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RESUMEN

Macrolepiota sp. CS185 es un basidiomiceto de la pudricién blanca que ha mostrado
actividad antagoénica contra aislados fitopatdgenos de tomate, asociada a la
produccién de metabolitos antifungicos. Por lo que, en la presente investigacion el
objetivo fue determinar la actividad antagénica de los sobrenadantes de Macrolepiota
sp. CS185 contra hongos poscosecha de frutos de higo (Ficus carica L.). Para lo cual,
fueron obtenidos hongos a partir de frutos de higo adquiridos de comercios locales del
area Metropolitana de la ciudad de Monterrey. Estos fueron aislados, identificados y
determinados los perfiles de enzimas degradadoras de componentes de pared celular
vegetal (EDPCV). En medio sélido fue evaluado el potencial antagénico de los cultivos
y sobrenadantes contra los aislados poscosecha, ademas de la evaluacién del efecto
de la concentracion y edad de los sobrenadantes sobre la actividad antagonica. A partir
de los frutos de higos colectados fueron identificados cuatro aislados del género
Alternaria y dos pertenecientes al género Colletotrichum, con diferentes patrones de
EDPCV (P <0.05). En confrontaciones multiples los aislados de Colletotrichum fueron
los mas susceptibles, al ser inhibidos en aproximadamente un 70%. Con respecto al
efecto de la concentracion del sobrenadante sobre el porcentaje de inhibicion, la
velocidad de crecimiento del micelio y porcentaje relativo de inhibicion en la velocidad

del crecimiento diario mostraron diferencias (P < 0.05) entre tratamientos, aunque en

Xii



la mayoria de los aislados, los tratamientos 30 y 50% tuvieron un comportamiento
similar. La edad del cultivo de Macrolepiota sp. CS185 influy6 en estos parametros de
forma significativa (P < 0.05), principalmente en los sobrenadantes SN15, SN20 y
SN30 que mostraron la mayor actividad antagoénica, siendo Alternaria sp. 1y
Colletotrichum sp. 2 los aislados mas susceptibles. Los patrones de comportamiento
observados en las cinéticas de actividad antagdnica sugieren que mas de un

metabolito podria ser responsable de dicha actividad.
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ABSTRACT

Macrolepiota sp. CS185 is a white rot basidiomycete that has shown antagonistic
activity against tomato phytopathogenic isolates, associated with the production of
antifungal metabolites. Therefore, the aim of the present investigation was to evaluate
the antagonistic activity of Macrolepiota sp. CS185 supernatants against postharvest
fungi of fig fruits (Ficus carica L.). With this purpose, the mushrooms were isolated from
fig fruits acquired in local shops in the Metropolitan area of the city of Monterrey, N. L.
They were identified and the profiles of degrading enzymes of plant cell wall
components (EDPCV) were determined. In solid medium, the antagonistic potential of
the cultures and supernatants was evaluated against the postharvest isolates. In
addition, the effect of the concentration and age of the supernatants on the antagonistic
activity was estimated. From the collected fig fruits, four isolates of the genus Alternaria
and two belonging to the genus Colletotrichum were identified, with different levels of
EDPCV (P = 0.05). In assays of multiple confrontations, the Colletotrichum isolates
were the most susceptible, being inhibited by approximately 70%. Supernatant
concentration affected mycelial growth rate and relative inhibition percentage in the
daily growth rate showed differences (P < 0.05) among treatments, although in most of
the isolates, treatments 30 and 50% behaved similarly. In addition, culture age of
Macrolepiota sp. CS185 supernatants influenced these parameters significantly (P <

0.05), SN15, SN20 and SN30 supernatants showed the highest antagonistic activity,

Xiv



being Alternaria sp. 1 and Colletotrichum sp. 2 the most susceptible isolates. The
patterns observed in the kinetics of antagonistic activity suggest that more than one

metabolite might be responsible for these activities.
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1. INTRODUCCION

El continuo aumento de la poblacién ha incrementado la demanda de alimento a nivel
mundial, intensificando la produccién agricola. Sin embargo, las incorrectas técnicas
productivas y el ataque de microorganismos han sido responsables de significativas
pérdidas de alimentos, principalmente durante las labores de poscosecha; lo cual
puede ser mayormente evidenciado en la produccién de frutas y hortalizas, donde su
calidad y vida de anaquel es notablemente afectada generando pérdidas de hasta un
50%. Para el caso particular de los frutales estos microorganismos pueden ocasionar
pérdidas productivas en mas del 50% de sus especies (Carmona- Hernandez et al.,

2019; Elik et al., 2019).

Las frutas son consideradas alimentos saludables y de alto valor nutritivo,
especialmente en la dieta y la salud de los seres humanos, lo que ha resultado en un
incremento significativo de su consumo (Tzortzakis y Chrysargyris, 2017; Ding y Lee,
2019). Por lo tanto, para cubrir el incremento en su consumo es necesario reducir las
pérdidas de produccion, principalmente durante las actividades de poscosecha. Con
este objetivo, se siguen tres pasos basicos para el manejo de enfermedades
poscosecha en frutas, la prevencién de la infeccién, la eliminacion de la infeccidon
incipiente o latente y la prevencion de la propagacion del patégeno en el tejido huésped

(Singh y Sharma, 2018).
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Los frutos de higo (Ficus carica L.) han adquirido gran interés econémico y nutrimental
como complemento alimenticio debido principalmente a sus propiedades antioxidantes
(Hssaini et al., 2020; Benmaghnia et al., 2021), impulsando la implementacion de
tecnologias que contribuyan a mejorar sus sistemas de produccion, procesamiento y
conservacion. Lo que ha conducido al estudio de la produccidén intensiva bajo

condiciones de invernadero e hidroponia (Mendoza-Castillo et al., 2017).

Sin embargo, a nivel poscosecha las principales pérdidas se han asociado a
deficiencias en el manejo de las temperaturas de almacenamiento (Jusoh et al., 2019;
Hayati et al., 2021) y a las enfermedades como la pudricion causada por Alternaria
tenuis, la pudricidn del moho negro causada por Aspergillus niger, el moho gris o
podredumbre de Botrytis y la endosepsis causada por Fusarium moniliforme (Colelli y
Amodio, 2020). Por tal motivo se exploran estrategias econémicas y naturales que
contribuyan a preservar la calidad del fruto durante el almacenamiento poscosecha,
como es el uso de recubrimientos (Paolucci et al., 2020; Vieira et al., 2021) y su

combinacién con aceites esenciales (Saki et al., 2019).

Una alternativa para la obtenciéon de nuevas fuentes de compuestos antifungicos con
aplicacién contra hongos poscosecha son los basidiomicetos de la pudricién blanca
(Ragupathi et al., 2020; Thangaraj et al., 2021). Por lo que, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la actividad antagénica de los sobrenadantes de Macrolepiota

sp. CS185 contra hongos poscosecha aislados de frutos de higo (Ficus carica L.).



2. OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antagénica de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185

contra hongos poscosecha aislados de frutos de higo (Ficus carica L.).

2.1. Objetivos especificos
Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Obtener hongos poscosecha a partir de frutos de higo (Ficus carica L.)

2) Determinar la capacidad antagénica de Macrolepiota sp. CS185 contra los
hongos poscosecha aislados

3) Evaluar el efecto antifungico de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185

4) |dentificar el efecto de la edad del cultivo sobre la actividad antifungica de los
sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185



3. REVISION DE LITERATURA (ANTECEDENTES)
3.1. La poscosecha de frutas
La produccién de frutas ha ganado importancia e interés por su aporte nutrimental y
nutracéuticos, asociado al incremento de la poblacién mundial y a la necesidad de
alimentos de calidad (Silva y Sirasa, 2018; Sharma et al., 2021). Lo cual ha demandado
elevar los volumenes de produccion fruticolas y reducir sus pérdidas, principalmente

durante las actividades de poscosecha (Dukare et al., 2019).

La poscosecha es un periodo que depende de varios parametros como son las
propiedades fisiolégicas y el estrés bibtico/abibtico (Sanzani et al., 2016), que abarca
desde la cosecha de la fruta hasta su consumo, en el cual se llevan a cabo las practicas
de manejo, empaque, transporte y almacenamiento. Es una etapa del proceso
productivo determinante en la calidad y vida de anaquel de la fruta, donde se pueden
registrar pérdidas de hasta un 50%, resultado principalmente de la accion de

microorganismos fitopatégenos (Elik et al., 2019).

