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RESUMEN

La mala calidad y la deficiente comercializacion de la manzana (Malus
domestica Borkh) producida en la Sierra de Querétaro, México, se debe en parte al
almacenamiento indebido del producto durante el cual ocurren perdidas,
principalmente provocados por Penicillium expansum Link, causante de la pudricién
azul. Una alternativa para el control de este patdgeno es el uso de levaduras
aisladas de frutos, las cuales tienen la capacidad de desarrollarse a bajas
temperaturas por un largo periodo de tiempo. Es probable que levaduras originarias
de frutos sanos almacenados durante tiempo prolongado tengan un mayor
potencial antagonico.Para evaluar el poder antagonico de cepas de levaduras
aisladas de manzanas almacenadas se inocularon frutos y a la vez se llevaron a
cabo estudios in vitro con una concentracién conocida de levadura (10" UFC-mL-1),
en presencia de una suspension de esporas (10* esp-mL-1) de Penicillium
expansum Link. Se obtuvieron 20 levaduras sobresalientes como posibles
antagonistas. En los experimentos in vitro se observo una correlacion significativa (r
= 0.8582) con relacién a los resultados in vivo cuando se utiliz6 medio preparado a
base de infusibn de manzana a diferencia de lo ocurrido con el medio preparado a
base de jugo de manzana, en los ensayos in vitro se seleccionaron siete cepas que
mantuvieron comportamiento similar en ensayos en futo tanto como in vitro. Se
concluye que es factible obtener levaduras seleccionadas antagonistas en
manzanas sanas en almacenamiento prolongado, y que existen ciertos medios
sintéticos que permiten evaluar el comportamiento de levaduras antagénicas con
resultados comparables a los que se logran en manzanas almacenadas.



1. ANTECEDENTES

1.1. Antecedentes del manzano

Entre los frutales de clima templado, el manzano (Malus domestica Borkh) ocupa
en México el ler lugar en superficie con 59 826 ha (SAGARPA, 2006), aportando
cerca de 1% de la produccion mundial. Este se cultiva en 23 estados de la
republica destacando Chihuahua y Coahuila, con casi 70% de la produccion
nacional. En las zonas altas del centro del pais, este frutal puede prosperar bajo
temporal o secano. Las manzanas de estas regiones se consideran de calidad baja
con base en la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-061-SCFI-2003, ademas de
madurar cuando el mercado nacional se encuentra saturado; por ello, los

productores de la regidn obtienen bajos ingresos por la venta del producto.

Una alternativa es el uso de métodos eficientes de conservacion del
producto en poscosecha en frio convencional, lo que nos permitiria encontrar
ventanas de comercializacion en las épocas en que no haya manzana disponible
en el mercado en fresco. Sin embargo, durante el almacenamiento de la fruta, se
presentan pérdidas que se estiman en mas de 25 % debidas a dafios producidos
por hongos, principalmente Penicillium expansum Link, causante de la pudricion
azul. Este patogeno infecta al fruto a través de heridas causadas durante la
cosecha y el empaque, los frutos atacados presentan zonas de lesion que se
reducen a una masa blanda, himeda, acuosa y de color marron, manifestando un

olor a humedad (Sanchez y col., 2008).

El principal método utilizado para controlar ésta y otras pudriciones es el uso
de fungicidas de sintesis quimica, alternativa no del todo aceptada, debido a los
dafos al medio ambiente, los riesgos en la salud humana y a la formacion de cepas

resistentes al fungicida. Por ello, el control bioldégico constituye una alternativa
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eficaz ya que utiliza microorganismos antagdénicos no patégenos para el ser
humano y que pueden ser mas persistentes durante el almacenamiento que los
productos quimicos. Un gran numero de bacterias y levaduras han sido aisladas,
evaluadas, seleccionadas y utilizadas en el extranjero como agentes antagonistas
de diferentes patdégenos de interés en manzana, fundamentalmente levaduras que
tienen la capacidad de desarrollar a temperaturas bajas y por tiempos prolongados.
Sin embargo, el éxito de estos productos sigue siendo limitado, y sélo unos pocos
microorganismos estan comercialmente disponibles para controlar el deterioro
poscosecha de fruta. En México se han realizado algunos estudios preliminares
tendientes a la obtencién de agentes de biocontrol.

La seleccién de las nuevas levaduras se basa en pruebas in vivo que
consisten en inocular al patégeno en presencia del antagonista en frutos que se
almacenan a temperatura ambiente, para posteriormente evaluar la incidencia y la
severidad del dafio producido por el patdgeno. Otra posibilidad es la de realizar
ensayos in vitro que consisten en inocular tanto a la levadura como al patégeno en
medios sintéticos basados en APD. Las pruebas in vitro tienen la ventaja de ser
rapidas y de bajo costo, sin embargo, no se ha observado una buena correlacion
entre los resultados obtenidos in vitro e in vivo, lo que probablemente se debe a la
naturaleza del medio nutritivo utilizado, el cual difiere del de la manzana, por lo cual
se piensa que un medio basado en jugo de manzana, permitiria obtener resultados

similares a los de los ensayos in vivo (Aular, 2008).

Por otro lado, se piensa que nuevas cepas antagonicas pueden ser
recuperadas con mayor frecuencia a partir de manzanas sanas almacenadas
durante largo tiempo, ya que es probable que el hecho de que se mantengan sin
dafos aparentes por patdogenos se deba a la proteccion que las levaduras nativas

estén procurando al fruto.



1.1.1. Origen

El manzano es de los frutos de clima templado mas importante junto con la
pera, durazno, ciruela, albaricoque, cereza, fresa, frambuesa y moras. La manzana
se encuentra clasificada en la subfamilia Pomoideae, que incluye a las llamadas
frutas de pepita. ElI ancestro principal de la manzana es ahora considerado como
Malus sieversii, que es salvaje de las montafias de Tien en el limite entre el oeste
de China y la antigua Unién Soviética. Esta especie es muy diversa y cuenta con
una gran gama de arboles silvestres que cuentan con gran variedad de formas,
colores y sabores, se encuentran en Kazajstan y otros paises independientes de
Asia Central formada a partir de la desintegracién de la Union Soviética (URSS).
Esta es el area de mayor diversidad y el centro de origen. Los recientes viajes de
recoleccion en Asia central han comprobado que el ancestro sieverii es muy diversa
y tiene todas las cualidades presentes en M. domestica, se dice que esta surgié de
la cruza natural de las variedades sieverii. Las especies que han contribuido a la
composicion genética de la manzana se incluyen M. orientalis, en donde se
encuentra la fruta amarga, M. sylvestris, el género europeo, astringente y frutos de
pequefio tamafio, los nativos de un area que se extiende desde Gran Bretafia a
través de Europa y el norte de Turquia, y un niamero de especies procedentes del
este de Asia, incluyendo a M. baccata, las especies de Siberia resistentes, pero
pequefias, M. mandshurica y M. prunifolia, la especie mas grande de China (Agusti,
2004).

El cultivo de la manzana parece haber sido practicado por los griegos y
romanos, resultado de sus viajes e invasiones, que ha sido transmitida por ellos a
lo largo Europa y Asia. Los cultivares fueron seleccionados y propagados en
épocas muy tempranas por lo menos 2000 afos atras. A finales del siglo Xilll,
muchos cultivares con nombre eran conocidos, hasta la segunda mitad del siglo XX

la mayoria de variedades de manzana del mundo eran seleccionadas al azar por



los productores. Mas de 10000 variedades estan documentadas, sin embargo, solo

unas pocas docenas se cultivan a escala comercial en todo el mundo.

En 1983, los mejores cultivares conocidos en el mundo fueron derivados en
Ameérica del Norte: 'Golden Delicious', 'Red Delicious’, 'Cox Orange Pippin’,
'‘Jonathan', de Estados Unidos, ‘Reineta’ y 'Mcintosh' de Canada. La propagacion
de las manzanas en los Estados Unidos fue principalmente utilizando semillas
obtenidas de las fabricas de sidra, literalmente, decenas de millones de plantas que
se cultivaron fueron evaluadas por los productores de la fruta. La evaluacion de
estas plantas fue el mayor logro de la pomologia en Estados Unidos durante los
siglos XIX y XX. ElI género 'Delicious’ sigue dominando la produccion

estadounidense y domina alrededor del mundo regiones como Europa y América.

Sin embargo, en los Ultimos 25 afios, las especies procedentes de la
hibridacién controlada comenzaron a encontrar un lugar en el mundo de la
produccion de manzanas. De esta forma se ha ido introduciendo el manzano a lo
largo de mundo, en donde en la actualidad se cuenta con una gran cantidad de

variedades capaces de introducirse en cualquier region.

El manzano es caracterizado por su fruta que consiste de dos a cinco
carpelos encerrados en una cubierta carnosa. En el género Malus se encuentran
de 25 a 30 especies y varias subespecies de los llamados manzanas silvestres,
muchas de las cuales se cultivan como ornamentales por su floracion abundante y

frutos atractivos (Agusti, 2004).

Los frutales de climas templados (caducifolios), como el manzano, son
originarios de zonas que se caracterizan por presentar muy bajas temperaturas en
el invierno y altas temperaturas en el verano, estas caracteristicas de clima
producen una respuesta fisiolégica en los arboles que finalmente se manifiesta en
la cantidad y calidad de frutos (Cruz, 2008). Sin embargo, en zonas subtropicales y
tropicales, los periodos estacionales no son tan marcados y las condiciones

climaticas varian de acuerdo con las regiones ecoldgicas que pueden estar
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influenciados por las vertientes que forman las montafias, la altitud, la nubosidad,
las masas de agua, etc. Para estas condiciones climatoldgicas, la altitud tiene una
gran relacion con la temperatura y, considerando la fisiologia del arbol de manzano,
la acumulacion de horas frio y las condiciones externas favorables son un requisito
indispensable para la brotacion. Los requerimientos de horas frio son propios de
cada especie y variedad en particular, existen variedades de alto requerimiento de
frio y otras de poca exigencia, que se comportan bien y brotan normalmente
(Calderén, 1987).

El manzano es una de las especies mas ampliamente distribuidas, tan solo
en el estado de Querétaro se encuentra en las sierras frias y humedas de Pinal de
Amoles, San Joaquin, Huimilpan y Amealco, se observan arboles muy antiguos y
vigorosos, confirmando su adaptacion a las condiciones de clima y suelo de la

region.

Las primeras variedades introducidas se establecieron hace mas de 200
afios, y se propagaron por hijuelos o por semilla, lo que ha resultado en nuevos

tipos que difieren en adaptacion, tipo de fruta y época de cosecha.

Introducciones mas recientes durante el siglo pasado incluyen antiguas
variedades Europeas y de Estados Unidos. Todas ellas con alto requerimientos de
frio (superiores a 800 horas de frio durante el reposo invernal), lo que resulto en
mala adaptacion que se expresa como menor rendimiento y produccién inestable.
Los intentos por reducir estos problemas a través de inductores de brotacion han
sido positivos pero elevan los costos y pocos productores los conocen. Una
solucion para elimina dicho problema ha sido la introduccién de nuevas variedades
con mejor rendimiento, mayor calidad de fruto y con mayor posibilidad de
adaptacion a las regiones. En la actualidad el estado de Querétaro cuenta con una
amplia gama de opciones en lo que respecta a variedades, especialmente aquellas
gue poseen menores requerimientos de frio, maduracion mas rapida, de junio y

julio, y mayor calidad de fruta (Montes y col., 2010).



En el estado de Querétaro se tiene que un gran niumero de manzanos que
se encuentran bajo condiciones de temporal, en altitudes de 2200 a 2600 msnm,
con precipitaciones mayores a 800 mm por afio y en donde se acumulan alrededor
de 600 horas frio durante el invierno de cada afio. Estas condiciones son propicias

para el cultivo del manzano.

Las principales variedades que se cultivan en esta regién son “Golden
Delicius”, “Red Delicius” y “Rayada”, las cuales poseen buenos atributos de calidad
pero presentan serias limitaciones en la comercializacion, debido a dafios por
granizo, rofia (Venturia inaequalis), mosca de la manzana (Rhagoletis pomonella),

heladas durante la floracién o por maduracion tardia.

Los precios de venta a partir del mes de agosto se reducen
significativamente, cuando se tiene la cosecha en Chihuahua, Coahuila y Durango,
teniendo solo la ventana de comercializacién de los frutos que maduran antes del
31 de julio (Montes y col., 2010). Dichas caracteristicas representan una gran
oportunidad para el establecimiento de nuevos huertos, en donde en primer lugar
debe analizarse el tipo de suelo, fertilidad, topografia, clima, ubicacion,
requerimientos nutricionales de la variedad, forma de manejo futura, sistema de

plantacién y manejo de la misma entre otros factores.

1.1.2. Importancia Mundial y Nacional

En la actualidad a nivel mundial se producen aproximadamente 60 millones
de toneladas de manzana al afio en una superficie de 5.6 millones de hectareas,
siendo China el principal productor con mas de 20 millones de toneladas, seguido
de Estados Unidos de América (EE.UU.) con 5.0 millones. Estos paises aportan
45 % de la produccion mundial, mientras que México aporta 460,000 ton al afo
(SAGARPA, 2005).



El manzano es la especie mas cultivada a escala mundial. Asia es el
continente de mayor produccién, el Continente Europeo es la segunda area
geografica en importancia seguida de América del Norte donde destaca EE.UU.
como segundo productor del mundo; por dltimo se encuentra América del sur,
Africa y Oceania, en la Cuadro 1 se muestran los principales paises productores de

manzana, entre los cuales México ocupa el 22° lugar.

Cuadro 1. Principales paises productores de manzana, produccion en 2001.

Pais Produccién (ton)
1.- China 21,559,000
2.- Estados Unidos 4,336,520
3.- Alemania 2,500,000
4 .- ltalia 2,255,001
5.- Polonia 2,223,546
22.- México 457,889

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO 2001).

El Cuadro 2 nos muestra la produccién nacional de manzana del afio 2000 al
2009 con una produccién promedio de 509,285.53 toneladas y un promedio en el
rendimiento de 8.54 toneladas por hectarea en ese periodo. Cabe mencionar que a
partir del afio 2001 el rendimiento fue aumentando considerable mente, ya que en
2000 el rendimiento registrado fue de 3.18 y para el 2009 fue de 9.85 toneladas por
hectarea.

En México se tienen reportados 23 estados que producen manzana en
mayor o menor escala, de los cuales 21 presentan informacion completa, aunque
no todos tienen sus reportes actualizados, se tienen registros de una superficie
plantada a nivel nacional de 59,571 ha de las cuales se han cosechado 56,054 ha,
con un total de 558,165 toneladas, lo cual genera un rendimiento promedio de
9.958 ton/ha (Cuadro 3) hasta el 31 de octubre de 2009 (SIAP, 2009).



Cuadro 2. Produccion de manzana y rendimiento unitario por afos.

Ao Produccién (Ton) Rendimiento Ton/ha
2000 337,974.44 3.18
2001 442,678.72 7.26
2002 479,612.96 7.88
2003 495,216.81 9.07
2004 572,905.70 9.7
2005 583,992.44 9.81
2006 601,915.50 10.42
2007 505,077.86 9.01
2008 511,988.30 9.26
2009 561,492.54 9.85

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP).

El mercado de la manzana en México ha tomado altos niveles de
competitividad, debido a que la apertura del comercio internacional permite el
acceso de fruta de los grandes productores del mundo, a nuestro pais llegan
manzanas principalmente de Washington y Chile, paises que ofertan el producto
fruticola con precios muy atractivos para los comerciantes, lo cual genera un nivel

de competencia “desleal” con los productores locales.

La contribucién de las cadenas de frutales caducifolios perecederos, como lo
es la manzana, es de gran importancia en la industria alimentaria, tanto en su
consumo fresco como en la elaboracion de productos derivados. La demanda de
manzana en Meéxico es del 91.3 % como consumo en fresco, el 8.5% para

productos industriales (jugos concentrados y sidras) y el 0.1 % para exportaciones.




Cuadro 3. Situacion actual de la produccion nacional de manzano en México por
estados al 31 de octubre de 2009 (SIAP).

Superficie (ha) Produccion Rendimiento
Estado Sembrada | Cosechada (ton) (ton /ha)
Baja California 16 2 3 1,350
Coahuila 7,018 6,965 56,027 8,044
Chiapas 1,270 1,250 3,314 2,650
Chihuahua 24,843 22,510 367,471 16,325
Distrito Federal 63 55 367 6,627
Durango 10,378 10,320 62,330 6,040
Guanajuato 26 26 42 1,615
Guerrero 36 28 160 5,714
Hidalgo 1,025 882 3,060 3,470
Jalisco 52 40 140 3,538
Edo. México 187 91 585 6,415
Michoacan 170 117 839 7,171
Morelos 6 6 24 4,000
Nuevo Leon 1,955 1,877 5,384 2,868
Oaxaca 634 511 1,581 3,093
Puebla 8,684 8,530 36,611 4,292
Querétaro 751 751 1,246 1,659
San Luis Potosi 21 20 150 7,500
Tlaxcala 42 3 24 8,000
Veracruz 872 872 10,233 11,735
Zacatecas 1,301 1,197 8,573 7,165

Fuente: SIAP. 2009.



1.2. Botéanica

1.2.1. Taxonomia

Se entiende por manzana al fruto perteneciente a la familia Rosaceae,
subfamilia Pomaideae, género y especie Malus pumila Mill y Malus domestica
Borkh de forma, tamafo, color y sabor caracteristicos de acuerdo con la variedad
(NMX-FF-061-SCFI-2003).

1.2.2. Morfologia

El manzano es un arbol caducifolio de gran vigor, que alcanza los 10-12 m
de altura, con un tronco y ramas principales de color grisaceo de corteza
agrietada con lenticelas, y una copa redondeada y de ramificacion abierta, con
tendencia a la horizontalidad. Hojas simples, ovales, de bordes acerrados, de
color verde oscuro en el as y con el envés de color verde blanquecino vy
pubescente. Las flores de las variedades de manzana varian en tamafio y forma de
pétalos, y en color del blanco al rosa intenso, la flor tipica se compone de 5 pétalos,
un céliz de cinco sépalos, 20 estambres y el pistilo que se divide en cinco estilos. El
ovario tiene cinco carpelos, cada uno por lo general contiene dos o6vulos, el

contenido de semillas maxima es de 10, pero algunas variedades tienen mas.

