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RESUMEN:

Un total de 24 cepas de levaduras con el fenotipo killer (varias especies) fueron analizadas in
vitro para detectar su actividad antagdnica contra seis cepas diferentes de Alternaria spp.
aisladas de muestras vegetales infectadas con este patdégeno considerado como el agente
causal de la enfermedad del “punto negro” en solanaceas y del “tizén temprano” en cultivos
de la papa y el tomate. Seis cepas de levaduras produjeron una reduccion significativa del
micelio de Alternaria spp.; cuatro de ellas pertenecientes al género Pichia guilliermondii y una
a Pichia kluyveri (dos cepas aun no se han identificado). Especialmente P. kluyveri mostro
una reduccién del crecimiento micelial del hongo en un porcentaje mayor al 50% en todas las
cepas del hongo y la cepa VG032 mostrd un buen poder de inhibicion al tener un porcentaje
de reduccion 245 en cuatro cepas de Alternaria spp., estos resultados indican que algunas
cepas de levaduras poseen toxinas que se pueden utilizar como agentes de biocontrol contra
Alternaria spp. y asi evitar la contaminacién producida por fungicidas y agentes quimicos.

ABSTRACT:

A total of 24 strains of yeast with killer phenotype (several species) were analyzed in vitro to
detect antagonistic activity against six different strains of Alternaria spp. isolated from plant
samples infected with this pathogen considered as the causative agent of "black spot"
disease in solanaceous and "early blight" in potato and tomato crops. Six yeast strains
produced a significant mycelial growth reduction of Alternaria spp.; four of them belonging to
the genus Pichia guilliermondii and Pichia kluyveri (two strains have not been identified).
Especially P. kluyveri showed a reduction of mycelial growth of the fungus in a percentage
higher than 50% on solid medium (PDA) in all strains of the fungus and the strain VG032
demostrated inhibition activity by produced =45 percent of reduction in four strains of
Alternaria spp., these results indicate that some yeast strains have toxins that can be used as
biocontrol agents against Alternaria spp. and prevent pollution caused by fungicides and
chemical agents.
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Las especies de Alternaria son unas de las principales causas de las enfermedades
necrotroficas en las plantas. Existen algunos ejemplos de Alternaria spp. como
principales patdégenos de plantas incluyendo a las especies: A. brassicicola y A.
solani. A. brassicicola causa la enfermedad del “punto negro”, que produce una
devastacion foliar y se ha convertido en una de las principales enfermedades
transmitidas por las semillas en cultivos de col, brécoli, canola y colza, mientras que
A. solani es el principal agente causal del “tizén temprano” una enfermedad que
afecta a los cultivos de las solanaceas incluyendo papa y tomate y que es
considerada como una de las enfermedades mas destructivas en el mundo [3]. Por
otra parte la concurrencia de metabolitos producidos por Alternaria potencialmente
dafiinos (como las micotoxinas) presentes en alimentos y diversos productos
alimenticios se esta convirtiendo también en un problema ambiental [2].

Las especies de Alternaria pueden afectar a los campos de cultivo asi como a los
productos post-cosecha. Las pérdidas econdmicas producidas por las enfermedades
fungicas han influenciado en la decision de utilizar agentes quimicos para su control
[10], sin embargo se ha generado cierta inquietud acerca de la seguridad para la
salud de los agentes quimicos y la aparicion de fitopatdgenos resistentes [17]. Se ha
demostrado que el uso de microorganismos antagdnicos incluyendo levaduras,
levaduras parecidas a hongos y bacterias como agentes de biocontrol representa
una de las alternativas mas viables [14-20]. Las levaduras poseen caracteristicas que
las hacen efectivas en el biocontrol contra hongos filamentosos: crecen rapidamente
en sustratos baratos, fermentadores y en biorreactores, no producen esporas
alérgicas y poseen la capacidad de colonizar superficies secas por largos periodos
de tiempo [11-1-6]. Por este motivo se ha prestado especial atencion a las levaduras
que exhiben el fenotipo killer. La actividad killer se define como la habilidad de
algunas especies de levaduras para secretar proteinas o glicoproteinas que
generalmente pueden matar a células susceptibles [8] (incluyendo a los hongos
filamentosos).

