LEVADURAS NATIVAS: POTENCIALES
BIOCONTROLADORAS DE PODREDUMBRES
POSTCOSECHA EN PERA

Andrea Robiglio?; M. Cristina Sosa3, M. Cecilia Lutz:23, Christian A. Lopes23y

Marcela P. Sangorrin23*

1-Laboratorio de Fitopatologia, Facultad de Ciencias Agrarias ,2- Laboratorio de Microbiologia y Biot logia, Facultad
de Ingenieria ,3- Instituto Multidisciplinario de Investigacion y Desarrollo de la Patagonia Norte (IDEPA, CONICET-
UNComahue) *sangorrinmarcela@conicet.gov.ar

INTRODUCCION

En Argentina, asi como en otros paises del mundo, el control de las
enfermedades en postcosecha se ha basado en la utilizacién de fungicidas
de sintesis; sin embargo, en la actualidad, existen pocos principios activos
eficientes y con registro en el pais para su uso. En este sentido, el control
biolégico se plantea como una alternativa promisoria y factible de ser
incorporada en el sistema de produccién organica e integrada.

En la busqueda de microorganismos capaces de controlar a los
patégenos, se han seleccionado levaduras como Agentes de Control
Biologico (ACB) de las enfermedades de poscosecha en citrus, frutos de
pepita y frutillas. Sin embargo, s6lo unos pocos ACB se formularon
comercialmente, como ASPIRE (Candida oleophila 1-182USA), YIELD
PLUS (Cryptococcus albidus, Sud Africa), SHEMER (Metschnikowia
fructicola Israel), BONIPROPECT (Aureobasidium pullulans, Alemania) y
CANDIFRUIT (Candida sake, Espana). Estos productos carecen de
registro en Argentina.

El ambiente confinado y las condiciones ambientales controladas en la
camara frigorifica durante la poscosecha favorecen el éxito de la aplicacion
de microorganismos con capacidad de biocontrol. Esta aplicacion puede
hacerse directamente sobre la fruta en la linea de empaque como sprays o
por inmersion. De esta manera se protege la superficie completa del fruto,
con sus posibles heridas; estas ultimas constituyen la principal via de
ingreso de los patégenos.

Los ACBs aislados de frutos de las areas geograficas donde deberan
actuar presentan mejor adaptacibn y capacidad de biocontrol



(antagonismo) que los ACBs de otros origenes y se consideran mas adecuados para

el desarrollo de programas de control de patégenos de postcosecha en frio (Pimienta,

2009). Por lo tanto en este trabajo se plante6 como objetivo:

e Comparar la actividad antagonica de levaduras seleccionadas nativas de pera y de

vino del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén con la levadura comercial Cryptococcus

albidus (YIELDPLUS) frente a los principales patdogenos de pera en poscosecha.

PRIMER ENSAYO DE BIOCONTROL EN FRUTOS DE PERAS

Se evalué el biocontrol de 9 levaduras para cada patégeno en heridas de frutos de

pera var. Packham’s Triumph y Beurre D anjou, de un empaque con manejo de

transicion (periodo de paso de un sistema de produccion convencional con uso de

productos quimicos de sintesis-) a un sistema de produccién organico.

mm) Laslevaduras empleadas en el bioensayo fueron:

* 6 especies nativas de pera que crecieron en frio in vitro y produjeron toxinas Killer,

* 4 especies nativas de vino (de coleccion del Laboratorio NPCC), productoras killer.

* 1 cepa comercial de Cryptoccocus albidus (YIELDPLUS, Anchor Yeast, Sud Africa).

mm) | os patégenos empleados en el bioensayo fueron: Penicillium expansum AP13

y Botrytis cinerea AB2 seleccionados por su virulencia y resistencia a fungicidas (Vol.

2: 6).

Para la evaluacion se inocul6 cada herida en
el fruto con la levadura (1x10°cel/ml) y luego
de 1hora con el patégeno P. expansum AP13
(1x10° conidios/ml) o B. cinerea AB2 (1x10*
conidios/ml). La fruta se colocé en bandejas
de cartén envueltas en bolsas de polietileno y
en las condiciones ambientales de
conservacion  (-1/0°C 'y 95%HR). Se
inocularon 3 frutos por tratamiento con 3
repeticiones.

.

La capacidad biocontroladora de cada levadura se evalu6 a los 30 y 60 dias hasta
final de la conservacién de la fruta, a través de la incidencia (% de heridas
enfermas/total inoculadas) y la severidad (diametro de podredumbre). En base a
la podredumbre se calculé el porcentaje de inhibicion de podredumbre (PI).
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@ Las levaduras controlaron la incidencia y severidad de ambos patdgenos en

diferentes porcentajes (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de los tratamientos biolégicos sobre las podredumbres.