El fruto es un pomo de color variable (rojo, amarillo, verde,...) y forma entre
esférica achatada y troncoconica; de pulpa blanca, jugosa, aroméatica y de sabor
agradable. Semillas pequefas, de cubiertas marrén oscuro y brillante (Agusti,
2004).

1.2.3. Fisiologia

Como en otras especies frutales la descripcion de los estadios fenologicos

de las Pomoideas ha atendido a descripciones morfologicas y anatdOmicas con
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aspectos puntuales de acuerdo con las areas de cultivo y especies concretas. La
floracion, varia dependiendo de la especie y variedad que se trate, asi como de la

localidad donde se encuentre.

Figura 1. Estadios de desarrollo de los frutos de pepita (Agusti, 2004)

En la Figura 1 se muestran los estadios fenologicos de la manzana en donde
primeramente se aprecia el letargo como estadio principal cero, las yemas foliares y
florales se encuentran cerradas y cubiertas de escamas marron oscuro. Después
empieza el hinchado de las yemas foliares y con ello el comienzo de la apertura de
las yemas y la aparicion de apices foliares verdes. El estadio principal uno se tiene
desarrollo de las hojas, se despliegan las primeras hojas hasta alcanzar su estado
varietal final. Estadio principal tres, crecimiento longitudinal de los brotes
terminales donde empieza a crecer hasta alcanzar un 90 % de la longitud varietal
final. Estadio principal cinco, aparicion del rgano floral, las yemas se hinchan con

manchas ligeramente coloreadas, se tiene apertura de yemas con puntas verdes de
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las hojas que aun encierran las flores y termina cuando la mayoria de las flores
con pétalos forman una bola hueca. Estadio principal seis, floracién, se abren las
primeras flores llegando a una plena floracion con un 50% de flores abiertas,
terminado con marchitamiento y caida de pétalos. Estadio principal siete, formacion
del fruto, cuajado y caida de frutos, crecimiento que alcanza alrededor del 70 % del
tamafo varietal final. Estadio principal ocho, maduracion del fruto, empieza a
aparecer el color propio de la variedad aumentando la intensidad de color,
alcanzando madurez de recoleccién con aroma y firmeza tipicos de la variedad.
Estadio principal nueve, senescencia y comienzo del reposo vegetativo, los brotes
han completado su desarrollo, las hojas comienzan a decolorarse y caer para

empezar el letargo invernal (Agusti, 2004).

1.3. Manejo del cultivo

1.3.1. Establecimiento y plantacién

Es fundamental establecer la plantacion en un lugar apropiado. Para ello
deben considerarse factores como el clima, la topografia, profundidad y fertilidad
del suelo o cultivos anteriores en la misma parcela, entre otros factores. Se
preferiran suelos profundos (mas de 60 cm) francos, fértiles y con buen drenaje. En
localizaciones bien ventiladas, pero protegidas de vientos fuertes, sin pendientes

pronunciadas, en el caso contrario se establece el uso de terrazas individuales.

Se recomienda un analisis de la fertilidad, tanto del suelo como del subsuelo,
gue nos permitira determinar las cantidades fertilizantes y mejoradores de suelo
gue deben ser incorporados al terreno antes del establecimiento del huerto.

El cultivo del manzano requiere un manejo adecuado, se recomienda para el
estado una densidad minima de 1000 plantas/ha pero existen varios sistemas y

distanciamientos de plantaciones como pueden ser:
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Baja densidad (150 a 399 arboles/ ha.)
Mediana densidad (400 — 999 arboles/ ha.)
Alta densidad (1000 — 2500 arboles/ ha.)
Ultra Densas (> 2500 arboles/ ha.)

P w0 NP

Estos especies pueden plantarse a5 x5 m o0 6 x 5 m al tresbolillo en sistema
tradicional, para sistemas de espaldera se recomienda 2 m entre plantas y 3 m
entre fila. En sistemas semiintensivos y conduccién en lider central pueden
plantarse a 3 m entre plantas y 4 m entre filas. Para estos sistemas, en manzana
debe emplearse porta injertos enanizantes. El ahoyado puede ser de 50 x 50 x 50
cm, previo a la colocacion de la planta es conveniente adicionar materia organica

descompuesta (Vasquez, 2004).

1.3.2. Propagacion y porta injerto

Es poco comun el establecimiento de semilleros o vivero para la obtencion
de planta. En términos generales se puede decir que en manzano la obtencién de
plantulas es en forma vegetativa. Para esto se extraen los hijuelos nacidos al pie de
la planta los cuales han alcanzado una altura aproximada de 75 a 100 cm por 2 a 3
cm de didmetro, la que se alcanza al afio de edad y vareta de ramas de ciclo
anterior la cual se selecciona y se corta para después ser injertada.

El porta injerto es una parte fundamental para la propagaciéon vy
establecimiento del cultivo de manzana, para determinar la variedad y porta injerto
depende mucho la ubicacion, sistema de conduccion, riegos, nutricion, manejo e
incluso determina el sitio para establecimiento del huerto. Recomendar un porta
injerto en especial para los numerosos cultivares, mutantes y selecciones que se
tienen seria erroneo, por lo tanto, podemos mencionar que dependiendo de las
caracteristicas de nuestro suelo, las condiciones agroclimaticas de nuestra region e

incluso las demandas del mercado, utilizaremos un porta injerto en particular.
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Existen en el mercado una amplia gama de materiales comerciales con
caracteristicas fenoldgicas bien determinadas y con diferentes tipos de resistencia
a plagas y enfermedades, de ahi que nuestras necesidades se veran cubiertas con
solo una pequefia busqueda del material adecuado para nuestro huerto. La época
de trasplante del porta injerto, depende de la especie a explotar y de la zona. En

manzana son los meses de diciembre a febrero.

1.3.3. Poda

Con el establecimiento de manzano se emplea tres tipos de formacién a) el
vaso, para manzanos de gran desarrollo y muy productivos, en los que se precisa
de una estructura sdlida en el esqueleto del arbol; b) el eje central y/o huso para
variedades/patrones de vigor reducido, en las que la mayoria de las operaciones
pueden realizarse desde el suelo, injertadas sobre los patrones débiles, como el
M-9; y c) la palmeta, indicada en variedades estandar injertadas sobre patrones de

vigor medio. En las plantaciones sidreras se utilizan formacién en eje central.

Los frutos de mejor calidad se producen sobre brindillas coronadas y
lamburdas sobre de dos afos. El equilibrio entre éstas es, por tanto, necesario y la
poda de fructificacion debe favorecer la formacion de este tipo de estructuras y
limitar el numero de brotes florares. Esta poda debe efectuarse dispuestas,
competidoras, etc. Asimismo, deben reducirse las mas viejas con el fin de
regenerarlas. La poda en verde se utiliza para frenar el desarrollo de algunos brotes
y favorecer el de otros con el fin de lograr una formacién mas rapida y equilibrada

con la estructura del arbol (Agusti, 2004).

1.3.4. Aclareo

El aclareo o eliminacion selectiva de frutos para favorecer el desarrollo de los

gue persisten, es practica habitual en algunas variedades de manzano. Esta
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practica se lleva acabo manual o quimicamente. En el primer caso se realiza
cuando la seleccién del fruto puede hacerse sin dificultad y, en general cuando éste
inicia su fase de expansion celular. En el segundo caso se utilizan reguladores del
desarrollo y se efectia en la época en que el fruto es mas sensible a la absorcion.
La polinizacién del manzano es entomdfila, siendo las abejas los principales
agentes (Agusti, 2004).

1.3.5. Riego

Los manzanos utilizan gran cantidad de agua, de modo que un arbol adulto
necesita entre 200 y 300 L/afio y kg de fruta, siendo julio el mes de méaximo
consumo (Agusti, 2004). El 72.2% de la produccién nacional tiene sistemas de
riego (bombeo de pozo), mientras que el 20.8% es fruticultura de temporal o sin

infraestructura de riego.

1.3.6. Fertilizacion

Esta actividad debe ir acompafiada de estudios fisicos y quimicos de los
suelos. Como regla general el manzano requiere de 30 a 60 gramos de nitrdgeno
puro al afio, dependiendo de la edad. Lo anterior implicaria aplicar de 90 a 180 g de
urea, en suelos con pH normal (6.0 a 6.5) o bien de 150 a 300 g de sulfato de

amonio en suelos ligeramente alcalinos (pH arriba de 7.0).

La recomendacion general para la fertilizacion de huertos es de aplicar el
completo alrededor de 30 a 40 dias después de la caida de los pétalos si existe
humedad suficiente, si no, al inicio de las lluvias. La Urea se aplica en suelos con
pH normal indicado anteriormente y el sulfato de amonio en suelos con pH

ligeramente alcalinos. Tanto uno como el otro producto debe dividirse su dosis de
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aplicacion la primera en la etapa vegetativa y la segunda después de la cosecha
(Agusti, 2004).

1.3.7. Cosecha

En manzana el periodo normal de cosecha es en los meses de julio, agosto
y principios de septiembre. El periodo de cosecha estd determinado por la
variedad, region y ademas de las condiciones climéticas, como la cantidad y
distribucion de las lluvias, por ejemplo el exceso de lluvia y granizo en la etapa de
floracion afecta la fecha de cosecha.

La experiencia en el huerto y el mercado hacia donde se dirige el producto
también daran la pauta para tomar la decision de cuando cosechar. En manzanas
existen indicadores de madurez para decidir cuando cosechar. Los hay fisicos tales
como el color externo e interno de las frutas, el color de las semillas, la apertura del
caliz, la firmeza y el sabor. Dentro de los quimicos estan la cantidad de azucares de
la pulpa, el contenido de acidez, el almidon y el pH del Jugo.

Las manzanas deben haber completado su desarrollo fisiolégico y presentar
el color, sabor, textura y aroma caracteristicos de la variedad. En las variedades
rojas y bicoloreadas o parcialmente rojas, el contenido minimo de sélidos solubles
totales debe ser de 11 % y la firmeza de la pulpa o resistencia a la penetracion de
5,0 kg (11 Lbs.), como minimo; para las variedades amarillas, amarillas chapeadas
y verdes el contenido minimo de solidos solubles totales debe ser de 12 % y la
firmeza de la pulpa de 4,5 kg (10 Lbs.), como minimo (NMX-FF-061-SCFI-2003).

Para realizar la cosecha todo huerto debe contar con el equipo minimo,
siendo éste el siguiente: bolsas cosechadoras, escaleras de doble banda o para
mayor facilidad de una banda con tres patas, cajas de plastico o de madera y mesa
clasificadora de fruta. La cosecha manual auxiliada de escaleras y canastillas, es

comun que el cortador escale al frutal para facilitar esta practica, dado el tamafio
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gue alcanzan los arboles. Se mencionan casos extremos como el siguiente: cuando
el productor observa, que la fruta es muy pequefia, se encuentra dafiada por
granizo, identifican estos frutos como de baja calidad, y para su cosecha se hace
sacudir el arbol con el fin de que los frutos caigan al suelo para recolectar y
venderlo para la industria, adquiriendo un precio bajo. Normalmente los frutos

cortados, se depositan en canastas, cajas de madera o cestos de plastico.

Esta actividad es muy importante y debe realizarse con mucho cuidado,
evitando dafiar fisicamente los frutos y ademéas el operario debera tener la

precaucion de cortar el fruto con todo y peddnculo para mejor preservacion.

1.4. Almacenamiento

En los paises con clima templado, gran parte de la produccién de frutas y
hortalizas esta confinada a periodos de crecimiento relativamente cortos, por lo que
el almacenamiento de productos frescos es esencial para abastecer a la poblacién,
una vez pasada la época de cosecha. En los paises tropicales el periodo de
produccién puede extenderse, pero aun asi, el almacenamiento siempre es
necesario para prolongar el abastecimiento al consumidor. A medida que mejora el
poder de compra del consumidor, las razones del almacenamiento pueden dejar de
ser aquellas consideradas como tradicionales, para tratar en cambio de satisfacer
sus demandas. Es probable que sus demandas incluyan mejoras en la calidad y en
la disponibilidad, y a medida que la presion aumente, se exigiran mejorias en las
técnicas de almacenamiento. En la actualidad, la mayoria de los cultivos se
almacenan por periodos hasta de doce meses como parte de la cadena normal de
mercadeo y todo tipo de productos son a veces almacenados por unos cuantos

dias o semanas debido principalmente:

a. Porque no hay un comprador inmediato.
b. Porque no existe disponibilidad de transporte u otras facilidades esenciales.

c. Para prolongar el periodo de mercadeo e incrementar el volumen de ventas.
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d. Para esperar un alza en los precios.

Existen diferentes formas de almacenamiento, cuya eleccion dependera de
su costo y aplicabilidad. Sin embargo, antes de pensar en el almacenamiento de
productos frescos, existen otros factores que deben tomarse en consideracién. La
vida maxima de almacenamiento de un producto cosechado depende del historial
de su produccion, calidad y de la madurez en el momento de la cosecha. La vida
actual de almacenamiento que puede alcanzar en la practica, puede ser muy
diferente, ya que depende de los procedimientos de cosecha, manejo y del medio
ambiente del almacenamiento. Algunas caracteristicas de la estructura o
abastecimiento del mercado pueden crear condiciones negativas en virtud de las
cuales los productos almacenados van a competir en desventaja con productos
frescos recién cosechados. Englobando todas estas interacciones estan los

aspectos econémicos del almacenamiento.

Los productores estiman que durante el proceso de produccién ocurren
diferentes mermas del producto que puede alcanzar hasta el 5 % de la produccion
debido a inclemencias del tiempo como lo son vientos fuertes, lluvias excesivas que
tiran la fruta adan verde y plagas que aceleran la pudricién. Otras causas son al
momento de la cosecha con la fruta caida, pisada o maltratada en el corte y en el

transporte durante el envio a los centros de acopio o hacia los centros de mercado.

Las pérdidas en poscosecha varian entre productos, areas de produccion y
época del aflo. En EE.UU. las pérdidas de frutas y vegetales se han estimado entre
2 % al 23 %, mientras que en los paises en desarrollo se indican valores entre 1y
50 %. No es econOmicamente factible ni practico esperar que las pérdidas de
productos horticolas sean cero, se debe aceptar un valor razonable para cada
producto en cada area y es necesario evaluar la relacién costo beneficio de la

implementacion de determinada técnica de reduccion de perdida.
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En la seleccion de la calidad de frutos para determinar si es razonable el uso
de cadenas de almacenamiento se distinguen cuatro clases de fruta relacionadas

basicamente con el tamafio del fruto y la sanidad del mismo:

1) Primera; Consideran la més grande para el consumo en fresco, (siendo que las
cadenas comerciales no es esta la que prefieren) sin dafos exteriores y sin
defectos.

2) Segunda; Un diametro ecuatorial aproximadamente de 8 cm y un diametro polar
de 7 cm, sin defectos externos y sin enfermedades.

3) Tercera; Fruto que tiene un didmetro ecuatorial menor de 8 cm y un didmetro
polar menor de 7 cm, sin defectos externos y sin enfermedades.

4) Cuarta; ripio o desecho, no importa el tamafio tener defectos y se destina

exclusivamente a la industria.

1.5. Enfermedades de poscosecha

Toda disfuncién de un proceso vital que resulte en una anormalidad
estructural deletérea o en alteraciones fisiolégicas, con sintomas acompafiantes
mas o menos especificos, recibe el nombre de enfermedad, las anomalias y
alteraciones pueden afectar a la planta entera, a alguno de sus 6rganos, 0 a sus
productos, y los agentes que las producen reciben el nombre de patégenos (Agusti,
2004).

Durante el manejo en poscosecha de los frutos hay un conjunto de
actividades que deben ser realizadas en forma secuencial y progresiva. Cuando
estos van a ser destinados a mercados exigentes, como es el caso de los
mercados internacionales, se debe seguir la siguiente secuencia: cosecha,
recepcion, seleccion, tratamiento fitosanitario (opcional), lavado, secado, aplicacion
de cera y secado (opcional), clasificacion por tamafio, empacado, paletizacién,

preenfriado, almacenamiento y transporte. Sin embargo, para el mercado local, el
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cual es menos riguroso, algunas de las actividades, se obvian o se realizan en

forma deficiente, lo cual afecta la eficiencia del manejo y la calidad del producto.

Los principales problemas en el manejo de los frutos poscosecha son:
inadecuada aplicacion de los indicadores de cosecha, realizacion precaria de la
cosecha, seleccion y clasificacion inadecuada, uso de embalajes impropios,
ausencia de tratamientos fitosanitarios y fallas en la cadena de frio. Adicionalmente,
se puede indicar que la falta de informacion de mercado, normalizacion y la
escasez de recursos humanos capacitados en el area de postcosecha, son factores
gue inciden en las altas pérdidas que ocurren, durante la recoleccion, manipulacion,

preparacion, despacho y consumo de las frutas (Aular, 2008).

En poscosecha de frutas y vegetales se tiene una pérdida de niveles
significativo, se estima que alrededor del 20 a 25 % de las frutas y hortalizas
frescas son perdidos por agentes patdégenos durante el manejo, incluso en los
paises desarrollados (El-Ghaouth y col., 2002). En los paises en desarrollo, las
pérdidas de poscosecha son mas graves debido a un almacenamiento inadecuado
y las facilidades de transporte. Fungicidas sintéticos se utiliza principalmente para
controlar las enfermedades de postcosecha de frutas y verduras (EI-Ghaouth y col.,
2002). Sin embargo, la tendencia mundial parece estar cambiando hacia un menor
uso de fungicidas y por lo tanto, hay un fuerte deseo publico y cientifico a buscar
alternativas mas seguras y ecoldgicas para reducir la incidencia de patégenos en
los productos cosechados (Mari y col.,, 2006). Entre los diferentes enfoques
biologicos, el uso microorganismos antagonistas como levaduras, hongos vy

bacterias es bastante prometedor y ha ganando popularidad en los ultimos afios.

