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RESUMEN



Las cerezas, frambuesas y zarzamoras se comercializan frescas y se almacenan en frio
para extender su vida Gtil. Un problema de estos productos son las pérdidas en poscosecha
causada por mohos. En nuestro pais no hay fungicidas registrados para la etapa posterior
a la cosecha en estas frutas. Motivo por el cual, el uso de agentes de control biologico
(ACB) se propone como un método alternativo para el control de las enfermedades de
poscosecha.

En este marco, el objetivo general de esta tesis fue generar informacion sobre los mohos
causantes de enfermedades de poscosecha en fruta fina; y seleccionar levaduras indigenas
de Patagonia como potenciales ACB para estos patdgenos. Para ello se llevd a cabo: 1)
Aislamiento e identificacion de hongos patogenos y levaduras endo y epifiticas a partir
de frutos en condiciones de produccion convencional y orgénica; 2) Caracterizacion y
seleccion de hongos en base a su virulencia, resistencia a fungicida y concentracién
infectiva minima (CIM); 3) Seleccién de levaduras antagonistas por su capacidad
biocontroladora en condiciones de conservacion de la fruta; 4) Determinacion de
mecanismos de accion involucrados en la capacidad antagénica de las levaduras
seleccionadas; 5) Evaluacion de la disponibilidad de agua (aw), temperatura y pH en el
crecimiento de las levaduras; 6) Determinacion de la concentracion efectiva minima
(CEM) de cada aislamiento de levadura.

Como resultado se obtuvieron 43 aislamientos de mohos a partir de fruta con sintomas
con enfermedad, determinados taxondmicamente en 5 géneros y 9 especies. La
caracterizacion de la virulencia, CIM vy resistencia al fungicida iprodione, demostro que
Mucor piriformis ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491 son
aislamientos altamente patogénicos para las frutas finas desde el almacenamiento hasta
su comercializacion. Ambas especies fueron aisladas de la zona del Paralelo 42°.

Se obtuvieron 660 aislamientos de levaduras nativas de cerezas, frambuesas y
zarzamoras, a partir de aguas de lavados, utilizando diferentes técnicas y tiempos de
conservacion de la fruta. Posteriormente, la evaluacion de la adaptacién al frio demostrd
que 100 aislamientos fueron capaces de crecer a 0°C (temperatura de almacenamiento de
la fruta). A partir de la identificacion molecular, las levaduras se distribuyeron en 9
géneros y 20 especies.

Se seleccionaron 52 aislamientos de levaduras para evaluar su capacidad antagonista
frente a Mucor piriformis ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491 en
cerezas y 15 aislamientos para ensayos en frambuesas y zarzamoras. Ademas, se evalud
la eficacia de levaduras de formulacion comercial (Yield Plus y Boni Protect) y
NPCC1250 Pichia membranifaciens y NPCC1263 Vishniacozyma victoriae, levaduras
biocontroladoras de patdégenos de pera. Las caracteristicas de las frambuesas y
zarzamoras, pérdida de firmeza y alto nivel de inoculo de patdgenos que traen estos frutos
del campo, requirieron desarrollar una metodologia para la evaluacion del potencial
biocontrolador de las levaduras sobre la infeccion natural de mohos. Se determind
también, que las frambuesas y zarzamoras traen una alta carga de indculo de Botrytis
cinerea, capaz de causar el deterioro de la fruta en poscosecha, por lo que se incluy6
también en los analisis posteriores.

Luego, se seleccionaron los diez aislamientos de levaduras con mayor efecto sobre la
virulencia (reduccion del 50% o mas) de uno o ambos patogenos en fruta almacenada a
0°C y/o 22°C. La levadura comercial Yield Plus mostro resultados equiparables a los
obtenidos con levaduras nativas, mientras que Bony Protect y las levaduras ACB de pera,
redujeron la incidencia de los patdgenos en menor porcentaje que las nativas (entre 0 -
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32%). Se evalud la posibilidad de mejorar la eficacia de los ACB a través de mezclas de
dos levaduras (1:1), pero estas no evidenciaron actividad sinérgica que aumente la
efectividad que tienen las levaduras por separado.

En cuanto a la determinacion de los mecanismos de accion in vitro, vinculados a la
actividad antagonista de los diez aislamientos de levaduras, se observo que:
Vishniacozyma  victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans ccSL1141 vy
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 fueron las levaduras con una bateria de
mecanismos de accion mas amplia pero no fueron capaces de producir toxinas Killer ni
de competir por hierro.

A partir de estas observaciones se concluyo6 que estos tres asilamientos presentan mayor
potencial ACB, por lo cual se evalu6 su comportamiento frente a cambios fisioldgicos
(temperatura, pH y actividad de agua (aw) Yy la determinacion de la CEM de in6culo de
ACB para obtener la mayor efectividad frente a Mucor piriformis, Penicillium crustosum,
y B. cinerea. Estos ensayos mostraron que: las tres levaduras tienen mayor crecimiento
en la combinacion aw X temperatura 0.995 a 20°C y tolerancia a modificacion del pH. A.
pullulans ccSL1141 fue el que mostré mayor crecimiento a 0° y 5°C. Cystofilobasidium
capitatum ccSL1204 fue capaz de crecer en todas las temperaturas, rangos de pH y aw.
Las CEM de las tres levaduras se encuentran en concentraciones del orden de 107 cél/mL.
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 fue la levadura mas efectiva al producir
reduccion sobre la virulencia de los tres patdgenos evaluados.

De esta manera esta Tesis aporta:

- los primeros registros de la diversidad de hongos y levaduras asociadas a frutas finas de
Patagonia,

- el primer registro de P. crustosum y M. piriformis como los patégenos mas frecuentes,
responsables del deterioro de cerezas, frambuesas y zarzamoras en Patagonia,

- el primer estudio de la capacidad antagonica de levaduras nativas adaptadas al frio frente
a patégenos de poscosecha de interés regional,

- la caracterizacién de diez levaduras nativas adaptadas al frio con capacidad antagonista
a través del estudio de los mecanismos de accién en ensayos in vitro,

- informacion relevante para futuros procesos de produccion de biomasa a gran escala a
través del comportamiento de Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans
ccSL1141 y Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 frente a cambios fisioldgicos y de la
CEM para asegurar el efecto antagonico,

- el primer registro y caracterizacion de la especie Cystofilobasidium capitatum como
potencial ACB con condiciones para continuar con las etapas de desarrollo de un
bioproducto por su capacidad de crecimiento en un amplio rango de temperaturas, pH, aw,
espectro de accion méas amplio y concentraciones efectivas bajas.



SUMMARY



Cherries, raspberries, and blackberries (fine fruits) are marketed fresh and cold stored to
extend their shelf life. A problem with these products is the postharvest losses caused by
molds. In our country there are no registered fungicides for the post-harvest stage on these
fruits. Reason why, the use of biological control agents (CBA) is proposed as an
alternative method for the control of post-harvest diseases.

Within this framework, the general objective was to generate information on molds that
cause postharvest diseases in fine fruit; and select indigenous Patagonian yeasts as
potential CBAs for pathogens. For this, the following was carried out: 1) isolation and
identification of pathogenic fungi and endo and epiphytic yeasts from fruits under
conditions of conventional and organic production; 2) Characterization and selection of
fungi based on their virulence, resistance to fungicide and minimum infective
concentration (MIC), 3) Selection of antagonistic yeasts for their biocontrol capacity
under fruit conservation conditions; 4) Determination of mechanisms of action involved
in the antagonistic capacity of the selected yeasts; 5) Evaluation of water availability (aw),
temperature and pH in yeast growth; 6) Determination of the minimum effective
concentration (CEM) of each yeast isolate.

As a result, 43 mold isolates were obtained from fruit with symptoms of disease,
taxonomically determined in 5 genera and 9 species. The characterization of virulence,
MIC and resistance to the fungicide iprodione, showed that Mucor piriformis
ccCIEFAP501 and Penicillium crustosum ccCIEFAP491 are highly pathogenic isolates
for fine fruits from storage to marketing. Both species were isolated from the 42° Parallel
zone.

660 isolates of native yeast from cherries, raspberries and blackberries were obtained
from washing waters, using different techniques and fruit preservation times.
Subsequently, the cold adaptation evaluation showed that 100 isolates were able to grow
at 0°C (fruit storage temperature). From the molecular identification, the yeasts were
distributed in 9 genera and 20 species.

52 yeast isolates were selected to evaluate their antagonistic capacity against Mucor
piriformis ccCIEFAP501 and Penicillium crustosum ccCIEFAP491 in cherries and 15
isolates for tests on raspberries and blackberries. In addition, the efficacy of commercially
formulated yeasts (Yield Plus and Boni Protect) and NPCC1250 Pichia membranifaciens
and NPCC1263 Vishniacozyma victoriae, biocontrolling yeasts of pear pathogens, were
evaluated. The characteristics of raspberries and blackberries, loss of firmness and high
level of pathogen inoculum brought by these fruits from the field, required the
development of a methodology for evaluating the biocontrol potential of yeasts under
natural mold infection. It was also determined that raspberries and blackberries carry a
high load of inoculum of Botrytis cinerea, capable of causing deterioration of the fruit in
post-harvest, which is why it was also included in subsequent analyzes.

Later, ten yeast isolates with the greatest effect on the virulence (reduction of 50% or
more) of one or both pathogens in fruit stored at 0°C and / or 22°C were selected for their
ability to reduce the virulence of Mucor piriformis ccCIEFAP501 and Penicillium
crustosum ccCIEFAP491. The commercial Yield Plus yeast showed results comparable
to those obtained with native yeasts, while Bony Protect and CBA pear yeasts reduced
the incidence of pathogens in a lower percentage than native yeasts (between 0 - 32%).



To improve the efficiency of the CBA, we performed mixtures of two yeasts (1: 1), but
these did not show synergistic activity that increases the effectiveness of the yeasts
separately.

Regarding the determination of the mechanisms of action in vitro, linked to the
antagonistic activity of the ten yeast isolates, it was observed that: Vishniacozyma
victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans ccSL1141 and Cystofilobasidium capitatum
ccSL1204 were the yeasts with a battery of broader mechanisms of action. Also, they
were not capable of producing Killer toxins or competing for iron.

Based on these observations, it was concluded that these three isolates have a higher CBA
potential, which is why its behavior against physiological changes (temperature, pH and
water activity (aw) and the determination of the CEM of ACB inoculum were evaluated
to obtain the greatest effectiveness against Mucor piriformis, Penicillium crustosum, and
B. cinerea. These tests showed that: the three yeasts have higher growth in the
combination aw X temperature 0.995 at 20°C and pH modification tolerance. A. pullulans
ccSL1141 was the one that showed the highest growth at 0°C and 5°C. Cystofilobasidium
capitatum ccSL1204 was able to grow at all temperatures, pH ranges, and aw. The CEM
of the three yeasts are found in concentrations of the order of 107 cél/mL
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 was the most effective yeast in producing a
reduction in virulence of the three pathogens evaluated.

In this way this Thesis provides:

- the first records of the diversity of fungi and yeasts associated with fine fruits of
Patagonia,

- the first record of P. crustosum and M. piriformis as the most frequent pathogens,
responsible for the deterioration of cherries, raspberries and blackberries in Patagonia.

- the first study of the antagonistic capacity of native yeasts adapted to the cold against
post-harvest pathogens of regional interest.

- the characterization of ten native yeasts adapted to the cold with antagonistic capacity
through the study of the mechanisms of action in in vitro tests.

- relevant information for future large-scale biomass production processes through the
behavior of Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans ccSL1141 and
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 against physiological and CEM changes to
ensure the antagonistic effect.

- the first record and characterization of the Cystofilobasidium capitatum species as a
potential CBA with conditions to continue with the stages of development of a bioproduct
due to its capacity for growth in a wide range of temperatures, pH, aw, broader spectrum
of action and effective concentrations low.
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1. LAS FRUTAS FINAS

Las denominadas “frutas finas” o “frutos rojos”, nombre que se vincula al aspecto comercial y no
al botanico, integran un conjunto de diferentes especies que se caracterizan por su reducido
tamarfio, en comparacion con las frutas de pepita o las citricas (\Von Bernard y Obschatko 2003,
Franceschinis 2016). Se agrupan en: 1) “Berries”, comunmente llamados “frutos del bosque”,
incluyen la frambuesa (Rubus idaeus L.) y la zarzamora o murra (hibridos del género Rubus),
como también la frutilla (Fragaria ananassa e hibridos), el arandano (Vaccinium corymbosum),
la grosella (Ribes grossularia); el casis (Ribes nigrum) y el corinto (Ribes rubrum); 2) “Cherries”,

como la cereza (Prunus avium L.) y la guinda (Prunus cerasus L) (Viteri y Benes 2014).

1.1 Importancia de las frutas finas a nivel mundial

Las frutas finas son frutas cultivadas en climas templados, tienen un muy alto precio unitario el
mercado fresco y, ademas, son de interés para la agroindustria (UIA 2008). Constituyen uno de
los grupos de productos méas dindmicos del comercio alimentario mundial en los Gltimos 20 afios
(Bruzone 2007, TIP 2019, Alves 2020). El aumento en el consumo en paises desarrollados del
hemisferio norte, ha provocado que la demanda mundial de frutas finas sea creciente y esté
insatisfecha (Viteri y Benes 2014). La causa principal del aumento de consumo de las frutas finas
se debe a sus cualidades nutricionales y medicinales (Bruzone 2007).

La participacion mundial de la produccion de fruta fina representa un 3% de la produccién
mundial total de frutas (UIA 2008) (Figura 1). Mundialmente, cinco paises acumulan mas del
(50%) de la produccion de fruta fina; los principales productores son Estados Unidos (22,9%),
Rusia (8,7%), Polonia (6,3%), Turquia (6,2%), Alemania (6,2%), Espafia (5,5%), Italia (3,9%),
Iran (3,4%), Corea (3,2%) y el resto del mundo (33,6%) (CIME-EEyN-UNSAM 2012).

Los Berries y Cherries son consumidos en todo el mundo y se exportan tanto frescos como
congelados y/o preservados con distintos métodos. En la Tabla 1 se sintetizan los precios

promedio alcanzados por las frutas finas frescas y las congeladas en el mercado mundial.
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Frutillas 8.34

]
Palta 6.41
Caquis 471
Kiwi 4.02
Damasco 3.87
I

Cerezas 256

Castafias de caju I 171
|

Guindas 1.53

Higos 1.41

Otros berries 1.01

Frambuesas 0.87

Arandanos 0.72

Produccion de toneladas métricas

Figura 1. Produccion mundial de frutas finas (Recuperado de

https://www.statista.com/statistics/264001/worldwide-production-of-fruit-by-variety/)

Tabla 1. Evolucién Precio Promedio frutas finas expresado en U$S/kilo. Tomado de (Viteri y

Benes 2014)

Afio
Condicion 2005 2006 2007 2008 2009  Promedio
Fruta fina fresca 2,30 3,00 2,84 3,57 2,67 2,87
Fruta fina congelada 1,20 1,44 1,62 2,14 1,93 1,63

1.2 Produccién de frutas finas en Argentina y en Patagonia

En la Argentina la produccion de frutas finas, representadas principalmente por arandanos,
frutillas, frambuesas, zarzamoras y cerezas, se desarrolla en varios puntos del pais y se presenta
como una de las actividades mas prometedoras para la region Patagonia Sur, en base a su favorable
comportamiento productivo, adaptacion a la region y a la identificacion de posibilidades
comerciales, especialmente para el mercado externo (UIA 2008, Peralta 2010, Kirschbaum y Ruiz
2017). La produccién de Cherries y Berries tiene como ventaja la exportacion en contra estacion,
ya que los principales paises importadores son del hemisferio norte lo que hace muy rentable su

comercializacion, entre los que se encuentran Alemania, Estados Unidos, Francia y Canada
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(quienes en conjunto concentran el 58% del total mundial), Reino Unido, Japdn, Italia, Austria,
Holanda y Bélgica (Caminiti 2005, Raffo et al., 2006, Bruzone 2009). Debido a las condiciones
agroecoldgicas propias de los valles cordilleranos esta actividad podria extenderse mucho més, lo
que permitiria la obtencidn de un producto caracteristico de la regién patagonica y el acceso a

nuevos mercados externos con alta demanda de estos frutos (Manavella, 2004).