P. expansum (60 dias) B. cinerea (30 dias)
Fuente del . .
antagonista Aislamiento de Levadura ) ~ Severidad P.l. ) _ severidad P--
Incidencia Incidencia
(cm) % (cm) %
Aureobasidium pullulans 33 3%5 88 100 214 0
Cryptococcus albidus 100 22+2 8 100 28+ 1 0
Superficie de Cryptococcus difluens 100 9+3 66 100 272 18
Peras Pichia membranifaciens 100 19 +1 20 100 22+0,5 11
Pichia philogaea 100 15+4 38 100 24+ .5 30
Rhodotorula mucilaginosa 33 3+5 88 100 19+4 18
Hanseniaspora uvarum
NPCC1096 100 1108 55 100 22+3 18
Metschnihowia pulcherrima
Nativas de  NPCGC 1123 100 15+£0,4 38 100 22+2 19
Vino Torulaspora delbrueckii
NPCC 1049 100 15 +1 38 100 32+ 3 0
Wickerhamomyces.anomala
NPCC 1024 100 8+0,7 66 100 24 +1 11
Comercial Cryptococcus albidus 100 17 +£0,2 30 100 24 +2 11
Control sin levaduras 100 24+0,6 - 100 27 +0,2

[ &

Las heridas que solo se inocularon con el patégeno presentaron enfermedad,
mientras que las que fueron inoculadas sélo con levaduras no presentaron
sintomas de podredumbre.

Los antagonistas mas efectivos contra P. expansum fueron aislados de superficie
de peras.

A. pullulans y R. mucilaginosa redujeron la incidencia a un 33% y presentaron un
alto porcentaje de reduccion de podredumbre (88%) después de 60 dias.

Las levaduras de coleccion y la comercial, no bajaron la incidencia de P.
expansum, pero mostraron 50% y 30% de reduccion de podredumbre
respectivamente.

Ninguna levadura redujo la incidencia de B. cinerea en las condiciones ensayadas.
A. pullulans fue la Unica levadura que mantuvo la incidencia de P. expansum en
33% hasta los 105 dias.
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Penicillium expansum Botrytis cinerea
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Figura 1: Incidencia y diametro de lesién de P. expansum (A 'y B) y B. cinerea (C y D) sobre
frutos de pera inoculados y almacenados a -1/0°C a lo largo del ensayo. Las barras
representan el desvio estandar. Las distintas letras en un mismo tiempo son significativamente
diferentes p=0.05 (Fisher).

@ Las levaduras mas efectivas como antagonistas de P. expansum fueron las aisladas de
superficie de peras de la region en conservacion (-1/0°C).

@ A. pullulans y R. mucilaginosa controlaron la incidencia a un 33% y lograron el mayor
porcentaje de reduccion de podredumbre (88%) después de 60 dias de incubacion.

@ A. pullulans fue la levadura que mejor inhibidé a P. expansum a lo largo del tiempo.

SEGUNDO ENSAYO DE BIOCONTROL EN FRUTOS DE PERAS
Las dos levaduras nativas A. pullulans y R. mucilaginosa seleccionadas en el primer

bioensayo fueron re-evaluadas y comparadas con dos fungicidas de uso en la
postcosecha de pera: captan y tiabendazol (Figura 2)
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A Penicillium expansum C Botrytis cinerea
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Figura 2. Incidencia y diametro de lesion de P. expansum (A 'y B) y B. cinerea (C y D) sobre
frutos de pera inoculados y almacenados a -1/0°C. Valores con la misma letra en un mismo
tiempo no son significativamente diferentes p=0.05 (Fisher).

@ Los niveles de proteccion alcanzados en el segundo bioensayo con las levaduras
epifitas seleccionadas fueron superiores a los del primer bioensayo.

@ A. pullulans y R. mucilaginosa controlaron completamente la podredumbre por P.
expansum hasta los 75 dias. A los 120 dias, la incidencia fue de 40% con las dos
levaduras.

@ A. pullulans mostré6 mejor antagonismo que R. mucilaginosa frente a B. cinerea
(Fig. 2 D).

@ La incidencia de P. expansum fue completa cuando se ensayo el fungicida TBZ.

@ Captan controlé la incidencia de P. expansum al 40% a los 75 dias, después de
120 dias la incidencia lleg6 al 60% con este fungicida (Fig. 2.A).

@ La podredumbre por B. cinerea después de 120 dias fue controlada
completamente por los fungicidas.
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A partir de este primer estudio regional podemos concluir que existen dos levaduras nativas epifitas de
peras, A. pullulans y R. mucilaginosa, que pudieron controlar mejor que la levadura comercial Cr. albidus
a los patogenos en los ensayos de biocontrol in vivo. Estas cepas podrian estar mejor adaptadas al
ambiente o al sustrato, por lo cual resultan interesantes como futuras herramientas para biocontrol.
Futuras investigaciones permitiran afianzar los datos obtenidos en busca de un antagonista regional
para el empleo en control biolégico de enfermedades de poscosecha en fruta de pepita
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