1.5.1. Penicillium expansum Link

Los hongos son fundamentalmente organismos terrestres aunque algunos son de
agua dulce o marinos. Muchos son patégenos e infectan plantas y animales. Los

hongos son organismos eucariotes, portadores de esporas con nutricién por
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absorcioén, carentes de clorofila, que se producen de forma asexual y sexual
(Lansing, 2000). El género Penicillium se coloca en la division Deutoromycota si
los conidioforos y conidios son los Unicos organulos reproductores presentes, en la
Figura 2 se muestran conidioforos y conidios del P. expansum, pero se ubican con

los ascomicetos cuando se forman cleistotecias con ascosporas (James, 2005).

Figura 2. Conidiéforos y conidios de P. expansum (Modino y col., 2009).

Penicillium expansum Link o Moho azul tiene la capacidad de enfermar todas
las variedades de manzana, provocando una sintomatologia de podredumbre
blanda, acuosa y en general de color marrén claro, en la Figura 3 se muestra la
sintomatologia. Si bien el color puede variar de una fruta a otra, se distingue a esta
enfermedad por la consistencia acuosa de la podredumbre. El tejido afectado se
separa facilmente del sano. En general comienza a desarrollarse a partir de una
herida sobre la que aparece el hongo, primero de color blanco, recubriéndose luego
de la esporulacion azul caracteristica que le da el nombre a la enfermedad. En el

campo hay muy poca presencia de este hongo.
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Figura 3. Manzana con moho azul.

El patégeno es incapaz de atravesar la cuticula de la fruta. La penetracion se
da a través de heridas o aberturas naturales. Sobre los frutos infectados se
producen numerosas esporas, en la Figura 4 se muestran los sintomas de un fruto
totalmente infectado en donde destaca la gran cantidad de esporas con el color
caracteristico de esta en enfermedad, las que diseminadas en la camara, pueden
producir infecciones secundarias o sobrevivir adheridas a las madera de los bins o
cajas, a los materiales de empaque o a las paredes de las caAmaras frigorificas, si
éstas no son adecuadamente desinfectadas (Mondino y col., 2009). Se manifiesta
como pequefios cojines de micelio productores de esporas y es capaz de
desarrollarse por debajo de los 0 °C, la superficie de las lesiones mas antiguas
puede estar cubierta por esporas de color verde azulado, que inicialmente son de
color blanco. Las esporas pueden llegar a sobrevivir durante largas temporadas
sobre los contenedores, especialmente si estos son de madera donde el hongo

puede crecer y reproducirse.

1.5.2. Métodos de control

El uso de fungicidas para el control es el principal pero es poco aceptado por
ello es muy importante llevar a cabo la practica adecuada de manejo para evitar la
produccion de heridas durante la cosecha y el empacado. El personal de cosecha
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debe ser muy cuidadoso con el manejo de la fruta, para evitar que la misma sufra
golpes o heridas. A su vez, la linea de empaque debe ser cuidadosamente revisada
para impedir todo tipo de dafios durante el proceso. Una alternativa es la utilizacion
de microorganismos antagonistas que ayuden a complementar el cuidado con los
métodos antes mencionados. En la Figura 5 se muestra la diferencia de frutos
sanos e infectados por Penicillium expansum Link en donde se puede destacar las
caracteristicas y la capacidad de dafio del hongo en las heridas efectuadas durante

el manejo del fruto.

Figura 4. Fruto de manzana con podredumbre blanda.

Figura 5. Frutos afectados por Penicillium expansum.
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1.6. Control biologico de enfermedades

El control biolégico, que se define como la manipulacion directa o indirecta
por parte del hombre de los agentes vivos que de forma natural tienen la capacidad
de control. Esta manipulacién provoca un incremento de su capacidad de inhibicién

de los patégenos en poscosecha (Nigam y Mukerji, 1988).

En los ultimos afios ha sido objeto de estudio con resultados favorables en el
control de algunas enfermedades en poscosecha, como es el caso de la levadura
Candida sake, la cual colonizé rapidamente la superficie de manzanas (Malus
sylvestris Mill), inhibiendo a P. expansum en 80 % después de 60 dias a 1 °C (Usall
y col., 2000). Zhang y col. (2005) encontraron que Cryptococcus laurentii tiene un
efecto variable contra B. cinerea en pera (Pirus comunis L.) en funcion del

momento de aplicacion del inoculo.

Un antagonista deseable debe ser genéticamente estable, efectivo a bajas
concentraciones, poco exigente en nutrimentos, adaptado a diferentes condiciones
del medio, efectivo para una amplia gama de microorganismos patégenos en
diversas frutas y hortalizas, facilmente -cultivable, manipulable, resistente a
fungicidas, compatible con los procesos comerciales, no dafino para el hospedero

y que no produzca sustancias nocivas para el humano (Spadaro y Lodovica, 2004).

Hay dos enfoques basicos para el uso de los antagonistas microbianos para
el control de las enfermedades de poscosecha de frutas y verduras:
(1) el uso de microorganismos que ya existen en la fruta o verdura, o (2) aquellos
gue pueden ser introducidos artificialmente en contra de los agentes patégenos de
poscosecha. Antagonistas microbianos naturales son los que estan presentes
naturalmente en la superficie de frutas y verduras, y después de su aislamiento de
antagonistas se utilizan para el control de enfermedades de postcosecha
(Janisiewicz, 1987). Wilson y colaboradores (1994) encontraron que lavados

obtenidos desde la superficie de citricos sembrados en medio de agar, sélo las
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bacterias y levaduras aparecié tiempo después de la dilucion de estos lavados,
varios hongos de pudricion aparecié en el agar, lo que sugiere que la levadura y
bacterias pueden suprimir la proliferacion de hongos. Por lo tanto, indica que
cuando las frutas y verduras se lavan, son mas susceptibles al deterioro que

aquellos, que no se lavan en absoluto.

Hay muchos factores implicados para la introduccion de un microorganismo
antagonista en el control eficaz de enfermedades de postcosecha. Diversos
estudios han indicado que el agente antagonista debe ser introducido al lugar de la
herida antes de la llegada del patégeno (EI-Ghaouth y col., 2002). Por ejemplo,
Trichoderma viride Pers.: Antagonista de los papas solo era efectivo en el control
de Lasiodiplodia theobromae (Patente) de frutas y Griffith Maubl en platano (Musa
spp), cuando se presentd cuatro horas antes de la inoculacién del patégeno, de lo
contrario no es efectivo en absoluto. Otro factor, que es igualmente importante para
la eficacia de un antagonista microbiano, es la presencia de humedad en los sitios
de la herida. Por ejemplo, la levadura Candida oleophila Montrocher fue eficaz en el
control de Botrytis cinerea en manzana sélo cuando se aplicé a las heridas frescas,
pero cuando la humedad es baja en la herida de frutos se convierte en un factor
limitante para el crecimiento de la levadura y por lo tanto para el control del

patogeno (Wilson y col., 1994).

Numerosos estudios han demostrado un gran potencial para el control
biolégico de enfermedades de poscosecha con microorganismos antagénicos
(Janisiewicz 1987; Wilson y col., 1994; Vifas y col., 1998). La fase posterior a la
cosecha de las frutas esta restringida por los parametros ambientales tales como la
temperatura, los gases atmosféricos y la humedad relativa, que puede ser alterado
para retrasar la senescencia y reducir la descomposicion. El potencial de un agente
de control biolégico dependera de su compatibilidad con estas practicas de
almacenamiento. Por otra parte, el ambiente controlado puede ayudar a cambiar el
equilibrio de las interacciones entre el huésped, el patdgeno y el antagonista a favor
del antagonista (Wilson y col.,, 1994). Algunos de los antagonistas han sido

probados a gran escala bajo condiciones comerciales (Usall y col., 2000).
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La aceptacion definitiva de control bioldgico dependera de su eficacia y su
compatibilidad con la manipulacion y el almacenamiento actual. Se necesita mas
investigacion para determinar los efectos de las practicas poscosecha diversos
(como el lavado, encerado y residuos de fungicidas de precosecha aplicaciones)

sobre la dinamica poblacional y la actividad bioldgica del antagonista.

1.6.1. Levaduras

Las levaduras pueden considerarse como hongos unicelulares. Sin embargo,
esta no es una precisa definicion por que muchos de los microorganismos
reconocidos como levaduras realmente producen micelio en diverso grado (James,
2005).

Una levadura es un hongo con un unico ndcleo que se reproduce de forma
asexual por germinacion y division transversal o por reproduccion sexual a traves
de la formacion de esporas. Cada yema que se separa puede crecer y convertirse
en una nueva levadura, y algunas se agrupan para formar colonias, en la Figura 6
se muestra el esquema de la morfologia de una levadura, en donde se encuentran
los 6rganos que comprenden la célula de una levadura. En general las levaduras
tiene un tamafio mayor que las bacterias, no tienen flagelos pero posen la mayoria

de los restantes organulos de las eucariotas (Lansing, 2000).

Las levaduras se diferencian de las bacterias porque aquellas tienen un
tamafio celular mayor y sus formas son ovales, elongadas, elipticas y esféricas. Las
células tipicas de levaduras tienen un diametro de entre 5y 8 um y algunas incluso
mayor. Los cultivos de levaduras viejos tienden a tener células mas pequefias
(James, 2005). Las colonias pastosas corresponden al grupo de hongos conocido
como levaduras. Estas son organismos unicelulares en algin momento de su ciclo
de vida y se multiplican por brotacion o fisiobn. Muchas especies tienen un

teleomorfo ascomicético, algunas basidiomicético. Las caracteristicas macro y
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micromorfologicas son importantes para la identificacion como se muestra en la

Figura 7 donde identifican 14 especies de las mas comunes (Carrillo, 2003).

Pared celular

Nucleo

Citoplasma

Cicatriz
polar de

germinacion Cromosoma

Membrana
plasmatica

Membrana

Mitocondria nuclear

Aparato del Golgi

Membrana plasmatica

Figura 6. Representacion esquematica de una célula de levadura que muestra la

morfologia tipica (Brescott, 2000).

La vasta mayoria de las levaduras son mesdfilas, con una temperatura
maxima de crecimiento entre 24 y 48 °C. Solo unas pocas (2 %) son psicrofilas con
una temperatura maxima de crecimiento por debajo de 24 °C, pero mayor es el
numero de las levaduras que tienen la temperatura optima de crecimiento por
debajo de 20 °C. No hay levaduras que puedan crecer a 50 °C y solamente unas
pocas pueden desarrollar cerca de 0 °C. La mayoria de las levaduras que crecen a
una actividad de agua minima de 0,90 - 0,95 %. Pueden crecer sobre substratos
azucarados a una actividad de agua igual a 0,62 %, pero son pocas las levaduras
gue desarrollan en presencia de altas concentraciones de azucar o sal (Catrrillo,
2003).
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Figura 7. Principales especies de levaduras, caracteristicas morfolégicas (Carrillo,
2003).

Las levaduras pueden crecer en un amplio intervalo de valores de pH en la
zona 4cida y hasta en un 18 % de etanol, la mayoria de las levaduras toleran un
rango de pH entre 3 y 10, pero prefieren un medio ligeramente acido con un pH de
4,5 a 6,5. Muchas se multiplican en presencia del 55 - 60 % de sacarosa. Producen
muchos colores desde el crema hasta el rosa y rojo (James, 2005). Las levaduras

son organismos aerobios y aunque unas especies son fermentadoras otras no lo
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son como por ejemplo los géneros Cryptococcus y Rhodotorula, Saccharomyces y

uNoOS PoCOoS géneros mas.

Las levaduras estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se hallan
sobre hojas, flores, frutos, piel, cuero, plumas y tracto digestivo de animales
herbivoros y omnivoros. Algunas estan asociadas con insectos pero el suelo es el
mayor reservorio. Las levaduras constituyen la causa mas probable de alteracion
de productos tales como frutas y bebidas sin alcohol, las cuales contienen azlcares
fermentables, y de aquel los substratos donde la elevada acidez, la baja actividad
del agua o la presencia de etanol, reducen el desarrollo bacteriano (Carrillo, 2003).

Se ha demostrado en estudios anteriores, que las levaduras tienen un gran
potencial para utilizarse como agentes de biocontrol, un ejemplo de ello es la
levadura natural, Candida sake (Saito y Ota) Van Uden y Buckley (cepa CPA-1),
fue aislado de la superficie de las manzanas y exhibi6 actividad antagonista in vivo
contra un amplio espectro de patdgenos postcosecha de peras y las manzanas
(Vifias y col., 1998). Algunas levaduras estan disponibles comercialmente y varios
mas estan en etapas avanzadas de comercializacion. Asi tenemos que las
levaduras son organismos antagonistas potenciales, con una la capacidad crecer a
bajas temperaturas por tiempos prolongados lo que hace una alternativa para el

uso de estos como control biolégico en poscosecha.
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Seleccionar nuevas cepas de levaduras con capacidad antagbénica a P.
expansum recuperadas de frutos de manzana conservados en refrigeracion por

tiempo prolongado y recién cosechados.

2.2. Especificos

1. Aislar y caracterizar la microbiota nativa presente en manzanas producidas en la
“Sierra de Querétaro” que se almacenaron en cadena de refrigeracion por un largo

periodo.

2. Purificar y almacenar distintas cepas de levaduras presentes en la superficie de

manzanas.

3. Disefiar ensayos in vitro a partir de un medio de cultivo a base manzana para
evaluar la capacidad antagonica de cepas de levaduras contra el hongo P.

expansum.

4. Evaluar la capacidad antagdnica de levaduras en ensayos en fruto contra el

hongo.

5. Estudiar la correlacion entre el efecto antagonico de las levaduras entre

resultados obtenidos in vivo e in vitro.

6. Seleccionar las cepas de levaduras que manifestaron el mejor efecto antagénico

sobre P. expansum.
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3. METODOLOGIA

3.1. Ubicacion del sitio experimental

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fermentaciones
Fisiologia de frutas y hortalizas de la Facultad de Quimica en la Universidad
Auténoma de Querétaro, el material biolégico se obtuvo de la huerta semicomercial
localizada en la comunidad de “El Suspiro”, en el municipio de Cadereyta de

Montes, Querétaro.

3.2. Material

3.2.1. Manzanas

Con el fin de realizar la recuperacion de cepas de levaduras de la superficie
de los frutos, se colectaron manzanas de la produccién 2011 en meses de agosto a
septiembre de diferentes cultivares que se localizan en la Comunidad de El Doctor,
en el municipio de Cadereyta, éstas fueron almacenadas en cadena de frio en una
temperatura promedio de 4 °C. En el mes de junio de 2012 se seleccionaron
aquellas que se encontraban en buenas condiciones sin presentar signos visibles
de deterioro por patégenos, entre las variedades seleccionadas se encontraban
‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’ y ‘Rayada’ asi como diferentes genotipos
establecidos en el huerto, seleccionando alrededor de 300 frutos en diferentes

proporciones de los antes mencionados.

En el ciclo 2012 se recolectaron muestras de manzana de la variedad
‘Golden Delicius’ directamente de arboles en el mismo huerto. Estas fueron
utilizadas para evaluar la capacidad antagonica de las levaduras aisladas y
recuperadas, ademas con la manzana recolectada se preparé el medio de cultivo

con base de manzana y agar para los ensayos de antagonismo de las levaduras in
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vitro. Una vez colectadas, las manzanas fueron rotuladas, colocadas en caja y
almacenadas en camara frigorifica a una temperatura de 4 £+ 1 °C hasta si

utilizacion.

3.2.2. Levaduras

Se utilizaron alrededor de 420 cepas de levadura las cuales fueron
recuperadas de las manzanas colectadas en la Comunidad de El Doctor, en el
municipio de Cadereyta almacenadas en frio conservadas en buen estado y sin

presentar sintomas de dafio.

3.2.3. Patdgeno

Se utilizo la cepa de hongo Penicillium expansum Link CFNL2016, la cual fue
recuperada de manzana ‘Golden Delicious’ en proceso de pudricion habiendo sido
seleccionada por su elevada virulencia sobre manzanas almacenadas. La cepa fue
registrada en junio 2003. La cepa se almacena en medio APD efectuando

resiembras cada dos meses e inoculando sobre frutos para mantener la virulencia.

3.3. Obtencion y aislamiento de levaduras

Se tomaron del frigorifico frutos almacenados durante 12 meses que no
presentaban sintomas visibles de ataques por patdgenos. Estos se colocaran en
bolsas de plastico con 100 ml de diluyente de peptona estéril. Posteriormente se
frotaron la superficie de las manzanas desde afuera de la bolsa durante 2 min sin

provocar su rompimiento, con el fin obtener la flora nativa.

La suspensién obtenida del frotamiento se sembrd utilizando la técnica de

vaciado en placa en medio de cultivo agar papa dextrosa (APD) adicionado con
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rosa de bengala a 0.6 % y solucién de ampicilina a 1 %. Al solidificar el medio se

incubaron a 25 °C £ 1 entre tres y cinco dias, en funcién del crecimiento obtenido.

Las levaduras que crecieron en las cajas se purificaron en cajas de Petri con

medio “Agar nutritivo-dextrosa para levaduras” (NYDA: 8 g de caldo nutritivo, 5 g de

extracto de levadura, 10 g de dextrosa, 20 g de agar y 1000 mL de agua),

adicionado de solucion de ampicilina (100 mcg/mL de medio).

3.4. Ensayos in vitro

3.4.1. Preparacion de medios

3.4.1.1 Agar manzana

a)

b)

Agar manzana jugo de manzana: Para la preparacion de este medio se
tomaron manzanas en buen estado a las cuales se les quito el corazon y se
partieron en trozos pequefios capaces de entrar al extractor de jugo para la
obtencion del jugo de manzana. El medio se preparé a una concentracion de
200 mL de jugo de manzana aforado a un litro con agua destilada y 20 g de

agar, el cual se calento para disolver el agar y se esterilizo en autoclave.