En cuanto a las cerezas, su produccion esta en aumento en la Republica Argentina (FAO 2009).
Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2018) la produccidn de cerezas se localiza
en las provincias de Mendoza (46% del total nacional), Chubut (17%), Rio Negro (11%) y Santa
Cruz (9%) mientras que el 7% restante pertenece al resto del pais (fundamentalmente Buenos
Aires y San Juan). Las variedades més utilizadas, por su calidad, son ‘Bing’ y ‘Lapins’. Ambas
representan mas del 52% de las plantas, seguidas en importancia por ‘Sweetheart’ (11%),
‘Newstar’ (7,7%) y ‘Stella’ (6.8%) (Cittadini et al., 2008). ‘Rainier’, es una variedad que alcanza
muy buenos precios en EE.UU., pero es de dificil manejo durante poscosecha (Ellena 2012).

La Patagonia representa el 55% de la superficie de cerezas del pais, es la region que muestra el
mayor crecimiento en los ultimos afios y tiene la proporcion produccién/exportacion mas alta del
pais, un indicador de la alta calidad y tecnologia de la produccion regional y el crecimiento de la
superficie plantada que se aproxima a las 1.000 ha en toda Patagonia, ha sido acompafiado por el
aumento de los volimenes exportados. En los Gltimos cinco afios el volumen comercializado en
los mercados del mundo se triplico (Scarpati et al., 2011, Villareal y Raffo 2020).

La mayor parte de la produccién en nuestro pais se destina a la exportacion. Los principales
mercados de exportacion se observan en la Figura 2. Argentina se encuentra en el puesto 9 del
ranking de exportadores mundiales de cerezas y representa el 1% del valor mundial exportado

(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca 2018).
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Figura 2. Porcentaje de fruta exportada a los principales destinos en la temporada 2019/2020
(Tomado de Villareal y Raffo 2020).

Argentina produce aproximadamente 1.500 t de frambuesa, 350 t de zarzamora y 180 t de otros
Berries y la superficie cultivada con este grupo de frutos es de alrededor de 300 ha (Kirschbaum
y Ruiz 2017). Mas del 70% de la superficie cultivada con frambuesas, moras y Ribes se concentra
en la region de la Patagonia (provincias de Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz) dado que
son producciones que se adaptan bien en areas climaticas con veranos frescos; por esa razén, los
valles cordilleranos son ideales (De Michelis et al., 2017). También hay pequefias fincas de
frambuesas y zarzamoras en Tucuman, Santa Fe y Buenos Aires (Kirschbaum y Ruiz 2017).

La Comarca del Paralelo 42°, que incluye a las localidades de El Bolson, Lago Puelo, Epuyen y
El Hoyo es la principal region productora de frutas finas de Argentina y en particular de
frambuesa. En la Comarca del Paralelo 42° hay 196 ha de fruta fina cultivada de las cuales 71,3
pertenecen a la frambuesa, el resto se dividen entre nueve variedades diferentes de frutas finas y
aporta el 45% de la produccién nacional de frambuesas (UIA 2008). El cultivo frambuesas es una
produccion intensiva de gran interés por su alta rentabilidad, manejo relativamente sencillo y
buenas posibilidades de mercado debido a su creciente y sostenida demanda. Su fruto es uno de
los frutos de clima templado de mayor precio unitario en el mercado en fresco y con gran demanda
por parte de la agroindustria (Justo et al., 2014). Las variedades mas utilizadas en orden de
importancia son: ‘Autum Bliss’, ‘Heritage’, ‘Tulamenn’ y ‘Schoenemann’ (Bruzone 2006).
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En cuanto a la zarzamora, aunque, actualmente existen unas pocas hectareas implantadas en la
region y no tiene gran participacion en el mercado externo, es un tipo de fruto con gran potencial
productivo y con excelentes perspectivas de desarrollo en Patagonia ya que tiene gran demanda
en los paises del hemisferio norte como producto fresco y congelado (Caminiti 2005, Bruzone
2009). Es el cuarto Berry en importancia, en cantidad de hectareas implantadas, (Martinez 2007)
y el mayormente asilvestrado en la zona del Paralelo 42°, siendo ademas impulsado en los Gltimos
afios por su incorporacion en la industria alimentaria (junto a otros Berries) en lacteos, cereales

en barra, golosinas, bebidas sin alcohol y té, entre otros (Bruzone 2009).

1.3 Cosecha y poscosecha de frutas finas

1.3.1 Cosecha de cerezas

Para establecer el momento 6ptimo de cosecha el parametro mas generalizado es la utilizacion de
tablas de color con recomendaciones especificas para las distintas variedades (Cittadini y San
Martino 2006, Raffo Benegas 2017). La calidad de la cereza es afectada por su madurez al
momento de la cosecha, lo que influye tanto sobre su tamafio, firmeza, dulzura y sobre su
habilidad para soportar los rigores del almacenamiento y el transporte (Scarpati et al., 2011,
Gongcalves 2007). Es por eso que, la cosecha debe realizarse evitando provocar golpes y marcas
en la fruta ya que, el manejo en la poscosecha no puede mejorar la calidad de la fruta, sélo retrasar
su declinacion (Crisosto et al., 1993). Otros aspectos que deben tenerse en cuenta son: no
cosecharlas inmaduras ya que suelen ser mas pequefias y de escaso sabor y al ser frutas no
climatéricas los indices de madurez no varian una vez que los frutos han sido cosechados (su tasa
respiratoria y de produccidén de etileno no se incrementan luego de la cosecha), evitar cortar el
pedunculo (ayudan a retrasar la senescencia), evitar caidas que superen los 5 0 7 cm y enfriarla
dentro de las 2 h de cosechada (Candan et al., 2007, 2017, Candan 2006, Cittadini y San Martino
2006).

1.3.2 Poscosecha de cerezas

El proceso que atraviesan las cerezas durante la poscosecha se observa en la Figura 3. La cereza

en general, se empaca el mismo dia de la cosecha para disminuir costos de logistica y espera de
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la fruta en camaras de frio. Las cerezas son cosechadas y preservadas en cajones de 6 kilos que
son llevados a la planta de empaque y vaciados delicadamente en el hidro-cooler (tinel de agua
fria), este enfriamiento (hidrocooling), que se realiza con agua clorada y en algunos casos se
incorporan ciertos fungicidas, sirve para reducir la tasa respiratoria y de emision de etileno, frenar
la maduracion, retrasar la senescencia, eliminar o reducir el desarrollo de ciertos patdgenos,
estimular la resistencia al ataque fungico (Cittadini y San Martino 2006). Luego se mantienen en
camara a 2°C y 95% de humedad relativa hasta su ingreso al proceso de clasificacion, en el cual
la fruta de buena calidad se separa de la fruta defectuosa (Cittadini y San Martino 2006).
Posteriormente, la cereza de buena calidad pasa a la etapa de calibracién en la cual la fruta se
separa por tamafio. Por Gltimo, se empacan en general manualmente ubicandolas en cajas
corrugadas con dos bolsas de nylon de 2,5 kilos cada una. De alli se paletizan y se depositan en
camaras de frio y humedad controlada hasta su transporte a destino (Cittadini y San Martino 2006,
Candan 2006). La adecuada refrigeracion es la técnica méas apropiada para la conservacion de
cerezas y existen otras practicas complementarias para mejorar el almacenamiento, como las
atmosferas modificadas, atmdsferas controladas y recubrimientos comestibles (Candan 2006).
Aproximadamente el 60% de las cerezas se comercializan en fresco y el 40% restante se procesa
0 se descarta (McCune et al., 2011). Bajo 6ptimas condiciones de almacenamiento, las cerezas

pueden mantener una calidad apropiada durante 40-50 dias (Candan et al., 2017).

Hidrocooling (1= 0-4°c)

Recepci(')n (se mide peso. color, % CT;()aITi?(l:. a 35? rd e(}:]epcdl(;n
de solidos solubles, firmeza, calibre y (T°0-2°Cy 95% de humedad)

temperatura) l
— . . 3
a S o e \ .
A > = »
E:

ERTEIRE !e@.‘s?.‘

-« |

Camara de final (T°0- Calibracion (separacién por Seleccién (se separan frutas
0.5°C y 95% de humedad) tamafio) defectuosas: picadas, sin pedinculo,

rajadas, blandas. etc.)
\ ! )

Transporte

&

Figura 3. Etapas en una planta de empaque de cerezas (Tomado y modificado de Romano y Pugh
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2008).

1.3.3 Cosecha de frambuesas y zarzamoras

El indice de cosecha utilizado es el color de la superficie del fruto y éste debe ser cercano al rojo
para frambuesas y morado para zarzamoras, se consideran ademas la acidez y los solidos solubles
totales debido a que en el fruto estos parametros no varian en poscosecha (no climatéricos)
(Robledo et al., 2013). La frambuesa con una madurez adecuada se desprende facilmente del
receptéculo, debe tener un color brillante y una firmeza consistente, en la zarzamora el receptaculo
gueda inserto al momento de cosechar, obteniendo un fruto lleno (De Michelis et al., 2017). Otras
consideraciones al momento de la cosecha son no dafiar, apretar o golpear la fruta, cosechar
temprano en la mafana evitando las temperaturas altas, no cosechar con rocio o con lluvias, evitar
la contaminacién de la fruta (colocar los materiales de cosecha lejos de la superficie del suelo)
(Robledo et al., 2013).

1.3.4 Poscosecha de frambuesas y zarzamoras

El proceso que atraviesan las frambuesas y zarzamoras durante la poscosecha se observa en la
Figura 4. La cosecha de frambuesas y zarzamoras se inicia con la seleccién de la fruta puede
realizarse en el campo o una vez que la fruta llega a packing, descartando las que presentan
rasgaduras, machucones, golpes o heridas, sobre madurez, dafios por insectos, hongos, etc. Luego,
la fruta se transporta a la zona de embalaje, que debe realizarse lo més rapido posible (para bajar
la temperatura de campo) y evitando golpear la fruta. La etapa de embalaje de la fruta debe
realizarse con temperaturas no superiores a 4°C evitando que se produzcan aumentos que
deterioren la fruta, a diferencia de las cerezas, estas frutas no se lavan. El tiempo transcurrido
entre cosecha y comercializacion o transporte debe ser el minimo para llegar a los diferentes
mercados en Optimas condiciones (Robledo et al., 2013). El almacenamiento refrigerado es el
factor clave para preservar estos frutos, pero puede ser acompafiado por otras herramientas, como
el uso de atmdsferas modificadas y controladas para prolongar su vida util (Piljac-Zegarac y
Samec 2010, Robledo et al., 2013). El tiempo de almacenamiento de estos tipos de frutas en fresco
es menor que el de las cerezas. La calidad poscosecha de frambuesas 'Autumn Bliss' conservadas

a 0°C puede mantenerse durante 12 dias y las moras almacenadas a 2°C tienen una la vida util de
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9 dias (Tezotto-Uliana et al., 2018, Perkins-Veazie et al., 1997).

Cosecha

Embalaje

Transporte Enfriamiento Paletizado

Figura 4. Etapas en una planta de empaque de frambuesas (Tomado y modificado de Robledo et
al., 2013).

Una de las caracteristicas que tienen en comun, tanto los Cherries como los Berries cultivados,
es el poco tiempo de almacenamiento que resisten (en comparacion con otros tipos de frutas)
debido al aumento de su metabolismo luego de la cosecha (alta actividad respiratoria), lo que
conlleva un cambio organoléptico y de apariencia acompafiado con un aumento en la
susceptibilidad a ser atacadas por de hongos causantes de pudriciones y su estructura fragil
(Candan 2006).

1.4 Caracteristicas de la produccién

La mayor parte de la produccion de Cherries y Berries cultivados se realiza en la region de manera
convencional, pero con un muy bajo uso de agroquimicos y fertilizantes (1ICA 2009).

En la Argentina, la fruticultura estd en permanente evolucién. Los productores de frutas consiguen
mantener una fuerte presencia en los mercados mas exigentes del mundo (fundamentalmente de
la Unién Europea) con productos de sobresalientes caracteristicas organolépticas, lo que ha
Ilevado a los productores a la adopcion de programas que tienden a ofrecer productos cada vez

mas inocuos y cuya produccion es de bajo impacto sobre el medioambiente (sin uso de
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agroguimicos), este concepto es denominado Buenas Practicas Agricolas (BPA) (Cittadini y San
Martino 2006). Para el caso de las cerezas, el Ministerio de Agroindustria ha aprobado un
protocolo especifico elaborado por profesionales del sector publico y la actividad privada que
posibilita que los productores de cerezas puedan obtener el derecho de uso del sello de calidad
que diferencia a los alimentos argentinos de calidad Premium (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca 2018).

A partir de las exigencias de los mercados internacionales, la produccidn organica en Argentina
estd en aumento (Ramirez 2012). La ley Nacional de Produccién Ecoldgica, Bioldgica y Orgéanica
N° 25.127 define como “ecologico, bioldgico u organico a todo sistema de produccion
agropecuario, su correspondiente agroindustria, como asi también a los sistemas de recoleccion,
captura y caza, sustentables en el tiempo y que mediante el manejo racional de los recursos
naturales y evitando el uso de los productos de sintesis quimica y otros de efecto toxico real o
potencial para la salud humana, brinde productos sanos”.

Argentina se caracteriza por ser un importante exportador de productos orgéanicos y posee una
superficie cercana a las 5.000 ha cosechadas de frutas orgénicas (Spalla 2016).

En la region patagonica funcionan 20 industrias transformadoras, algunas de las cuales certifican
su produccién como fruta fina organica (Bruzone 2009), entre ellas se incluyen los
establecimientos Valle del medio, Humus y la Cooperativa del Paralelo 42° (que nuclea a
diferentes productores de fruta fina) (Kramer 2016).

2. PATOGENOS DE POSCOSECHA

2.1 Pérdidas producidas en la poscosecha

Estudios recientes de varias organizaciones internacionales han demostrado que
aproximadamente el 33% de la produccion total de frutas y verduras se pierde luego de la cosecha
(FAO 2011, OECD 2014). Una de las causas de las pérdidas se debe a la reduccion de la vida util
causada por las infecciones de hongos patdgenos durante el manejo, distribucion y
almacenamiento poscosecha (Romanazzi et al., 2016). Esto se debe a que, los hongos patdgenos,
saprofitos o paréasitos, aprovechan para desarrollarse los altos contenidos de agua, altos niveles de
humedad, aumento de nutrientes, valores bajos de pH y que han perdido la mayor parte de la
resistencia intrinseca que protege a los frutos durante su desarrollo en el arbol (Vifias 1990, Droby
etal., 1992).
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2.2 Patogenos de poscosecha en frutas finas

Las cerezas, frambuesas y zarzamoras son frutas altamente perecederas y su vida util es
relativamente corta debido a sus altas tasas de actividad respiratoria y susceptibilidad a diferentes
enfermedades fungicas que desarrollan podredumbres durante el almacenamiento en cdmaras
frigorificas (Alonso y Alique 2006, Feliziani et al., 2013, Tezotto-Uliana et al., 2013, Guerreiro
etal., 2015, Madrid y Beaudry 2020). Estas pérdidas varian en funcion de la zona de produccién,
de la especie y cultivar, edad del arbol, de las condiciones climaticas y del manejo pre y
poscosecha (heridas y dafios durante la cosecha, transporte y posterior manejo, efectividad de los
tratamientos fungicidas y la conservacion) (Smilanick et al., 2006, Conte et al., 2009).