3.2. Hongos poscosecha en la produccion agricola

Los hongos se encuentran en todos los entornos naturales o construidos por el
hombre, més aun cuando encuentran las condiciones necesarias para proliferar, como
es la presencia de humedad, llegando a causar el deterioro de frutas y otros alimentos

(Samson et al., 2019).



Los patdégenos fungicos provocan pérdidas significativas en la produccion agricola
(Peng et al., 2021; Zhang et al., 2021). Por lo que, varios estudios se han centrado en
la busqueda de alternativas que contrarresten la aparicidn de hongos y los dafos
asociados. En este sentido, han sido estudiados métodos fisicos, quimicos, bioldgicos
y sus combinaciones en la prevencidn y reduccion del crecimiento de hongos, asi como
en la produccion de micotoxinas durante la poscosecha de productos agricolas (Singh
y Sharma, 2018; Liu et al., 2020). Sin embargo, la practica mas comun es el uso de
controladores quimicos, a pesar de que su uso extensivo genera problemas asociados
con la contaminacién ambiental por accion de los residuos toxicos, lo que ha afectado
el desarrollo sostenible de la agricultura (Carmona- Hernandez et al., 2019; Peng et

al., 2021; Stracquadanio et al., 2021).

Los efectos negativos del control quimico de hongos fitopatégenos han inducido al
desarrollo de técnicas ecolbégicas mas seguras que garanticen la calidad y vida util de
los productos agricolas, principalmente en frutos, como el uso de productos
biodegradables naturales con propiedades antimicrobianas (Munhuweyi y Sivakumar,
2020; Hernandez et al., 2021). En este sentido, el uso de bacterias y hongos
antagonistas como control biolégico de enfermedades poscosecha, ofrece una
alternativa viable ante los fungicidas sintéticos (Wang et al., 2020). Por tanto, la
inhibicion de fitopatdgenos en frutas utilizando microorganismos antagonistas se ha
considerado un control bioldégico que genera grandes beneficios ecoldgicos, aunque

su uso se ha visto limitado (Carmona- Hernandez et al., 2019; De Simone et al., 2021).

A los fungicidas bioldgicos antes de ser utilizados como producto fitosanitario en la

poscosecha e introduccion en el mercado, se les realiza una rigurosa evaluaciéon de



riesgos sobre la capacidad del agente de control bioldgico para colonizar, persistir y
propagarse, ademas de las posibles rutas de dispersién en condiciones habituales de
uso (Soto-Munoz et al., 2020). Por otra parte, también han sido utilizados aceites
esenciales con capacidad antifungica frente a hongos fitopatégenos de la cosecha y
poscosecha, como una alternativa natural para extender la vida util principalmente de
las frutas (Boubaker et al., 2016; El Ouadi et al., 2017; Santamarina et al., 2017; Ding
y Lee, 2019). Asimismo, ha sido utilizado el polisacarido quitosano como agente
ecoldgico para controlar las enfermedades causadas por patdgenos de heridas

(Betchem et al., 2019; Ding y Lee, 2019).

Por otra parte, los métodos fisicos han sido ampliamente utilizados en el control de
enfermedades poscosecha en frutas y hortalizas. Son considerados tratamientos con
un minimo impacto ambiental, libres de residuos, destacandose el almacenamiento en
frio como principal método fisico para retrasar o reducir las enfermedades bidticas y
abidticas. Aunque, existen otros tratamientos con potencial como es el calor (agua y
aire caliente), la presion hipobarica e hiperbarica, la radiacion ultravioleta lejana (luz
UV-C), la radiofrecuencia y microondas téxicos, y las atmdésferas controladas vy
modificadas (Usall et al., 2016). Sin embargo, todos estos métodos tienen sus
limitantes, por ejemplo, el almacenamiento en frio puede disminuir la calidad y el valor
economico de las frutas, resultado de trastornos fisiolégicos de dafos por frio, llamado

lignificacion (Lin et al., 2018).

Otra alternativa de naturaleza fisica y libre de quimicos que no reporta efectos
adversos conocidos sobre los productos frescos o el medio ambiente es la utilizacion

de plasma frio en el control de patdgenos flingicos de poscosecha. Esta es una



tecnologia con amplia aplicacién en el campo médico que ha demostrado controlar los
patdgenos bacterianos que causan problemas de seguridad alimentaria (Siddique et

al., 2018).

3.3. Poscosecha de frutos de higuera

La higuera (Ficus carica L.) es un arbusto caducifolio o perennifolio lefioso, de 5 a 10
m de altura, de copa gruesa redondeada o aplanada, hojas caducas, simples, alternas
ovales, rugoso-pubescentes acorazonadas y palmadas con tres a siete I6bulos, que
miden de 10 a 20 cm de longitud y casi igual de ancho. Se caracteriza por dos
morfotipos: los cabrahigos, con flores estaminadas funcionales y flores pistiladas de
estilo corto y la higuera cultivada sélo con flores pistiladas (Stover et al., 2007; Crisosto
et al., 2011). Es una especie originaria de Asia occidental y distribuida en la cuenca
mediterranea por las primeras etapas de la civilizacién agricola (Accademia dei
Georgofili, 2003). Casi todos los cultivares son el resultado de una seleccion antigua 'y

se mantienen mediante propagacién vegetativa (Mars, 2001).

El higo es un fruto compuesto (infrutescencia), climatérico, blando, ovoide o elipsoide,
carnoso, recubierto con una piel muy fina, con pequenos y numerosos aquenios
incluidos en el fruto, es de color azulado o verde, negro o morado, mide de 3 a 10 cm
de largo y tiene sabor dulce, mucilaginoso (Stover et al., 2007; Polat y Caliskan, 2008).
Se describen cuatro tipos de frutos en funcién de las caracteristicas de cultivo y
polinizacion. El tipo conocido como "higo comun" no requiere polinizacién para
establecer un cultivo comercial. Los botanicos usan el término "persistente" en lugar

de "partenocarpico”, porque el higo no es una fruta verdadera. Los otros dos tipos de



higos comestibles no son persistentes y requieren polinizacién para fijar la cosecha

principal (Stover et al., 2007; Giraldo et al. 2010).

El consumo de higo se ha asociado con grandes beneficios para la salud debido a su
contenido de polifenoles totales, flavonoides totales y antocianinas que le brindan gran
capacidad antioxidante (Solomon et al., 2006; Caliskan y Polat, 2011; Arvaniti et al.,
2019). Sin embargo, los frutos frescos del higo suelen ser muy susceptibles a algunos
trastornos fisiopatologicos durante la vida posterior a la cosecha, como el
ablandamiento y el agrietamiento de la piel, incluso en condiciones de almacenamiento
en frio. Por lo que son productos altamente perecederos en poscosecha con
descomposicion microbiolégica que resulta en un sabor y olor desagradable debido a
la podredumbre, requiriendo métodos de conservacidon que contrarresten su deterioro

(Paolucci et al., 2020).

Los estudios de micobiota han identificado las especies asociadas al deterioro de los
frutos, destacando los géneros de Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Eurotium, Fusarium, Geotrichum, Gloeosporium, Monilinia, Mucor, Penicillium vy
Rhizopus (Hedawoo et al., 2017; Villalobos et al., 2017; Abbas et al., 2020). En
particular Alternaria'y Fusarium, se destacan por causar la pudricién interna de los
frutos y son responsables de los principales problemas asociados a hongos en la

produccién de higos (Stover et al., 2007).

Los frutos de higo infectados con Alternaria muestran pequefias manchas hundidas,

necroticas, circulares u ovaladas, de color marrdn claro, ubicadas principalmente en



las areas que rodean el canal ostiolar con un diametro promedio de 5 a 10 mm, que
gradualmente aumentan de tamafo y conducen a la pudricion total del fruto,

alcanzando pérdidas de hasta el 29% (Latinovic et al., 2004; Alam et al., 2021).