Agar manzana infusion: Para la preparacion de este medio se tomaron
manzanas en buen estado a las cuales se les quitara el corazon y se partieron
en trozos pequefios de los cuales se tomara la cantidad de 500 g y se
calentaron en agua destilada a una porcién de un 1000 mL a una temperatura
de 60 °C por una hora y se filtré el liquido en gasa, la cantidad obtenida se
afor6 a 1000 mL y se le agregaron 20 g de agar, el cual se calentd para

disolver el agar y se esterilizo en autoclave (David Malloch,1981).
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3.4.1.2. Medio Agar nutritivo dextrosa para levaduras NYDA

Se calento agua en agitacion a la cual se le adicion6 8 g de caldo nutritivo, 5
g de extracto de levadura, 10 g de dextrosa y 20 g de agar por cada 1000 mL de
agua, después de que la mezcla se vea homogénea se esterilizo el medio, cuando
estaba estéril a una temperatura aproximada de 45 °C se le adiciono 0.1 g de

ampicilina y se vacio en cajas de Petri.

3.4.1.3. Caldo nutritivo dextrosa para levaduras NYDB

Se calentd agua en agitacion a la cual se le adicion6 8 g de caldo nutritivo, 5
g de extracto de levadura y 10 g de dextrosa por cada 1000 mL de agua, cuando la
mezcla se vio homogénea se esterilizd y se paso a tubos de ensayo en cantidades
de 10 mL.

3.4.1.4. Diluyente peptona

Se agrego por cada 100 mL de agua 0.1 g de peptona de caseina, esta
mezcla se debe homogenizar o asegurar que la peptona de caseina se disuelva
completamente para después pasar a tubos de ensayo en cantidades de 9y 10 mL

segun sea el uso.

3.4.1.5. Tween 0.05 %

Se agregaron 50 puL de Tween 80 o 20 por cada 100 mL de agua, hay que
asegurarse que el Tween 80 o 20 se disuelva completamente para después pasarlo

a tubos en cantidades de 9 o 10 mL segun sea el uso. Por ultimo se esterilizé.
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3.4.1.6. Medio agar papa y dextrosa APD y rosa de bengala

Se colocaron 39 g de agar papa y dextrosa por cada 1000 mL de agua, esta
mezcla se calentd en agitacion y se esterilizo cuando la mezcla se encontraba
homogénea. Para preparar el medio Rosa de Bengala se utilizé la misma base del
APD y de este antes de ser esterilizado se le adiciona 0.5 mL de Rosa de Bengala
al 0.6 % (0.6 g por cada 100 mL de agua) por cada 100 mL de APD, al tener la
mezcla homogenizada se esterilizo, después de esterilizar al tener la mezcla a una
temperatura menor de 45 °C se le adicion6 ampicilina 0.1 g por cada 1000 mL de
APD.

3.5. Preparacioén de indculos

3.5.1. Levaduras

Las levaduras se activaron previamente en “Caldo nutritivo dextrosa para
levaduras” (NYDB). Se transfiri6 una asada de cada cepa de levadura a probar a
tubos NYDB y se incubaron durante 72 h a 24 + 1 °C y 200 rpm de agitaciéon (Usall
y col., 2001). Se realizaron dos transferencias sucesivas cada 72 h y las células de
la dltima transferencia se centrifugaron (12 000 rpm, 10 min). El sobrenadante fue
eliminado y las células de levadura se colocaron en un tubo con 10 mL de diluyente

peptona.

Se realizd un recuentro de células latentes en la solucién de levadura en
diluyente peptona por extensién en superficie y se ajustara el inoculo a 10 UFC/mL
(Nunes y col., 2001).
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3.5.2. Patogeno Penicillium expansum

La cepa del hongo primeramente se activo realizando con ayuda del asa
bacteriologica en forma de “L” la colocacién de micelio en una nueva placa de
cultivo APD, inoculando la placa realizando picaduras en cuatro a seis puntos
equidistantes dentro de la placa, después se coloco la nueva placa a una
temperatura promedio de 26 + 2 °C durante ocho dias. Al tener el crecimiento al
octavo dia se recolectaron las esporas utilizando una solucion de Tween a 0.05 %,
se agregaron 10 mL de Tween dentro de la placa y se realizaron movimientos
circulares para realizar el barrido de las esporas, la solucion con las esporas se

filtr6 a través de gasa a un tubo de ensayo.

Se realizé un recuento de conidios viables por medio de la técnica vaciado
en placa en medio agar papa dextrosa (APD) adicionado con rosa de bengala a
0.6% y solucién de ampicilina a 1 %. Finalmente se ajustara la concentracién a 10*

esp mL™,

3.6. Ensayos de inoculacion de la levadura y el patdgeno in vitro

Se realizdé una prueba para evaluar el antagonismo entre la levadura y el
patdgeno en un medio preparado con agar manzana dado que anteriormente se
han realizado pruebas en medios sintéticos pero estos no han respondido
adecuadamente para disefiar una prueba practica y confiable que de los mismos

resultado que en pruebas in vivo o en fruto.

La prueba consistira en colocar 1 mL de in6culo de levadura en cajas
estériles adicionandole 8 mL del medio agar de manzana temperado a 45 °C, se
homogeniza y se deja solidificar. Las placas de agar de manzana exentas de
levadura seran utilizadas como testigo. Posteriormente se inoculan 5 pL de la

suspension de patégeno en cada uno de los cuatro puntos equidistantes de la
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placa. Las placas inoculadas seran incubadas a 26°C = 2°C, y se medira el
diametro de crecimiento del patégeno en presencia de la levadura a las 120 horas.

3.6.1. Medicion del poder antagonico de la levaduras in vitro

Se probaron 422 cepas de levaduras recuperadas de manzana, se coloco 1
mL de la levadura a probar, preparada de acuerdo a 4.3.2.1, en cajas preti
estériles, estas fueron adicionadas con 10 mL de Agar de manzana temperado a 45
°C, el medio se homogenizé y se dejé solidificar. Posteriormente se inoculé una
suspension de patdégeno a una concentracion de 200 esp de acuerdo a 4.3.3.2,
realizando la inoculacion en cada uno de tres puntos equidistas de la placa. Las
placas fueron incubadas a 26 °C + 2 °C, y se midieron los didmetros de crecimiento
del hongo en presencia de la levadura con ayuda de un vernier a un tiempo de 120
horas (cinco dias), las mediciones se compararan con el testigo (sin presencia de

levadura).

3.7. Ensayos en fruto

Las muestras de manzana utilizadas fueron de la variedad ‘Golden Delicious’
proveniente del municipio de Cadereyta, Querétaro, los frutos fueron recolectados
en un estado fisiolégico de madurez aparente. Los frutos para los ensayos fueron
desinfectados con una solucién de hipoclorito de sodio a 1.5 % durante 5 min y se
enjuagaron con agua destilada estéril y después se dejaron secar dentro de una
campana de flujo laminar. Posteriormente, se colocaron en un campo estéril
utilizando mechero Fisher en donde a cada fruto se realizaron cuatro perforaciones

equidistantes en el epicarpio con un punzon esteril de acero inoxidable.

En las perforaciones realizadas en el epicarpio se realizo la inoculacion de

la levadura en donde se depositaron 10 pL que contenian una concentracion de

37



1x10’ de células activas de levadura, en el caso del testigo solo se depositd
diluyente peptona en ausencia de levadura. Posteriormente se colocaron 10 pL de
la suspensién del hongo Penicillium expansum Link (4.3.3.2) en la perforacion del
fruto que contiene la levadura. Después de ser inoculados los frutos se colocaron
en el interior de frascos de plastico desinfectados previamente con etanol al 70 %,
los frascos fueron tapados y se incubaron durante ocho dias a 26 °C + 2 °C,

determinando la severidad e incidencia del ataque del patdgeno en cada herida.

Se consider6é a una levadura como antagonista potencial cuando redujo la
severidad del dafio en mas de un 50 % comparado con el testigo.

3.8. Métodos estadisticos

3.8.1. Disefio de los experimentos

-  Disefio experimental: Completamente al azar

- Factores de estudios: Cepas de levaduras

- Unidad experimental: Una manzana con cuatro heridas en ensayos in vivo y
una caja de Preti con tres inoculaciones en ensayos in vitro.

- Tratamientos: 420 levaduras evaluadas en ensayos diferidos. Después se

realiz6 una prueba confirmatoria con las levaduras mas sobresalientes.
Variables a evaluar:
- Severidad del dafio causado por el hongo en mm in vivo e in vitro medido con

un vernier después de ocho y cinco dias de incubacion respectivamente.

- Incidencia como el nimero de heridas con sintomas visibles de enfermedad

causado por el hongo.
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3.8.2. Andlisis de los datos

a) Analisis de varianza: Se realizara un analisis de varianza de ‘Fisher con
una separacion de medias de Student (P<0.05).

b) Andlisis de correlacion: Se realizara un ensayo de correlacion simple por
pares entre los resultados obtenidos en el ensayo in vitro y los resultados obtenidos

en los ensayos in vivo.
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de levaduras

Un total de 420 cepas de levaduras nativas se aislaron de manzanas de
distintas variedades cosechadas en 2011 en el huerto semicomercial localizado en
la comunidad de “El Suspiro”, municipio de Cadereyta de Montes, Querétaro y que
fueron almacenadas en frio (0 °C) por un afo. El criterio de seleccién consistio en
gue las manzanas se encontraran en buen estado y sin dafios visibles de
enfermedad, ya que podria darse el caso de que se conservaron en buen estado
durante un largo periodo en almacenamiento fue gracias a la proteccion brindada
por la microflora que se encuentran en la superficie del fruto, en especial las
levaduras que pueden ser capaces de protegerlos. En la Figura 8 se muestran
levaduras aisladas en el presente trabajo con el criterio de seleccién de frutos antes

mencionado antes descritas.

Figura 8. Levaduras aisladas de manzanas.

40



4.2. Bioensayos en fruto

Se utilizaron 388 cepas de levaduras para los ensayos en fruto debido a que
alcanzaron la concentracién deseada durante su incubacién (1 X 10" UFC / mL) .
Para la evaluacion de todas las levaduras se realizaron 13 ensayos sucesivos
incluyendo en cada uno un testigo (manzanas inoculadas con el hongo en ausencia
de levaduras). Finalmente, con las levaduras mas sobresalientes, se realizé una

prueba confirmatoria.

4.2.1. Primera selecciéon

En el Cuadro 4 (Grupo 1 de 29 levaduras) se muestra el desarrollo diametral
del hongo sobre frutos de manzana en funcion de las diferentes cepas de levadura,
se seflalan en caracteres grasos 14 levaduras que resultaron ser las mas
sobresalientes, considerando primeramente como criterio que sean
estadisticamente diferentes al testigo (diametro de crecimiento del hongo menor
que el testigo) y, enseguida, que hayan tenido un porcentaje de inhibicion minimo
de 60 %. Las cepas M75B, M17/1A, M20/2A inhibieron 100 % al hongo, lo que
indica que en ninguna de las 12 heridas que se realizaron en total en tres
manzanas hubo crecimiento del hongo, por otro lado, M16/2A, Mora, M18/3B
destacaron por tener mas de 80 % de inhibicién diametral y mas de 95 % en area,
M12A, M15/4A, M53A cepas que inhibieron el crecimiento del hongo en diametro
mas del 70 % y en area mas de 90 % y por ultimo M11/2B, M15/1 A, M18/3 A,
M20/A, cepas que inhibieron el crecimiento del hongo en mas de 60 % diametral y
mas de 80 % en area. Cabe destacar que ninguna de las levaduras propicié un

crecimiento superior al obtenido en el testigo.
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Cuadro 4. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de
levaduras en el Grupo 1, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicin ~~_~reade - % de

Cepa . 1 S, crecimiento inhibicion
crecimiento™ (mm) diametro 2 .

(mm°) en area
M75B 0.0 a 100.0 0.0 100.0
M17/1A 0.0 a 100.0 0.0 100.0
M20/2A 0.0 a 100.0 0.0 98.1
M16/2A 3.0 ab 86.4 6.9 97.8
Mora 3.2 ab 85.2 8.2 97.3
M18/3B 3.6 ab 83.6 10.0 95.4
M12A 4.7 ab 78.6 17.1 93.9
M15/4A 5.4 ab 75.4 22.6 91.8
M18/2B 6.2 ab 71.4 30.5 91.8
M53A 6.2 ab 71.4 30.5 90.1
M11/2B 6.9 ab 68.5 37.0 89.2
M15/1A 7.2 abc 67.1 40.3 88.6
M18/3A 7.4 abc 66.2 42.6 85.3
M20/A 8.4 abc 61.6 55.0 81.3
M5/4A 9.4 abcd 56.7 69.9 78.1
M1/.B 9.8 abcd 55.0 75.4 77.4
SMG2 10.2 abcd 53.2 81.7 77.4
M15/A 10.4 abcd 52.4 84.4 75.6
M14/2A 10.8 abcd 50.6 91.0 74.5
M17/2A 11.0 abcd 49.5 95.0 74.5
M9/3A 11.0 abcd 49.5 95.0 68.9
M11/2B 12.2 abcd 44.2 116.3 66.4
M15/1A 12.6 abcd 42.0 125.4 66.1
M11 B 12.7 abcd 41.7 126.7 65.7
M11/3 B 12.8 abcd 41.4 128.0 65.7
? 12.8 abcd 41.4 128.0 61.1
M43 A 13.6 bcd 37.6 145.3 59.5
M13 C 13.9 bcd 36.4 151.0 15.8
Moa 20.0 cd 8.3 314.2 0.0

Testigo 21.8 d - 373.3 -

’DMS (Student) 12.9
Valor “F”: 1.3"°
'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. "> no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.
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fueron: H50 con 87 % y 98 % de inhibicion en diametro y area
respectivamente, H56 y H57, que inhibieron en su totalidad el crecimiento del
hongo en algunas de las heridas; las cepas H55, H53, H54 y H52, que alcanzaron a
inhibir mas de 55 % en diametro. Ninguna de las levaduras propicié un crecimiento

superior al obtenido en el testigo.

Cuadro 5. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 2, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

A 0
Didmetro de % de inhibicin ~~_~reade - % de
Cepa L 1 i’ crecimiento inhibicion
crecimiento™ (mm) didmetro 2 .
(mm?) en area
H50 3.0a 87.5 6.9 98.4
H57 4.4 ab 81.4 15.2 96.6
H55 6.3 ab 73.4 31.2 92.9
H56 6.5 ab 72.6 33.2 92.5
H53 8.0 ab 66.2 50.3 88.6
H54 8.4 ab 64.6 55.4 87.4
H52 10.2 b 57.0 81.7 81.5
Testigo 23.7 ¢ - 441.2 -

’DMS (Student) 6.3
Valor “F’ 9.2%*

'Promedio de 12 valores individuales. Diferencia minima significativa. > no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 6 (Grupo 3) se muestran 16 cepas de levaduras evaluadas. En
este caso, A60 mostré un relativamente elevado efecto inhibitorio (41 % en
didmetro y 65.8 % en area), mientras las cepas A67, A69, A64, Al4 y H51 soélo
lograron inhibir entre 18 a 27 % en diametro y de 33 a 47 % en area, por lo que no
se selecciono ninguna para los ulteriores ensayos confirmatorios. A diferencia de
las cepas de levaduras anteriores, se observa que las cepas Al18, A17, A12 y A16

propiciaron un mejor desarrollo del hongo con relacion al testigo.
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Cuadro 6. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 3, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicin ~~_~reade - % de

Cepa L 1 9 crecimiento inhibicion
crecimiento™ (mm) diametro 2 .

(mm") en area
A60 179a 41.5 251.7 65.8
A67 22.3 ab 27.1 390.6 46.9
A69 23.9 abc 21.9 448.6 39.0
A64 24.1 abc 21.2 456.2 38.0
Al4 24.6 abcd 19.6 475.3 35.4
H51 25.0 abcd 18.3 490.9 33.3
H58 25.7 bcd 16.0 518.7 29.5
A62 25.7 bcd 16.0 518.7 29.5
A63 26.7 bcde 12.7 559.9 23.9
Al10 28.3 bcde 7.5 629.0 14.5
A61 28.5 bcde 6.9 637.9 13.3
All 30.2 cde 1.3 716.3 2.6
Testigo 30.6 cde - 735.4 -
Al8 31.3 cde - 769.4 -
Al7 31.4 cde - 774.4 -
Al12 31.8 de - 794.2 -
Al16 33.8 e - 895.1 -

’DMS (Student)  7.62
Valor “F” . 2.4*

'Promedio de 12 valores individuales. Diferencia minima significativa. > no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 7 (Grupo 4) se muestran 17 cepas de las cuales D53 y D34
resultaron las mas sobresalientes con 54.9 y 53.4 % de inhibicion diametral y 79.7 y

78.3 % de inhibicién en area respectivamente con respecto al testigo.

En el Cuadro 8 (Grupo 5) se seleccionaron 21 cepas de levadura de 35 que
componen el ensayo. A32, A25, D25, H27 y A99 inhibieron totalmente el
crecimiento del hongo, mientras que, las cepas H25, H28, A35, H61, A27, A20,
H65, A24, A94, H62, H60 y A22 inhibir el hongo desde un 51 hasta 87% diametral

mientras que en area lograron inhibir desde un 76 a un 98.3 %.

44



Cuadro 7. Desarrollo de P. expansum en funcion a las diferentes cepas de

levadura en el Grupo 4, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicion ~_~reade - Y de
Cepa L 1 9 crecimiento inhibicion
crecimiento™ (mm) didmetro 2 .
(mm") en area

D53 146 a 54.9 167.4 79.7

D34 15.1a 53.4 179.1 78.3

D50 21.7 b 33.0 369.8 55.1

D51 275 ¢ 15.1 594.0 28.0

Al5 30.3 cd 6.5 721.1 12.5

B60 305 cd 5.9 730.6 11.4

A69 30.7 de 5.2 740.2 10.2

D84 32.0 de 1.2 804.2 2.5

D32 32.2 de 0.6 814.3 1.2
Testigo 324 de - 824.5 -

B69 324 de - 824.5 -

B62 326 de - 834.7 -

B66 328 de - 845.0 -

B67 329 de - 850.1 -

B63 329 de - 850.1 -

B65 33.3 de - 870.9 -

B64 33.4 de - 876.2 -

B68 35.4 e - 984.2 -

’DMS (Student)  4.62
Valor “F” : 18.9**
Para los detalles, ver Cuadro 4.