Los hongos patdgenos principalmente reportados para cerezas en diferentes partes del mundo son
Monilinia spp. y Botrytis cinerea, y ocasionalmente Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata,
Penicillium expansum, Cladosporium spp., Mucor piriformis (Ogawa et al., 1995, Romanazzi
2001, Qin et al., 2003, Schena et al., 2003, Berve y Stensvand 2019). En la Figura 5 se observan
algunas frutas finas con sintomas de enfermedades.

Botrytis cinerea es la enfermedad poscosecha mas comdn de las frambuesas y zarzamoras
(Snowdon, 1990). Otras enfermedades registradas en menor frecuencia son las causadas por
Mucor sp., Rhizopus sp. y Alternaria spp. (Rogéria Antoniolli et al., 2011, Zhang et al., 2020,
Madrid y Beaudry 2020).

La podredumbre causada por Monilinia spp. causa pérdidas sustanciales antes y después de la
cosecha y estd presente en todo el mundo. Las pérdidas en la poscosecha, durante el
almacenamiento y el transporte, pueden llegar a ser del 80% cuando las condiciones climéticas
son favorables para el desarrollo de la enfermedad (Mari et al., 2020).

Botrytis cinerea esta, frecuentemente, latente en el campo y aparece durante el transporte. El
hongo crece facilmente a temperaturas superiores a 4°C y durante la temporada de lluvias, esto
da como resultado la pérdida total de la cosecha o la fruta degradada (Madrid y Beaudry 2020).
Mucor piriformis y Rhizopus stolonifer causan enfermedades muy importantes en las frutas de
hueso en muchas regiones. Las pérdidas causadas por estos patdgenos se observan principalmente
en las empacadoras después del almacenamiento en frio, aunque a veces ocurren en el campo,
especialmente después de largos periodos de humedad y pueden ser graves y alcanzar hasta el
50% de las frutas almacenadas afectadas (Usall et al., 2013, Mari et al., 2020).

La enfermedad causada por Penicillium spp. es una enfermedad menor, solo en frutas senescentes

almacenadas durante largos periodos y su incidencia puede superar el 10% (Mari et al., 2020).
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La pudricion causada por Alternaria alternata generalmente es visible solo después de un largo
almacenamiento. Los brotes de podredumbre por Alternaria estdn aumentando en los EE. UU.
por la aparicion de cepas resistentes a los fungicidas utilizados (Yang et al., 2015).

Figura 5. Patdgenos desarrollados en frutas finas: A) Alternaria alternata en cereza, B)
Penicillium crustosum en cereza, C) Botryitis cinerea en zarzamora, D) Mucor piriformis en
frambuesa. Vistas microscépicas de las estructuras reproductivas de E) Alternaria alternata, F)
Penicillium crustosum, G) Botryitis cinerea, H) Mucor piriformis.

(la imagen microscopica de B. cinerea fue tomada de

https://www.inia.cl/sanidadveqgetal/2016/11/04/pudricion-gris-botrytis-cinerea-2/).

En Argentina existen escasos trabajos de identificacion de los patdgenos que afectan a cerezas,
frambuesas y zarzamoras durante la poscosecha. Se han reportado cerezas afectadas en la
poscosecha por Botrytis cinerea, Monilinia spp. y Penicillium spp. en el sureste de la provincia
de Buenos Aires (Horvitz et al., 2004). En Patagonia Norte (Rio Negro y Neuquén) se han
reportado que las enfermedades por hongos son causadas mayormente por Penicillium, seguido
luego por Alternaria y Botrytis (Candan 2006, Nome et al., 2012, Colodner y Candan 2011, 2017).

2.3 Control quimico de las enfermedades de poscosecha en frutas finas

A pesar de que las enfermedades causadas hongos pueden ser disminuidas mediante la utilizacion

de BPA estas no siempre son suficientes para proteger la fruta del desarrollo de patégenos de

poscosecha, especialmente durante el almacenamiento prolongado o el periodo de
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comercializacion (Murray et al., 2019). Esto conlleva a recurrir a programas de control integrado
que incluyen el uso de algunos fungicidas de sintesis considerados de bajo riesgo (Colodner y
Candan 2011, Murray et al., 2019, Palou y Smilanick 2020). Estos contintan siendo un método
de control elegido debido, fundamentalmente, a su bajo costo, facilidad de aplicacion y
efectividad (Usall et al., 2016, Murray et al., 2019, Palou y Smilanick 2020).

En Argentina, no hay fungicidas de poscosecha habilitados para su uso en frambuesas y
zarzamoras. Para el caso particular de fungicidas utilizados para el control de enfermedades de
poscosecha en cerezas, el Iprodione ha sido el mas usado seguido por Captan (Colodner y Candan
2011). En el afio 2014 se aprobo un registro de uso provisorio de los principios activos fludioxonil,
iprodione y pirimetanil, el cual se mantuvo vigente hasta marzo del 2017 (Candan et al., 2017).
Segun la ficha técnica de Iprodione comercializado en Argentina, es un fungicida (dicarboxamida)
organico de sintesis quimica de contacto (actta sobre la superficie de las frutas) para el control de
diversos hongos fitopatdgenos, eficaz sobre Botrytis, Monilinia, Helminthosporium, Penicilium y
Sclerotinia, que actla inhibiendo la accién de las esporas y bloqueando el micelio que invade los
tejidos sanos. En un estudio realizado en cerezas variedad Stella del Alto Valle de Rio Negro para
el control de patégenos de poscosecha, la utilizacién de Iprodione no arrojo resultados

significativos para el control de Alternaria y Penicillium (Colodner y Candan 2011).
2.3.1 Resistencia a fungicidas

Dada la utilizacion masiva de los fungicidas, y en muchos casos la falta de conocimiento y
conciencia sobre su correcto uso, se han generado problemas como son la aparicidén de cepas
resistentes de hongos (Murray et al., 2019). La resistencia de los hongos a los fungicidas
constituye en la actualidad un tema central dentro de las estrategias del control quimico e
integrado de las enfermedades (Palou y Smilanick 2020). La resistencia puede ser definida como
un ajuste estable y hereditario de un hongo a un fungicida. De este ajuste, resulta una reduccion
considerable de la sensibilidad al fungicida tanto en laboratorio y en el invernaculo como a campo
(Carmona et al., 2011). Existen dos tipos de resistencia, la resistencia natural (cuando una
determinada especie fangica es naturalmente menos sensible a un fungicida que otras especies) y
la adquirida (ocurre cuando una cepa de hongos se vuelve insensible a determinado fungicida en
el campo o en el empaque). En general, la resistencia surge en respuesta al uso repetido de un
fungicida o al uso repetido de fungicidas relacionados por el mecanismo bioquimico de accion
(Carmona et al., 2011).
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El desarrollo de resistencia a fungicidas, sumado a los problemas de toxicidad provocados para el
hombre, dafio al medio ambiente, restricciones impuestas por los mercados importadores, ha
favorecido la investigacion hacia el desarrollo de otros métodos de control (Lima et al., 1998,
Cittadini y San Martino 2006, Janisiewicz et al., 2010).

2.4 Alternativas al uso de fungicidas quimicos

2.4.1 Utilizacién de agua clorada

Una de las estrategias de control mas utilizada para controlar el desarrollo de patdgenos luego de
la cosecha de cerezas es el uso de agua clorada durante el hydrocooling, que se debe mantener en
una concentracion de cloro libre de 100 ppm y un pH entre 6.5 a 7.5, para que el agua del proceso
no resulte una fuente de contaminacion de la fruta, en la linea de empaque (Colodner y Candan
2011, Candan et al., 2017).

2.4.2 Utilizacion de atmdsferas modificadas

El uso de empaques con atmosferas modificadas es otra de las tecnologias mas utilizados para
mantener la calidad tanto en Cherries como en Berries durante la poscosecha (Cittadini y San
Martino 2006, Robledo et al., 2013). Debido a que la atmdsfera gaseosa cambia continuamente
durante todo el periodo de almacenamiento por la influencia de la respiracién de la fruta, cambios
bioquimicos y la lenta difusion de los gases a través del envase, el plastico de las bolsas de
empaque permite el balance de CO2 y O adecuados, evitando los procesos de anaerobiosis y la
acumulacion de humedad excesiva por condensacion al permitir la salida de vapor de agua
(Cittadini y San Martino 2006, Kumar et al., 2018). El uso de empaques con atmosferas
modificadas, ademas de retrasar la respiracion y la produccion de etileno, mantiene la firmeza y
el contenido de proteinas y azlcar soluble en las frutas, reduce la proliferaciéon de mohos,
levaduras y bacterias (Spotts et al., 2002, Tian et al., 2004a, Serrano et al., 2005, Wang et al.,
2014, Kumar et al., 2018).

2.4.3 Utilizacion de calcio

El calcio (Ca?") desempefia un papel muy importante en la estructura de la fruta y resistencia de
la pared celular, la estructura e integridad de la membrana plasmatica (Poovaiah et al., 1993). Sin

embargo, la fruta a menudo es deficiente en Ca®" debido a su baja movilidad en las plantas
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(Conway et al., 2002). Se ha demostrado que tratamientos con cloruro de Ca?* y bicarbonato de
Ca2* pueden ser beneficioso, tanto para mantener la calidad de la fruta como para reducir el
desarrollo de patégenos durante el almacenamiento (Ippolito et al., 2005, Wang et al., 2014).

2.4.4 Utilizacion de microorganismos antagonistas como agentes de control biologico

Otra alternativa para el control de los patdgenos de poscosecha de fruta fina, en la que se hara
foco en esta Tesis, es el control biolégico a través de antagonistas microbianos, ya sea
empleandolo s6lo o formando parte de una estrategia de control integrado (Liu et al., 2013, Droby
etal., 2016, Usall et al., 2016).

La prohibicion de muchos fungicidas quimicos, por los motivos ya mencionados, como el
desarrollo de biotipos de resistencia, las consideraciones ambientales y de salud, ha sido uno de
los motores para desarrollar tecnologias alternativas de manejo de enfermedades seguras y
efectivas controlar los patogenos poscosecha (Droby et al., 2016). EIl uso potencial de los
microorganismos antagonistas epifitos (levaduras, bacterias y hongos) para controlar patdgenos
poscosecha comenzé a informarse hace mas de 35 afios (Tronsmo y Dennis 1977, Wilson y Pusey
1985) vy, desde entonces, la necesidad de buscar y desarrollar estrategias alternativas para el
manejo de la enfermedad poscosecha sigue siendo una linea de investigacion prioritaria por parte
de muchos cientificos y empresas comerciales de todo el mundo (Droby et al., 2016, Usall et al.,
2016).

El uso de antagonistas microbianos para controlar los patégenos de poscosecha ha generado
muchas expectativas, en contraste con el biocontrol en precosecha y en el suelo, como alternativa
a los productos quimicos y esto se debe, principalmente, a que durante el procesamiento y
almacenamiento poscosecha factores ambientales como la temperatura y la humedad estan
regulados y el conocimiento de la etiologia de las enfermedades permiten dirigir la aplicacion de
un antagonista a un producto y mantener su poblacion (Wisniewski et al., 2007, Droby et al.,
2009).

Si bien, se pueden utilizar hongos filamentosos, bacterias y levaduras como ACB, la mayoria de

los agentes y productos de biocontrol poscosecha reportados son levaduras (Droby et al., 2016).
3. LAS LEVADURAS

Las levaduras son un grupo versatil de hongos (Phylla Ascomycota y Basidiomycota) que se

reproducen asexualmente por gemacion o fision, lo que resulta en un crecimiento que se compone
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principalmente de células individuales (Kurtzman et al., 2011). Las levaduras se encuentran
ampliamente distribuidas en microbiomas en todo el mundo, en todo tipo sustratos y ambientes y
son uno de los grupos microbianos més relevantes en biotecnologia (Buzzini y Margesin 2014).
Las levaduras tienen una rica historia y un futuro brillante en biotecnologia, son indispensables
en las fermentaciones alimentarias tradicionales, otras se estan desarrollando para la produccion
de biocombustibles para la generacion de nuevas fuentes de energia, se han desarrollado sistemas
de levadura para la produccion de proteinas heter6logas, son cada vez mas importantes como
biocatalizadores para la produccion de productos quimicos finos y proteinas farmacéuticas de alto
valor, debido a sus capacidades metabdlicas, tienen papeles importantes en la biorremediacion

ambiental y en la produccidn de todo tipo de enzimas (Johnson y Echavarri-Erasun 2011).
3.1. Levaduras en frutas

Las frutas sirven como hospedadores de muchos microorganismos que colonizan la superficie
(epifitas) o viven dentro (endofitos) de sus tejidos. Representan un habitat primario y una fuente
de energia en el ciclo de vida de muchos hongos, algunos de los cuales son fitopatégenos y son
responsables de pérdidas econdmicas significativas antes y después de la cosecha, mientras que
otros microorganismos, como las levaduras, se consideran beneficiosos y pueden influir en la
sobre el desarrollo de los sintomas de la enfermedad al interactuar directamente con los pat6genos
o inducir resistencia en el hospedador (Droby et al., 2016, Wisniewski et al., 2016).

Existen pocos estudios sobre las comunidades de levaduras que habitan en las frutas finas durante
la poscosecha. En el trabajo de Serradilla et al., (2013) los géneros de levaduras en poscosecha de
cerezas que se identificaron fueron Aureobasidium, Rhodotorula, Torulaspora, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Cystofilobasidium, Citeromyces, Sporobolomyces, Metschnikowia
y Entyloma. Mientras que en el estudio realizado por Venturini et al., (2002) se identificd la
presencia de representantes de los géneros Trichosporon, Cryptococcus y Rhodotorula. Bovi et
al., (2019) estudiaron la microbiota asociada a la poscosecha de Berries (frambuesas, moras,
arandanos y frutillas) identificando la presencia de levaduras de los géneros Candida,
Cryptococcus y Rhodotorula.

3.2 Levaduras adaptadas al frio

Las levaduras adaptadas al frio, como otros organismos, pueden dividirse en psicrofilas

(psicrofilas obligadas) y psicrotolerantes (psicrofilas facultativas). Las psicrofilas exhiben una
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temperatura de crecimiento minima de alrededor de 0°C, un dptimo de aproximadamente 15°C (o
inferior) y no crecen a temperaturas superiores a 20°C. Mientras que las psicrotolerantes también
crecen a 0°C, pero tienen un crecimiento 0ptimo a temperaturas cercanas a 20°C (Buzzini y
Margesin 2014). Las levaduras adaptadas al frio se han encontrado en numerosos habitats frios,
incluidos el permafrost, la nieve, los desiertos frios y el hielo glacial, el agua de deshielo y los
sedimentos, el mar profundo y alimentos congelados y refrigerados (Boundy-Mills 2014). La
mayoria de las especies de levadura aisladas de estos hébitats pertenecen a los basidiomicetes
pertenecientes a los géneros Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces, Trichosporon y
Rhodosporodium y levaduras ascomicetes de los géneros Debaryomyces, Lipomyces, Candida y
Metschnikowia, lo que se puede atribuir a su mayor tolerancia y adaptacion a condiciones
estresantes (Mardz y Kovéacs 2014, Sangorrin et al., 2014).