Uno de los factores que contribuye al desarrollo de estos hongos es el dafio mecanico,
siendo considerado un tipo de estrés que se asocia con la manipulacién y ocasiona
cambios fisiolégicos y morfolégicos en los frutos (Martinez-Romero et al., 2004).
Mientras que, en las infecciones por Fusarium son abundantes los conidios
polvorientos negros en la cavidad de frutos maduros. La descomposicion
generalmente comienza en el ostiolo y luego se disemina a su alrededor como areas
empapadas de agua (Crisosto et al, 2011). Los sintomas observados en frutos
infectados con Botrytis cinerea, Penicillium minioluteum y Rhizopus stolonifer se
caracterizan por una pudricion humeda y posteriormente se vuelve evidente la
presencia del micelio y esporulacidn gris en el caso de B. cinerea (Montealegre et al.,

2000).

Lo anterior ha llevado a la busqueda de estrategias que permitan extender la vida util
de los frutos de higo. Las cuales se han enfocado en el estudio del efecto de la
temperatura (Ertan et al., 2018; Hayati et al, 2021), envasado en atmdsfera
modificadas (Martinez-Damian et al., 2020), uso de agentes quimicos (Irfan et al.,
2013), radiacion (Usberti y Ferraz, 2020) y el desarrollo de recubrimientos que

conserven los atributos de calidad de los frutos (Paolucci et al., 2020).
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Los polimeros mas utilizados en los recubrimientos son el quitosano, alginato de sodio,
el agar, goma arabica (Khaliq et al., 2015; Chen et al., 2018; Paolucci et al., 2020).
Aunque ha crecido el interés por la combinacidn de éstos con aceites esenciales (Saki,
2019) o compuestos activos extraidos de subproductos agricolas (Moccia et al., 2021),
que les brinden mayor proteccion antimicrobiana. Otras estrategias que han ganado
interés en la preservacion de la calidad de los frutos son el uso de recubrimientos a
base de mucilago de nopal con actividad bactericida (Allegra et al., 2017) y el uso de

nanoparticulas de 6xido de zinc (Lakshmi et al., 2018).

Sin embargo, existe una fuente de metabolitos bioactivos que no han sido
aprovechados en el &mbito de la poscosecha, como son los basidiomicetos (Schiiffler,
2018; Sidorova y Voronina, 2019). Tanto los extractos organicos como los
sobrenadantes obtenidos de los carpéforos o cultivos de este grupo de hongos han
mostrado actividad antifungica sobre hongos de importancia econémica (Aqueveque
et al.,, 2017; Dutta et al., 2019; Hernandez-Ochoa et al., 2019; Priya et al., 2019;
Fukushima-Sakuno, 2020). Asi han sido identificados compuestos como las
Crinipellinas A e | producidas por el basidiomiceto Crinipellis rhizomaticola, con
actividad contra los fitopatdégenos Magnaporthe oryzae, Colletotrichum coccodes, B. y
Phytophthora infestans (Han et al., 2018). Las estrobilurinas son un grupo de
metabolitos bioactivos producidos por varios hongos y que han permitido el desarrollo
de fungicidas agricolas como el B-metoxiacrilato (Igbal et al., 2018; Nofiani et al., 2018),
actuando sobre fitopatdbgenos como Gibberella zeae, Sclerotinia

sclerotiorum y Rhizoctonia cerealis (Chen et al., 2017).
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En general, la revision de literatura permitié profundizar en aspectos relevantes sobre
el manejo poscosecha de frutas, con énfasis en los frutos de higo. Asimismo, fueron
abordadas algunas de las principales causas que generan pérdidas significativas

durante la poscosecha de frutas, asi como las alternativas utilizadas para su control.
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4. METODOLOGIA

4.1. Localizaciéon del experimento

La fase experimental de la investigacion fue realizada en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leén, Campus de las Ciencias Agropecuarias, General Escobedo, Nuevo Ledn,

México.

4.2. Materiales y métodos

Todos los reactivos y compuestos quimicos utilizados fueron de grado reactivo de la
casa comercial Sigma Aldrich (San Luis, Misuri, Estados Unidos). Los medios de
cultivos fueron de la marca comercial BD (Becton, Dickinson and Company, New
Jersey, U.S.A). Todas las soluciones fueron preparadas con agua bidestilada de
Laboratorios Monterrey, S.A. (Monterrey, Nuevo Ledn, México). Las mediciones del
crecimiento del micelio de los hongos fueron realizadas con un Vernier digital Caliper

de 150 mm con una precisién de 0.01 mm..

4.3. Material biolégico

La cepa Macrolepiota sp. CS185 fue obtenida del cepario de micelios vegetativos del
Laboratorio de Enzimologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas, UANL. La cual es

conservada en medio YMGA (glucosa 4 g L, extracto de malta 10 g L™, extracto de
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levadura 4 g L'y agar 15 g L"), mediante resiembras periddicas cada tres meses

Hernandez-Luna et al., 2008).

La preparacién del inéculo consistio en la reactivacion de las cepas en el medio YMGA
y papa dextrosa agar (PDA), con cinco dias de crecimiento. A partir de la periferia de
las colonias reactivas, fueron tomados discos de 0.5 cm para la siembra de medios

solidos y liquidos.

4.4. Aislamiento e identificacion de hongos poscosecha

Los hongos poscosecha fueron obtenidos de higos colectados en comercios del area
metropolitana de Monterrey. Estos fueron aislados en placas Petri con medio PDA,
suplementado con &cido tartarico al 10% y resembrados hasta obtener colonias
aisladas. Una vez lograda la purificacion de los micelios, fueron identificados
morfolégicamente (Aloi et al., 2021; Elfar et al., 2018; Velazquez-Silva et al., 2018;

Rojo-Béez et al., 2017).

4.5. Perfil de enzimas degradadoras de pared celular vegetal (EDPCV)

La evaluacién del perfil de enzimas degradadoras de componentes de pared celular
vegetal (EDPCV) como celulasas, xilanasas, enzimas modificadoras de lignina (EML)
y pectinasas, ademas de amilasas de los hongos fitopatégenos fue realizada en medio
solido. El medio base utilizado fue el descrito por Sin et al. (2002) cuya composicion
base fue peptona (0.1%), extracto de levadura (0.01%) y agar (2.0%). Como fuentes

de carbono se emplearon carboximetilcelulosa (CMC, 1%), xilano (1%) y pectina
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(0.5%), anadidos al medio base para la deteccién de celulasas, xilanasas y pectina,

respectivamente.

Para la deteccion de amilasas fue utilizado almidon al 1%, mientras que para la
deteccion de actividad de EML se utilizo el colorante Poly R-478 al 0.04% y glucosa al
1% como fuente de carbono. La actividad lacasa fue revelada por la oxidacion de la
siringaldazina (0.5%), la cual fue afadida después de esterilizar el medio. El
crecimiento de los hongos fue registrado diariamente. Para revelar la actividad de las
carbohidrolasas al tercer dia, fue utilizada una solucién de yodo. Todos los ensayos
fueron realizados por cuatriplicado. El diametro del halo de hidrolisis fue medido para
calcular el indice de degradacion (/D) mediante la siguiente ecuacion (Medina

Gonzélez et al., 2016):

ID = (1)

al=

Donde h corresponde a la hidrélisis (mm) y ¢ corresponde al crecimiento del hongo

(mm).

4.6. Actividad antagdnica en confrontaciones multiples

La evaluacion del efecto antagdnico de Macrolepiota sp. CS185 contra los hongos
aislados de higos en poscosecha fue realizada en medio sélido. Para lo anterior fueron
preparadas placas Petri con medio PDA y fueron sembradas en el centro con una pieza

de 0.5 cm de didmetro de cultivo de Macrolepiota sp. CS185 con cinco dias de cultivo.
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Con el fin de permitir el establecimiento del cultivo de Macrolepiota sp. CS185, ya que
tiene una menor tasa de crecimiento que los hongos de poscosecha, las placas fueron
incubadas por 24 h a 28°C y posteriormente fueron sembrados cuatro hongos

poscosecha a una distancia de 3 cm, dispuestos en los cuatro puntos cardinales.

Como control se realiz6 la confrontacion entre los aislados poscosecha en ausencia
del antagonista para descartar que la inhibicidn pueda deberse al agotamiento de
nutrientes. Las placas fueron nuevamente incubadas a 28°C. El crecimiento del
micelio de los aislados poscosecha fue medido cada 24 h desde el borde del cilindro
hasta el borde del micelio consolidado, en direccion al antagonista. Todos los ensayos
fueron realizados por triplicado. El porcentaje de inhibicidn (%/n) fue estimado

mediante la siguiente ecuacion:

Cc-Ca
%In =

x 100 )

Donde Cc corresponde al crecimiento del fitopatdgeno en el tratamiento control y Ca

corresponde al crecimiento en confrontacion con el basidiomiceto.