De igual manera en el cuadro 8 se muestra que las levaduras H25, H28,
A35, H61, A27, A20, H65, A24, A94, H62, H60, A22, A31, B30, H10, H39 y H10
forman otro grupo en donde no se tiene diferencia significativa, en este grupo se
tienen levaduras que inhiben desde un 51.3 % hasta 87 % en diametro y area de 76
a 98.3%, al no tener una diferencia significativa con las levaduras antes
mencionadas y tener una alta capacidad antagénica fueron seleccionadas como
candidatas como levaduras antagonistas y seguir su estudio en ensayos

confirmatorios.
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Cuadro 8. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 5, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicien ~_reade - % de

Cepa . 1 S, crecimiento  inhibicion en

crecimiento (mm) didmetro 2 .

(mm") area
A32 0.0a 100.0 0.0 100.0
A25 0.0a 100.0 0.0 100.0
D25 0.0a 100.0 0.0 100.0
H27 0.0a 100.0 0.0 100.0
A99 0.0a 100.0 0.0 100.0
H25 3.0ab 87.0 7.1 98.3
H28 3.2ab 86.0 8.2 98.0
A35 3.3ab 85.7 8.6 98.0
H61 3.4 ab 85.4 8.9 97.9
A27 5.8 abc 74.8 26.7 93.6
A20 5.8 abc 74.8 26.7 93.6
H65 5.8 abc 74.8 26.7 93.6
A24 7.0 abcd 69.7 38.5 90.8
A94 7.2 abcd 68.7 41.1 90.2
H62 7.3 abcd 68.7 41.9 90.0
H60 8.0 abcde 65.3 50.7 87.9
A22 8.7 abcde 62.5 59.0 86.0
A3l 10.4 bcde 54.9 85.5 79.7
B30 11.0 bcdef 52.3 95.6 77.3
H10 11.2 bcdefg 51.6 98.5 76.6
H39 11.3 bcdefg 51.3 99.7 76.3
A91 12.4  cdefg 46.3 121.4 71.1
H72 12.7 cdefg 45.2 126.0 70.0
H23 13.0 cdefg 43.7 1334 68.3
H66 13.0 cdefg 43.7 1334 68.3
A98 13.2 cdefg 43.1 136.2 67.6
H69 13.7 cdefg 40.6 148.1 64.8
A97 14.2  cdefgh 38.8 157.6 62.5
H68 14.6 cdefgh 37.0 166.7 60.3
D22 14.7 cdefgh 36.3 170.5 59.4
H26 15.5 defgh 32.9 189.5 54.9
A93 15.6 defgh 32.6 191.1 54.5
H64 16.5 efgh 28.5 214.7 48.9
H21 19.9 fgh 14.1 310.0 26.2
A90 20.2 gh 12.8 319.4 24.0
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Cuadro 8. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura en

el Grupo 5, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

A 0
Didmetro de % de inhibicion ~_~reade - dbde
Cepa . 1 " crecimiento  inhibicion en
crecimiento (mm) didmetro 2 .
(mm") area
Testigo 23.1 h - 420.3 -
’DMS (Student)  8.95
Valor “F” 3.92*

'Promedio de 12 valores individuales. *Diferencia minima significativa. ™ no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

El Cuadro 9 muestra que las cepas D08, D01 y 2R fueron las cepas mas
sobresalientes, al ser diferentes al testigo y con diametro de inhibicién de inhibieron
de 62.6, 60.7 y 43.7 % en diametro 86, 84.5y 68.3 % y en area respectivamente.

Cuadro 9. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 6, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicion ~_“\rea.de _Yode

Cepa L . crecimiento inhibicion
crecimiento (mm) didmetro 2 .

(mm") en area
D08 89a 62.6 62.7 86.0
D01 9.4 a 60.7 69.4 84.5
2R 135a 43.7 142.4 68.3
9R 14.9 bcd 37.8 173.6 61.3
A47 16.7 cde 30.3 218.2 514
D03 16.8 cdef 29.8 220.8 50.8
A45 17.1 cdef 28.5 229.7 48.8
A46 17.2 cdef 28.0 232.4 48.2
6R 17.6 cdefg 26.2 244.2 45.6
A43 17.9 cdefgh 25.0 252.6 43.7
14R 18.0 cdefgh 24.7 254.5 43.3
B77 18.2 cdefghi 24.0 259.2 42.2
4R 18.2 cdefghi 23.7 261.1 41.8
D02 18.2 cdefghi 23.7 261.1 41.8
D00 19.9 defghij 16.7 311.0 30.7
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Cuadro 9. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura en

el Grupo 6, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

Didmetro de % de inhibicion ~_\rea de _Yode
Cepa . i crecimiento inhibicion
crecimiento (mm) didmetro 2 .
(mm?) en area
A42 20.0 defghijk 16.3 314.2 30.0
20R 20.3  defghijkl 14.9 324.7 27.6
D07 20.8 efghijklm 12.8 340.9 24.0
B73 21.2 efghijkim 11.4 351.9 21.6
D05 21.4  efghijklm 10.3 360.8 19.6
Ad44 21.8 efghijklmn 8.6 374.4 16.5
A40 22.1 efghijkimno 7.5 383.6 14.5
6R-2 22.3  efghijklmnop 6.7 390.6 12.9
B72 22.4  efghijkimnop 6.4 392.9 12.4
B78 22.5 fghijklmnop 6.0 396.4 11.6
11R 23.0 ghijkimnop 3.8 415.5 7.4
D04 23.1 ghijkimnop 3.3 419.1 6.6
34W 23.4 hijkimnop 2.0 431.3 3.9
D06 23.7 hijkimnop 0.8 441.2 1.7
D09 23.8 ijkimnop 0.4 444.9 0.8
Testigo 23.9 ijkimnop - 448.6 -
B70 24.5 jklmnop - 470.2 -
B79 24.5 jklmnop - 471.4 -
7R 25.2 jklmnop - 499.4 -
10R 25.4 jklmnop - 508.0 -
5R 25.8 kimnop - 521.4 -
B76 25.8 Imnop - 522.8 -
3R 25.8 mnop - 524.1 -
B75 26.4 mnop - 548.8 -
19R 26.5 mnop - 552.9 -
B74 27.3 nop - 583.9 -
1R 27.4 nop - 588.2 -
3W 27.4 nop - 591.1 -
10w 27.6 op - 599.7 -
B71 27.9 p - 611.4 -
18R 29.0 p - 660.5 -

°DMS (Student) 5.8
Valor “F” 5.24*
'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. "> no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.
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En el Cuadro 10 (Grupo 7) las cepas B54 y A56 se revelan como las mas
sobresalientes mostrando diferencia con las otras 28 cepas y con el testigo, con un
porcentaje de inhibicion de 65.1 y 61.9% en diametro y 87.8 y 85.5 % en area

respectivamente con relacion a dicho testigo.

Cuadro 10. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 7, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Diametro de _ % de Areade o0 4o inhibicion
Cepa O 1 inhibicion crecimiento .
crecimiento™ (mm) dia 2 en area
iametro (mm°)
B54 10.1a 65.1 80.6 87.8
A56 11.1a 61.9 96.2 85.5
C10 151 b 47.9 179.9 72.8
Cco9 20.6 c 29.0 333.3 49.7
A05 25.0 d 14.0 489.6 26.1
CO05 253 d 12.7 504.1 23.9
C11 25.5 def 12.2 510.7 22.9
A09 25.7 defg 11.4 520.1 21.4
AO01 26.4 defgh 9.0 548.8 17.1
A08 26.4 defgh 9.0 548.8 17.1
C13 26.9 defgh 7.5 566.9 14.4
A06 27.2 defgh 6.2 582.5 12.0
Cl4 27.4 defgh 5.7 588.2 11.2
A00 27.4 defgh 5.6 589.6 10.9
C12 27.6 efgh 4.8 599.7 9.4
A55 27.9 efghi 3.9 611.4 7.7
C15 27.9 efghi 3.9 611.4 7.7
A53 28.0 fghi 3.4 617.2 6.8
A48 28.1 fghi 3.3 618.7 6.5
A54 28.1 fghi 3.2 620.2 6.3
A57 28.2 ghi 3.0 623.1 5.9
A58 28.3 ghi 2.6 627.5 5.2
A04 28.4 hi 2.3 632.0 45
AO03 28.4 hi 2.2 633.5 4.3
A50 28.5 hi 2.0 636.4 3.9
A59 28.6 hi 1.6 640.9 3.2
A07 28.6 hi 1.4 643.9 2.7
A51 28.6 hi 1.4 643.9 2.7
Cco7 28.8 hi 0.8 651.4 1.6
Testigo 29.0 hi 0.0 662.0 -
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Cuadro 10. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura

en el Grupo 7, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

B % de Area de % de
Diametro de LT C NP
Cepa - inhibicion crecimiento inhibicion

crecimiento (mm) . 2 !

didmetro (mm®) en area
A49 30.5 [ - 730.6 -

°DMS (Student)  2.95
Valor “F” : 29.1*

Para los detalles, ver Cuadro 4.

El Cuadro 11 (Grupo 8) se encuentran 35 cepas de levaduras en donde las
mas destacadas son B33 y B39, la cepa B33 demostr6 ser mejor agente
antagonico al inhibir en 60.6 % el diametro de crecimiento y en 84.5 % en érea,

mientas que la cepa B39 inhibié en 50.7 % en didmetro y 75.7 % en area.

Cuadro 11. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 8, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

B % de Area de % de

Cepa Diametro de inhibicion  crecimiento inhibicion
Crecimiento™ (mm) dia 2 .
iametro (mm"®) en area

B33 13.0a 60.6 132.7 84.5
B39 16.3 b 50.7 207.8 75.7
A52 20.8 c 37.1 338.7 60.4
A83 21.2 cd 35.9 351.9 58.9
A85 22.1 cd 33.0 383.6 55.2
B94 22.6 cde 31.6 400.0 53.2
A21 22.8 cdef 30.9 408.3 52.3
A82 23.6  defg 28.5 437.4 48.9
A87 23.7 defg 28.3 439.9 48.6
A89 24.5 efgh 25.9 470.2 45.0
B88 25.5 fghi 22.8 509.4 40.4
D10 25.9 ghij 21.4 528.2 38.2
B93 26.3 ghijk 20.3 543.3 36.5
A80 26.3 ghijk 20.2 544.6 36.3
Ci15 26.8 hijk 18.9 562.7 34.2
B57 26.8 hijk 18.7 565.5 33.9
B59 26.9 hijk 18.5 568.3 33.6
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Cuadro 11. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 8, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

B % de Area de % de
Cepa Diametro de inhibicion  crecimiento inhibicion
Crecimiento” (mm) diametro (mm?) en area
D11 27.0 hijk 18.2 572.6 33.1
B53 27.2 hijkl 17.6 581.1 32.1
B91 27.3 ijKlIm 17.4 583.9 31.7
B52 27.3 ijKlIm 17.2 586.8 314
D19 27.3 ijKIm 17.2 586.8 314
D16 27.4 ijKlIm 17.0 589.6 31.1
B9O 27.4 ijKIm 16.9 591.1 30.9
B5 27.8 ijKimn 15.9 605.5 29.2
D12 27.8 ijKimn 15.7 608.4 28.9
D13 28.2 ijKimn 14.6 623.1 27.1
B95 28.3 jkImn 14.3 627.5 26.6
B51 28.5 jklmn 13.5 639.4 25.2
D15 28.8 Klmn 12.6 653.0 23.7
B50 28.9 Klmn 12.3 657.5 23.1
B92 29.8 Imno 9.8 695.9 18.6
D14 30.0 mno 9.2 705.3 17.5
A81 30.3 no 8.1 722.7 15.5
B89 32.3 o] 2.1 8194 4.2
Testigo 33.0 0 - 855.3 -

°DMS (Student) 2.7
Valor “F” : 16.8**

'Promedio de 12 valores individuales. *Diferencia minima significativa. ™ no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 12 se muestra un grupo de 33 cepas de levadura en donde
H86 es la mas sobresaliente inhibiendo un 63 % en diametro y 86 % en area,
mientras que, en un segundo grupo de cepas con diferencia significativa y alto
grado de antagonismo son B34, B35, B32, B37, B36, 33, B31 y B38 teniendo un
porcentaje de inhibicion diametral de 32.3, 32, 32, 31.7, 31.7, 314,311y 31 %y
de area 54.2, 53.8, 53.3, 53.3, 52.9 y 52.4 % respectivamente.
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Cuadro 12. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura

en el Grupo 9, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

B % de Area de % de
Cepa D!ametrolde inhibicion crecimiento inhibicion
Crecimiento™ (mm) diametro (mm?) en area
H86 11.2 a 63 98.5 86.3
B34 205 b 32.3 330.1 54.2
B35 20.6 b 32 333.3 53.8
B32 20.6 b 32 333.3 53.8
B37 20.7 b 31.7 336.5 53.3
B36 20.7 b 31.7 336.5 53.3
33 20.8 b 314 339.8 52.9
B31 20.8 b 31.1 339.8 52.9
B38 209 b 31 343.1 52.4
44 25.1 cd 17.3 493.5 31.6
B14 25.1 cde 17.1 496.1 31.2
H87 25.3 cdef 16.4 504.1 30.1
3 25.4 cdef 16.3 505.4 29.9
H88 25.7 cdefg 15.3 517.4 28.2
A36 25.7 cdefg 15.2 518.7 28.1
A37 25.7 cdefg 15.2 518.7 28.1
B11 26.1 cdefgh 13.8 536.4 25.6
46 26.2 cdefgh 13.6 537.8 25.4
39 26.3 cdefgh 13.3 541.9 24.9
H80 26.7 cdefghi 11.8 561.3 22.2
B12 27.0  defghij 11 571.1 20.8
B10 27.2  efghij 10.2 581.1 19.4
8 27.6 ghijk 8.9 598.3 17
A84 27.6 hijk 8.8 599.7 16.8
B13 28.0 hijkl 7.7 614.3 14.8
B58 29.0 jklm 4.2 662 8.2
XX 29.4 kimn 2.9 680.4 5.6
B17 29.5 kimn 2.6 683.5 5.2
B16 29.8 Imn 1.8 695.9 3.5
45 29.9 Imn 1.4 700.6 2.8
B19 30.2 mn 0.2 717.9 0.4
Testigo 30.3 mn - 721.1 -
H83 31.3 n - 767.8 -
H89 315 n - 779.3 -
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Cuadro 12. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura

en el Grupo 9, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

’DMS (Student) 2.1
Valor “F” : 24.3**

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. "> no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 13 (Grupo 10) se observa que la cepa H40 que inhibid
totalmente al hongo siendo diferente al testigo y a las cepas evaluadas, por el
contrario otras cepas que propiciaron el crecimiento del hongo.

Cuadro 13. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura

en el Grupo 10, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de _ Y% de Areade o e inhibicion
Cepa L 1 inhibicion crecimiento .
crecimiento™ (mm) diametro (mm?) en area

H40 0.0 a 100 0 100
H38 182 b 32.1 259.2 53.9
H49 21.1 bc 21.2 349.7 37.9
H79 219 «cd 18.1 377.8 32.9
H42 22.3 cde 16.8 389.4 30.8
H45 22.9 cdef 14.6 410.7 27.0
H48 23.1 cdefg 13.6 420.3 25.3
H39 23.2 cdefg 134 421.5 25.1
Y40 23.3 cdefg 13.0 426.4 24.2
B40 23.6 cdefgh 12.0 436.2 22.5
H47 23.6 cdefgh 12.0 436.2 22.5
B42 23.7 cdefghi 11.5 441.2 21.6
B43 24.0  defghij 10.5 451.1 19.8
B41 24.1  defghij 10.1 454.9 19.2
H36 24.2  defghijk 9.6 460.0 18.3
H46 24.4  defghijkl 9.0 466.3 17.1
Y5 24.5  defghijkl 8.3 472.7 16.0
B47 24.6  defghijkl 8.0 476.6 15.3
Y25 24.8  defghijkl 7.3 483.1 14.2
H33 24.9 efghijkl 6.8 488.3 13.2
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Cuadro 13. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 10, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

Didmetro de _Ybde Areade o ye Inhibicion
Cepa . 1 inhibicion crecimiento .
crecimiento™ (mm) dia 2 en area
iametro (mm")
H35 24.9 efghijkl 6.8 488.3 13.2
Y26 25.0 efghijkl 6.7 489.6 13.0
B49 25.3 fghijkim 5.5 502.7 10.7
H41 25.3 fghijkim 5.4 504.1 104
H43 25.4 fghijkim 5.1 506.7 10.0
H37 25.5 fghijkim 4.9 509.4 9.5
Y1 25.7 fghijklmn 3.9 520.1 7.6
B46 26.3 hijkimn 1.9 541.9 3.7
B44 26.3 hijklmn 1.6 544.6 3.2
H78 26.6 ijklmn 0.6 555.7 1.2
H30 26.8 jkimn 0.0 562.7 -
Testigo 26.8 jklmn - 562.7 -
H44 25.8 ghijklmn 3.5 524.1 6.9
B46 26.3 hijkimn 1.9 541.9 3.7
Y38 26.8 jkimn - 562.7 -
B45 27.0 Kimn - 574.0 -
Y24 27.2 Imn - 581.1 -
Y28 27.2 Imn - 581.1 -
Y30 28.1 mn - 618.7 -
Y36 28.6 n - 642.4 -

’DMS (Student)  2.85
Valor “F”

17.7**

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa.

