelsman, 1999). El biofungicida, Serenade,
contiene la cepa de B. subtilis, ah sido eficaz contra una variedad de bacterias patdgenos,

incluyendo la Erwinia, Pseudomonas, y Xanthomonas (Pal et al., 2004).

Los productos comerciales para el biocontrol basados en Bacillus (Schisler et al., 2004) son los
siguientes: B. subtilis QST 713 es el producto llamado Serenade y es eficiente contra algunos
hongos y bacterias en frutas. B. licheniformis es conocido como Ecoguard y es efectivo contra
hongos en césped. B subtilis GB03 es el producto Kodiak y sirve contra hongos en algodon y
soya. B. pumilis GB34 es el producto comercial Yield Shield y ayuda en el rendimiento contra los
hongos en algodon. B. amyloliquefasciens y B. subtilis GB122 es BioYield es efectivo contra
algunos hongos en plantas. B. subtilis MBI600 es Subtilex contra hongos en algon y soya. B.
subtilis MBI600 y Rhizobium es Hi Stick es efectivo contra hongos de la soya (Jesper, 2008).
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El otro género de importancia en el control biolodgico por su potencial antagonista son las
Pseudomonas y han sido estudiadas desde hace décadas como organismos modelo para el control

biologico de enfermedades de las plantas (Stockwell y Stack, 2007).

Las Pseudomonas es un género de bacterias ampliamente distribuido en muchas especies de
plantas y tejidos (Bacon y Hiton, 1996), durante los ultimos 20 afos las Pseudomonas se han
encontrado ampliamente encontrados en asociacion con varias plantas huésped, incluido el
algodon, chicharo y arroz (Chen, 1995; Cankar et al., 2005). Ademas, otros mecanismos de
proteccion que ofrecen las Pseudomonas spp. incluyen la produccion de sideréforos (Bar-Ness et
al., 1991; Paez et al., 2005) la induccion de resistencia (Ongena et al., 2002; Pieterse et al., 2000)
y la competencia de P. putida por los nutrientes (Elad y Chet, 1987). Por lo tanto la bacteria P.
putida, puede tener un importante papel en la inhibicion de enfermedades de las plantas (Shi et
al., 2010). El primer informe sobre ¢l aislamiento de P. putida MGP1 aislada del pericarpio de
frutos de papaya, fue una bacteria endofita capaz de controlar agentes patdgenos que se producen
en la cosecha de frutos de papayo. Esta cepa tenia un amplio espectro para el control de
fitopatogenos e inhibid a los diez patdgenos probados: Phytophthora nicotianae, Peronophythora
litchii, Erwinia carotovora, Phytophthora capsici, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum higginsianum, Alternaria tenuis, Fusarium oxysporum, Penicillium italicum,
Rhizopus stolonifer (Shi et al., 2010). P. putida MGP1 de frutos de papaya pudo colonizar, ya
que se transporta y se propaga en la planta huésped después de ser inoculada artificialmente
(Chen et al., 1995; Berg et al., 2005; Quadt-Hallman et al., 1997), y result6 eficaz en el control
de la antracnosis (63%), cuando se aplico en la etapa de florecimiento de la papaya (Shi et al.,
2010).

En la actualidad, hay tres formulaciones comerciales con el registro de inocuidad al medio
ambiente en los EE.UU. por la Agencia de Proteccion para la supresion de enfermedades de las

plantas, Bio-Ahorre 10 LP, Bio-Save 11 LP y A506 BlightBan (Stockwell y Stack, 2007).

Bio-Ahorre 10 LP y Bio-Ahorro 11 LP, contienen Pseudomonas syringae cepas ESC-10 y ESC-
11, respectivamente, estos productos se aplican en las empacadoras para prevenir las

enfermedades de postcosecha de hongos durante el almacenamiento de citricos, frutas de pepita,
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frutas de hueso y papas. Bio-Ahorre 10 LP esté registrado para uso en citricos (limdn, naranja y
pomelo) para el control de P. digitatum, P. italicum y Geotrichum candidum; en las cerezas se
recomienda para el control de P. expansium y Botrytis cinérea; en manzanas y peras para el
control de P. expansium, B. cinerea, Mucor y piramidal; y en las papas para el control de F.

sambucinum y Helminthosporium solani.

Bio-Save 11 LP esta registrado para su uso en papa para el control de Rhizopus stolonifer y para
el mismo patogeno Rhizopus stolonifer en manzana, pera y patata: Bio-Ahorre 10 LP (Stockwell
y Stack, 2007).

BlightBan A506, contiene P. fluorescens cepa A506 y se aplica principalmente a los arboles de
peras y manzanos durante la floracion para eliminar la plaga bacteriana Erwina. La combinacion
de BlightBan A506 con el antibidtico estreptomicina mejora el control del fuego bacteriano,
incluso en areas con poblaciones resistentes a la estreptomicina del patogeno. Adicionalmente,

puede reducir las lesiones por las heladas en frutos rojizos (Stockwell y Stack, 2007).