En base a lo reportado por Hernandez-Ochoa et al. (2020) acerca de la actividad
antifangica de este basidiomiceto sobre cepas de Fusarium, estas Ultimas fueron

utilizadas como control positivo de la actividad antifingica de Macrolepiota sp. CS185.
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4.7. Actividad antifungica de los sobrenadantes

La metodologia utilizada para determinar el potencial antifUngico de los sobrenadantes
de la cepa seleccionada fue la descrita por Hernandez et al. (2019). Para lo cual se
prepararon 200 mL del medio PDB en matraces de 500 mL. Se esterilizaron durante
15 minutos a 121°C. Fueron inoculados con tres discos de 5 mm de diametro e
incubados a 28°C, en condiciones de agitacion (150 rpm en un agitador orbital de la

marca New Brunswick Scientific®.

Los sobrenadantes fueron recuperados por filtracion utilizando papel Whatman® N°1,
posteriormente se esterilizaron mediante membranas de ésteres de celulosa de 0.45
um Luzeren, utilizando el sistema de ultrafiltracion por vacio (Merck Millipore®, U.S.A).
Se prepararon placas con medio PDA suplementado con 15, 30 y 50% de los
sobrenadantes estériles. Como control negativo fue utilizado el medio PDA en
ausencia del sobrenadante (0%). Los medios fueron sembrados con un disco de 5 mm
a partir de cada una de las cepas de fitopatégenos en el centro de la placa. Estas
fueron incubadas a 28°C y se midi6 el radio de crecimiento del micelio diariamente
durante 9 dias. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. Para calcular el

porcentaje de inhibicién (%In) del crecimiento fue empleada la siguiente ecuacién:

Cc- Cs
%In =

x 100 3)

Donde Cc corresponde al crecimiento del control negativo y Cs corresponde al

crecimiento en presencia del sobrenadante (15, 30 6 50%).
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A partir de las medidas diarias del crecimiento de las colonias de los aislados
poscosecha fueron obtenidas las curvas de crecimiento, permitiendo la determinacion
de la velocidad de crecimiento del micelio (VCM) con ayuda de la ecuacién de la recta.
Para el célculo del porcentaje relativo de inhibicion en la velocidad del crecimiento

diario (PRIlvewm) fue utilizada la siguiente ecuacién:

VCMc - VCMa
PRIvcw = = x 100 4)

Donde VCMc corresponde a la velocidad de crecimiento del micelio en el tratamiento

control y VCMa corresponde al crecimiento en confrontacion con el basidiomiceto.

4.8. Cinética de produccion de la actividad antifungica

La evaluacion del efecto del tiempo en la produccion de la actividad antagonica requirié
de la obtencion de sobrenadantes a partir de cultivos con 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40
dias de cultivo en medio PDB. La recuperacion de éstos se realizd con la metodologia
antes descrita. Las placas de Petri fueron preparadas con medio PDA, conteniendo el
30% de cada uno de los sobrenadantes. Los medios fueron inoculados en el centro
con una pieza de 0.5 cm de cada aislado poscosecha e incubadas a 28°C por 8 dias.
El control negativo consistio en el cultivo del aislado en medio PDA sin sobrenadante.
Fue registrado el crecimiento diario del micelio para la estimacién del %In con la

Ecuacién 3 mostrada en el apartado anterior, mientras que las curvas de crecimiento,
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la determinacion de la VCM y del PRIlvem fueron realizadas con la metodologia

anteriormente descrita. Todos los tratamientos contaron con cinco repeticiones.

4.9. Analisis estadistico

Los datos generados por el efecto de las diferentes fuentes de variacion sobre las
variables de estudio fueron contrastados estadisticamente a través de un andlisis de
varianza (ANOVA) y una comparacion de medias, de acuerdo con la prueba Tukey a
un grado de significancia del 95% (P < 0.05). Los analisis se realizaron en el software

estadistico InfoStat®.
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5. RESULTADOS

5.1. Aislamiento e identificacion de hongos poscosecha

Los frutos colectados mostraron lesiones fisicas acompanadas de manchas redondas
de color pardo con micelio color grisaceo (Figura 1A). A partir de estas lesiones se
obtuvieron cuatro aislados que produjeron colonias con micelio de aspecto algodonoso
de color verde oliva con el margen blanco (Figura 1B). Este tipo de lesiones en frutos
y morfologia observados son caracteristicas del género Alternaria (Elfar et al., 2018;
Aloi et al., 2021). Esto fue confirmado con la identificacién microscépica de tipicos

conidios multicelulares en forma de pera, alargados y oscuros (Figura 1C).

Adicionalmente se obtuvieron dos aislados que mostraron colonias con un micelio
algodonoso de color blanco-salmén, que posteriormente se tornd gris oscuro con
anillos concéntricos (Figura 1D). A nivel microscopico fueron observados conidios
hialinos con extremos redondos (Figura 1E). Estas caracteristicas han sido descritas
para las especies del género Colletotrichum (Rojo-Baez et al., 2017; Velazquez-Silva
et al, 2018). Ambos géneros son considerados entre los principales agentes
causantes de pérdidas a nivel poscosecha de frutas y vegetales (Fenta et al., 2019).

Los dafnos que pueden observarse por la accién de estos hongos dependeran de
varios factores y procesos como estado de maduracién, tiempo de cosecha y las

lesiones mecanicas. Ademas de los factores de virulencia propios de cada organismo
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(Alkan y Fortes, 2015). Dentro de estos mecanismos podemos encontrar a las enzimas
degradadoras de la pared celular vegetal (EDPCV) que actian tanto en las fases de

quiescencia y necrotréfica agresiva (Alkan y Fortes, 2015).

Figura 1. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de los aislados. A) Lesiones representativas
observadas en higo, B) morfologia colonial representativa de los aislados de Alternaria sp., C) micelio y
conidios representativos de Alternaria sp., D) morfologia colonial representativa de los aislados de
Colletotrichum sp., E) micelio y conidios representativos de Colletotrichum sp.

Con respecto a la capacidad de los hongos aislados para producir EDPCV, en el
Cuadro 1 son mostrados los indices de degradacién asociados con la sintesis de
celulasas, xilanasas, pectinasas, lacasa y ligninasas. Estos fueron comparados con
dos aislados de Fusarium obtenidos de frutos de tomate en poscosecha. Todos los
aislados fueron productores de celulasas y xilanasas, siendo los de mayor actividad
Alternaria sp. 3 y Alternaria sp. 4 (P < 0.05), respectivamente. Con respecto a la
pectinasas, sélo Fusarium oxysporum mostré capacidad de degradar la pectina.
Ninguno de los hongos produjo resultados positivos en el ensayo con Poly R-478,
aunque Colletotrichum sp. 2 evidencio produccion de lacasa. Es importante mencionar

que la barrera protectora de la pared celular vegetal (PCV) esta compuesta
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principalmente por celulosa, hemicelulosa y pectina, por lo que los aislados
productores de un mayor numero de actividades asociadas a la degradacion de la PCV
estaran sugiriendo una mayor patogenicidad (Alkan y Fortes, 2015; Zhang et al., 2021).
Anand y Kapoor (2018) confirmaron esta relacién entre la virulencia y los patrones de
produccién de EDPCV en aislados de Alternaria chartami,donde aquellas cepas con
mayor patogenicidad fueron capaces de producir en medio liquido pectin metil
esterasas, poligalacturonasas, 1,4-endoglucanasas y exo-1,4 glucanasas. Para
Alternaria alternata también se ha reportado la presencia de xilanasas (Wipusaree et

al., 2011).

En el caso de los aislados de Alternaria sp. estudiados en esta investigacién, no fueron
productores de pectinasa, pero si de xilanasas. Con respecto al perfil de los aislados
de Colletotrichum, fueron similares a los descritos para otras especies como
Colletrotricum truncatum (Levin et al., 2007; Ramos et al., 2010; Naveen et al., 2021).
F. oxysporum presenté el mismo patron de EDPCV (celulasas, xilanasas y pectinasas)

reportado para otras cepas (Al-Hindi et al., 2011).