La mayoria de los reportes hasta el momento se centran en el uso de levaduras killer
para el biocontrol de hongos filamentosos que afectan a frutas tropicales como los
son Colletotrichum sp. y Botrytis sp., por lo tanto el objetivo de este estudio fue
evaluar la disminucion en el crecimiento radial de 6 cepas diferentes de Alternaria
provocado por el antagonismo de 24 cepas de levaduras killer e identificar aquellas
que posean un mayor poder antagénico contra este hongo filamentoso, en donde
cinco cepas de levaduras Kkiller fueron capaces de inhibir su crecimiento en un
porcentaje 245 en mas de una cepa de Alternaria, mientras que una cepa de
levadura killer fue capaz de inhibir en un porcentaje >50 el crecimiento de las seis
cepas de Alternaria utilizadas, demostrando que el uso de levaduras killer podria ser
una alternativa viable para el biocontrol de este hongo filamentoso en el area agricola
y alimentaria.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos y condiciones de las cepas
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Las levaduras utilizadas en este estudio pertenecen al cepario del laboratorio de
Fitopatologia (Departamento de Microbiologia e Inmunologia) de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leodn, aisladas de ambientes naturales y fermentos frutales. Las
cepas se identificaron como W. anomalus (1027,1025, 1026), P. membranifaciens
(1250), C. weringae (1268), M. pulcherrima (1153, 1127, 1144, 1023) y P. kluyveri
(1153) utilizando el analisis ITS1-5.8S-ITS, rDNA PCR-RFLP descrito por Esteve-
Zarzoso et al. (1999) y confirmado secuenciando los dominios D1/D2 en el gen 26S
del RNA (Kurtzman and Robnett 1998). P. gilliermondii (FCB10AM, FCB5, FCB10,
FCB9, FCBB6, RT3) se identificé por APl 20 C aux., Rhodotorula sp. (G8), S.
cerevisiae (LALVIN) se obtuvo de la industria cervecera, y seis cepas aun no se han
identificado (VG010, VG021, VG032, VG036, M4, AT3). Las seis cepas de Alternaria
spp. fueron aisladas de muestras vegetales (frutos y hojas). En el caso de frutos se
colocaron en una camara humeda hasta observar crecimiento de micelio y el
aislamiento se llevo a cabo utilizando el método de picadura directamente en placas
de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA). En las hojas se realizaron diluciones en
solucién salina (.85%) y se colocé 1ml en placas de petri con PDA (adicionado con
rosa de bengala), las placas fueron incubadas a 30°C hasta observar el crecimiento
fungico. Los cultivos puros se almacenaron en tubos de ensayo con PDA a 4°C.

Ensayos in vitro

Las cepas de levaduras y hongos utilizadas crecieron respectivamente en PDA por
48 h a 25-27°C y 5-6 dias a 30°C. Para evaluar la actividad antagonica contra
Alternaria spp., se inocul6 el hongo por picadura en el centro de la placa de Petri con
PDA acidificado (pH 4), posteriormente se inocularon dos lineas paralelas de la
levadura killer utilizando aplicadores de madera (una levadura por placa de Petri). Se
utilizaron dos placas por cepa de levadura y una placa control para cada cepa de
Alternaria sp. inoculada con el hongo también por el método de picadura. El periodo
de incubacion fue de 8 dias a 28°C. Pasado el tiempo de incubacién la reduccion en
el crecimiento radial fue calculado en relacién con el crecimiento de la placa control:
%R= 100-(PL/PC*100), en donde %R representa la reduccion radial del crecimiento
fungico, PC es el crecimiento radial en el control y PL es el crecimiento radial del
hongo en presencia de las levaduras killer.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 24 cepas de levaduras con fenotipo killer utilizadas en este ensayo, seis
demostraron tener un alto poder de antagonismo contra las cepas aisladas de
Alternaria spp., las cepas FCB10AM, VG032, AT3, FCB9 y FCB10 fueron capaces de
inhibir el crecimiento radial de mas de una cepa de Alternaria en un porcentaje 245,
mientras que la cepa 1153 fue capaz de inhibir el crecimiento radial en un porcentaje
>50 en las seis cepas del hongo filamentoso. Actualmente muchos microorganismos
han sido reportados como agentes de biocontrol contra patégenos que afectan a las
plantas, sin embargo en este estudio nos enfocamos en el analisis de levaduras con
el fenotipo Kkiller teniendo como hipotesis que algunas de estas cepas serian
efectivas contra el hongo filamentoso del género Alternaria mediante la reduccion de
su crecimiento en placas de Petri.
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Las cepas FCB10AM (P. gilliermondii) y AT3 mostraron buenos valores de %R
(50,56-47,47), efecto antagonico solo fue efectivo en las cepas As-06-255 y As-09-
258 de Alternaria en ambos casos. Las cepas FCB9 y FCB10 pertenecientes a la
misma especie de levadura (P. gilliermondii) mostraron valores en el porcentaje de
reduccion radial (50%,46%,45%-46%,47%,49%) en las cepas As-07-256, As-08-257,
As-09-258 y As-05-254, As-06-255, As-07-256 respectivamente (Tabla | y Il). P.
guilliermondi ha sido ampliamente reportado como un buen agente de biocontrol
contra hongos patogenos, incluyendo la pudricion azul y verde de los citricos
causada por hongos del género Penicillium [5-12], la pudricién del fruto del tomate
causado por R. nigricans [19-21], contra C. capsici en el chile [16] y también se
demostré su efectividad de biocontrol contra la pudricién gris de las manzanas
producida por B. cinérea [4], por lo que se puede deducir que este género de
levaduras posee un amplio espectro de inhibicion contra algunos hongos
fitopatégenos.