Las frutas almacenadas a 0°C, en las cuales se desarrollan levaduras adaptadas al frio, son un

ambiente propicio para el aislamiento de con capacidades biocontroladoras (Lutz et al., 2012).

3.3 Levaduras como agentes de control biol6gico

Las levaduras, en general, tienen una alta tolerancia a las condiciones ambientales estresantes que
prevalecen antes y después de la cosecha (bajas y altas temperaturas, desecacion, amplio rango
de humedad relativa, bajos niveles de oxigeno, fluctuaciones de pH, radiacion UV) y se adaptan
de manera Unica al microambiente presente en los tejidos de la fruta heridos (alta concentracion
de azucar, alta presion osmética y bajo pH) (Droby et al., 2016). Ademas, muchas especies de
levaduras pueden crecer rapidamente en sustratos econdémicos en fermentadores y, por lo tanto,
es redituable producirlas en grandes cantidades (Spadaro et al., 2010). A diferencia de los hongos
filamentosos, no producen esporas 0 micotoxinas alergénicas, y tienen requisitos nutricionales
simples que les permiten colonizar superficies secas durante largos periodos de tiempo (Droby et
al., 2016).

Gracias a esas particularidades, las levaduras, se han posicionado como microorganismos de gran
interés para ser utilizados en programas de control bioldgico dado que son relativamente faciles
de producir, mantener y pueden ser manipulados con el fin de mejorar su uso y eficiencia (Pimenta
et al., 2009).

Existen numerosos trabajos en los Gltimos afios, en los que se han reportado la capacidad
biocontroladora de diferentes especies de levaduras, aisladas a partir de frutas, sobre el desarrollo
de patogenos de poscosecha (Sangorrin et. al 2014). Algunas de ellas se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunas especies de levaduras aisladas a partir de frutas con capacidad biocontroladora

sobre patdgenos de poscosecha.

Sustrato de Especies de levaduras Patdgenos que controlan Referencia
aislamiento
Manzana Candida sake Penicillium expansum, Vifias et al., (1998)
Botrytis cinerea,
Rhizopus nigricans
Naranja Candida saitoana Botrytis cinerea El-Ghaouth et al.,
(1998)
Durazno Pichia membranaefaciens Rhizopus stolonifer Fan y Tian (2000)
Uva Metschnikowia fructicola Monilinia fructicola Kurtzman y Droby
(2001)
Cerezas Aureobasidium pullulans Botrytis cinerea, Schena et al., (2003)
Monilinia laxa
Manzana Pichia membranefaciens, Monilinia fructicola Qin et al., (2006)
Cryptococcus laurentii
Manzana Aureobasidium pullulans Penicillium expansum, Vero et al., (2009)
Botrytis cinerea
Pera Vishniacozyma victoriae, Penicillium expansum Lutz et al., (2020)
Pichia membranifaciens Botrytis cinerea
Ciruela Aureobasidium pullulans, Monilinia fructicola Janisiewicz et al.,
Rhodotorula phylloplana (2014)
Higo Hanseniaspora opuntiae, Botrytis cinerea, Ruiz-Moyano et al.,
Metschnikowia pulcherrima Cladosporium cladosporioides, (2016)
Monilinia laxa,
Penicillium expansum
Manzanay  Aureobasidium pullulans, Penicillium digitatum, Agirman et al.,
limoén Meyerozyma guilliermondii Penicillium expansum (2020)

3.4 Desarrollo de un agente de control biol6gico basado en levaduras

3.4.1 Criterios para la seleccion de una levadura antagonista ideal

La seleccion de la levadura adecuada es la base para el desarrollo del ACB, por lo cual, ademas

de estudiar su poder inhibitorio se deben tener en cuenta otras caracteristicas. Wilson y

Wisniewski (1989) describen a un antagonista ideal de patdgenos de poscosecha para el desarrollo

de productos comerciales como aquél que es:

v" Genéticamente estable.

v' Efectivo a concentraciones bajas.
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Poco exigente en sus requerimientos de nutrientes.

Capaz para sobrevivir a condiciones ambientales adversas, como lo son las condiciones
de bajas temperaturas de almacenamiento.

Eficaz frente a una amplia gama de patdgenos en diferentes tipos de frutas.

Capaz de crecer en medios de crecimiento econdmicos sin perder capacidad de control.
Prestarse a la formulacion y almacenado por largos periodos sin perder capacidad de
control y facil de aplicar.

Resistente a productos quimicos utilizados en poscosecha.

Inocuo para la salud humana.

Compatible con otros métodos de control.

3.4.2 Etapas y factores en el desarrollo de una levadura ACB para la obtencion de un
bioproducto

La identificacion, desarrollo y comercializacion de un producto bioldgico es un proceso largo y

costoso que en las etapas iniciales demanda al investigador mucho tiempo para desarrollar un

"concepto de producto” y resolver los posibles obstaculos para la comercializacion (Usall et al.,

2016). Para que una levadura se convierta en un ACB y se pueda comercializar como un producto

comercial es necesaria la colaboracion entre grupos de investigacion y empresas del sector

agricola y alimentario (Yanez-Mendizabal et al.,2012). Un esquema de la serie etapas que pueden

seguirse se presenta en la Figura 6. Segun Droby et al., (2009) a través de las etapas debe

demostrarse:

la efectividad de microorganismo frente al patégeno,

la bioseguridad del antagonista seleccionado para el hombre, el ambiente, y los
organismos que no ha de controlar,

la posibilidad de obtener productos de alta viabilidad y estables a un bajo costo,

la posibilidad de patentar y registrar para un uso comercial,

la factibilidad de comercializarlo como un producto con un rango de efectividad amplio y
de facil aplicacion.
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« Identificacion y caracterizacion

. N del modo de accion.

Aislamiento y * Bioensayos in vitro e in vivo
seleccion * Pruebas piloto

* Pruebas comerciales

» Escalado de produccion y
formulacion

» Ensayos toxicologicos

« Patente

» Registro para uso

Figura 6. Etapas y factores en el desarrollo de un bioproducto (tomado de Yéanez-Mendizéabal et
al., 2012)

3.4.3 Estrategia de aislamiento y seleccién de levaduras como ACB

El éxito de la levadura ACB depende del proceso de busqueda y seleccion, depende del patégeno
a controlar, la fruta hospedante y el sitio en el cual se deberd aplicar (Fravel 2005). Cook y Baker
(1983) y Schisler y Slininger (1997), entre otros, brindan una idea de dénde buscar antagonistas.
Si la intencion es encontrar microorganismos para proteger la fruta durante la poscosecha
probablemente la deteccion de microorganismos que colonizan la superficie de la fruta tendra
mayor probabilidad de éxito que si el agente se busca en otros sistemas (Janisiewicz y Korsten
2002).

Teniendo en cuenta lo reportado por Robiglio et al., (2011) y Lutz et al., (2012), una estrategia de
aislamiento y seleccion para la busqueda de levaduras con capacidad de ser ACB para poscosecha

de frutas almacenadas en frio, puede realizarse de la siguiente manera:

- Aislando los potenciales ACB a partir de aguas de lavado de frutas: a) sanas luego de un periodo
largo de almacenamiento y b) de frutas con heridas que se mantienen sanas luego de un periodo
de tiempo de almacenamiento prolongado en un ambiente favorable para el desarrollo de la
enfermedad.

- Deteccion in vitro de potenciales candidatos para la actividad antagonista.

- Ensayos in vivo para la evaluacion de la actividad biocontroladora en las heridas de frutas
36



inoculadas con los patdgenos.

Esta metodologia se basa en la hipotesis de que la mejor estrategia para aislar posibles
antagonistas contra un agente etiologico particular es buscar en lugares donde se puede esperar
una enfermedad causada por el patdégeno, pero no ocurre (Baker y Cook, 1974, Vero et al., 2016).
Ademas, la obtencion de microorganismos a partir de heridas sanas de frutas después de un largo
periodo de almacenamiento en frio indicaria que estos probablemente estén adaptados a las
condiciones de almacenamiento (bajas temperaturas, a las frutas hospedadoras y a los tratamientos
de poscosecha) y que podrian exhibir cierta actividad antagonista debido al hecho de que se
aislaron de heridas sanas (Lutz et al., 2012).

Otro aspecto a tener en cuenta, luego de la estrategia de seleccion, que ayudara a seleccionar cepas
de ACB eficientes, a comprender como actdan y a mejorar su actividad antagénica, consiste en

dilucidar cuales son sus mecanismos de accion (Fravel 2005).

3.4.4 Mecanismos de accion de las levaduras antagonistas

Las interacciones entre el antagonista, el patdgeno, la fruta (el hospedador) y la microbiota
residente en el fructoplano se han estudiado ampliamente y se ha sugerido que desempefian un
papel fundamental en varios sistemas de biocontrol (Chan et al., 2007, Hershkowitz et al., 2013,
Kwasiborski et al., 2014). En este sentido, el sitio de la herida donde se desarrolla la infeccion de
la mayoria de los patdégenos de poscosecha, es de particular interés al explorar los mecanismos de
accion de los microorganismos antagonistas (Spadaro y Droby 2016). El rendimiento de un ACB
es el resultado de las complejas interacciones cuadritroficas que tienen lugar entre el antagonista,
el patdgeno, el hospedador y la microbiota epifita residente (Figura 7). Aungue estas interacciones
han sido investigadas durante mas de treinta afios, el conocimiento al respecto de los microbiomas
y sus mecanismos de accion aun se estan dilucidando a través del desarrollo nuevas herramientas

y tecnologias moleculares (Abdelfattah et al., 2016).

37



Microbiota
endo y epifitica

Antagonista (células de levadura)

Figura 7. Sistema cuadritrofico: enfoque sistémico para el estudio de los mecanismos de accién
involucrados en el control bioldgico poscosecha que considera las interacciones que ocurren entre
la fruta hospedador, el patdgeno, el antagonista y la microbiota epifita y endofitica (modificado
de Spadaro y Droby 2016).

Diferentes autores coinciden en que un ACB exitoso estara equipado con varios mecanismos que
trabajaran en conjunto al momento de controlar el desarrollo de la enfermedad (Mondino y Vero
2006, Jamalizadeh et al., 2011). Algunos de los mecanismos de accion de los ACB mas estudiados

se comentan a continuacion.

3.4.4.1 Competencia por nutrientes

La competencia se define como una superposicién de nicho, como resultado de una situacion en
la que existe una demanda simultanea del mismo recurso por parte de dos 0 mas poblaciones
microbianas (Droby y Chalutz 1994). La competencia por nutrientes (por ejemplo, carbohidratos,
nitrégeno, oxigeno) y espacio se ha considerado uno de los principales mecanismos de accion de
los ACB frente a patdgenos poscosecha, puede ser efectivo cuando el antagonista esta presente
en cantidades suficientes en el momento y lugar correctos y puede utilizar recursos limitados de
manera mas eficiente que el patdgeno (Spadaro y Droby 2016).

En las heridas de frutas, por ejemplo, las levaduras crecen rapidamente durante las primeras 24 h
y, como resultado, agotan los nutrientes disponibles y ocupan fisicamente el espacio de la herida,

lo que puede tener un efecto directo en la germinacién de las mitosporas de hongos. Por lo tanto,
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en las primeras 24 h, este podria ser un modo de accién muy importante (Liu et al., 2012).

La competencia por nutrientes fue demostrada para Meyerozyma guilliermondii contra P.
digitatum en co-cultivos en medio sintético (Droby et al., 1989). Como las levaduras pueden usar
satisfactoriamente una amplia gama de carbohidratos, que incluyen disacaridos y monosacaridos,
y fuentes de nitrégeno (Spadaro et al., 2010), es probable que el nitrégeno represente un factor
limitante en ambientes ricos en carbono, como lo son las heridas de pera (Janisiewicz y Korsten,
2002). La competencia por azucares y nitratos fue demostrada también en las interacciones entre
M. guilliermondii y B. cinerea en manzana (Zhang et al., 2011).

Uno de los tipos de competencia por nutrientes, que tiene cree que un papel importante en el
biocontrol de los patdégenos de poscosecha, es la competencia por hierro, debido a que es esencial
para el crecimiento de hongos (Saravanakumar et al., 2008). Por ejemplo, la levadura podria
beneficiarse de la herida de la fruta, que es un microambiente con bajo contenido de oxigeno y
hierro, produciendo sider6foros para competir por el hierro e interferir con la germinacion,
crecimiento y virulencia del patégeno (Spadaro y Droby 2016). Las levaduras como Rhodotorula
glutinis son con frecuencia productores de sideréforos y su concentracién esta estrechamente
asociada con la concentracion de hierro en el medio (Di Francesco et al., 2016). Metschnikowia
pulcherrima y M. fructicola pueden producir un pigmento rojo, pulcherrimina, formado a partir
de acido pulcherriminico e iones férricos, que estd involucrado en el control de B. cinerea,

Alternaria alternata y P. expansum en manzana (Saravanakumar et al., 2008).

3.4.4.2 Antibiosis: Produccion compuestos difusibles y volatiles

Las levaduras pueden producir compuestos antifingicos, como toxinas killer, péptidos y
metabolitos antibioticos (Selitrennikoff 2001).

La antibiosis se define como la inhibicién o destruccién de un microorganismo por sustancias
tales como metabolitos especificos o inespecificos o enzimas producidos por otro microorganismo
(Melin et al., 2007). Los antibioticos pueden ser sustancias volatiles o no volatiles producidas por
un microorganismo y efectivas a bajas concentraciones (menos de 10 ppm) (Liu et al., 2013). Para
ser eficaces, los antibioticos deben ser producidos in situ en cantidades suficientes en el momento
preciso de la interaccion con el patdgeno (EI-Ghaouth et al., 2002). La produccion de compuestos
antimicrobianos por los ACB podria verse influenciada por varios factores abi6ticos como el
oxigeno, la temperatura, las fuentes especificas de carbono y nitrégeno y los microelementos (Liu

et al., 2013). Entre los metabolitos antibidticos, el ejemplo mas estudiado es el farnesol de Cr.
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albicans, que puede inhibir in vitro diversas bacterias y hongos (Liu et al., 2014). Aureobasidium
pullulans puede producir Aureobasidina A, un depsipéptido ciclico con propiedades antifungicas
y antibioticas, particularmente contra Botrytis spp., Monilinia spp. y Penicillium spp. tanto in vitro
como in vivo (Liu et al., 2007). La Aureobasidina A puede bloquear la actividad de la inositol
fosforilceramida sintasa, una enzima esencial para la biosintesis de esfingolipidos fungicos
(Spadaro y Droby 2016).

Ciertas cepas de levadura con un fenotipo asesino producen toxinas proteicas extracelulares
designadas como toxinas killer, que son letales para las células microbianas sensibles que pueden
pertenecer a la misma especie 0 a una diferente. Los ejemplos mas estudiados son las toxinas K1,
K2y K28 de S. cerevisiae (Breinig et al., 2002). Las toxinas killer confieren una ventaja ecoldgica
a las levaduras sobre sus competidores. La mayoria de las toxinas killer son estables y activas a
valores de pH de entre 3-5.5, tipicos en heridas de frutas (Marquina et al., 2002). Se ha reportado
que este modo de accidn estaria relacionado con la capacidad de biocontrol de las levaduras
antagonistas como P. membranifaciens (Santos et al., 2009) frente a B. cinerea en vid y
Wickerhamomyces anomalus y Meyerozyma guilliermondii sobre Colletotrichum gloeosporioides
en papaya (Lima et al., 2013).