Con respecto a la presencia de lacasa, se ha reportado su relevancia en la sintesis de
melanina y como agente de patogenicidad severa (Wei et al., 2017) de hongos como
C. truncatum (Levin et al., 2007), A. alternata (Irfan et al., 2018), Colletotrichum
gloeosporioides (Wei et al., 2017) y F. oxysporum (Kwiatos et al., 2020). Sin embargo,
en este trabajo sélo se detectd produccion de lacasa por Colletotrichum sp. 2. Las
diferencias entre las actividades enzimaticas de los aislados obtenidos de los higos y
lo reportado pueden ser explicadas por las diferencias en las condiciones de cultivo,

por lo que el efecto de la composicién del medio y las condiciones de crecimiento sobre
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la produccidén de enzimas, asi como su relacidon con la patogenicidad de estas cepas,

serd estudiado en futuras investigaciones.

Cuadro 1. indices de degradacion (ID) de las EDPCV producidas por los hongos
poscosecha.

Aislado* Celulasas Xilanasas Pectinasas Lacasa EML
ID (%)

Alternaria sp. 1 1.07 b 0.962 0.00° 0.00° 0.00
Alternaria sp. 2 1.16 2 0.75¢ 0.00° 0.00° 0.00
Alternaria sp. 3 1.26 2 0.78 be 0.00° 0.00° 0.00
Alternaria sp. 4 1.12 abe 0.982 0.00° 0.00° 0.00
Colletotrichum sp. 1 0.98 3« 0.71¢ 0.00° 0.00° 0.00
Colletotrichum sp. 2 1.17 @ 0.92 b 0.00° 2.322 0.00
Fusarium oxysporum 0.914d 0.81 be 1.102 0.00° 0.00
Fusarium solani. 1222 0.77 ¢ 0.00° 0.00° 0.00
P-value 0.001 0.001 0.001 0.001 sd

*

ID= indice de degradaciéon enzimatica; *= hongos poscosecha aislados de frutos de higos. EML=
Enzimas modificadoras de lignina. ¢ Diferentes literales en la misma columna denotan diferencias
estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05)

5.2. Efecto antagodnico de los cultivos de Macrolepiota sp. CS185

Los hongos del género Macrolepiota pertenecen a la familia Agaricaceae
(Basidiomycota) y se caracterizan por desarrollar basidiomas con un cuerpo carnoso
de tamano mediano a grande, laminillas libres alejadas del estipite, pileo cubierto por
escamas tricodérmicas, esporas de color blanco a crema, un anillo prominente, simple
a complejo, que eventualmente es movil, estipite a menudo cubierto por bandas de
colores en especimenes adultos y volva presente en algunas especies (Pérez et al.,

2018).

Las especies comestibles son reconocidas por su valor nutricional, actividad
antioxidante y antimicrobiana (Ciri¢ et al., 2019; Erbiai et al., 2021). Con respecto a su

potencial antifungico, Macrolepiota sp. CS185 ha mostrado actividad sobre hongos
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fitopatdgenos como Alternaria solani, Fusarium spp., Colletotrichum spp. y B. cinerea
(Hernandez-Ochoa et al. 2020), por lo cual fue seleccionada para evaluar su potencial
antagdnico contra hongos poscosecha de frutos de higos. El andlisis de varianza para
actividad antagénica del cultivo de Macrolepiota sp. CS185 en confrontaciones
multiples es mostrado en el Cuadro 2, donde se observaron diferencias altamente
significativas (P < 0.01) entre los hongos fitopatégenos poscosecha y el tiempo. Sin
embargo, no existié correlacién entre ellos.

Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza para las confrontaciones
multiples.

F.vV. gl CM
Hongos (H) 7 2874.94**
Repeticion (Rep) 2 53.78 ns
H x Rep 14 140.17
Tiempo (T) 3 1026.45**
HxT 24 73.80 ns
Repx T 9 10.24 ns
Error 42 45.99
Ccv 13.46

F.V.= fuente de variacion; gl= grados de libertad; CM= cuadrados medios; **P < 0.01. ns, P > 0.05.

La comparacion de medias para %/n del crecimiento radial de los hongos fitopatégenos
es mostrada en el Cuadro 3. Colletotrichum sp. 2 fue el aislado con mayores
porcentajes de inhibicion (P < 0.05). En general, los aislados fueron incrementado los
%In a través del tiempo (P < 0.05) (con excepcion de Alternaria sp. 1y 2), siendo el
dia cuatro el de mayor actividad antagdnica. Si bien los resultados entre los diferentes
aislados mostraron diferencias (P < 0.05), se observé que los aislados tendieron a ser
mas susceptibles (60-70 %ln), seguidas por el grupo de los aislados de Alternaria (40-

60 %In) y los Fusarium (< 50 %lIn).
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Los resultados de %/n observados para los aislados de Alternaria fueron similares a lo
reportado para Ganoderma Ilucidum (67.28%) y Lentinula edodes (57.46%), pero
mayores a lo descrito para Volvariella volvaceae (40.53%) (Ragupathi et al., 2020).
Los %/n estimados para Colletotrichum sp. fueron superiores a los reportados por Priya
et al. (2019) para otros géneros de basidiomicetos como Auricularia polytricha
(53.70%), Coprinus comatus (40%), G. lucidum (54.81%), V. volvaceae (42.92%), L.
edodes (45.55%), Pycnoporus sanguineus (57.41 %), Schizophyllum commune

(47.78%) y Trametes versicolor (43.63%).

Con respecto a los resultados observados con los aislados de Fusarium fueron
menores a la actividad inhibitoria para basidiomicetos como G. lucidum (60.28%) pero
similares a los reportados para L. edodes (35.28%) (Thangaraj et al., 2021). Estas
variaciones entre lo reportado y lo obtenido con los aislados pueden ser explicadas por
las variaciones entre las especies de hongos debido a diferencias en su origen

evolutivo (lkeda et al., 2019).
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Cuadro 3. Comparacién de medias del porcentaje inhibicidn (%In) del crecimiento
radial de los aislados obtenidos a partir de higos.

Aislado Dia P-value
1 2 3 4

Alternaria sp. 1 53.0 2A 58.6 2A 60.3 abA 56.1 bedA 0.88
Alternaria sp. 2 43.7 @A 46.2 A 49.8 beA 52.4 cdA 0.13
Alternaria sp. 3 38.8 abC 48.0 abBC 62.9 abAB 66.9 abcA 0.003
Alternaria sp. 4 51.928 53.6 abAB 62.9 abAB 66.0 abeA 0.02
Colletotrichum sp. 1 55.2 2B 57.8 28 63.5 abAB 68.8 abA 0.005
Colletotrichum sp. 2 63.1 2 63.7 2BC 72.0 aAB 73.32A 0.01
Fusarium oxysporum 15.3 beC 27.0 bcBC 46.6 bcAB 52.9 cdA 0.005
Fusarium solani 0.0¢8 8.1¢B 30.7 A 43.2 dA 0.0003
P.value 0.001 0.002 0.001 0.001

%In= porcentaje de inhibicion; 29 Diferentes literales en la misma columna denotan diferencias
estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05). AP Diferentes literales en la misma fila denotan
diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P < 0.05).

En la Figura 1 es mostrado el efecto antagdnico del cultivo de Macrolepiota sp. CS185
sobre los hongos aislados de los frutos de higos. Los controles negativos (Figura 1A'y
1B) de la confrontacién multiple confirman la actividad antagoénica del basidiomiceto
(Figura 1C y 1D) y descartan que la inhibicidén registrada estuviera asociada a la

disminucién de nutrientes en el medio.
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A)

C)

Figura 2. Confrontacion multiple para medicién de la actividad antag6nica de Macrolepiota sp. sobre
aislados de Colletotrichum sp., Alternaria sp. y Fusarium oxysporum. . A y B) controles negativos
(ausencia del antagonista), C y D) confrontaciones con de Macrolepiota sp. CS185: 1. Colletotrichum
sp.; 1y 2. Colletotrichum sp.; 2 'y 3. Alternaria sp. 1y 4. Alternaria sp.; 2 y 5. Alternaria sp.; 3y 6.
Alternaria sp.; 4 y 7. Fusarium oxysporum; 8. Fusarium solani.