> no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 14 (Grupo 11) se observa que las cepas HO3, H99, H76, 81 y

H94 mostraron un mejor poder de antagonismo contra el hongo, inhibiendo su

crecimiento en 61.7, 59.9, 56.3, 49 y 46.8 % en diametro respectivamente y 85.4,

83.9, 80.9, 74y 71.7 en area comparado con el testigo.
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Cuadro 14. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 11, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

B % de Area de % de
Cepa D_|ar_netrolde inhibiciébn  crecimiento Inhibicion
Crecimiento” (mm) diametro (mm?) en area
HO3 1l1.2a 61.7 99.1 85.4
H99 11.8ab 59.9 108.7 83.9
H76  12.8ab 56.3 129.4 80.9
81 15.0 abc 49.0 175.9 74.0
H94  15.6 abcd 46.8 192.0 71.7
HO4  17.4 bcde 40.6 238.7 64.8
C04  19.7  cdef 32.8 305.8 54.8
H75 20.1  cdef 31.7 316.3 53.3
HO7  20.2  cdef 31.3 319.4 52.8
HOO 20.4  cdef 30.6 325.8 51.9
HO9 20.8 cdef 29.3 338.7 50.0
HO6  20.9 defg 28.8 343.1 49.3
16 21.3 defgh 27.5 356.3 47.4
HO1 21.7 efghi 26.1 369.8 45.4
H97  22.0 efghij 25.2 379.0 44.0
B97 22.0 efghij 25.1 380.1 43.9
B100 224 efghijk 23.8 392.9 42.0
B101 225 efghijk 23.3 398.8 41.1
80 22.9 efghijkl 22.0 411.9 39.2
H95  23.2 efghijkl 21.0 422.7 37.6
15 23.2 efghijkl 20.9 423.9 37.4
Co2 235 fghijkim 19.9 435.0 35.8
20 24.0 fghijklmn 18.3 452.4 33.2
¢ 24.1 fghijkimn 18.0 454.9 32.8
HO8 24.3 fghijklmno 17.3 463.8 31.5
H93 245 fghijkimno 16.7 470.2 30.6
CO01 245 fghijklmno 16.5 472.7 30.2
HO5 24.6 fghijkimno 16.3 474.0 30.0
H90 24.7 fghijkimno 15.8 480.5 29.1
82 26.5 ghijklmno 9.9 550.2 18.8
B99 26.5 ghijkimno 9.6 552.9 18.4
H98  26.9 hijkimno 8.3 569.7 15.9
41 27.0 hijkimno 7.9 574.0 15.3
H92 27.1 hijkimno 7.7 576.8 14.8
H91 27.4 ijkimno 6.6 591.1 12.7
B98 27.8 jkimno 5.4 605.5 10.6
HO2  28.0 kimno 4.7 615.8 9.1
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Cuadro 14. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 11, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

B % de Area de % de
Diametro de T o R
Cepa - 1 inhibicion  crecimiento Inhibicion
Crecimiento™ (mm) o 2 .
diametro (mm"®) en area
C03 285 Imno 3.1 636.4 6.0
17 28.6 Imno 2.7 640.9 5.4
Testigo 29.4 mno - 677.3 -
83 29.6 no - 686.6 -
42 29.9 o] - 703.7 -
H96  30.1 o] - 713.2 -
°DMS (Student) 5.8

Valor “F” : 5.3*

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. "> no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En el Cuadro 15 solo se seleccion6 una cepa de 4, (B86) con porcentajes de

inhibicién de 91.7 y 99.3 % en diametro y area respectivamente.

Cuadro 15. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 12, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

Didmetro de % de inhibicion /- \éa de o de

Cepa L 1 9 crecimiento Inhibicion en

crecimiento™ (mm) didmetro 2 ,

(mm") area
B86 3.0 a 91.7 6.9 99.3
H14 241 b 32.4 456.2 54.3
H73 249 b 30.3 485.7 51.4
H11 25.7 b 28.3 5134 48.6
H71 29.1 c 18.5 663.6 33.6
H15 29.2 ¢ 18.0 671.2 32.8
H12 29.4 cd 17.6 678.9 32.1
H72 29.8 cde 16.4 699.0 30.0
H74 29.9 cde 16.2 702.2 29.7
B27 30.5 cdef 14.6 729.0 27.0
A70 31.0 cdefg 13.1 754.8 24.5
A7l 31.1 cdefg 12.9 758.0 24.1
H19 31.2 cdefgh 12.4 766.2 23.3
H16 31.4 cdefghi 11.9 776.0 22.3
H20 31.5 cdefghij 11.8 777.7 22.2
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Cuadro 15. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 12, en manzanas después de ocho dias de incubacion (continuacion).

Diametro de % de inhibicion /- \réa de Jode
Cepa L 1 i crecimiento Inhibicién en
crecimiento™ (mm) diametro 2 .
(mm") area
B82 32.2 cdefghijk 9.8 812.6 18.7
B29 32.2 cdefghijk 9.7 814.3 18.5
B83 32.2 cdefghijk 9.7 815.2 18.4
B28 32.2 cdefghijk 9.6 816.0 18.3
B26 32.5 defghijkl 8.8 831.3 16.8
B81 32.6  defghijkl 8.7 833.0 16.6
B85 32.6 efghijkl 8.6 833.8 16.5
A79 32.7 efghijkl 8.4 838.1 16.1
A78 32.9 efghijkl 7.8 850.1 14.9
B84 33.0 efghijkl 7.6 853.6 14.6
A76 33.1 fghijkl 7.2 860.5 13.9
B25 33.3 fghijkl 6.7 869.2 13.0
AT7 33.4 fghijkl 6.4 876.2 12.3
B21 33.4 fghijkl 6.3 877.9 12.1
B22 33.5 fghijkl 6.2 879.7 12.0
A75 33.5 fghijkl 6.0 883.2 11.6
B20 33.8 ghijkl 5.1 899.0 10.0
H13 34.1 ghijkl 4.3 915.1 8.4
H18 34.2 ghijkl 4.2 916.8 8.2
B80 34.3 hijkl 3.8 924.5 7.5
B24 34.3 hijkl 3.7 925.8 7.3
B87 34.4 hijkl 3.6 929.4 7.0
H70 34.5 ijkl 3.4 932.6 6.7
A72 34.7 ikl 2.8 943.9 55
A74 34.7 ikl 2.7 945.7 5.3
A73 34.9 jkl 2.1 958.5 4.1
B23 35.3 Kl 0.9 980.5 1.9
Testigo 35.7 I - 999.1 -

’DMS (Student) 3.2
Valor “F”: 20.7**

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. > no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se
marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.
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En el Cuadro 16 (Grupo 13) se muestran 19 levaduras de las cuales se

seleccionaron dos (H84 y A30) que inhibieron un 42.5y 39.3 % en didmetro y 66.9

y 63.2 % en area cepas.

Cuadro 16. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en el Grupo 13, en manzanas después de ocho dias de incubacion.

B % de Area de % de
Cepa Diametro de inhibicion crecimiento  Inhibicion
Crecimiento (mm) diametro (mm?) en area
H84 20.1a 42.5 317.4 66.9
A30 21.2 a 39.3 353.1 63.2
H29 26.8 b 23.4 564.3 41.2
H26 27.3 b 21.8 587.3 38.8
H81 275 b 21.2 595.9 37.9
A26 29.6 bc 154 686.0 28.5
A38 29.7 bcd 15.0 693.4 27.7
A88 29.8 bcde 14.6 699.3 27.1
H22 30.3 bcde 13.2 722.9 24.6
D23 30.7 bcdef 12.2 739.7 22.9
H83 30.8 bcdef 11.9 743.7 22.5
H82 31.0 bcdef 11.4 753.0 215
H18 31.0 bcdef 11.3 754.2 21.4
B61 31.0 bcdef 11.2 755.8 21.2
A28 31.1 bcdef 11.1 758.3 20.9
H77 31.2 bcdef 10.9 762.3 20.5
B96 33.3 cdef 4.7 871.6 9.1
Testigo 349 def - 959.2 -
A23 35.2 ef - 970.7 -
B18 35.7 f - 1001.8 -

’DMS (Student) 5.15
Valor “F’

1.96*

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. > no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05). En caracteres grasos se

marcan las cepas seleccionadas para la prueba confirmatoria.

En resumen en el Cuadro 17 se muestran las 70 cepas que fueron

seleccionadas para las pruebas confirmatorias después de realizar los bioensayos

en fruto con 388 cepas de levadura.
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Cuadro 17. Cepas seleccionadas por ensayo para prueba confirmatoria

Cepa Grupo Cepa Grupo Cepa Grupo Cepa Grupo Cepa Grupo
M11/2B 1 HO3 1 A20 5 H28 5 B39 8

M12A 1 H54 2 A94 5 H39 5 B32 9
M15/1A 1 H55 2 A99 5 H61 5 H86 9
M15/4A 1 H56 2 B30 5 H62 5 B34 9
M16/2A 1 H57 2 D25 5 D01 6 33 9
M17/1A 1 H53 2 A27 5 D08 6 B31 9
M18/2B 1 H50 2 A3l 5 2R 6 H40 10
M18/3A 1 H52 2 A32 5 B35 9 H76 11
M18/3B 1 A60 3 A35 5 B36 9 81 11
M20/2A 1 D34 4 H60 5 B37 9 H94 11

M20/A 1 D53 4 H10 5 B38 9 H99 11

M53A 1 A22 5 H25 5 B54 7 B86 12

M75B 1 A24 5 H27 5 A56 7 H84 13

Mora 1 A25 5 H65 5 B33 8 A30 13

4.2 .2. Prueba confirmatoria

A partir de los bioensayos en fruto se seleccionaron 70 levaduras que fueron
sometidas a una prueba para confirmar su potencial antagénico a Penicillium
expansum potenciales. Estas se dividieron en dos grupos para facilitar su

manipulacion, cada una de las cuales fue comparado con un testigo.

En el Cuadro 18 (Grupo 1 confirmatorio), se evaluaron 39 cepas de levadura.
Se advierte que 2R inhibié en 56.7 % el crecimiento del hongo en diametroy 81.3
% en area, mientras que otras ocho de las levaduras B54, B30, B33, B39, M18/3B,
HO3, M18/3A y B38 inhibieron en diametro en 50.5, 49.1, 47.9, 46.4, 44.0, 42.9,
423 y 422 y en area 755, 74.1, 729, 71.3, 68.6, 67.4. 66.7 y 66.6

respectivamente.
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Cuadro 18. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura.
Grupo 1 confirmatorio, después de ocho dias de incubacién a 25 °C.

B % de Area de % de

Cepa D_|ar_netrolde inhibicion  crecimiento Inhibicion en
Crecimiento” (mm) diametro (mm?) area
2R 13.6a 56.7 144.6 81.3
B54 15.5ab 50.5 189.5 75.5
B30 16.0 abc 49.1 200.2 74.1
B33 16.3 abcd 47.9 209.5 72.9
B39 16.8 abcde 46.4 221.7 71.3
M18/3B 17.6 abcde 44.0 242.4 68.6
HO3 17.9 abcdef 42.9 251.7 67.4
M18/3A 18.1 abcdef 42.3 257.3 66.7
B38 18.1 abcdef 42.2 258.3 66.6
A99 18.7 bcdef 40.5 273.7 64.6
M12 A 19.3 bcdefg 38.5 292.6 62.1
A27 19.9 bcdefgh 36.7 310.0 59.9
M11/2B 20.6  cdefghi 34.4 332.2 57.0
M16/2A 20.6  cdefghi 34.3 333.3 56.9
B34 20.7  cdefghij 34.0 336.5 56.4
Mora 20.9 defghij 33.3 344.2 55.5
M75 B 21.1 defghij 32.6 350.8 54.6
M15/4A 21.5 efghijk 31.6 361.9 53.2
B86 22.7 fghijkl 27.7 403.5 47.8
B35 22.7 fghijkl 27.5 405.9 47.5
B32 23.7 ghijkim 24.5 439.9 43.1
D34 23.7 ghijklm 24.4 441.2 42.9
A60 23.8 ghijkimn 24.0 446.1 42.3
B37 23.8 ghijkimn 24.0 446.1 42.3
B36 23.9 ghijklmn 23.9 447 .4 42.1
H99 24.0 ghijklmn 23.5 452.4 41.5
D53 24.4 hijklmn 22.1 468.9 39.3
A25 24.8 ijklmn 20.9 483.1 37.5
A94 24.9 ijklmn 20.7 485.7 37.2
M53 25.0 ijklmn 20.3 490.9 36.5
A20 25.4 ijKimn 19.1 505.4 34.6
A22 25.5 jklmn 18.7 510.7 33.9
H55 26.1 Kimn 16.9 533.7 30.9
33 26.1 kimn 16.7 536.4 30.6
H94 26.2 Kimn 16.4 540.5 30.1
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Cuadro 18. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura.
Grupo 1 confirmatorio, después de ocho dias de incubacién a 25 °C (continuacion).

B % de Area de % de
Diametro de L C R

Cepa - 1 inhibicion  crecimiento Inhibicidén en

Crecimiento™ (mm) . 2 .
didmetro (mm") area
M20/A 26.3 Kimn 16.3 541.9 29.9
H39 27.4 Imno 12.8 588.2 23.9
A24 28.0 mno 10.8 614.3 20.5
B31 28.6 no 8.7 643.9 16.7
Testigo 314 0 - 772.7 -

’DMS (Student) 5.8
Valor “F’: 1.96*

'Promedio de 12 valores individuales. Diferencia minima significativa. > no significativo,
*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05).

En las Figuras 9 y 10 se aprecia el desarrollo del hongo en funcion de la
levadura en el grupo uno del ensayo confirmatorio. Se observa la comparacion del
desarrollo del hongo en el testigo (sin presencia de levadura del lado izquierdo) y el
hongo en interaccion con una cepa de levadura a la cual se atribuye la capacidad

de inhibir en cierto porcentaje el desarrollo del hongo (lado derecho).

Figura 9. Desarrollo de P. expansum en manzanas en funcion de diversas

levaduras sobresalientes en el bioensayo confirmatorio Grupo 1.
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Figura 10. Desarrollo de P. expansum en manzanas en funcion de diversas

levaduras en el bioensayo confirmatorio Grupo 1.

En el Cuadro 19 se muestra el segundo grupo de levaduras de la prueba
confirmatoria. La cepa H54 redujo en 45.9 % el diametro y 70.7 % en area el
crecimiento del hongo. Igualmente, las cepas H10, H28, H50, H25, A32, H40, 81,
H57, M20/2 A, A31, M17/1 A, H52, H56, D25 y H53, inhibieron méas del 30 % en
diametro y mas del 50 % en &rea el crecimiento del hongo mientras que B86 y H27
que inhibieron en un 30.5 y 29.6 % en diametro y en un 51.8 y 50.4 % en area

respectivamente comparado con el testigo.

Cuadro 19. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura.
Grupo 2 confirmatorio, después de ocho dias de incubacién a 25 °C.

Diametro de _ Y de Ar(_ea_de o de

Cepa L inhibicion crecimiento  Inhibicion en
crecimiento (mm) diametro (mm?) area
H54 174 a 45.9 237.8 70.7
H10 17.8 ab 44.7 247.9 69.4
H28 17.9 ab 44.3 251.2 69.0
H50 18.3 abc 42.9 264.0 67.4
H25 19.0 abcd 41.0 282.5 65.2
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Cuadro 19. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura.
Grupo 2 confirmatorio, después de ocho dias de incubacién a 25 °C (continuacion).

., % de Area de % de

Cepa Diametro de inhibicion ~ crecimiento  Inhibicién en
Crecimiento” (mm) diametro (mm?) area
A32 19.0 abcd 40.9 283.5 65.0
H40 19.9 abcde 38.2 310 61.8
81 20.9 abcdef 34.9 344.2 57.6
H57 21.3 abcdef 33.7 356.9 56.0
M20/2A 21.4 abcdef 33.3 360.5 55.5
A3l 21.8 abcdefg 32.2 373 54.0
M17/1A 21.8 abcdefg 32.2 373.3 54.0
H52 21.9 abcdefg 32.0 375.5 53.7
H56 22.1 abcdefg 31.2 383.6 52.7
D25 22.2 abcdefg 31.0 385.6 524
H53 22.2 abcdefg 30.9 387.1 52.3
B86 22.3 bcdefg 30.5 391.2 51.8
H27 22.6 bcdefgh 29.6 402.3 50.4
A35 22.9 cdefgh 28.6 413.1 49.1
M15/1A 23.0 cdefgh 28.4 415.8 48.7
H86 23.3 defghi 27.5 426.4 47.4
H65 24.4 efghij 24.2 466.3 42.5
M18/2B 25.3 fghijk 21.4 501.4 38.2
D08 25.4 fghijk 21.1 504.7 37.8
A30 26.5 ghijk 17.5 552.2 31.9
H76 27.3 hijkl 15.1 583.9 28.0
H60 27.3 hijkl 15.0 585.7 27.8
D01 27.3 hijkl 14.9 586.8 27.6
H84 28.2 ijKI 12.3 623.1 23.2
H62 28.5 jkl 11.2 639.4 21.2
A56 29.6 ki 7.9 688.1 15.1
H61 30.1 Kl 6.3 711.6 12.3

Testigo 32.1 I - 811 -

’DMS (Student)  7.62
Valor “F’: 1.86*

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. > no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05).
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En la Figura 11 se aprecia el desarrollo del hongo en funcion de las
levaduras méas sobresalientes del Cuadro 19 en comparacion del testigo (manzana
lado izquierdo) contra el desarrollo del hongo en presencia de una cepa de
levadura (manzana lado derecho). En la figura se muestran las cepas de levaduras

gue resultaron sobresalientes en el ensayo confirmatorio.

Figura 11. Desarrollo de P. expansum en manzanas en funcion de diversas

levaduras en el bioensayo confirmatorio Grupo 2.

En resumen, en los ensayos confirmatorios se mostré que la mayoria de las
cepas seleccionadas previamente mantuvieron un comportamiento antagonico al
patdgeno con excepcion de 11 cepas que tuvieron un comportamiento sinérgico

con el patégeno
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4.2.3. Analisis de correlacion entre los diferentes ensayos y las pruebas

confirmatorias

En la Figura 12 se muestra la grafica de correlacién entre los ensayos
confirmatorios y los previos, se observa un coeficiente de correlacion de 0.18,
indicando que el comportamiento de la mayoria de las distintas levaduras es
cambiante en el tiempo, es decir, el efecto antagdnico de éstas tiende a ser
inestable. Sin embargo existen algunos puntos que son cercanos a la recta de
regresion, indicando que a la vez algunas cepas tuvieron comportamiento similar en

ambos ensayos.
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Figura 12. Correlacion de ensayos preliminares y confirmatorios con frutos tratados

con diferentes cepas de levaduras con capacidad antagénica a P. expansum.
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En el Cuadro 20 se encuentran las levaduras que mostraron
comportamientos similares tanto en los ensayos preliminares como en el

confirmatorio.

Cuadro 20. Levaduras que demostraron mismo comportamiento en el ensayo

preliminar y confirmatorio.