Sin embargo los estudios sobre el efecto antagdénico de esta levadura contra
Alternaria spp. son practicamente nulos. En el caso de la cepa VG032 se observo un
aumento en el porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial producido en
comparacion con los resultados de las levaduras killer antes descritas, asi como en
el numero de cepas de Alternaria en las que produjo un efecto antagodnico,
obteniendo valores de 48% (As-05-254), 58%( As-06-255), 68%(As-07-256) y
52%(As-08-257), por lo que se recomienda su identificacion para estudios
posteriores.

Por ultimo, la cepa 1153 (P. kluyveri) produjo una inhibicién del crecimiento fungico
significativamente mayor a los ya mencionados y resultd ser la Unica cepa de
levadura cuya actividad antagodnica fue efectiva en las seis cepas de Alternaria
utilizadas en este ensayo con valores de %R de 56, 65, 64, 64, 78 y 68 en las cepas
As-05-254, As-06-255, As-07-256, As-08-257, As-09-258 y As-10-259
respectivamente (Tabla I). P. kluyveri ha sido descrita como una de las levaduras
killer mas frecuentemente aislada de comunidades de levaduras tropicales [9] y la
toxina producida por esta levadura es una glicoproteina que es mas activa entre los
valores de pH de 2.5y 4.7 y a temperaturas de hasta 40°C [15].

Se ha logrado evaluar la actividad antagénica in vitro de P. kluyveri contra los mohos
patégenos P. crustosum 'y M. circinelloides, en donde la eficacia de biocontrol in vitro
era dependiente de la concentracion de las células de levadura [18], esta informacion
es importante ya que en este bioensayo la cantidad de inoculo del hongo y la
concentracion de las células de la levadura no fueron cuantificados y quiza con esto
se pueda incluso optimizar el poder antagonico producido contra Alternaria spp., pero
es importante recalcar que el uso y el estudio de P. kluyveri se ha centrado
principalmente en la investigacion de la toxina killer pero no como su potencial uso
como biocontrolador de hongos fitopatégenos.
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En conclusion, se logré6 demostrar que las cepas de Alternaria spp. pueden ser
susceptibles a cepas de levaduras killer y puesto que ya existen en el mercado
formulaciones (cuyo principio activo son levaduras) para el biocontrol se presenta
como una buena alternativa al uso de quimicos y fungicidas en los campos de
cultivo.

Tabla I.- Reduccion en el crecimiento radial (%) de Alternaria spp. producido por el antagonismo de
las levaduras killer. *Levaduras con mayor poder antagénico

Cepas de levaduras
Hongo
s Fce10 | FoBo | FeBB | RT | veo3 | veos2 | Lavi | AT3 | 102 | 114 | 1153 | 102
aislado * * 6 3 6 * N * 6 4 * 3
S
9;05' 46 32 | 34 |10] s 48 20 | 13| 14| 16| 56 | -3
9;5'06' 47 | a4 | a7 | 37| s0 58 48 | 47 | 32 | 31 | 65 | 11
2‘;07' 49 50 | 43 | 36| 41 68 27 | o | 32| 28| 64 | 24
9;7'08' 38 | 46 | 37 | 34| 20 52 39 | 31| 40 | 48 | 64 | 26
2‘;09' 34 | 45 | 36 | 26| 35 39 32 | a7 | 32| 32| 718 | 12
,;;610- 30 39 | 29 | 14| 36 35 20 | 38| 25| 15| 68 | 15

Tabla Il.- Reduccion en el crecimiento radial (%) de Alternaria spp. producido por el antagonismo de
las levaduras killer. *Levaduras con mayor poder antagénico

Cepas de levaduras

Hongos ~| 102 [ FOBTOA [ 55, [ 126 | VGOT [ VGOZ [ 112 [102 [y, [ 112 [ FCB [ g5
o> | e | a7 17 | 17 | 23 | 36 | 31 | 14 [ 17| 14 | 24 | 18
hoc0% |38 | 50 37 |35 | 19 | 36 | 31 | 31 | 34| 31| 36 | 6
po0T- |42 | a4 35 | 39 | 43 | 35 | 38| 35 |32 36 | 38 | 40
o8 | 33| 38 33 | 21 | 30 | 25 | 26 | 45 | 24 | 28 | 30 | 45
0% | 3 56 38 |30 | 20 | 20 | 23 | 27 | 34| 36 | 45 | 27
o101 1o 24 9 | 18| 38 | 25 | 20 | 26 [ 30| 30 | 28 | 14
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