5.3. Efecto de la concentracion del sobrenadante en el medio sobre la

actividad antagonica

En la presente fase fue evaluada la actividad antagonica de los sobrenadantes de los
cultivos de Macrolepiota sp. CS185 a diferentes concentraciones sobre los cuatro

aislados de Alternaria sp. y los dos de Colletotrichum sp. El analisis de varianza
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(Cuadro 4) mostré diferencias estadisticamente significativas (P < 0.01) entre las
concentraciones (Tt), el tiempo y los aislados. Sin embargo, se observd una triple
interaccidn entre estos, lo que significa que los %/n no estan asociados Unicamente a
un factor, sino que dependen de los efectos combinados de todos los factores.

Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion
(%In) a diferentes concentraciones de sobrenadante.

F.vV. gl CM
Repeticion (Rep) 2 35.23 ns
Tratamiento (Tt) 3 21276.71*
Rep x Tt 6 125.02
Tiempo (T) 8 318.93**
T*Tt 24 40.64"
Tt>T x Rep 64 22.60
Hongo (H) 5 11457.40*
H>Tt 18 674.39**
H>T 48 75.26™*
H>Tt>T 184 34.80*
Error 360 24.21
Ccv 19.07

F.V.= fuente de variacion; gl= grados de libertad; CM= cuadrados medios; CV= coeficiente de variacion.
* P<0.01.* P<0.05. ns, P>0.05.

En la Figura 3 es mostrado el efecto de las concentraciones evaluadas para los seis
hongos aislados. En general, los mayores %ln fueron obtenidos en los tratamientos al
50% del sobrenadante. Sin embargo, para todos los tratamientos fue observada una
tendencia donde la mayor actividad inhibitoria se present6é al primer dia y
posteriormente fue disminuyendo con el tiempo. Cabe mencionar que, el aislado de
Colletotrichum sp. 2 fue el mas susceptible a la presencia del sobrenadante de
Macrolepiota sp. CS185 al 30 y 50%, con porcentajes de inhibicién mayores al 50% en

todos los periodos de tiempo evaluados.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion (%In) a diferentes concentraciones de sobrenadantes de Macrolepiota
sp. CS185. Donde A) corresponde a Alternaria sp. 1, B) Alternaria sp. 2, C) Alternaria sp. 3, D) Alternaria

sp. 4, E) Colletotrichum sp. 1, F) Colletotrichum sp. 2.

Con respecto a los %In observados al dia cuatro de las confrontaciones multiples, fue

observada una pérdida del 40.36, 21.09 y 7.59% para los tratamientos 15, 30 y 50%,

respectivamente. Por otra parte, los aislados de Alternaria en general fueron inhibidos

en un 30% con los tratamientos al 30 y 50%. En relacidén con los valores obtenidos en

confrontacién de los cultivos al dia cuatro, se observé una pérdida de la actividad
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antagénica del 68.20, 52.60 y 35.99% para los tratamientos 15, 30 y 50%,
respectivamente. Un comportamiento similar fue observado para otros basidiomicetos
gue presentaron mayor actividad antifungica sobre A. solani en confrontaciones duales
y en medios suplementados con los extractos organicos de los hongos (Ragupathi et
al., 2021). Siendo V. volvaceae el basidiomiceto que presentd mayor pérdida con
54.13%, seguido por A. polytricha (49.82%) y L. edodes (33.98%), mientras que G.

lucidum disminuy6 en un 21.11%, conservando la mayor parte de su actividad.

En la Figura 4 se grafica la cinética de crecimiento de los hongos aislados en frutos de
higo y las correspondientes lineas de regresion para la estimacion de las velocidades
de crecimiento y los porcentajes relativos de la inhibicion del crecimiento. En general,
los tratamientos control (0%) tuvieron un comportamiento lineal de crecimiento los
primeros siete dias y tendieron a mantenerse a los dias 8 y 9, mientras que el resto de
los tratamientos mostraron un comportamiento lineal, pero con pendientes de menor

inclinacion.
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Figura 4. Curvas de crecimiento con diferentes concentraciones de sobrenadante de Macrolepiota sp.
CS185. A) Alternaria sp. 1, B) Alternaria sp. 2, C) Alternaria sp. 3, D) Alternaria sp. 4, E) Colletotrichum
sp. 1,F) Colletotrichum sp. 2.

Con respecto a la velocidad de crecimiento por dia, los aislados Alternaria sp. 1y
Colletotrichum sp. 2 registraron los maximos valores (P < 0.05) con 4.44 y 4.34 mm-d-
! en el tratamiento 0% del sobrenadante (Cuadro 5). Al considerar las velocidades de
crecimiento de los tratamientos (Figura 3), fue estimado un porcentaje relativo de
inhibicion en la tasa de crecimiento (Cuadro 5). Alternaria sp. 1 mostr6 los menores

porcentajes relativos de inhibicién en la velocidad del crecimiento (P < 0.05) de 10.01,
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18.47 y 25.71% para los tratamientos 15 y 30%, respectivamente. Mientras que
Alternaria sp. 2 fue el menos afectado por el tratamiento 50%, ya que se observo una

inhibicion relativa del 19.99%.

Cuadro 5. Velocidad de crecimiento y porcentajes relativos de inhibicién.

0% 15% 30% 50%
Aislado* VCM PRlyew VCM PRlyew  VCM PRIveu VCM PRIvew
(mm/d) (%) (mm/d) (%) (mm/d) (%) (mm/d) (%)
Alternaria sp. 1 4443 00020 4.0028 10.01C 3.622C 1847 33020 2571¢A
Alternaria sp. 2 2.58¢A  0.00a> 225bA  12.83dC {196bPA  23.83¢* 2.06°A 19.99®
Alternaria sp. 3 2.80bA (0.0020 2499 {101 219bC 2181d  202bD 2798dA
Alternaria sp. 4 4.002A (00020 30528 2383bC 302aC 2461cB 27520 31 30cA
3.02bA 00020 24298  {1992cC  217bC 28068  1.88bD  37.65bA

Colletotrichum sp. 1

44.17 %8

2.20 @D

49.27 aA

Colletotrichum sp. 2 4342~ 0.00a> 3.092B 28833 242 abC

*= hongos poscosecha aislados de frutos de higos, VCM=velocidad de crecimiento del micelio,
PRIvev=porcentaje relativo de inhibicion en la velocidad del crecimiento diario, mm/d =milimetros por
dia. &t Diferentes literales en la misma columna denotan diferencias estadisticamente significativas
(Tukey, P <0.05).

Por otra parte, Colletotrichum sp. 2 tuvo los mayores porcentajes de relativos de
inhibicion (P < 0.05) en la tasa de crecimiento con 28.83 (15%), 44.17 (30%) y 49.27
(50%). Esto resultados sugieren una mayor susceptibilidad de los aislados de
Colletotrichum. En la Figura 5 se muestra el efecto sobre el crecimiento de las
diferentes concentraciones de sobrenadantes. Estas diferencias entre la actividad
antagdnica de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185 podria ser explicada por
la produccion de metabolitos con diferentes bioactividades (como antagonismo o
antibiosis) sobre distintos géneros de hongos fitopatégenos, como ha sido descrito
para Irpex lacteus (Pineda-Suazo et al., 2021). Cabe mencionar que los basidiomicetos
son reconocidos por producir metabolitos secundarios bioactivos principalmente
dirigidos a la medicina tradicional, pero poco aprovechados en el sector agricola, a

pesar de la gran variedad quimica de estos metabolitos antifungicos bioactivos que
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pueden ser de alto (péptidos) o bajo peso molecular (terpenoides, esteroides, acidos

organicos, etc.) y de potencial aplicacion (Sivanandhan et al., 2017).

Control 15% 30% 50%

Figura 5. Efecto antagénico de las diferentes concentraciones del sobrenadante de Macrolepiota sp.
CS185, al dia siete de cultivo en el medio PDA. A) Alternaria sp. 1, B) Alternaria sp. 2, C) Alternaria sp.
3, D) Alternaria sp. 4, E) Colletotrichum sp. 1y F) Colletotrichum sp. 2.
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5.4. Cinética de la produccidn de la actividad antagonica de los sobrenadante

de Macrolepiota sp. CS185

Al evaluar el efecto antagonico de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185 en la
etapa previa, se utilizaron sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos con 18 dias de
incubacion. Para descartar que la disminucion de la actividad antagénica observada
en los sobrenadantes con respecto a lo obtenido en las confrontaciones multiples
estuviera asociada a la edad del cultivo del antagonista, fue realizada una curva de
inhibicién con sobrenadantes obtenidos en un rango de 0 a 40 dias. A partir de los

cuales fueron preparadas placas al 30% con cada uno de los sobrenadantes.