Cepa Ensayo previo Confirmatorio Diferencia
(mm) (mm)
2R 13.5 13.6 0.1
B34 20.5 20.7 0.2
B39 16.3 16.8 0.5
B35 20.6 22.7 2.1
B38 20.9 18.1 2.8
B32 20.6 23.7 3.1
B37 20.7 23.8 3.1
B36 20.7 23.9 3.2
B33 13.0 16.3 3.3

Por otro lado, tomando en cuenta el porcentaje de inhibicion, se
seleccionaron 20 cepas debido a que inhibieron en mas de 40 % el diametro de

crecimiento del patégeno (Cuadro 21).

Cuadro 21.Cepas de levaduras sobresalientes en ensayos confirmatorios.

2R H53 A3l H54 M18/3B
H28 H40 M17/1 A B54 HO3
H50 81 H52 B30 M18/3A
H25 H57 H56 B33 B38
A32 M20/2 A D25 B39 H10

4.3. Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro realizados se hicieron a la par de los ensayos
confirmatorios in vivo con el fin de utilizar los mismos inoculos de cepas de levadura

y del patdgeno para disminuir fuentes de error de igual manera se utilizé la misma
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variedad de manzana (‘Golden Delicious”) con las mismas caracteristicas. Se
utilizaron dos métodos para preparar el medio de cultivo a base de manzana,
utilizando el primero, una infusion de cortes del fruto de manzana y el otro con jugo
de manzana con el fin comparar el comportamiento de las 70 cepas de levaduras
seleccionadas con el hongo in vivo contra in vitro y de igual manera ver con una de
las dos técnicas cual se asemeja al comportamiento del los ensayos in vivo. Las

mediciones se realizaron después de cinco dias de incubacion (120 horas).

En el Cuadro 22 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos in vitro
realizados en el medio de manzana a base de infusiébn de manzana, los datos que
se muestran estan en base al crecimiento del hongo, ya que la comparacion que se
realiza entre ensayos in vitro e in vivo se basan en el didmetro de crecimiento del
hongo. Se observa que en el tratamiento con la levadura H99 no existioé crecimiento
alguno del hongo mientras que en otras levaduras como B33, M12 A, HO3, B54,
B86 el crecimiento del hongo solo se dio en el lugar donde se inoculo. En cambio
2R, M18/3B, B39, B38 y A99 disminuyeron el crecimiento menor del hongo en
comparacion del punto de inoculacion considerando a estas levaduras como
posibles antagonistas al tener un comportamiento similar al que se vio en los
ensayos en fruto, el crecimiento del testigo fue muy similar a los ensayos en frutos
al tener un crecimiento en didmetro de 33.0 mm. Finalmente cabe mencionar que
comparado con el testigo todos los tratamientos con las cepas mostraron tener

diferencia significativa en el crecimiento del hongo.

Cuadro 22. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C de temperatura.

B % de Area de % de
Diametro de o o e

Cepa L 1 crecimiento  crecimiento  crecimiento

Crecimiento™ (mm) - 2 .

didmetro (mm?) area
H99 0.0a 0.0 0.0 0.0
B33 6.7 b 19.8 35.3 3.9
M12 A 70 b 20.7 38.6 4.3
HO3 7.3 b 21.4 41.5 4.6
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Cuadro 22. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C de temperatura (Continuacion).

B % de Area de % de

Cepa D_|ar_netrolde crecimiento  crecimiento  crecimiento

Crecimiento™ (mm) - 2 !

didmetro (mm") area
B54 78 b 22.9 47.4 5.3
M18/3A 78 b 23.0 47.7 5.3
B86 78 b 23.1 47.9 5.3
B30 95 ¢ 27.9 70.2 7.8
2R 10.0 c 29.5 78.2 8.7
M18/3B 142 d 42.0 159.4 17.7
B39 15.4 de 45.3 185.3 20.5
B38 154 e 45.6 187.1 20.8
A99 171 f 50.5 230.0 25.5
A20 20.2 g 59.6 320.6 35.6
D53 20.2 g 59.6 320.6 35.6
A27 20.2 g 59.7 320.9 35.6
B34 20.2 g 59.7 320.9 35.6
B35 20.2 g 59.7 320.9 35.6
D34 20.2 g 59.7 320.9 35.6
M16/2A 20.2 g 59.7 320.9 35.6
M53 21.3 gh 62.9 356.4 39.5
33 21.3 gh 62.9 356.4 39.5
B36 21.3 gh 62.9 356.4 39.5
M15/4A 21.3 gh 62.9 356.4 39.5
A22 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
A25 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
A60 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
B32 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
M11/2B 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
Mora 21.7 hi 64.1 370.0 41.0
M20/A 21.9 hij 64.6 376.0 41.7
A94 22.3 hij 65.8 390.7 43.3
B37 22.3 hij 65.8 390.7 43.3
H55 22.3 hij 65.8 390.7 43.3
M75 B 22.3 hij 66.2 394.6 43.8
A24 22.4 hij 66.6 400.5 44.4
H94 22.6 ij 67.7 413.6 45.9
H39 22.9 j 83.9 634.7 70.4
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Cuadro 22. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C de temperatura (Continuacion).

B % de Area de % de
Diametro de o o o
Cepa S 1 crecimiento  crecimiento  crecimiento
Crecimiento™ (mm) - 2 .
didmetro (mm?) area
B31 28.4 k 65.8 901.7 44.4
Testigo 33.9 I - 390.7 -

’DMS (Student) 2.54
Valor “F” : 294.4**

Para los detalles, ver Cuadro 18

En el Cuadro 23 se muestra el crecimiento del hongo que se obtuvo en el
medio a base de jugo de manzana, en las primeras nueve levaduras se observa
gue el crecimiento del hongo fue nulo, mientras M18/3A, B38, 12 A, M75 B, B37 y
H55 en hongo creci6 solo en el lugar donde se realiz6 la inoculacién y otras como
H39, A94, A22, A25, M53, B36, B34, B35, D34, A27 mostraron un crecimiento
mayor al de la zona donde fue inoculado el hongo, en comparacion con el testigo
que tuvo un crecimiento de 26.7. Unicamente B31 no mostro diferencia con el

testigo.

Cuadro 23. Desarrollo de P. expansum en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusibn de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C de temperatura.

B % de Area de % de
Didmetro de T o S
Cepa - 1 inhibicion crecimiento  Inhibicion en
Crecimiento™ (mm) o 2 .

diametro (mm") area

A99 0.0a 0.0 0.0 0.0
B30 0.0a 0.0 0.0 0.0
B54 0.0a 0.0 0.0 0.0
B86 0.0a 0.0 0.0 0.0
HO3 0.0a 0.0 0.0 0.0
B33 0.0a 0.0 0.0 0.0
H99 0.0a 0.0 0.0 0.0
M18/3B 0.0a 0.0 0.0 0.0
2R 0.0a 0.0 0.0 0.0
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Cuadro 23. Desarrollo de P. expansum en funcion de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de

incubacion a 25°C de temperatura (Continuacion).

B % de Area de % de

Cepa D!ametrolde inhibicion crecimiento  Inhibicion en
Crecimiento™ (mm) diametro (mm?) area
B39 45 b 17.0 16.1 2.9
M18/3A 70 ¢ 26.2 38.5 6.9
B38 7.0 ¢ 26.2 38.5 6.9
M12 A 7.0 ¢ 26.3 38.7 6.9
M75 B 7.7 cd 28.9 46.9 8.3
B37 7.7 cd 28.9 46.9 8.3
H55 7.7 cd 28.9 46.9 8.3
H39 9.7 de 36.4 74.6 13.3
A94 9.8 de 36.8 76.0 13.5
M11/2B 111 ef 41.4 96.4 17.2
A22 111 ef 41.4 96.4 17.2
A25 111 ef 41.4 96.4 17.2
A60 111 ef 41.4 96.4 17.2
M20/A 111 ef 41.4 96.4 17.2
Mora 111 ef 41.4 96.4 17.2
A24 119 ef 44.7 112.1 19.9
M53 129 ef 48.4 131.6 23.4
B32 13.1 fg 48.9 134.4 23.9
M15/4A 13.7 fg 51.3 147.9 26.3
B36 13.7 fg 51.3 147.9 26.3
33 13.7 fg 51.3 147.9 26.3
B34 14.1 fg 52.6 155.7 27.7
B35 14.1 fg 52.6 155.7 27.7
D34 141 fg 52.6 155.7 27.7
D53 141 fg 52.6 155.7 27.7
A20 14.1 fg 52.6 155.7 27.7
A27 14.1 fg 52.6 155.7 27.7
B31 24.9 h 93.1 487.1 86.7

Testigo 26.7 h - 561.9 -

'Promedio de 12 valores individuales. “Diferencia minima significativa. "> no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05).
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En la Figura 13 se muestra el crecimiento del hongo en los testigos (hongo
en ausencia de levadura) en donde se aprecia que en los tres puntos donde se
inoculdé el hongo crecio sin problema durante las 120 horas (5 dias) alcanzando
26.7 mm en promedio, cabe mencionar que en la figura se muestra el medio
preparado utilizando las dos técnicas que se plantearon para el trabajo y de igual
manera se puede apreciar el hongo desarrolla en estos medios a diametros
similares que en los ensayos con fruto.

Figura 13. Desarrollo del hongo en testigos ensayos in vitro.

En la Figura 14 se muestran algunos casos que se dieron en los ensayos in
vitro al tener la interaccion del hongo con las diferentes levaduras, dichos casos
fueron los que mas se repitieron en los diferentes tratamientos. En el inciso “a” se
aprecian los aros que indican el comienzo del desarrollo del hongo después de ser

inoculado, pero con el crecimiento de la levadura se va inhibiendo en su totalidad
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guedando como en un principio, en el inciso “b” se aprecia una levadura de color
rosa que invadio en poco tiempo todo el medio y con ello el desarrollo del hongo

fue nulo, no se vio crecimiento en los lugares donde se inocul6 directamente.

Figura 14. Diferentes comportamientos de levaduras y hongo en ensayos in vitro.

“n

En el inciso “c” se aprecia una levadura que tuvo su mejor desarrollo en los
lugares donde se inoculd el hongo, en la imagen se alcanza apreciar una especie
de gotas pequefias que son las levaduras desarrolladas, y en el ultimo inciso “d” se
observa el crecimiento de la levadura y del hongo al mismo tiempo pero
comparando con el testigo el hongo crece menos, situacion mas comun en los

ensayos como muestra la figura. Después de las 120 horas de incubacion se
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apreciaron las tres colonias del hongo en pequeiia escala comparado con el testigo
(Figura 13).

4.4. Correlacion entre los ensayos in vivo con los ensayos in vitro

En la Figura 15 se muestra la grafica del primer grupo de levaduras
(Cuadro 18) de los ensayos confirmatorios en donde se compara el crecimiento del
hongo en el fruto (eje horizontal) y el (eje vertical) crecimiento en agar a base de
infusibn de manzana. Se puede observar una correlacion lineal significativa
(R=0.8582), que nos indica que existe un comportamiento similar de las levaduras y
el patdgeno en fruto e in vitro.
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Figura 15. Correlacidén de ensayos in vivo vs in vitro utilizando agar a base infusion

de manzana Grupo 1.

En la Figura 16 se muestra la grafica de correlacion entre el desarrollo del
hongo en el ensayo confirmatorio del grupo uno (Cuadro 18) en fruto y el desarrollo
in vitro en medio preparado a base de jugo de manzana, como muestra la grafica el
modelo lineal adaptado muestra una correlacion no mayor al método de infusion de

manzana, debido a que se observan gran cantidad de puntos que se encuentran
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lejos de la recta. Este comportamiento hace que el

coeficiente no sea

estadisticamente significativo. En este caso también se obtuvo un coeficiente de

correlacion significativo, es decir que el medio utilizado mostro cierta similitud con

los resultados obtenidos in vitro y en fruto.
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Figura 16. Correlacién de ensayos in vivo vs in vitro utilizando agar a

de manzana Grupo 1.

3s0

base de jugo

En la Figura 17 se muestra la grafica del segundo grupo de levaduras

(Cuadro 19) de los ensayos confirmatorios en donde se compara el crecimiento del

hongo en el fruto (eje horizontal) contra el crecimiento del mismo hongo en agar a

base de infusidn de manzana (eje vertical), como se muestra en la grafica se tiene

una correlacion no significativa. Esto indica que hubo un comportamiento diferente

tanto en fruto como in vitro.
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Figura 17. Correlacion de ensayos in vivo vs in vitro utilizando agar a base de
manzana Grupo 2.

En la Figura 18 se muestra la grafica de correlacion en donde se compara el
desarrollo del hongo en el ensayo confirmatorio del grupo dos (Cuadro 19) en fruto
contra el desarrollo in vitro en medio preparado a base de jugo de manzana, como
muestra la grafica el modelo lineal adaptado muestra no ser significativo,
encontrando gran cantidad de puntos que se encuentran lejos de la recta. Sin
embargo existen puntos cercanos a la recta que nos indica que hay cepas que

demostraron el mismo comportamiento en los dos medios a base de manzana.
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Figura 18. Correlacién de ensayos in vivo vs in vitro utilizando agar a base de jugo
de manzana Grupo 2.

En la Figura 19 se muestra la grafica de correlacion comparando los dos
métodos para preparar el medio a base de manzana en el grupo uno de cepas de
levaduras (Cuadro 18). Esto nos permite ver si hay alguna diferencia entre los
métodos utilizados para los ensayos in vitro. Como se muestra en la figura la
correlaciéon no es significativa, que indica que la mayoria de cepas de levaduras se

comportan diferentes en los medios de cultivo evaluados.
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En la Figura 20 se muestra la correlacién comparando los dos métodos para
prepara el medio a base de manzana en el grupo uno de cepas de levaduras
(Cuadro 19), como se muestra en la grafica la correlacion lineal no significativa con
solo algunos puntos cercanos a la recta esto nos indica que el comportamiento
entre las dos técnicas para preparar el medio arroja resultados diferentes con
excepcion de algunos casos, lo que nos indica que no se pueden comparar lo

métodos y tal vez demostrando que uno es mejor que otra para los ensayos in vitro.

4.5. Ensayos confirmatorios in vitro

Dentro de los ensayos in vitro se realizaron ensayos confirmatorios con el fin
de evaluar la reproducibilidad y determinar si se puede utilizar las técnicas in vitro
con medio preparado a base de manzana para estudios mas practico del
antagonismo de levaduras a enfermedades de poscosecha, en el Cuadro 22 se
muestra el crecimiento del hongo en presencia de levaduras en medio preparado a
base de infusion de manzana. Podemos observar que en los tratamientos con A31,
H54, H27, H10, H28, H50, H52, H61 no se presenta crecimiento del hongo,
mientras en el caso de 81, H62, D25, B86, H25, H40, H56, H60, H65, H84 existe
crecimiento solo en el lugar donde se realizo la inoculacion. Por su parte, el testigo
mostro un crecimiento maximo de 24.9 mm (diferente al desarrollado mostrado en
ensayos anteriores), siendo diferente significativamente con los demas

tratamientos.

Cuadro 24. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C.

> % de Area de % de
Diametro de R S o
Cepa L inhibicion crecimiento  Inhibicion en
crecimiento (mm) . 2 .

didmetro (mm?) area

A3l 0.0a 0.0 0.0 0.0
H54 0.0a 0.0 0.0 0.0
H27 0.0a 0.0 0.0 0.0
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Cuadro 24. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de infusion de manzana después de cinco dias de

incubacion a 25°C (Continuacion).

B % de Area de % de

Cepa D'.ame"o de inhibicion crecimiento  Inhibicion en

crecimiento (mm) . 2 .
didmetro (mm") area
H10 0.0a 0.0 0.0 0.0
H28 0.0a 0.0 0.0 0.0
H50 0.0a 0.0 0.0 0.0
H52 0.0a 0.0 0.0 0.0
H61 0.0a 0.0 0.0 0.0
81 2.3a 9.4 4.3 0.9
H62 2.3a 9.4 4.3 0.9
D25 70 b 28.1 38.5 7.9
B86 70 b 28.1 38.5 7.9
H25 70 b 28.1 38.5 7.9
H40 70 b 28.1 38.5 7.9
H56 70 b 28.1 38.5 7.9
H60 70 b 28.1 38.5 7.9
H65 70 b 28.1 38.5 7.9
H84 70 b 28.1 38.5 7.9
H86 70 b 28.1 38.5 7.9
M15/1A 70 b 28.1 38.5 7.9
M17/1A 70 b 28.1 38.5 7.9
M20/2A 70 b 28.1 38.5 7.9
A32 70 b 28.1 38.5 7.9
A30 8.2 bc 33.0 53.0 10.9
M18/2B 8.8 bcd 35.1 60.2 12.4
D08 10.0 cde 40.1 78.6 16.1
H53 11.0 cdef 44.0 94.3 19.3
D01 11.7  ef 47.1 108.0 22.1
A35 13.1 f 52.6 135.1 27.7
H76 18.4 g 74.0 266.6 54.7
H57 21.6 h 86.8 366.9 75.3
A56 22.0 h 88.4 380.6 78.1
Testigo 24.9 [ - 487.5 -

°DMS (Student) 2.7
Valor “F”: 61.85**

Para los detalles, ver Cuadro 18
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En el Cuadro 25 se observa el crecimiento del hongo en respuesta a la
presencia de levaduras en medio a base de jugo de manzana en donde en primer
instancia se observa una gran cantidad de tratamientos como H42, D25, H84, H10,
H54, H62, H28, B86, A30 que inhibieron completamente el crecimiento del hongo,
mientras que H53, H76, D08, M15/1 A, A32, H56 mostraron solo crecimiento en la
zona donde se realizo la inoculacion y solo en D01, A35, H65, H57 se observo un

crecimiento mayor y sin embargo ningun de ellos mostro ser similar al testigo.

Cuadro 25. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de jugo de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C.