Estos productos de control bioldgico que consiste en Pseudomonas spp. proporcionan una
excelente eficacia contra las limitaciones de producciéon multiple, son relativamente facil de
aplicar, y pueden ser integrados con productos convencionales para el control de la enfermedad.
Estas caracteristicas contribuyen a la adopcion de estos productos por los productores y

empacadoras (Stockwell y Stack, 2007).

P. aureofaciens cepa Tx-1 fue comercializado por Sistemas EcoSoil como biofungicida Spot-
less, este producto esta destinado a ser aplicado a través de sistemas de riego en césped de golf
para controlar la enfermedad de antracnosis, moho rosa causado por la nieve y las enfermedades
causadas por Pythium spp. Aunque Spot-less ya no esta disponible comercialmente, este producto

sigue siendo bioplaguicida registrado en la EPA (Stockwell y Stack, 2007).

Sin embargo, resultaron con menor potencial que Bacillus spp. en las pruebas de antagonismo in
vitro. Esto podria deberse al mecanismo de accion utilizado por estas bacterias para el control del
hongo fitopatogeno, podria ser que sea preponderante la induccidon de resistencia que causa al

interaccionar con la planta, lo cual no se refleja en las pruebas in vitro.
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Los resultados del presente estudio son de gran relevancia en el manejo de antracnosis
postcosecha en papaya mediante microorganismos antagonistas; al parecer la estrategia adecuada
seria hacer uso de mezclas de estas bacterias para ampliar el espectro del control biologico de la

antracnosis en papaya.

Se han encontrado diferencias genéticas entre aislados bacterianos del genero Bacillus, incluso
entre la misma especie, asi como también diferentes niveles de actividad biocontroladora, de tal
manera que las interacciones y el reconocimiento entre las bacterias benéficas y el fitopatogeno
podrian tener cierta especificidad como lo han mostrado las interacciones bacteria-fitopatdgeno-
planta. Esto no es tan sorprendente ya que la interaccion especifica entre ciertos agentes de
control bioldgico y algunos cultivos comerciales ya ha sido previamente demostrada (Jesper,
2008). Es importante sefialar que los resultados obtenidos en el presente estudio pueden deberse a
efectos de interaccion bacteria-patogeno, donde la especie de ambos determina el grado de

biocontrol.

Habria que destacar que la mayoria de los biocontroladores se que se comercializan son para
precosecha y lo que se busca con este trabajo es mejorar el manejo postcosecha y reducir el uso
de fungicidas quimicos en esta etapa. Para ello deben realizarse estudios con las bacterias con
potencial biocontrolador en ensayos postcosecha, para evaluar su efectividad y proponerlas par el
desarrollo de productos alternativos, esto permitird establecer mejores bases para un control

biologico mas efectivo, pretendiendo reducir el uso de plaguicidas.

También es importante profundizar en estudios futuros sobre la patogenicidad de los aislados de
Colletotrichum; si existe patogenicidad diferencial entre ambas especies, si C. capsici es un
patdégeno secundario o si el mismo puede causar lesiones iniciales o si pudiese darse un efecto
sinérgico de ambas especies para incrementar su patogenicidad, también seria interesante hacer
estudios de pruebas de confrontacion in vivo y evaluar su efecto en la vida de anaquel en frutos

de papaya.
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7. CONCLUSIONES

La identificacion de los aislados flingicos por RFLP reveld la diversidad genética de
Colletotrichum presente en frutos de papayo, la cual se relaciond con la variabilidad morfologica

microscopica y macroscopica.

Se identificaron tres especies de Colletotrichum: C. capsici, C. gloeosporioides y C. sp. aislados

de Tecoman Estado de Colima.

Los aislados con mayor actividad antagonista in vitro fueron B. subtilis y B. amyloliquefaciens

contra todos los aislados fungicos de Colletotrichum.
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9. APENDICE

APENDICE I

Preparacion de agar dextrosa papa (PDA)
Extracto de papa (preparada a partir de 200g de papa por litro)
Dextrosa 10g
Agar bacteriologico 18g

Esterilizar a 121°C a 151Ib por 15 minutos en autoclave

APENDICE II

Extraccion de DNA genomico de hongo (Dellaporta et al., 1983)
Para la extraccion de DNA de Colletotrichum se utilizo el método Dellaporta modificado

(Dellaporta S.L., Wood J., and Hicks J.B. 1983. A plant DNA minipreparation: Version I1. Plant
Mol Biol Rep 1: 19-21).

01. Se colect6 aproximadamente 100mg de tejido

02. Se procedié a molerlo en presencia de nitrogeno liquido para colectarlo en tubos eppendorf

03. Se adicion6 600uL de buffer Dellaporta (100mM Tris-HCI pH 8.0, 50mM EDTA, 500mM
NacCl, 10Mm beta-mercaptoetanol (10uL para 10 mililitros) 1.3% SDS)

04. Se calento6 la muestra a 65°C durante 10 minutos

05. Se agrego6 Sul. de RNAasa y se agit6 en el vortex por Sminutos

06. Se adicion6 600uL de acetato de potasio SM para colocarlo en hielo por 30 minutos mas.
07. Se centrifugd a 12 000 g y se separo el sobrenadante en un tubo eppendorf esterilizado.