Otro de los tipos de sustancias producidas por ACB, que estan frecuentemente involucrados en el
control bioldgico de varias enfermedades fungicas de frutas en poscosecha, son los compuestos
organicos volatiles (COV) (Di Francesco et al., 2016). Los COV son productos quimicos con bajo
peso molecular, alta presion de vapor y baja solubilidad en agua que les permite evaporarse
facilmente en el aire 0 "gas de escape” (Jamalizadeh et al., 2011). El alcohol fenetilico, 2-metil-
1-butanol, 3-metil-1-butanol y 2-metil-1-propanol son algunos de los COV producidos por
Aureobasidium pullulans frente a B. cinerea, C. acutatum y Penicillium spp. en ensayos in vitro
e in vivo (Di Francesco et al. 2014). Los COV emitidos por estos ACB proporcionan solo una
contribucion limitada al control bioldgico de los patdgenos, ya que muestran una actividad
fungistatica (detienen el crecimiento de los patogenos, pero no los matan) (Di Francesco et al.,
2016). Sin embargo, se sabe que algunos hongos pueden producir una amplia gama de COV
(Miyazawa et al., 2008). Otro tipo de aplicacién de los COVs producidos por los ACB son por
aplicacion de biofumigantes, en el que los antagonistas no estan en contacto directo con el
patdgeno y la produccion de COV es el Gnico mecanismo de accidn, esto fue reportado por Huang
et al., (2011, 2012) al inhibir el crecimiento de B. cinerea en frutillas con COVs de Candida

intermedia y Sporidiobolus pararoseus.
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3.4.4.3 Produccion de enzimas liticas

En las paredes celulares de los hongos el glucano es el principal polisacérido estructural
constituyendo aproximadamente 50-60% en peso seco de la pared. La quitina es un homopolimero
lineal e insoluble que conforma alrededor del 20%, o mas, de las paredes celulares de los hongos
filamentosos (Seidl 2008). Las proteinas de la pared celular juegan un papel importante en el
mantenimiento de la forma celular, mediando la adhesion para la migracion y fusion celular,
protegiendo la célula contra sustancias extrafias, mediando la absorcién de moléculas y
sintetizando y remodelando los componentes de la pared celular. La descomposicion de la pared
celular fungica requiere la participacion de diferentes enzimas, especialmente p-1,3-glucanasas y
quitinasas, pero también proteasas (Spadaro y Droby 2016).

Las levaduras antagonistas pueden producir quitinasas, celulasas, B-glucanasas y proteasas
capaces de degradar la pared de los patdgenos, provocando dafios y destruccion a nivel celular
(Castoria et al., 2001, Vero et al., 2009, Lutz et al., 2013). La capacidad de los antagonistas para
unirse a las hifas de los patdgenos y su capacidad para secretar enzimas liticas juegan un papel
importante en la actividad de biocontrol (Liu et al., 2013). Muchos autores relacionan esta
capacidad con el parasitismo entre el ACB y el patégeno (Droby et al., 2009, Sharma et al., 20009,
Jamalizadeh et al., 2011).

La accion de la B- glucanasa se reportd por primera vez cuando se estudid de la capacidad de M.
guilliermondii para unirse a las hifas de B. cinerea y secretar - (1-3) glucanasa que degrada las
paredes celulares del patdgeno (Wisniewski et al., 1991). Masih y Paul (2002) mostraron que la
exo- B-1,3-glucanasa secretada por P. membranifaciens tenia un papel en la actividad de
biocontrol contra B. cinerea en la vid. Por otro lado, Saravanakumar et al., (2009) reportaron que
las enzimas quitinasas extracelulares producidas por cepas de M. pulcherrima tienen un efecto
inhibitorio sobre B. cinerea. Mientras que Zhang et al., (2012) demostraron la actividad
antifingica de una serina proteasa alcalina producida por Aureobasidium pullulans (cepa PL5) y

la relacionaron con su modo de accién como ACB.
3.4.4.4 Produccion de biofilm

La capacidad de los ACB para formar un biofilm, creando una barrera mecénica interpuesta entre

la superficie de la herida y el patdgeno, puede considerarse un sistema de exclusion del sitio. La

formacion de biofilms se ha propuesto como un posible mecanismo de biocontrol en algunas

levaduras antagonistas (Vero et al., 2013). El antagonista debe tener la capacidad de adherirse,
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colonizar y multiplicarse para colonizar con éxito las superficies frutales sanas y lesionadas (Liu
et al., 2013). En la mayoria de los casos, esta caracteristica esta asociada con la formacion de un
biofilm, donde hay micro-colonias encerradas en una matriz hidratada de proteinas, acidos
nucleicos y polisacaridos producidos por los microorganismos (Bassam et., 2009).

Se encontrd una relacion positiva entre la formacion de biofilms, la capacidad de colonizacion de
heridas de M. pulcherrima y W. anomala y la reduccién del desarrollo del patégeno cuando estas
se enfrentaron a B. cinerea en uvas, mientras que S. cerevisiae, sin capacidad de formacion de
biofilm, mostré una menor colonizacion de la herida y no afect6 el crecimiento de B. cinerea
(Parafati et al., 2015)

3.4.5 Mejoramiento de la capacidad biocontroladora de las levaduras

La eficiencia de los ACB seleccionados puede mejorarse de diferentes maneras. Una de ellas es
combinando el ACB con otros compuestos antimicrobianos (Liu et al., 2013). Qin et al., (2003)
informaron que el &cido salicilico (AS) aumenta la eficacia del biocontrol de R. glutinis contra P.
expansum y A. alternata en cerezas. Otro regulador del crecimiento de las plantas y activador de
defensa, el metil jasmonato, también se ha utilizado para mejorar la eficacia del biocontrol de las
levaduras antagonistas en varias frutas, como la manzana (Ebrahimi et al., 2012), pera (Zhang et
al., 2009), durazno (Yao y Tian 2005a). También se ha informado que el quitosano, controla las
enfermedades poscosecha a travées de sus propiedades antifingicas y su capacidad para provocar
respuestas de defensa del hospedador (Bautista-Bafios et al., 2006). En base a estas propiedades,
se ha demostrado que el quitosano es un aditivo efectivo para mejorar el rendimiento de las
levaduras de biocontrol, como Candida saitoana (El-Ghaouth et al., 2000) y Cr. laurentii (Meng
et al., 2010).
Segun Narayanasamy (2006), otra forma de mejorar la actividad de un ACB es a través del uso
de mezclas antagonistas, ya que estas pueden proporcionar las siguientes ventajas:
e ampliacion del espectro de actividad que resulta en el control de dos 0 mas enfermedades
poscosecha;
e aumento de la efectividad en diferentes situaciones, tales como cultivares, etapas de
madurez y ambientes;
e mejora, en eficiencia y confiabilidad, del biocontrol ya que los componentes de la mezcla
actian a través de diferentes mecanismos, por ejemplo, antagonismo, parasitismo e

induccion de resistencia en el hospedador;
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e reduccion en la tasa de aplicacion y el costo del tratamiento;
e combinacidén de diferentes rasgos de biocontrol sin la transferencia de genes extrafios a

través de la transformacidn genética.

Al seleccionar los componentes de mezclas de antagonistas, se deben considerar ciertos atributos,
que incluyen: ausencia de antagonismo entre un ACB contra otro componente y seleccién de
componentes con interacciones positivas (sinergismo) que permiten una utilizacion mas efectiva
de los recursos (Narayanasamy 2006). Nunes et al., (2002) prepararon mezclas antagonistas que
compuestas por Candida sake CPA-1 (a 2x10° y 2x107 CFU/mL) y Pantoea agglomerans CPA-
2 (a 2x107 y 8x107 CFU/mL) y evaluaron su eficacia en el control de P. expansum y B. cinerea
en pera y manzana. A temperatura ambiente, una mezcla (50:50 de ambos ACB) detuvo
completamente el desarrollo de P. expansum en las manzanas. Bajo almacenamiento en frio, la
combinacion de Candida sake a 2 x10'CFU / mL + P. agglomerans en ambas concentraciones,
en una proporcion de 50:50, fue eficaz contra la descomposicion de la pera.

3.4.6 Produccion de agentes de control biologico

Una vez seleccionado el ACB, aunque cumpla con las caracteristicas “ideales”, mencionadas en
el Punto 3.4.1, los factores econémicos dictaran si se comercializarad o no (Wilson y Wisniewski
1989).

Cuestiones tales como la produccion econémica de grandes cantidades de un microorganismo en
una formulacién que garantice una vida Util razonable y mantenga la eficacia durante las pruebas
a gran escala son pasos fundamentales en el proceso de desarrollo de un producto de biocontrol
comercial (Droby et al., 2016). Los factores mas importantes que se deben conocer acerca de los
ACB para la produccion de su biomasa incluyen la utilizacién de fuentes de carbono y su
comportamiento frente a la actividad agua (aw), la temperatura y el pH (Fravel 2005). Se han
descrito sistemas de produccién de biomasa optimizados para algunos agentes de biocontrol
poscosecha, incluidas bacterias como P. agglomerans PBC-1 (Manso et al., 2010) y B. subtilis
CPA-8 (Yanez-Mendizabal et al., 2012) y levaduras como Candida sake CPA-1 (Abadias et al.,
2003) y A. pullulans (Mounir et al., 2007). Por otro lado, conocer la concentracion efectiva
minima del ACB también resulta muy importante, porque ademas de cumplir con la caracteristica
de ser efectivo a bajas concentraciones, conocer la concentracion de indculo necesaria para que
el ACB cumpla con su maxima funcién como antagonista permite optimizar los recursos de
produccién, formulacion y aplicacién del ACB (Wilson y Wisniewski 1989, McLaughlin et al.,
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1990a).
3.5 Ventajas e inconvenientes en el uso de agentes de biocontrol

Las ventajas que ofrece la aplicacion de antagonistas microbianos en el control de la enfermedad
poscosecha, en comparacion con los fungicidas sintéticos (Griffiths 1981, Bonaterra et al., 2012,
Yanez-Mendizabal et al.,2012), son:

e Mayor seguridad en comparacion con los principales productos quimicos utilizados
actualmente, porque tienen menos riesgos de toxicidad y no se acumulan en los alimentos.

e Mayor persistencia en el tiempo, proporcionando un control mas eficaz.

e Produccion de un efecto insignificante en el balance ecoldgico debido a que sélo
interacttan sobre las especies patdgenas contra las que son aplicadas, sin interferir sobre
el resto de la microbiota natural existente y sin favorecer la aparicion de nuevas
enfermedades.

e Compatibilidad con otros sistemas de control, por lo que se pueden aplicar junto a otros

productos.

Por otro lado, Droby et al., (2016) y Yanez-Mendizabal et al., (2012) explican algunos de los
factores que restringen el desarrollo y la utilizacion de microorganismos como agentes de

biocontrol:

» La eficacia de estos productos debe ser similar a la lograda por los fungicidas
quimicos, que se encuentra en el rango de 98 a 100% de control de la enfermedad.
Este nivel rara vez se alcanza con los productos de control biolégico cuando se usan
como un tratamiento independiente (estrategias para el mejoramiento de la actividad
biocontroladora se describieron en el Punto 3.4.5). Los procesos de produccion y
formulacidn, pasos fundamentales en el proceso de desarrollo de un producto de
biocontrol comercial, frecuentemente se llevan a cabo por, 0 en asociacion, con
empresas privadas, motivo por el cual todos los datos de investigacion y desarrollo
relacionados con el ACB estan protegidos por acuerdos de confidencialidad. Esto
conduce a la falta de referencias cientificas sobre temas esenciales como es la

produccion econdémica de grandes cantidades de un microorganismo en una
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formulacién que garantice la vida util razonable y mantenga la eficacia durante las
pruebas a gran escala.

El estrecho rango de actividad (hospedadores y patdgenos) de muchos ACB es una
limitacidn seria para su éxito comercial. En el caso de los productos para control
bioldgico de poscosecha, este problema es ain mas critico porque el mercado
poscosecha es muy limitado (estrategias para mejorar la performance del rango de
accion se describieron en el Punto 3.4.5).

A diferencia de los productos quimicos, al momento de la formulacion, se debe tener
en cuenta que son seres vivos que deben sobrevivir a condiciones limitantes de
nutrientes, temperatura, desecacion, actividad de agua (aw), etc.

Problemas en el patentamiento de los microorganismos y registro de las

formulaciones.

3.6 Perspectivas de los agentes de control biologico

En los ultimos afos, el interés de las compafias quimicas multinacionales y las industrias

microbianas (como los productores de levadura) en las tecnologias de control bioldgico, incluidos

los usos posteriores a la cosecha, ha crecido sustancialmente. Esto se refleja en el nimero de

adquisiciones realizadas por grandes y medianas empresas especializadas en el desarrollo de

tecnologias ecologicas para controlar las enfermedades de las plantas (CPM 2010).

El aumento del interés de las empresas multinacionales en productos bioldgicos se basa en:

Ofrecer a sus clientes (distribuidores y, posteriormente, productores) una cartera completa
de herramientas existentes para la proteccién de las plantas, que incluyen productos
convencionales y "ecoldgicos™ (Droby et al., 2016).

La preocupacion por la inocuidad de los alimentos, incluidos los residuos quimicos y el
impacto ambiental (Droby et al., 2016).

Que muchas grandes cadenas de supermercados estan estableciendo sus estandares para
residuos quimicos cada mas restrictivos (Usall et al., 2016).

La produccion organica, un claro usuario final de estos productos de biocontrol, que no
era lo suficientemente importante en el pasado, es ahora un sector agricola en aumento
(Usall et al., 2016).

3.7 Bioproductos: Agentes de control biol6gico comercializados
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A lo largo de los mas de 30 afios en los que se viene desarrollando e investigando el uso de

microorganismos como ACB de patégenos de poscosecha se han identificado numerosos

antagonistas, levaduras y bacterias, en estudios de laboratorio, semicomerciales y comerciales, de

los cuales, varios han alcanzado niveles avanzados de desarrollo y comercializacion (Droby et al.,

2016). Los bioproductos y sistemas para los cuales fueron desarrollados se presentan a

continuacion:

Aspire (Ecogen, Langhorne, PA, EE. UU.) basado en la levadura Candida oleophila
recomendado para el control de Botrytis y Penicillum en frutos de pepita (Blachinsky et
al., 2007),

Yield Plus (Lallemand, Montreal, Canada) basado en la levadura Cryptococcus albidus,
recomendado para el control de Botrytis, Penicillum y Mucor en frutos de pepita
(Janisiewicz y Korsten, 2002)

Candifruit (IRTA, Lleida, Espafia) basado en la levadura Candida sake para el control de
enfermedades de frutas pepita (Teixido et al., 2011),

BioSave 10 y 11 LP, (JET Harvest, Longwood, FL, EE. UU.) basados en la bacteria
Pseudomonas syringae registrados un USA para el control de podredumbres en cerezas,
manzanas Yy peras (Janisiewicz y Jeffers 1997, Janisiewicz y Korsten 2002).

Avogreen (Universidad de Pretoria, Pretoria, Sudafrica) basado en la bacteria Bacillus
subtilis se introdujo en Sudéafrica para el control de la mancha de Cercospora, una
enfermedad poscosecha de la palta, pero no logro el éxito comercial debido a resultados
inconsistentes (Demoz y Korsten, 2006).