Di4 % de Area de % de

Cepa lametro de inhibicion crecimiento  Inhibicion en
crecimiento (mm) diametro (mm?) area
H42 0.0a 0.0 0.0 0.0
H40 0.0a 0.0 0.0 0.0
H41 0.0a 0.0 0.0 0.0
M17/1A 0.0a 0.0 0.0 0.0
M18/2B 0.0a 0.0 0.0 0.0
D25 0.0a 0.0 0.0 0.0
H52 0.0a 0.0 0.0 0.0
H84 0.0a 0.0 0.0 0.0
H86 0.0a 0.0 0.0 0.0
H10 0.0a 0.0 0.0 0.0
H27 0.0a 0.0 0.0 0.0
H54 0.0a 0.0 0.0 0.0
H61 0.0a 0.0 0.0 0.0
H62 0.0a 0.0 0.0 0.0
H25 0.0a 0.0 0.0 0.0
H28 0.0a 0.0 0.0 0.0
H50 0.0a 0.0 0.0 0.0
B86 0.0a 0.0 0.0 0.0
81 0.0a 0.0 0.0 0.0
A30 0.0a 0.0 0.0 0.0
A56 0.0a 0.0 0.0 0.0
H53 31 b 9.7 7.5 1.0
H76 70 c 22.1 38.5 4.9
A3l 70 ¢ 22.1 38.5 4.9
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Cuadro 25. Desarrollo de P. expansum® en funcién de diferentes cepas de levadura
en medio preparado a base de jugo de manzana después de cinco dias de
incubacion a 25°C de temperatura (Continuacion).

B % de Area de % de
Diametro de R o L

Cepa - inhibicion crecimiento  Inhibicion en

crecimiento (mm) . 2 .
didmetro (mm") area
D08 70 c 22.1 38.5 4.9
H60 70 c 22.1 38.5 4.9
M15/1A 70 c 22.1 38.5 4.9
M20/2A 70 c 22.1 38.5 4.9
A32 73 ¢ 23.1 42.1 5.3
H56 77 ¢ 24.3 46.6 5.9
D01 130 d 40.9 131.9 16.7
A35 174 e 54.8 236.6 30.0
H65 21.6 f 68.2 366.6 46.5
H57 23.5 g 74.1 433.1 54.9
Testigo 31.7 h - 788.9 -

’DMS (Student) 3.17
Valor “F”: 292.4**

'Promedio de 9 valores individuales. Diferencia minima significativa. > no significativo,

*significativo y **altamente significativo a P < 0.05. Promedios con letras iguales entre
columnas no son estadisticamente diferentes (Student; P < 0.05).

En la Figura 21 se muestra la correlacion entre las mediciones en el primer
ensayo y el confirmatorio utilizando el medio a base de infusién de manzana. En la
grafica se muestra una correlacion estadisticamente significativa lo que nos indica

gue hubo un comportamiento similar.

En la Figura 22 se muestra la grafica de correlacion utilizando medio a base
de jugo de manzana en donde se ve una correlacién estadisticamente significativa
lo que nos indica que se repitid el comportamiento de varias cepas de levaduras en
el primer ensayo in vitro comparando con el ensayo confirmatorio, con cierto
reserva ya que en la grafica se aprecian puntos que se encuentran lejanos a la
recta los que nos indican que no tuvieron el comportamiento lineal esperado, lo que
nos dice que algunas levaduras mostraron un comportamiento diferentes al

esperado.
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En la Figura 23 se muestra la correlacion comparando los dos métodos para
preparar el medio a base de manzana, como se muestra en la grafica la correlacion
lineal no es significativa indicando que el comportamiento de las cepas entre las

dos técnicas para preparar el medio es diferente con excepcion de solo algunos

casos.
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Figura 23. Correlacion de ensayos in vitro infusion vs in vitro jugo de manzana
confirmatorio Grupo 2.

Con los analisis realizados en media a base de manzana se pueden destacar siete
cepas de levaduras como sobresalientes (81, B33, H03, H10, H28, H50 y H52)
como posibles agentes de biocontrol contra Penicillium expansum en manzana.
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5. DISCUSION

5.1. Aislamiento de levaduras

Varias enfermedades de poscosecha pueden ser controladas por
antagonistas microbianos (Wilson y col., 1994), por lo cual esta investigacion se ha
concentrado en la seleccion y estudio de nuevas cepas de levaduras. Se piensa
gue existe una mayor posibilidad de encontrar cepas con poder antag6nico contra
patdgenos en frutos que tienen tiempo prolongado en almacenamiento al no
presentar signos visibles de dafios. Por ello se realizd la empresa de aislar cepas
de levaduras de frutos de manzana en una bodega de almacenamiento en frio
convencional. Asi, se aislaron 420 cepas de las cuales se utilizaron 388 para
evaluar su eficacia antagonista contra Penicillium expansum Link en frutos de
manzana. Diversos autores han aislado levaduras antagénicas de la superficie de
manzanas almacenadas (Roberts, 1990; Janisiewicz., 1996; Leibinger y col., 1997;
Vifas y col., 1998) y de igual manera otros autores han aislado cepas de levaduras
pero en frutos frescos como Castafieda (2005), quien aislé 263 cepas de levaduras
de las cuales 128 fueron seleccionadas para las pruebas de antagonismo en
presencia de Penicillium expansum y Sanchez y col. (2008), quienes aislaron 140
cepas de levaduras nativas de manzana de las cuales evaluaron el poder

antagonico de 104 contra Penicillium expansum Link en manzana.

5.2. Bioensayos en fruto

Con las 420 cepas de levaduras aisladas se realizaron diversos ensayos en
donde se determind el potencial antagonista en presencia del patdgeno en frutos de
manzana. Diversos autores han realizado estudios de este tipo, en los cuales se
determina el porcentaje de inhibicion del patégeno por el potencial antagonista de
la levadura (Pusey y col., 1988; Teixidd y col. 1999; Sanchez y col., 2008). La

eficacia de un antagonista se ve afectada tanto por la concentracion de las células
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en la herida como por el numero de esporas de patdgeno utilizadas para la
inoculacién (Sanchez y col., 2008). En el caso particular del presente trabajo, en
lugar de utilizar la camara de Neubauer, como Castafieda (2005) y Sanchez y
col. (2008) para el recuento de células en la preparacion de inoculos de las
levaduras y patdégeno, se usO la técnica de extension en superficie para las
levaduras y vaciado para el patdgeno en placa, que permite el recuento de células
viables, mientras que la camara de Neubauer permite conocer el nimero de células
totales, ya sean viables o no, pero la desventaja de utilizar la primera es que se
requiere mayor tiempo para conocer la concentracion inicial de la cual se parte para

la preparacion de indculos.

Se sabe que a mayor concentracion de inoculo de levadura hay una mayor
inhibicién del patégeno, sin embargo se trabaja en la busqueda de cepas que sean
efectiva a bajas concentraciones (Sanchez y col., 2008). Diversos autores han
estudiado las concentraciones adecuadas para realizar ensayos en frutos tanto de
la levadura como del patdgeno, El Ghaout y col. (1998), Teixido y col. (1999), Usall
y col. (2000), Nunes y col. (2001) y Sanchez y col. (2008). Con base en los estudios
realizados por estos autores, se ha determinado que la concentracion optima para
los bioensayos tanto en in vitro como in vivo (fruto) es de 1X10’ UFC/mL en el caso
de la levadura y de 1X10% UFC/mL, de total cepas aisladas se probaron Ginicamente
388 que correspondieron a aquellas que alcanzaron dicha concentraciones durante

la fase de multiplicacién en medio liquido bajo agitacion.

Cuando una levadura llega a tener efecto directo en la inhibicion del
crecimiento de un patégeno en frutos se debe a diversos mecanismos que es
capaz de desarrollar, teniendo como principales la competencia por espacio y
nutrientes, el parasitismo directo o la resistencia inducida (Droby, 2006), de igual
manera existen otros mecanismo mas complejos, como la produccion de
antibiéticos (Singh y Sharma, 2007).

El comportamiento de las levaduras varié en funcién del ensayo, en el caso

de los ensayos de seleccién y los ensayos confirmatorios. En efecto, muchos
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potenciales antagonistas inhibieron el crecimiento del hongo en 100 %, pero una
vez que fueron probados en los ensayos confirmatorios, disminuy6 dicho porcentaje
de inhibicion. En general, las 70 cepas que se seleccionaron para los ensayos
confirmatorios mostraron este tipo de comportamiento. Por ejemplo las cepas
M75B, M17/1A, M20/2A, A32, A25, D25, H27, A99 con didmetros respectivos en las
pruebas confirmatorias de 21.1, 21.8, 21.4, 19.0, 24.8, 22.2, 22.6 y 18.7 mm
respectivamente. Este comportamiento peculiar pudo haberse debido primeramente
a la inestabilidad en el comportamiento de las levaduras de un ensayo a otro (Usall
y col., 1996). Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, como los
conducidos por Castafieda (2005) y Sanchez y col. (2008) que muestran
situaciones similares, es decir, una falta de consistencia en el comportamiento de
las levaduras en distintos ensayos realizados Castafieda (2005), por ejemplo,
reporta que la cepa 22-211, inhibié en desarrollo diametral un porcentaje del 23.9
% en pruebas confirmatorias y en ensayos previos lo inhibié en 62 %. En el caso de
la busqueda de ABC es importante que sean genéticamente estables (Teixido y
col,. 1999)

Por otro lado, durante los ensayos realizados se detectaron algunas cepas
como Al18, Al17, A12 y A16, que incluso, propiciaron un mayor desarrollo del hongo
con relacién al testigo. Esto pudo haberse debido a que en lugar de inhibir el
desarrollo del patégeno lo estimularon a un mejor desarrollo (sinergismo). Este
resultado concuerda con lo obtenido en algunos de los experimentos realizados por
Castafieda (2005).

En los ensayos realizados en el presente trabajo se encontrd6 que el
crecimiento del patégeno en el fruto oscila en ausencia de la levadura (testigo),
desde 21.8 mm y un maximo de 35.4 mm a ocho dias después de ser inoculados.
Esta misma cepa (CFNL2016) fue utilizada por Castafieda (2005) y Sanchez y col.
(2008), quienes obtuvieron crecimientos del hongo sensiblemente similares. En
efecto, Castafieda (2005) reporté que el crecimiento diametral del patdgeno estuvo
en un rango de 30.0 mm a de 41.0 mm, mientras que Sanchez y col. (2008)
reportan un minimo de 35.1 y un maximo de 41.0 mm después de ocho dias de
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incubacion. Rivera (2009), por su parte, reporta un crecimiento promedio del 35.7
mm. Con lo anterior se demuestra que la agresividad del patégeno utilizado sigue
siendo muy alta, por lo que los resultados obtenidos con las levaduras realmente
son significativos, ya que son capaces de inhibir el crecimiento de un patégeno que

presenta un gran nivel de virulencia en el fruto.

En total se retuvieron 70 cepas de levaduras para la prueba confirmatoria de
las cuales 20 mantuvieron un buen comportamiento al inhibir en méas de 40% el
desarrollo del hongo. La cepa 2R mostro el mayor porcentaje de inhibicion en un
57.7 y 81.3 % en diametro y area respectivamente. En las pruebas confirmatorias
todas las cepas resultaron ser diferentes al testigo. Estos resultados son
sensiblemente similares a los obtenidos por Castafieda (2005) y Sanchez y col.
(2008).

Como se mencioné anteriormente, existen cepas que cambian su
comportamiento en funcion de un ensayo a otro, comparando los resultados
obtenidos en los ensayos de seleccion para de cepas que mostraran
comportamiento antagonista contra P. expansum y el ensayo confirmatorio se
aprecia que algunas levaduras mostraron diferente porcentajes de inhibicion, tal
como Castafieda (2005) y Sanchez y col. (2008) reportaron cepas de levaduras que
llegaron a inhibir mas el crecimiento del hongo o en otros casos demostraron lo
contrario en sus ensayos confirmatorios. Para expresar de mejor manera este
comportamiento se realiz6 un analisis de correlacién para determinar si existia
variacion entre observaciones realizadas. La baja correlacion encontrada sugiere la
existencia de diferencia significativa en algunas de las levaduras. En efecto,
algunas cepas levaduras como B34 y B39 practicamente tuvieron el mismo
comportamiento (56.4 y 71.3 % de porcentaje de inhibicion respectivamente) en los
ensayos preliminares, mientras que en el ensayo confirmatorio se obtuvo un
porcentaje de inhibicion de 54.2% con B34 y 75.7 % con B39 en ensayos

confirmatorios. De igual manera, existen cepas como 2R que mostraron
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comportamientos similares al inhibir en 81.3 % en ensayos selectivos y un 68.3 %

en ensayos confirmatorios.

5.3. Ensayos in vitro

En los ensayos in vitro el hongo mostré un comportamiento similar al que
obtuvo en fruto, con un crecimiento diametral de entre 30 a 35 mm después de
cinco dias de incubacién, lo que indica que el hongo no sufre cambios en su
comportamiento al estar presente en un fruto 6 un medio preparado a base del
fruto, Sdnchez y col. (2008) reportaron un crecimiento promedio del hongo de 15
mm en el medios sintético APD a las mismas 72 horas mientras que en fruto a los

ocho dias de incubacion reportaron un crecimiento promedio de 35 mm.

Con estas condiciones fijas, se realizaron los ensayos de las 70 levaduras
seleccionadas en los ensayos en fruto, ya que un gran numero de autores
mencionan que no existe una correlacion entre la inhibiciébn en el crecimiento de
patégenos en poscosecha por antagonistas a través de experimentos in vitro con
los obtenidos en fruto (Chalutz y col., 1988; Wilson y Chalutz, 1989; McLauglhin y
col., 1990; Wilson y col., 1994; Sanchez y col., 2008), sin embargo, la necesidad de
realizar experimentos in vitro surge de una idea de contar con pruebas sencillas y
rapidas, ademas, las pruebas in vitro son sugeridas para evaluar posibles

mecanismos de accion de las levaduras contra el patégeno.

En los ensayos in vitro se encontrd si bien que varias levaduras que no
desarrollaron en el medio, lo que podria deberse a que las condiciones del medio
son adecuadas para el patdégeno, no lo son para el establecimiento de las

levaduras.

Con los datos obtenidos en los ensayos in vivo e in vitro se realizé un
analisis de correlacion entre ambos, con el fin de ver si existian comportamientos

similares entre las levaduras al interactuar con medio o en fruto. Se observo que
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con el medio a base de manzana preparado por infusion los antagonistas
manifestaron un comportamiento similar al que mostraron en fruto. Por otro lado el
analisis de correlacion entre el comportamiento de las levaduras en los dos medios
sintéticos mostraron valores de “r’ bajos, indicando una ausencia de correlacion del

comportamiento de los antagonistas.

La correlacion obtenida entre los resultados en fruto y usando como medio
infusidn de manzana se debe probablemente a que el medio basado en manzana
debe contener los nutrientes o componentes que se encuentran en ésta tales como
pectina, aminoacidos como cisteina, glicina, arginina, lisina, &cidos como
glutaminico, linoleico, malico, oleico, palmitico y cafeico, azucares: fructosa,
glucosa y sacarosa, catequinas, quercetina, fibras, calcio, hierro, magnesio,
nitrégeno, fésforo, potasio (Rodriguez y col. 2010), entre otros, nutrientes o
compuestos que quiza interactien en las levaduras para poder desarrollar en la

manzana y en este caso propician un buen crecimiento en el medio.

Diferentes autores como Janisiewicz (1988) y Sanchez y col. (2008) han
reportado que el comportamiento de las levaduras en medio de cultivo y en frutos
es diferente, lo que puede deberse a que éstas son capaces de desarrollar
diferentes mecanismos de accion de un medio a otro. En presencia del fruto las
levaduras pueden inducir mecanismos de defensa en el huésped o actuar
directamente contra el patdgeno mientras que medios sintéticos interactian
directamente con el patégeno ya sea por competencia por nutrientes o espacio,

depredacion.

De igual manera en los ensayos in vitro se observaron siete cepas que
presumen se posibles agentes de biocontrol, esto en base a que estas cepas
mostraron de igual manera ser sobresalientes en ensayos en fruto y mostraron
comportamiento similar en los ensayos in vitro. Por lo anterior, se considera que el
medio preparado a base de infusion de manzana puede ser considerado como un
método viable en el estudio ABC debido a que los resultados en este caso son

comparables a los obtenidos en el fruto.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Ensayos en fruto

- El aislamiento de levaduras a partir de frutos en buen estado después
de almacenamiento prolongado permitio la seleccién de 20 levaduras con un
poder antagonico superior a 40 % tanto en las pruebas preliminares como en las
confirmatorias y algunas cepas mostraron un comportamiento similar en los
diferentes ensayos realizados por lo que se podrian considerar como
genéticamente estables.

6.2 Ensayos in vitro

- La utilizacibn de medios nutritivos a base de manzana permitié
determinar el poder antagénico de las levaduras y seleccionar siete cepas
como agentes de control, por ser sobresalientes en ensayos en fruto y

mostraron comportamiento similar entre ensayos in vitro.

6.3 Correlacion entre los dos tipos de ensayos

- En los ensayos in vitro el medio preparado a base de infusion de
manzana mostr6 un comportamiento similar a los ensayos en frutos en
comparacion con el medio preparado a base de jugo de manzana, mostrando un
comportamiento lineal (r = 0.8582), mientras que en los ensayos confirmatorios

la correlacion fue de r de 0.8984.
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- El medio preparado a base de infusiébn de manzana mostré una mayor
estabilidad en los ensayos, al presentar caracteristicas en donde el hongo y la
levadura mostraron una mejor adaptacion al ser mas firme y presentar una

menor presencia de humedad.

- Ademas el medio preparado a base de infusion de manzana mostro
una correlacion positiva con los resultados obtenidos en fruto por lo que se

puede proponer para estudios posteriores de este tipo.

6.4 Recomendaciones para futuros trabajos de investigacion

- Dar seguimiento a las mejores levaduras reportadas en este trabajo,
en sentido de ver que sean genéticamente estables, determinar su agresividad
ante otros patdégenos, determinar sus posibles modos y mecanismos de accién

etc.

- Llevar a cabo otros trabajos in vitro en los cuales se utilicen realizando
modificaciones a los medios, ya sea al ajustar pH o realizar fortificaciones
utilizando azucares, con el fin de facilitar el desarrollo del patdégeno y el
antagonista y poder simular mejor las condiciones en que se encuentran amos

microorganismos en los ensayos in vivo.
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