08. Se Agreg6 500uL de cloroformo para separar el sobrenadante
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09. Se adicion6 600puL de etanol absoluto, se mezcld y se incub6 a -20°C por 10 minutos.
10. Se centrifug6 a 12 000 g

11. El sobrenadante se tird y se seco un poco

12. La pastilla obtenida se lavo con 200uL etanol al 70%

13. Se centrifugo6 por 5 minutos a 14000 rpm

14. Se tird el sobrenadante cuidando la pasilla

15. Se sec6 a temperatura ambiente 65°C

16. Se resuspendio en 20uL de agua ultrapura esterilizada.

APENDICE III

En el siguiente apartado se muestran las fotografias de las electroforesis analiticas de digestiones
enzimaticas generadas de RFLP de todos hongos aislados e identificados.

600 pb —s

300 pb —s>
200pb s

100pbh —s

Figura A. Productos de la digestién, utilizando la enzima de restricciéon Alu I mediante RFLP para los aislados

fungicos 1-12 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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M 13 14 15 16 17 18 19 20 21,22 23 24 M

600 ph —

300 pb —>

100 pb —s

Figura B. Productos de la digestion, utilizando la enzima de restriccion Alu I mediante RFLP para los aislados

fungicos 13-24 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M

LT

600 pb —s

200ph —>
100 pb —s

Figura C. Productos de la digestion, utilizando la enzima de restriccién Alu I mediante RFLP para los aislados

fangicos 25-36 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 M

600 pb

300pb
200 pb

RN

100 pb

Figura D. Productos de la digestion, utilizando la enzima de restricciéon Alu I mediante RFLP para los aislados

fungicos 37-48 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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M 49 50 51 32 53

i
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300pb —»

100pb —»

Figura E. Productos de la digestion, utilizando la enzima de restriccion Alu I mediante RFLP para los aislados

fungicos 49-53 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M  Haelll Hpall Hinfl Haelll Hpall Hinfl M

100 pb —>

Figura F. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion Hae III, Hpa II e Hinf I mediante RFLP

para los aislados flingicos 1 y 2 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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MIIIII IIIIT IDIII IIIITI IIIIT IIIII M

200ph —»
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Figura G. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién I1I= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados flingicos 3-5 y 8-11 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M IIIIT ITIIT IITIITTI ITITIT M

- el

<— 600pb

200pb —>

100 pb —

Figura H. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion III= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados fangicos 6-7, 9 y 16 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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2 14 15 7 18

Figura I. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién ITI= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados fiingicos 12-15 y 17-18 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M  HaeIll Hpall Hinfl Haelll Hpall Hinfl M

100pb —

Figura J. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién Hae III, Hpa I e Hinf I mediante RFLP

para los aislados fiingicos 15 y 17 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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200 pb

100 pb

Figura K. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién ITI= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados fiingicos 21-26 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

MIINIOI IIITI IIITI TIIIIT IINIII

<«—_600pb

200 pb —>

100 pb — «—100pb

Figura L. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién I1I= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I
mediante RFLP para los aislados fangicos 26, 27, 29, 34, 48 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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M  HaeT Hpall Hinf1 Hae X Hpall HinfT M

200 pb —>

100 pb —>

Figura M. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion Hae III, Hpa II e Hinf I mediante

RFLP para los aislados fungicos 30 y 31 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M III IT'I III IT I III I1 1 Il I 1 IILII I nmiII ™M

-4 -

«—600pb

Figura N. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion III= Hae III, II= Hpa II e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados fiingicos 35-37, 40-42 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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MIOIIII IIIOI IIININI IIDNIOI HNIINI IIIII M
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Figura O. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccién ITI= Hae III, II= Hpa Il e I= Hinf I
mediante RFLP para los aislados flingicos 32-33, 35, 38-40 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

MINOI IIOI IIor moil moI ImMoOI1I M

«—600pb

200 pb
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Figura P. Productos de la digestién, utilizando enzimas de restriccion ITI= Hae III, II= Hpa II e I= Hinf I

mediante RFLP para los aislados fiingicos 43-47, 49 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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M Haelll Hpall Hinfl Haelll Hpall Hig/1 M

200pb —>

100pb —s

Figura Q. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion Hae III, Hpa II e Hinf I mediante RFLP

para los aislados fiingicos 50 y 51 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.

M HaeXll Hpall Hinf1  Haelll Hpall HinfgT M
-“ L]

«—600pb

200 pb

100 pb

Figura R. Productos de la digestion, utilizando enzimas de restriccion Hae III, Hpa II e Hinf I mediante RFLP

para los aislados fiingicos 52 y 53 en agarosa al 3%. Marcador de 100 pb.
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