Nexy (Leasafre, Lille, Francia) basado, también, en la levadura Candida oleophila, se
desarroll6 en Bélgica, y se sometid a aprobacion regulatoria en 2005 para su aplicacion en
poscosecha contra P. expansum y B. cinerea en frutas de pepita, citricos y platano (Lahlali
etal., 2011a).

Boni Protect (Bio-Ferm, Tulln, Austria), basado en el yeast-like (hongo tipo levadura)
Aureobasidium pullulans, tiene un uso sugerido como una aplicacion previa a la cosecha
para controlar los patdgenos de herida que se desarrollan en frutas de pepita durante el
almacenamiento (Lima et al., 2015).

Pantovital (Domca, Granda, Espafia) basado en Pantoea agglomerans CPA-2, eficaz
contra los principales patdgenos poscosecha de pepita y citricos (Teixidd et al., 2001,

Cafiamaés et al., 2008) fue formulado, pero nunca comercializado (Torres et al., 2014).
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Shemer (Bayer, Leverkusen, Alemania) basado en la levadura Metschnikowia fructicola
registrada en Israel para la aplicacion previa y posterior a la cosecha en diversas frutas y verduras,
incluidos damascos, citricos, uvas, duraznos, pimientos, fresas y batatas representa un ejemplo

mas exitoso de un producto de biocontrol poscosecha.
3.8 Levaduras como ACB de patogenos de poscosecha en fruta fina

Particularmente para Cherries, el control bioldgico de enfermedades de poscosecha esta orientado
activamente hacia la utilizacién levaduras antagonistas como componentes de un manejo
integrado (Spotts et al., 1998, 2002, Karabulut et al., 2001). Experiencias realizadas en China
demostraron que Cryptococcus laurentii es un eficaz ACB ya que resiste muy bien las condiciones
de almacenamiento (baja temperatura, O, y alta concentracion de CO>) (Tian et al., 2004a).
Ensayos realizados en Italia con Metschnikowia pulcherrima y Wickerhamomyces anomalus
demostraron que estas levaduras pueden ser eficaces para el control de Monilinia laxa en
condiciones de poscosecha (Oro et al., 2014).

Por otro lado, también se ha efectuado manejo integrado en el control de la pudricion marrén a
través del uso combinado de las levaduras Cr. laurentii/ Cr. infirmo-miniatus y una baja dosis de
Iprodione (Spotts et al., 1998). Ademas, varios estudios han demostrado que el tratamiento
poscosecha de cerezas con bicarbonato de sodio, el molibdato de amonio o &cido salicilico podrian
ser potenciadores de los métodos de control bioldgico (Spotts et al., 1998, 2002, Karabulut et al.,
2001, Qin et al., 2006).

No hay referencias bibliograficas ain que reporten el uso de levaduras como ACB de patdgenos
de poscosecha en frambuesas y zarzamoras. Si existen antecedentes sobre control biologico en
zarzamoras con bacterias del género Bacillus como ACB frente a R. stolonifer (Chavez-Diaz
2011) y sobre el efecto de compuestos volatiles producidos por Bacillus siamensis sobre Botrytis

cinerea y Rhizopus stolonifer en frambuesas (Zhang et al., 2020a).

3.9 Levaduras como ACB en Argentina

En Argentina, el control de las enfermedades en poscosecha se ha basado en la utilizacion 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 biologico se plantea como una
alternativa promisoria y factible de ser incorporada en el sistema de produccion organica e
integrada (Robiglio et al., 2011). Si bien, como se menciond anteriormente, a nivel mundial ya se
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encuentran algunos registrados, formulados y comercializados algunos bioproductos basados en
levaduras, el elevado costo de la importacion del producto y la inconsistente respuesta que se ha
observado cuando éstos son probados en regiones distintas y en otros cultivos diferentes a los de
su origen, han dificultado su uso universal (Droby et al., 2009, 2016, Usall et al., 2016).

Por este motivo, en los Gltimos afios han aumentado en distintos lugares del pais los estudios que
intentan abordar la problemética de los patdgenos de poscosecha mediante el uso de levaduras
antagonistas, pero ninguno de estos ha llegado aun a la etapa de comercializacion. Nally et al.,
(2012) y Ponsone et al., (2011) aislaron levaduras a partir de uvas, de las provincias de San Juan
y Mendoza respectivamente, y las seleccionaron por su capacidad controladora sobre Botrytis
cinerea y Aspergillus. Benitez Ahrendts y Carrillo (2004), Visintin et al., (2007) y Pérez et al.,
(2017) han determinado la accion inhibitoria de cepas de levaduras sobre el crecimiento de mohos
patogenos (del genero Penicillium) sobre citricos de las provincias de Jujuy, Entre Rios y
Tucuman, respectivamente. La capacidad biocontroladora de Rhodotorula rubra y Candida
pelliculosa fue reportada frente a B. cinerea para tomates en poscosecha en Buenos Aires (Dal
Bello et al., 2008). Pesce et al., (2017) probaron la efectividad de distintas cepas de levaduras
frente a Colletotrichum gloeosporioides en aceitunas en la provincia de San Juan. En las
provincias de Rio Negro y Neuquén, Robiglio et al., (2011), Lutz et al., (2012, 2020) y Gramisci
etal., (2018) han seleccionado y patentado el uso levaduras nativas con capacidad biocontroladora
sobre Penicillium expansum y B. cinerea en peras y optimizado los métodos para la produccién
de biomasa a gran escala y evaluando los ensayos a escala comercial en lineas de empaque.

A partir de los resultados de esta Tesis se generan los primeros registros de control bioldgico en
fruta fina en Argentina (Lépez et al., 2016, Villalba et al., 2016).
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HIPOTESISY OBJETIVOS
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HIPOTESIS GENERAL

Existen levaduras indigenas en fruta sana almacenada que, seleccionadas en base a su actividad
antagoénica in vivo y a sus mecanismos de accién in vitro, permiten disminuir la incidencia de

enfermedades fungicas de poscosecha.

OBJETIVO GENERAL

Generar informacion bésica y de transferencia a partir de la diversidad de levaduras indigenas en
frutas de Cherries y Berries, con el fin de seleccionar antagonistas para el control de enfermedades

de poscosecha.
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CAPITULO I AISLAMIENTO,

SELECCION E IDENTIFICACION
DE PATOGENOS
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INTRODUCCION

Las enfermedades poscosecha se producen como consecuencia de condiciones meteoroldgicas
adversas durante el desarrollo del fruto, por la recoleccion de los frutos en un avanzado estado de
madurez, carencia de un programa de control integrado de estas enfermedades y/o manejo
deficiente de practicas precosecha o manipulacion poscosecha (Looney et al., 1996). El desarrollo
de podredumbres como resultado del atague de microorganismos durante el almacenamiento es
una de las principales causas del deterioro de las frutas frescas y es un factor limitante en la vida
atil de las frutas finas cosechadas (Barkai-Golan 2001). Las enfermedades de poscosecha en la
fruta se pueden medir por su virulencia, el grado o capacidad relativa de un microorganismo de
causar dafio en el hospedante (Casadevall y Pirofski 1999) a través de la "incidencia™ (la presencia
0 ausencia de sintomas) y la "severidad" (el grado en que se expresan los sintomas) (Michailides
et al., 2009). Las enfermedades de poscosecha han sido tradicionalmente controladas a través del
uso de fungicidas de origen quimico, sin embargo muchos de estos productos han sido retirados
o limitados debido los efectos perjudiciales sobre la salud de los consumidores, los efectos nocivos
para el medio ambiente en general y el desarrollo de resistencia por parte de los patdgenos de
poscosecha (Narayanasamy 2013).

Los principales patogenos que afectan a las frutas finas en la poscosecha son Botrytis cinerea,
Monilinia spp., Alternaria alternata, Penicillium expansum, Rhizopus stolonifer, Cladosporium
spp. y Mucor spp. (Snowdon 1990, Ogawa et al., 1995). La incidencia de los patdgenos menos
comunes pueden variar de un afio a otro, de una estacién a otra y de un lugar a otro, lo que sugiere
que los factores climéticos pueden afectar la cantidad de in6culo disponible o la resistencia a la
infeccion de la fruta (Dennis 1983).

El conocimiento del patosistema en el que se desea intervenir es fundamental para iniciar
cualquier medida de control. Un patosistema vegetal es aquel en el que la especie hospedante es
una planta y el parasito (que puede ser un insecto, hongo, bacteria, micoplasma, virus o virion) es
un organismo que durante una parte de su ciclo de vida habita al hospedante y obtiene nutrientes
a partir de él. El rasgo principal del concepto de patosistema es que éste se relaciona con el
parasitismo (interaccion patégeno-hospedante, el hospedante tiene la propiedad de resistir al
parasito y el paréasito tiene la propiedad de parasitar al hospedante) y no con el estudio del

hospedante o el patogeno por separado (Cordo et al., 2014).
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Por lo cual, es importante conocer los hongos patdgenos de esta region, ya que, como se trata de
seres vivos, su distribucion y desarrollo estaran directamente influenciados por el ambiente
(Mondino y Vero 2006).

HIPOTESIS

Existen hongos en fruta fina almacenada que pueden ser patdgenos virulentos a bajas
concentraciones de mitosporas y resistentes a fungicidas, responsables de su deterioro luego de la
cosecha.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar los hongos asociados a las enfermedades de poscosecha de frutos de cereza, frambuesa
y zarzamora de Patagonia Sur.

e Determinar la virulencia de los aislamientos de hongos usando los parametros de incidencia
y severidad.

e Identificar los hongos virulentos, causantes de enfermedad en fruta fina.

e Evaluar el grado de resistencia (o sensibilidad) al fungicida de sintesis Iprodione de los
aislamientos de hongos potencialmente patdgenos.

e Determinar la concentracion infectiva minima (CIM) de los patgenos para de producir
podredumbre en las frutas finas.

MATERIALES

Medios de cultivo utilizados para el aislamiento, crecimiento e identificacion de hongos

filamentosos

Todos los medios de cultivo utilizados se prepararon con agua destilada y se esterilizaron por
vapor saturado a presion en autoclave a 120°C y 2 atmosferas durante el tiempo especificado para
cada medio de cultivo.

» Agar, papa, dextrosa (APD) de formulacion comercial de Laboratorios Britania, segun

especificaciones del producto (39 g/L).
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> Agar Czapek Yeast Autolysate (CYA): NaNOs 3 g/L, extracto de levadura 5 g/L, sacarosa
30 g/L, K2HPO4-3H-20 1,3 g/L, MgS0O4-7H20 0,5 g/L, KCI 0,5 g/L, FeSO4-7H20 0,01g/L,
CuS04-5H20 0,005 g/L, ZnSO4-7H20 0,01 g/L, agar 15 g/L (Pitt 1979).

» Adgar de nitrato de glicerol al 25% (G2sN): K2HPO4 0,75 g/L, solucién Czapek 7,5 mL/L,
extracto de levadura 3,7 g/L, glicerol 250 g/L, agar, 15 g/L (Pitt 1973).

» Medio liquido malta-peptona: Extracto de malta 30 g/L, Peptona 3 g/L

METODOS

1. Sitios de muestreo

Durante diciembre de 2011, enero y febrero de 2012 se seleccionaron chacras y centros de acopio
a partir de los cuales se obtuvieron de cerezas bajo produccion convencional de dos localidades
de la zona oeste de Chubut: Trevelin cerezas variedades Lapins, Bing y Rainier, y en Lago Puelo
cerezas de la variedad Lapins. Mientras que, en la zona este, se muestrearon cerezas de la variedad
Lapins en la localidad de Gaiman (Figura 8).

Las frutas orgénicas se obtuvieron de la zona del Paralelo 42°. Cerezas variedad Lapins y
frambuesas Autumn Bliss fueron obtenidas de un establecimiento ubicado en Lago Puelo; y
cerezas variedad Bing y frambuesas variedad Autumn Bliss de un establecimiento de la localidad
de El Bolsdn (Figura 8). No se obtuvieron frambuesas bajo produccion convencional ya que la
mayoria de la produccion se realiza de manera organica.

Las zarzamoras fueron recolectadas de plantas asilvestradas en la zona cordillerana del Paralelo
42° (Figura 8).
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Figura 8. Mapa de los sitios de muestro. La zona del Paralelo 42° estd comprendida por las

localidades de El Bolson, Las Golondrinas y Lago Puelo.

Las frutas fueron cosechadas a madurez comercial o colectadas de los centros de acopio de manera
aleatoria el mismo dia de la cosecha y conservadas a 0°C en camaras frigorificas de la

“Cooperativa de productores de fruta fina” de Trevelin para la realizacion de los posteriores

bioensayos (Figura 9).
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Figura 9. Localizacion de los ensayos en camara de almacenamiento de la “Cooperativa de

productores de fruta fina” de Trevelin.

2. Aislamiento de hongos

A partir de frutos que fueron mantenidos a 0°C durante 1, 30 o 60 dias en el caso de las cerezas;
y 1, 3 0 6 dias en el caso de las frambuesas y zarzamoras, se tomaron muestras de aquellos que
presentaron sintomas de podredumbre. Se analizaron 1080 frutos: 648 cerezas (de tres variedades
y de tres sitios diferentes, 432 de produccion convencional y 216 de produccion organica), 216
frambuesas (de una variedad y dos sitios, cultivos organicos) y 216 zarzamoras (provenientes de
un solo sitio de cultivo asilvestrado). Los frutos con sintomas de podredumbre fueron
desinfectados superficialmente con alcohol 70% por aspersion durante 30 s y secados con un
algodon estéril. Posteriormente se extrajeron porciones de tejido (de 3 mm de ancho x 3 mm de
largo) de la zona de transicion entre tejido interno sano y enfermo (zona de avance de la infeccion)
(Pitt y Hocking 2009, Tafinta et al., 2014, Wang et al., 2020). Se colocaron tres porciones de
tejido equidistantes en placas de Petri con APD y fueron incubadas durante 7 a 10 dias en camara
de crecimiento a 22°C (Figura 10). Se aislaron los hongos cuyo crecimiento comenzé sobre el

tejido vegetal y se cultivaron en cajas de Petri con APD en camara de crecimiento a 22°C.
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Figura 10. Técnica utilizada para el aislamiento de hongos

3. Evaluacion de virulencia

Para determinar la virulencia (%) de los aislamientos obtenidos se tomaron como parametros la
incidencia (% de heridas con sintomas de enfermedad respecto del total de heridas) y/o la

severidad (diametro de la lesion).