En esta fase fueron seleccionadas Alternaria sp. 1, Alternaria sp. 2, Colletotrichum sp.
1y 2 en base a los resultados obtenidos en el ensayo previo. El andlisis de varianza
(Cuadro 6) para los %In de los sobrenadantes provenientes de cultivos con diferentes
periodos de incubacion, tuvo diferencias estadisticamente significativas (P < 0.01) para
la edad del cultivo, el tiempo y los hongos poscosecha aislados. Sin embargo, al igual

que el ensayo anterior fue observada una triple interaccién entre estos factores.
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Cuadro 6. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el porcentaje de inhibicion
de los sobrenadante de diferentes edades.

F. V. gl CM
Tratamiento (Tt) 7 8353.04**
Tt > Repeticion (Rep) 32 36.88
Tiempo (T) 7 2303.63**
TtxT 49 156.79**
Tt>RepxT 224 6.55
Hongo (H) 3 1182.75**
H>T 28 263.67**
H>T 28 69.15**
H>Tt>T 217 56.22**
Error 768 9.51
CVv 11.84

F.V.= fuente de variacion; gl= grados de libertad; CM= cuadrados medios; Tt= tratamiento (edad del
sobrenadante); Rep= repeticion; Tpo= tiempo; Hon= hongos poscosecha aislados de frutos de higos;
CV= coeficiente de variacion. **, P < 0.01.

Con respecto a la cinética de la produccién de la actividad antagonica fue realizada
con los valores de los porcentajes de inhibicion de los sobrenadantes obtenidos
durante los ochos primeros dias de cultivo. Si bien se esperaba encontrar un patrén
comun entre los aislados poscosecha de un mismo género (un sobrenadante
Macrolepiota sp. CS185 con una edad especifica donde se presenta la maxima

actividad), en cambio todos los aislados presentaron distintos patrones.

En el caso de Alternaria sp. 1 (Figura 6 A) los mayores valores de actividad inhibitoria
fueron observados del dia tres al seis (>60%). Sin embargo, no fue asociado a una
edad especifica, ya que al dia tres de cultivo y con el sobrenadante obtenido al dia 15
(SN15), se observo un %In de 64.94% (P < 0.01). Mientras que al dia cuatro y cinco
de cultivo, la mayor actividad fue reportada en el sobrenadante del dia 25 (SN25) con
63.5 y 62.4%, respectivamente. Al dia seis, los sobrenadantes de los dias 30 y 40
tuvieron una inhibicion del 63.62 y 61.23%, respectivamente. Esto podria explicar los

bajos %In (<25%) observados en la fase anterior con sobrenadantes de 18 dias de
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edad y con la misma concentracion (30%). Alternaria sp. 2 presenté la maxima
actividad inhibitoria entre los dias 4 y 7, distinguiéndose de Alternaria sp. 1. Ademas
de menores valores de %In (<60%). Otra diferencia observada fue la actividad del
sobrenadante del dia 20 (SN20) con un %lIn del 53.74% y 54.28 al dia 4 y 7 de cultivo,
respectivamente (Figura 6B). Aunque ambos aislados de Alternaria sp. comparten al

dia seis la mayor actividad antagonica del sobrenadante SN25.



50 4

40 -

30 4

20 -

10 4

45 -

40 -

35 4

30 -

Haln

20 -

15 1

10 -

25 1

uSN0S
m5N10
u 5N15
B SN2
SNIS
uSN3D
u SNAD

W 5N0G
m5N10
B 5M15
N30
| 5M25
m5N30
u SNAD

36

Figura 6. Efecto de la edad de sobrenadantes sobre la actividad antagonica contra los aislados de
Alternaria. Donde A corresponden a los valores observados para Alternaria sp. 1 y B) Alternaria sp. 2.
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El efecto de la edad del cultivo sobre la actividad antagonica para los aislados fue
diferente (Figura 7). No obstante, fue observado un comportamiento tipo campana a
partir del dia 2, con una maxima actividad antagénica al dia 4, que decrece al dia 6y
posteriormente muestra un ligero incremento al dia 7 con los sobrenadantes SN25. De
igual forma el sobrenadante SN30 mostré similar comportamiento de la actividad

antagoénica. Sin embargo, al dia 6 se presenté el pico de maxima actividad.

A B0 -

70 4
—5NI5

5N30

[xa

—5HI5

SN30

Dia

Figura 7. Comportamiento de la actividad antagoénica de los sobrenadantes SN25 y SN30. Donde A)
corresponde a Alternaria sp. 1y B) Alternaria sp. 2.
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Para los aislados de Colletotrichum también fueron observabas diferencias en el efecto
de la actividad antagonica segun la edad del sobrenadante de Macrolepiota sp. CS185
(Cuadro 6). La mayor inhibicién de estos aislados fue entre los dias 4 y 7 (Figura 8),
pero similar a lo observado en los aislados de Alternaria. Esta actividad no presento

perfil tipico de inhibicidén ni un sobrenadante con la mayor actividad.

La mayor actividad antagdnica para el dia 4 de cultivo fue observada en el medio
suplementado con el sobrenadante SN20 para ambos aislados de Colletotrichum
(>50%). Al dia 5, el sobrenadante SN25 tuvo la mayor actividad antagdnica con un
50%, mientras que al dia 6 fue estimada una inhibicion del crecimiento de

aproximadamente 60% con el sobrenadante SN30.
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Figura 8. Efecto de la edad de sobrenadantes sobre la actividad antagonica contra los aislados de
Colletotrichum Donde A) corresponden a los valores observados para Colletotrichum sp. 1 y B)
Colletotrichum sp. 2.

Los sobrenadantes SN25 y SN30 tuvieron un comportamiento igual sobre los aislados
de Colletotrichum (Figura 9). No obstante, estos mostraron el mismo patrén de
actividad antagénica que fue observado en Alternaria sp. 1y 2, donde el sobrenadante

SN25 tuvo el mayor efecto inhibitorio al dia 5 de cultivo y el SN30 al dia 6.
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Figura 9. Comportamiento de la actividad antagoénica de los sobrenadantes SN25 y SN30. Donde A)

corresponde a Colletotrichum sp. 1 y B) Colletotrichum sp. 2.

Con respecto a los %/n observados para los aislados de Alternaria en los medios

suplementados con el 50% de los sobrenadantes Macrolepiota sp. CS185, éstos

fueron menores a lo reportado en condiciones similares de ensayo para A. solani

cultivada en un medio suplementado al 50% con el sobrenadante de S. commune.

Mientras que, los aislados de Colletotrichum expuestos al sobrenadante de

Macrolepiota sp. CS185 tuvieron una inhibicion del crecimiento similar a los resultados
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de Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum dematium bajo la accién del
sobrenadante de S. commune (Dutta et al, 2019). Sin embargo, el potencial
antagénico de los Macrolepiota sp. CS185 fue mayor a lo reportado para otros
sobrenadantes de basidiomicetos que inhibieron menos del 40% a Alternaria
brassicicola y menos del 7% de Colletotrichum higginsianium (Chen y Huang, 2010).
Estas diferencias entre géneros y cepas también han sido descritas para extractos
organicos de basidiomicetos (Spremo et al., 2017). Las cuales podrian ser explicadas
por la expresion de genes de adaptacion y de defensa de los fitopatégenos, que le
permiten tolerar las defensas del huésped, modificar el entorno del huésped o alterar

su apariencia (Ikeda et al., 2019).

Cabe destacar, que los bajos %In registrados en el analisis con diferentes
concentraciones del sobrenadante con respecto a las confrontaciones duales, pueden
ser explicados por la edad de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185 que
fueron obtenidos al dia 18, mientras que la maxima actividad inhibitoria fue observada
a partir del dia 20 al 30 (Figuras 6 y 8). Lo cual se reflejé en valores semejantes a los

mencionados para las confrontaciones duales para todos los aislados.