3.1 Evaluacion de la virulencia en cerezas

La evaluacion de la virulencia se determind en cerezas realizando heridas artificiales, de
3x3x3mm, con un palillo estéril (autoclavado) en la regidén ecuatorial de cerezas, previa
esterilizacion por inmersion de la fruta en hipoclorito de sodio al 2% durante 30 s (emulando
condiciones de hydrocooling, Ippolito et al., 2005, Nicosia et al., 2016). Luego de 30 min se
inocularon con 10 pL de suspensiones de 10° mitosporas/mL de los aislamientos flingicos, las
cuales fueron ajustadas utilizando camara de recuento (Neubauer). Como control negativo se
inocularon frutas con agua destilada estéril. Las frutas se colocaron en bandejas plasticas dentro
de bolsas de polietileno y se conservaron en condiciones de almacenamiento (30 dias a 0°C,
seguidos por 3 dias a 22°C), y en condiciones de comercializacion (7 dias a 22°C) en camaras
frigorificas y climatizadas adecuadas. Cada ensayo se realiz6 por triplicado con diez frutos por
repeticion. La severidad se obtuvo midiendo el diametro de lesion, en milimetros, en cada fruto y
la incidencia (%) fue determinada de acuerdo a la siguiente expresion:

%Il =x-hb
X

X 100
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Donde:
%lI: es incidencia de la enfermedad en porcentaje
X: es el nimero de frutos inoculados

b: es el nimero de frutos inoculados y enfermos

La virulencia, medida que representa el efecto combinado de la severidad (didmetro de la lesion
en mm) y la incidencia (%), se calcul6 de la siguiente manera (Louw y Korsten 2014):

%V =[(dx F)/(Tn x D)] x 100

Donde:

%V: es la virulencia en porcentaje

d: didmetro medio de la lesion,

F: numero de heridas enfermas observadas,

Tn: el nimero total de heridas inoculadas

D: el méximo didmetro medible de la lesién.

3.2 Evaluacion de la virulencia en frambuesas y zarzamoras

Dada las caracteristicas de estos frutos (rapida pérdida de la firmeza), no fue posible realizar
heridas artificiales para medir la severidad. Por este motivo, en frambuesas y zarzamoras se evaluo
la incidencia sobre la epidermis de las frutas inoculando 10 pL de cada suspension de 10°
mitosporas/mL. Las frutas se conservaron en dos condiciones de almacenamiento: a) a 0°C por 5
dias y a 22°C por 2 dias, b) en condiciones de comercializacién durante 5 dias a 22°C. Se

determind la incidencia. Cada ensayo se realizo por triplicado con diez frutos por repeticion.
4. Identificacién de los hongos aislados

4.1 Identificacion morfoldgica

Los hongos que mostraron incidencia en la fruta se identificaron morfoldégicamente a nivel de

género segun sus caracteristicas macro y microscopicas a partir de cultivos en APD, Czapek y

G25N utilizando lupa estereoscOpica, marca Zeiss, modelo Stemi SV11, 40X, luz con

incorporada, y microscopio éptico marca Zeiss, modelo Standard 20, 100X, con luz incorporada,
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utilizando la bibliografia de Samson et al., (2004) y Pitt y Hocking (2009).

4.2 Identificacién molecular, extraccion de ADN y condiciones de PCR

Para la extraccion de ADN, se cultivaron los aislamientos de hongos en medio liquido en malta-
peptona, con 5 mL de medio en tubos de 15 mL, en oscuridad durante 7 dias. EI ADN fue extraido
usando el kit comercial Ultra Clean TM Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories Inc.,
Solana Beach, CA, USA). Se amplificaron las regiones del ADN nuclear ITS (Internal
Transcribed Spacer region) y beta-tubulina dependiendo de los géneros flngicos y de acuerdo a
estudios taxondmicos especificos para cada taxén: primers (Invitrogen Argentina) ITS1-ITS4
(White et al., 1990) para el género Cladosporium, ITS4- ITS5 (White et al., 1990) para Alternaria
y Mucor, ITS1F-ITS4 (Gardes y Bruns 1993) para Botrytis, y Bt2A-Bt2B (Glass y Donaldson
1995) para Penicillium (Anexo 1).

La reaccion de amplificacion por PCR se realiz6 incluyendo dNTPs (0,25 mM de c/u), 2,5 mM
MgCI2, buffer de PCR 5X (Promega, Madison, WI, USA), 0,1 mM de cada primer, 100 ng de
DNA y 1,25 U de GoTaq polimerasa (Promega, Madison, WI, USA). El volumen final de la
reaccion fue de 50 pL. La reaccion se llevo a cabo en termociclador (My Cycler, BioRad,
Hercules, CA). Las condiciones de ciclado se detallan en el Anexo 2 segun Gardes y Bruns (1993)
para el género Botrytis, Braun et al., (2003) para Cladosporium, Kim et al., (2007) para
Penicillium, Pryor y Gilbertson (2000) para Alternaria y Kwasna et al., (2006) para Mucor. Los
productos de la PCR fueron visualizados y separados en un gel de agarosa 1 % (p/v) con
GelRedTM (Bioitum Inc.) como intercalante y las bandas fueron visualizadas bajo luz UV. Los
fragmentos amplificados fueron purificados y secuenciados en un secuenciador automatico
(Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA) en la empresa Macrogen (Seul, Corea).

Las secuencias se identificaron consultando la base de datos GenBank utilizando la opcion de
busqueda BLASTn con parametros por defecto (Altschul et al., 1997). Similitudes por encima del
98% fueron tratados a nivel de especie. Respecto a la identificacion se especifica el nivel de corte

en cuanto a similitud general (98%) sobre un 90% de cobertura.

4.3 Analisis filogenético

Para similitudes por debajo del 98% se realiz6 un arbol filogenético. Las relaciones filogenéticas

fueron inferidas con la maxima verosimilitud (ML). Los mejores modelos de ajuste de la
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evolucion fueron K80 (ITS dataset) y TRN + G (B-tubulina dataset), determinado en jModel Test
(Posada 2008). Se realiz6 analisis de maxima verosimilitud con bootstrapping no paramétrico
aplicado en RAXML 7.2.8 (Stamatakis 2014), utilizando los pardmetros por defecto, ejecutado en
CIPRES (cyber infrastructure for phylogenetic research) Science Gateway 3.1 (Miller et al., 2010)

con 1.000 repeticiones.

5. Determinacion de la sensibilidad/resistencia a fungicidas in vitro

Se evaluo la sensibilidad a fungicidas (inhibicion del crecimiento) de los aislamientos de hongos
que resultaron virulentos, mediante ensayos de crecimiento en medio APD con Dicarboximida
(Iprodione ROVRAL® 50 WP). Se prepararon suspensiones de mitosporas (10° mitosporas/mL)
de las cuales se sembraron 10 pL en placas de APD modificado con 2000, 1000 (dosis comercial),
500, 250 0 125 ppm de Iprodione. Las placas se incubaron 72 h a 22°C en oscuridad. Se determino
la concentracion minima inhibitoria (CMI), definida como la concentracion mas baja de fungicida
que inhibe el crecimiento de hongos (Pianzzola et al., 2004). Se consideraron sensibles a aquellos
aislamientos que no fueron capaces de crecer en la dosis comercial o0 menores. Se realizaron tres

repeticiones por dosis de fungicida para cada hongo.

6. Estimacion de la concentracion infectiva minima (C1M)

Se realizaron ensayos de CIM siguiendo las metodologias de Biggs (1999) y Oliveira et al.,
(2014). La concentracion minima de mitosporas capaz de producir el 100% de incidencia en las
heridas de las frutas se evalud sobre los patdgenos mas virulentos y menos sensibles al fungicida,
inoculando cerezas, frambuesas y zarzamoras con 10 pL de suspensiones 10°, 10°, 104, 10%y 10?
mitosporas/mL en heridas artificiales. Como control negativo se inocularon frutas con agua
destilada estéril. Las frutas se colocaron en bandejas plasticas dentro de bolsas de polietileno y se
conservaron en condiciones de almacenamiento (30 dias a 0°C, seguidos por 3 dias a 22°C), y en
condiciones de comercializacion (7 dias a 22°C) en camaras frigorificas y climatizadas adecuadas.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado con diez frutos por repeticion.

7. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de los ensayos de virulencia y CIM se sometieron a andlisis estadisticos

utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con comparacion de a pares, por no cumplir
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con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Todos los analisis se realizaron utilizando

el programa Infostat version 2019p.

RESULTADOS

1. Aislamiento de patdgenos a partir de frutas enfermas

De un total de 1080 frutas analizadas,648 cerezas, 216 frambuesas y 216 zarzamoras, 34 frutos
de cerezas, siete de frambuesas y dos de zarzamoras, y mostraron sintomas de enfermedad (Figura
11). Los 43 aislamientos de las diferentes especies de patdégenos obtenidos fueron utilizados para
los bioensayos y depositados en el cepario del CIEFAP (Centro de Investigacidon y Extension

Forestal Andino Patagonico).

Figura 11. Frutas con sintomas de pudricion. A) Tejido afectado (flecha), B) Cereza enferma, C)

Frambuesa enferma, D) Zarzamora enferma.

2. Evaluacion de la virulencia de los hongos aislados en cerezas

El ensayo de virulencia mostro que, de los 43 aislamientos realizados a partir de las diferentes
frutas enfermas, 31 fueron capaces de crecer en la fruta (mostrados en Tabla 3). De ellos el 29%
present6 valores de virulencia mayores al 50% tanto a temperatura de almacenamiento (0°C)

como a temperatura de comercializacion (22°C).
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Del total de hongos aislados, el 58.06% de los aislamientos son provenientes del Paralelo 42°, el
22.5% de Gaiman el 19.35% de Trevelin (Tabla 3).

Ocho de los aislamientos mas virulentos corresponden a Mucor piriformis y uno a Penicillium
crustosum. Los efectos causados por estos hongos se observan en la Figura 12.

El Paralelo 42° presento la mayor diversidad de especies (de las 17 especies identificadas 9
estuvieron presentes en este sitio) y es el sitio del cual provienen el 88.8% de los aislamientos
cuyas enfermedades mostraron mayor virulencia. EI 11.2% restante corresponde a Trevelin. La
virulencia de los aislamientos provenientes de Gaiman no supero el 9% (Tabla 3).

El 44.45% de los aislamientos més virulentos provienen del tipo de produccion convencional,

mientras que el 55.55% de la produccion organica. El tiempo de almacenamiento a 0°C para el

aislamiento de los hongos mas virulentos varié entre 1 y 30 dias (Tabla 3).

Figura 12. A) Cerezas control (sin inocular); B) cerezas inoculadas con P. crustosum; C) cerezas

inoculadas con Mucor piriformis.

Los hongos que no mostraron crecimiento sobre la fruta corresponden aislamientos de
Chaetomium funicula, Epicoccum nigrum, Fusarium acuminatum, Leucostoma personii,
Trichoderma citriviridae, Ulocladium chartarum y U. consortiale (estos no se muestran en la
Tabla 3).
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Tabla 3. Evaluacion de la virulencia de los hongos aislados de diferentes frutas finas sobre cerezas en diferentes condiciones

Especies identificadas ) N° de acceso » ) Tipo de Tiempoa  Virulencia de la enfermedad (%)
ccCIEFAP value Indentidad Gen Bank Fruta Sitio de origen Produccion re 22°C ** 0°C#
(dias)
Alternaria alternata 505 0.0 100 KP985749 Cereza Gaiman Convencional 1 0.3 0
Alternaria alternata 509 0.0 100 KP985749 Cereza Gaiman Convencional 1 0.35 0
Alternaria alternata 510 0.0 100 KP985749 Cereza Gaiman Convencional 1 1.16 0
Alternaria alternata 513 0.0 100 KP985749 Cereza Gaiman Convencional 1 1.33 0
Alternaria arborescens 486 0.0 100 KM246282  Cereza Trevelin Convencional 1 0.05 0
Alternaria arborescens 512 0.0 100 KM979953  Cereza Gaiman Convencional 1 1.4 0
Alternaria arborescens 526 0.0 100 KM979953  Cereza Gaiman Convencional 30 8.64 4,34
Alternaria rosae 495 0.0 98 KC797648 Cereza P42 Organica 1.8 5,08
Botrytis cinerea 504 0.0 100 KR094468  Zarzamora P42 Asilvestrada 6 17.01 15
Botrytis cinerea 528 0.0 99 KF859918 Cereza P42 Organica 60 14.84 8.61
Cladosporium macrocarpum 499 0.0 100 NR_119657 Cereza P42 Convencional 30 7.35 3.77
Cladosporium macrocarpum 531 0.0 100 LN834379 Cereza Trevelin Convencional 60 3.7 9.32
Mucor circinelloides 482 0.0 99 NR_126116  Cereza P42 Orgénica 30 8.35 1.2
Mucor fragilis 502 0.0 99 GU566275  Zarzamora P42 Asilvestrada 6 6.90 35.66
Mucor piriformis 484 * 0.0 97 JN206033 Cereza Trevelin Convencional 1 100 75
Mucor piriformis 487* 0.0 96 JN206033 Frambuesa P42 Organica 6 97.85 100
Mucor piriformis 489* 0.0 96 JN206033 Frambuesa P42 Organica 6 94.15 50
Mucor piriformis 490* 0.0 96 JN206033 Frambuesa P42 Orgénica 6 0.6 0
Mucor piriformis 492 0.0 98 JN206033 Cereza P42 Convencional 1 100 100
Mucor piriformis 493 0.0 98 JN206033 Cereza P42 Organica 1 100 100
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Penicillium crustosum 483
Penicillium crustosum 491
Penicillium crustosum 496

Penicillium simplicissimum 485

0.0
0.0
3e-178
2e-164
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99

JIN206033
JIN206033

JIN206033

KT313385
JQ217372

AY674351
AY674351
AY674351
AY674352
AY674351
GU981626

Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Frambuesa
Frambuesa
Cereza
Cereza
Cereza

Frambuesa

P42
P42

P42
Gaiman
Trevelin
P42

P42
Trevelin
P42
Trevelin

P42

Convencional
Convencional
Organica
Convencional
Convencional
Orgénica
Organica
Convencional
Organica
Convencional

Organica

1

30
30
60
60

6

100
100
100
1.54
1.65
9.35
10.13
2.55
62.9
14.7
42.9

30.65
1.18
0.61

Virulencia de la enfermedad = [(d x F)/Tn x D] x 100, donde D = 20 mm . Los nimeros marcados en negrita indican los aislamientos mas virulentos en cada temperatura

evaluada. * Ver arbol filogenético (figura 5). ** Condiciones de comercializacién [7 dias a 22°C] # Condiciones de almacenamiento [30 d a 0°C+ 3 d a 22°C]. P42: Paralelo

42°.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409185435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1TKGRVEK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409185435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1TKGRVEK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409185435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1TKMBDF301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/908375996?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=1U6MHFUV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/390410808?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=1TMFJ8EA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53830512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=1S0Y0VYE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53830512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=1S0Y0VYE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53830512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=1S0Y0VYE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53830514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=1TJVCVXJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53830512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=1S0Y0VYE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294862005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1TFTZ0FY01R

3. Evaluacion de la virulencia de los hongos aislados en frambuesas y zarzamoras

Para evaluar los patdgenos aislados en frambuesas y zarzamoras su utiliz6 como parametro la
incidencia (Tabla 4). No se muestran los hongos para los cuales la incidencia fue igual a cero en
ambas temperaturas.

Tal como ocurri6 en las cerezas, las especies que mostraron maxima incidencia en frambuesas
fueron ocho aislamientos de M. piriformis, tanto a temperatura de almacenamiento como de
comercializacion, y tres aislamientos de P. crustosum, uno a temperatura almacenamiento y dos
a temperatura de comercializacion, y un aislamiento de B. cinerea a temperatura almacenamiento
(Tabla 4, Figura 13). En zarzamoras, seis aislamientos de M. piriformis produjeron la maxima
incidencia a temperatura de comercializacion, mientras que ocho lo hicieron a temperatura de
almacenamiento. So6lo un aislamiento de P. crustosum provocé la incidencia maxima a

temperatura de almacenamiento (Tabla 4, Figura 13).