Por otro lado, ya que no fue observado un comportamiento tipico de una cinética de
inhibicion en las diferentes concentraciones, fueron estudiadas las velocidades de
crecimiento micelio (VCM) y fue estimado un porcentaje relativo de inhibicién del
crecimiento (PRlvcm) a partir de éstas. En las curvas de crecimiento se observé
comportamiento lineal dentro de los primeros 7 dias de cultivo en los controles (0% de
sobrenadante) de los aislados de Alternariay Colletotrichum (Figura 10). Sin embargo,

los tratamientos SN20, SN25 y SN30 mostraron un comportamiento no lineal para los
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cuatro hongos, siendo mas evidente en los aislados de Alternaria y coincidiendo con

el patrdn de la cinética de inhibicidn.

D

Figura 10. Velocidades de crecimiento micelial. Donde A) corresponde a Alternaria sp. 1, B) Alternaria
sp. 2, C) corresponde a Colletotrichum sp. 1 y D) Colletotrichum sp. 2.

En el Cuadro 7 son mostradas las velocidades de crecimiento micelial donde se
observan diferencias significativas (P < 0.05) entre los diferentes tratamientos para los
aislados. Al analizar las VCM de Alternaria sp. 1, las mayores tasas de crecimiento se
presentaron en los sobrenadantes SN5, SN10 y SN40, esto podria deberse a que a
los dias 5 y 10 del cultivo de Macrolepiota sp. CS185, se estarian llevando a cabo los
procesos del metabolismo primario. Sugiriendo asi, que a partir del dia 15 comenzaria
el metabolismo secundario, y con ello la produccion de metabolitos antagénicos. Lo

que explica los altos valores de PRlven para SN15, SN20, SN25 y SN30 (P < 0.05),
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aunque los dos primeros tuvieron el mayor valor numérico (34.94%), mostrando una
ligera disminucién y manteniendo la actividad antagdnica alrededor del 32%, para

finalmente perderse gran parte de esta actividad en el sobrenadante SN40 (8.62%).

Por otra parte, Alternaria sp. 2 'y Colletotrichum sp. 2 aparentemente mostraron mayor
resistencia a la accion de Macrolepiota sp. CS185, al no presentar diferencias
estadisticas (P > 0.05) en las tasas de VCM, lo que podria estar asociado con la
heterogeneidad del crecimiento de los hongos entre replicas. Sin embargo, los valores
de los PRIlvem mostraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). Para
Alternaria sp. 2, los medios con los sobrenadantes SN15, SN20 y SN25 presentaron

la mayor actividad antagdnica con 12.33% (P < 0.05).

Los sobrenadantes SN15, SN20 y SN30 tuvieron la mayor actividad antagénica (P <
0.05) sobre Colletotrichum sp. 1 con 38.27, 38.27 y 37.29 %, respectivamente (Cuadro
7 y Figura 11). Para ambos aislados de Colletotrichum sp., la disminucion en la
actividad observada en los cultivos con el sobrenadante SN25 podria estar asociada
a la volatilizacién de metabolitos antifingicos como terpenos (Xu et al., 2021), ya que
ha sido reportada la presencia de sesquiterpenos en los sobrenadantes de
Macrolepiota sp. CS185 (Hernandez-Ochoa et al., 2019). Otra posibilidad es la
produccién de mas de un compuesto antagdénico y que el comportamiento atipico
observado tanto en los patrones de la cinética de inhibicion (Figura 7 y 9) como en los
PRIlvem (Cuadro 7) sea explicado por los diferentes tiempos de producciéon de estos

(Xu et al., 2021; Han et al., 2018).
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Cuadro 7. Velocidades de crecimiento micelio y porcentaje relativo de inhibicion del
crecimiento.

Alternaria sp.1 Alternariasp.2 Colletotrichum sp.1 Colletotrichum sp. 2

Tt
VCM  PRlvew VCM  PRIlven VCM PRlvem VCM PRIvem
(mm/d) (%) (mm/d) (%) (mm/d) (%) (mm/d) (%)

Control* 4.502 0.00¢ 4562 0.00c 4.882 0.00¢ 4.67 2 0.00¢

SNO5 4.97 0574 4952 0.00° 4.162 14.87 d 4562 2.48 de
SN10 3873 2257b 4662 0.00°c 3.92bc 19.72¢ 4.492 3.94¢

SN15 3250 34942 3402 12332 3.01¢ 38.27 2 3.102 33.66 2
SN20 3.25° 34942 3402 12332 3.01d 38.27 2 3.102 33.66 @
SN25 3.35b 32912 3402 12.332 3.55bcd 27.27°b 3.552 24.05°b
SN30 3.39p 32,082 4.11a 997 3.06« 37.292 3.032 35.21¢2
SN40 457 862¢ 511a 0.00°c 4.01¢ 17.79 ¢ 3.842 17.86 ¢

Tt =tratamientos con diferentes concentraciones del sobrenadante Macrolepiota sp. CS185. *= control
negativo (ausencia de sobrenadantes; 0%). VCMs=velocidad de crecimiento del micelio.
PRIvc=porcentaje relativo de inhibicién en la velocidad del crecimiento diario, mm/d =milimetros por dia.
af Diferentes literales en la misma columna denotan diferencias estadisticamente significativas (Tukey,

P <0.05).
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Figura 11. Porcentaje relativo de inhibicion en la velocidad del crecimiento diario (PRlvcu). Se muestra
el efecto de los sobrenadantes con diferentes edades sobre los aislados de Alternaria sp. y
Colletotrichum sp.

En la Figura 12 son presentados los efectos de la edad del sobrenadante sobre el

crecimiento y la pigmentacién de los aislados. Los sobrenadantes SN15, SN20 y SN30
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mostraron los menores crecimientos, evidenciando los resultados de %lIn, VCM y
PRIven. También se destaca la susceptibilidad de Alternaria sp. 1y Colletotrichum sp.
1 en comparacion a sus respectivos controles. Si bien, fue evidente la reduccion de
tamano en los tres tratamientos (mostrando un comportamiento similar), la produccion
de pigmentos fue diferente. Lo cual podria ser explicado por la producciéon de mas de
un metabolito responsable de la actividad antagdénica y con ello, diferentes
mecanismos Yy blancos celulares (Huang et al., 2012; Aqueveque et al., 2017; Han et

al., 2018). Estas hipdtesis seran investigadas en futuros trabajos.

Finalmente es importante resaltar la importancia de los basidiomicetos como fuentes
de metabolitos bioactivos de propiedades antimicrobianas, insecticidas y nematicidas
de gran interés para el sector agricola, debido a su facilidad de cultivo y rentabilidad.
Contribuyendo ademas a reducir los efectos no deseados de los productos quimicos

sintéticos, como resistencias y contaminacion ambiental (Sivanandhan et al., 2017).



46

A)

Control

0%

SN5

SN10

SN15

SN20

SN25

SN30

SN40

Figura 12. Efecto de los sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185 en el desarrollo y pigmentacién de
las colonias. Donde A) corresponde a Alternaria sp. 1, B) Alternaria sp. 2, C) Colletotrichum sp. 1 y D)
Colletotrichum sp. 2.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion indicaron que, los cuatro aislados de Alternaria
sp. y los dos de Colletotrichum sp. producen enzimas degradadoras de pared celular
vegetal con diferentes patrones. De igual forma, los seis aislados evidenciaron
diferentes repuestas de crecimiento e inhibicion a la presencia de los cultivos o de los
sobrenadantes de Macrolepiota sp. CS185. Siendo Alternaria sp. 1 'y Colletotrichum
sp. 2 los aislados mas susceptibles. Si bien, los sobrenadantes de Macrolepiota sp.
CS185 mostraron potencial antagonico sobre los géneros Alternaria'y Colletotrichum,
éste dependié de la edad del cultivo del antagonista. Finalmente, los patrones de
inhibicién observados en las curvas de produccién de la actividad antagdnica sugieren

la posible produccion de mas de un metabolito bioactivo.
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7. RECOMENDACIONES PARA FUTUROS TRABAJOS

La identificacion de los metabolitos con actividad antagoénica, asi como la optimizacion
de las condiciones de cultivo para una produccion necesarias para la validacion de su
aplicacion como agentes de biocontrol a nivel de cultivo. En este sentido, se hace
necesario la determinacion de la fito y citotoxicidad de los sobrenadantes. Lo que
permitiria el desarrollo de nuevos recubrimientos como alternativa para la

conservacion de frutos a nivel poscosecha.
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