< aqursol | ',
PPRETS 1
A

Figura 13. A) Frambuesas control (sin inocular); B) frambuesas inoculadas con P. crustosum; C)
frambuesas inoculadas con M. piriformis; D) zarzamoras control (sin inocular); E) zarzamoras

inoculadas con P. crustosum; F) zarzamoras inoculadas con M. piriformis.
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Tabla 4. Evaluacion de la incidencia de hongos sobre frambuesas y zarzamoras a diferentes

temperaturas de conservacion.

Frambuesas Zarzamoras
ccCIEFAP 22°C* 0°C# 22°C* 0°C#
Botrytis cinerea 504 100C 56.67 ab 96.97 CD 60 ab
Botrytis cinerea 528 46.67 AB 46.66 ab 46.67 ABC 53.33ab
Mucor fragilis 502 43.33 AB 16.66 a 33.33 AB 3.33a
Mucor piriformis 484 * 100 C 100 b 100 D 100 b
Mucor piriformis 487 * 100 C 100 b 93.33BCD 100 b
Mucor piriformis 489* 100 C 100 b 100D 100 b
Mucor piriformis 490* 20 AB Oa 0A Oa
Mucor piriformis 492 100C 100 b 100D 100 b
Mucor piriformis 493 100C 100 b 100D 100 b
Mucor piriformis 494 100 C 100 b 100D 100 b
Mucor piriformis 500 100C 100 b 86.67 ABCD 100b
Mucor piriformis 501 100 C 100 b 100D 100 b
Penicillium crustosum 491 100C 70 ab 80 ABCD 73.33ab
Penicillium crustosum 479 100C 20a 96 CD 10 a
Penicillium crustosum 480 13.83 AB 100 b 60 ABCD 100 b
Penicillium simplicissimum 485 90 BC 63.33 ab 26.60 A 3.33a
Control 0A Oa 0A Oa

Porcentajes de incidencia de cada patdgeno analizados para cada temperatura con la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis (p>0.05) entre columnas. Los andlisis estadisticos se realizaron

por temperatura no entre ellas (letras en mayusculas indican los analisis para 22°C y en mindscula

para 0°C). Letras diferentes indican diferencias significativas. Los nimeros marcados en negrita

indican los aislamientos mas virulentos en cada temperatura evaluada. * Ver arbol filogenético

(figura 5). ** Condiciones de comercializacion [7 dias a 22°C] # Condiciones de almacenamiento

[30d a0°C+ 3 da22°C]

4. ldentificacion de hongos aislados

La identificacion de los hongos se realiz6 para los aislamientos que causaron algin grado de

enfermedad, los 12 aislamientos que no causaron pudricion no fueron identificados. Se
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identificaron 31 aislamientos, 27 de ellos fueron identificados a nivel de especie (Tabla 3). Para
los hongos que presentaron mayor grado de enfermedad se un anélisis filogenético,
determindndose entonces con mayor exactitud que los aislamientos de Mucor corresponden a

Mucor piriformis (Figura 14A) y los de Penicillum en Berries a P. crustosum (Figura 14B).

100] ccCIEFAP484 KU961521
ccCIEFAP489 KU961524
ccCIEFAP500 KU961525
100] = ccCIEFAP501 KU961526
ccCIEFAP569 KU961522
ccCIEFAP570 KU961523
61 Mucor piriformis CBS 837.73A JN206033
Mucor sp CBS 125018 clone ¢1 JN206038
Mucor piriformis CBS 169.25 NT JN206028
100" Mucor piriformis CBS 256.85 JN206031
[ Mucor mucedo CBS 228.29 JN206088
100 — Mucor mucedo CBS 640.67 JN206065
99 [~ Mucor strictus CBS 100.66 JN206035
90 - Mucor strictus CBS 576,66 JN206037
|— Mucor plasmaticus CBS CBS 402.73 clone ¢c1 JN206081
100" Mucor plasmaticus CBS 177.46 clone c4 JN206076
Mucor aligarensis CBS 993.70 JN206056
Mucor genevensis CBS 114.08 JN206041

100

60

0.05

B ﬂicfﬂium discolor CBS 47484 T AY674348

Penicillium discolorCBS 27897 AY674349

| Penicillium echinulatum CBS 33759 AY674340
98 ‘ Penicillium echinulatum CBS 31748 T AY674341

_!_7 Penicillium solitum CBS 42489 T AY674354
68 Penicillium solitum CBS 14786 AY674355

ccCIEFAP483 KU961528
ccCIEFAP491 KU961529

90

76

ccCIEFAP479 KU961527
Penicillium crustosum CBS 115503 T AY674353
Penicillium cavernicola CBS 109557 AY674337
— Penicillium commune CBS 31148 T AY674366
Penicillium caseifulvum CBS 101134 T AY674372

90 = Penicillium crustosum CBS 101025 AY674351

Penicillium camemberti CBS 29948 T AY674368

0,005

Figura 14. A. Arbol de méaxima verosimilitud de Mucor piriformis a partir de secuencias de ITS.
B. Arbol de méaxima verosimilitud de Penicillum crustosum a partir de R-tub. Los valores

Bootstrap resultantes de 1000 repeticiones se muestran en los puntos de ramificacion.
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5. Determinacion de la sensibilidad/resistencia a fungicidas in vitro

La concentracién minima inhibitoria (CMI) del fungicida fue evaluada in vitro a las 72 hs de
incubacion a 20°C. Los aislamientos presentaron variabilidad en el comportamiento frente al
fungicida y las concentraciones evaluadas.

Se evaluaron doce aislamientos (los mas virulentos), nueve de ellos mostraron mayor virulencia
de la enfermedad en los tres tipos de fruta, se sumaron, ademas, tres aislamientos que provocaron
el 100% de incidencia en frambuesas y zarzamoras.

De estos 12 aislamientos, 9 fueron no sensibles a la dosis comercial de Iprodione (1000 ppm) de
los cuales 8 crecieron incluso en una dosis de fungicida que duplica a la dosis comercial (Tabla
5).

Los aislamientos no sensibles (capaces de crecer a la dosis comercial o mayor) fueron M.
piriformis ccCIEFAP487, ccCIEFAP489, ccCIEFAP492, ccCIEFAP493, ccCIEFAP500 y
ccCIEFAP501 (Figura 15), y P. crustosum, ccCIEFAP479, ccCIEFAP480 y ccCIEFAP491, todos
provenientes del Paralelo 42°.

Tabla 5. Concentracion inhibitoria minima de Iprodione para los aislamientos mas virulentos

CMI ppm
Especies ccCIEFAP Iprodione
Botrytis cinerea 504 500
Mucor piriformis 484 500
Mucor piriformis 487 >2000
Mucor piriformis 489 >1000
Mucor piriformis 492 >2000
Mucor piriformis 493 >2000
Mucor piriformis 494 <125
Mucor piriformis 500 >2000
Mucor piriformis 501 >2000
Penicillium crustosum 479 >2000
Penicillium crustosum 480 >2000
Penicillium crustosum 491 >2000

CMI: Concentracion minima inhibitoria. ppm: partes por millon
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Figura 15. Mucor piriformis ccCIEFAP501 creciendo en medio de cultivo APD modificado con

Iprodione en concentraciones de A) 2000 ppm y B) 1000 ppm

6. Estimacion de la concentracion minima infectiva (CIM)

La evaluacion de la CIM se realizo para los aislamientos de hongos que provocaron mayor
virulencia en cerezas, 0 que provocaron 100% de incidencia, en frambuesas y zarzamoras, y que
no resultaron sensibles al fungicida (Tabla 6). Para los tres tipos de frutas, los aislamientos de M.
piriformis ccCIEFAP489, 492, 493, 501 mostraron tener una concentracion infectiva minima mas
baja. De los tres aislamientos de Penicillium crustosum, el aislamiento P. crustosum

ccCIEFAP491 fue el de menor CIM para cerezas y frambuesas (Figura 16).

Tabla 6. Concentracion infectiva minima de los aislamientos patégenos de cereza,
frambuesa y zarzamora, no sensibles a fungicida, a temperaturas de comercializacion y

almacenamiento.

CIM

Cerezas Frambuesas Zarzamoras
ccCIEFAP 22°C 0°C 22°C  0°C 22°C  0°C
Mucor piriformis 487 102 102 104 10° 10° 10°
Mucor piriformis 489 102 102 104 10° 10° 10°
Mucor piriformis 492 102 102 104 10° 10° 10°
Mucor piriformis 493 102 102 104 10° 10° 10°
Mucor piriformis 500 102 102 104 10° 10° 10°
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Mucor piriformis 501 102 102 104 10° 10 10°

Penicillium crustosum 491 10° 10° 10° 108 108 108
Penicillium crustosum 479 108 108 10° 108 108 108
Penicillium crustosum 480 106 1068 106 10° 1068 10°

22°C: temperatura de comercializacién, 0°C: temperatura de almacenamiento.

Figura 16. A) Cerezas control (inoculadas con agua destilada estéril); B) CIM de P. crustosum
(10%); C) CIM de M. piriformis (10?).

Se seleccionaron dos aislamientos virulentos comunes a los tres tipos de frutas, Mucor piriformis
ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491, para hacer la evaluacion de los
potenciales agentes de biocontrol, por tener alta virulencia, por no presentar sensibilidad al
fungicida y una CIM baja.

DISCUSION

Entre las especies de hongos patdgenos, identificadas y caracterizadas en este estudio, las mas
importantes en términos del deterioro para las frutas finas evaluadas, fueron M. piriformis 'y P.
crustosum. Ambas especies resultaron patdgenas tanto en condiciones ambientales como en
condiciones de almacenamiento. Estas especies han sido anteriormente descritas como patégenos
para frutas de pepita y frutas de carozo (Michailides y Spotts 1990, Sholberg y Michailides 1997,
Frisvad y Samson 2004, Pitt y Hocking 2009, Madrid y Beaudry 2020, Palou y Smilanick 2020).
Las dos especies se presentaron en los sitios de muestreo de Trevelin y Paralelo 42° en cerezas y
frambuesas, tanto en condiciones organicas y convencionales. Esto indicaria que el diferente
clima, tipo de fruta y manejo no influy6 en la presencia/ausencia de las dos especies de patdgenos.
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Hasta el momento no existen evidencias que unifiquen criterios del efecto del manejo sobre la
diversidad fangica. Estudios realizados sobre vides y manzanas bajo tratamiento orgénico y
convencional han mostrado que la comunidad fungica puede ser influenciada por el manejo;
mientras, por el contrario, para citricos en Portugal se observé que el sitio de origen influiria mas
que el tipo de produccion (Nunes et al., 2008, Schmid et al., 2011, Abdelfattah et al., 2016).

Las cerezas, frambuesas y zarzamoras deben ser conservadas a 0°C para extender su vida util en
los mercados. Esta temperatura también inhibe el crecimiento de muchos hongos y bacterias que
causan podredumbres poscosecha. No obstante, nuestros resultados muestran que, en cerezas,
ocho aislamientos (18.6%) mostraron una virulencia mayor al 50%, tanto en condiciones de
temperatura ambiente como a temperatura de conservacion. Para la mayoria de los aislamientos,
que mostraron virulencia por debajo del 50% a temperatura de comercializacidn, la virulencia se
redujo aun mas a temperatura de almacenamiento. Por otro lado, Mucor piriformis ccCIEFAP487,
492, 493, 500 y 501 presentaron virulencia a 0°C igual o mayor que a temperatura ambiente. Estos
resultados indican que el tratamiento de frio aplicado para la conservacién de la fruta no resulta
efectivo sobre algunos aislamientos de patgenos, por lo tanto, cuando las condiciones de
temperatura sean favorables la calidad de la fruta estara muy afectada al momento de la
comercializacion. M. piriformis puede crecer y producir infeccién a 0°C tan rapido como a 22°C,
esto concuerda con otros estudios de esta especie sobre diferentes tipos de frutas alrededor del
mundo (Smith 1979, Michailides y Spotts 1990). M. piriformis puede crecer y esporular a 0 —
1°C, que es la temperatura tipica de conservacion de la fruta, sin embargo, no puede tolerar altas
temperaturas (maxima temperatura 27°C) (Guo et al.,, 1999). Spotts y Cervantes (1986)
observaron que la susceptibilidad de la fruta a M. piriformis depende también de la madurez de la
misma, esto podria influir en las cerezas ya que permanecen entre 30 y 60 dias en camaras de frio
hasta su comercializacion. Varias especies de Mucor han sido reportadas como agentes causales
de deterioro muy comun en distintas frutas (Spotts et al., 1998, Mari et al., 2000, Palou et al.,
2009), ya que no se ven afectadas por la mayoria de los fungicidas y el incremento del uso de los
mismos para controlar otros patdgenos ha reducido la competencia para Mucor spp.
Recientemente, las enfermedades causadas por Mucor spp. se han convertido en foco de interés
en otras partes del mundo por las pérdidas en fruta almacenada que han causado en los Gltimos
afios (Nguyen 2015, Saito et al., 2016), concordando con nuestros resultados para fruta fina. Barve
y Stensvand (2019) reportaron que el agua clorada del hydrocooling puede ser contaminada con
mitosporas de M. piriformis luego de lavar fruta con indculo del campo, y que su reutilizacion

puede causar la infeccion de hasta el 80% de cerezas almacenadas. Como medida de manejo frente
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a este patogeno, y extensivo a otros, el uso de bolsas plasticas y cajas ayuda a contener y prevenir
la dispersion secundaria.

En este trabajo demostramos por primera vez la virulencia de P. crustosum en fruta fina, y también
indicamos a traves de los ensayos de resistencia a fungicidas, CIM y variacion de la temperatura
que P. crustosum es un patdégeno emergente para la industria de fruta fina en Argentina, tal como
ocurre en manzanas y peras en condiciones de almacenamiento en otras regiones del mundo
(Louw y Korsten 2014, Vico et al., 2014). Penicillium crustosum ha sido aislado como
componente mayoritario de la microbiota presente en glaciares del Artico (Sonjak et al., 2005)
por lo que se trata de una especie cosmopolita con habilidad para crecer en condiciones extremas.
La presencia de Penicillium spp. en los centros de acopio de fruta fina en Patagonia Sur fue
relativamente alta en comparacion con reportes previos de otras regiones (Nome et al., 2012,
Colodner y Candan 2011) lo que probablemente indique que el tratamiento con fungicida no
reduzca las poblaciones de este patdgeno provenientes de la precosecha. Sin embargo, es de
destacar que hubo diferencias entre aislamientos de esta especie, destacandose P. crustosum
ccCIEFAP491 (aislado de cereza organica) como mas virulento y capaz de generar pudricion a la
CIM mas baja en cerezas. Incluso fue capaz de generar una virulencia de la enfermedad 29 veces
mayor que los aislamientos de P. crustosum ccCIEFAP479 (aislado de frambuesa organica) y
ccCIEFAP496 (aislado de cereza convencional) a temperatura de conservacion.

Las especies de los géneros Mucor y Penicillium fueron aisladas en la comarca del Paralelo 42°
y Trevelin donde existe un clima templado y himedo (Cabrera 1976) que favorece el desarrollo
de estos mohos (Pitt 2002, Richardson 2009). Similares resultados fueron obtenidos por Bgrve et
al., (2000) para M. piriformis en cerezas de Noruega donde el clima himedo durante la temporada
de crecimiento de la fruta favorecié el desarrollo de este patdgeno. En Gaiman, donde el clima es
seco (Chiozza y Figueira 1982), el género Alternaria fue mas frecuente, en concordancia con la
estructura morfoldgica que tienen estos taxones, con esporas grandes, de pared gruesa y
fuertemente melanizadas que les confiere mayor tolerancia a climas mas calurosos y secos
(Sterflinger et al., 2012). Las zonas cordilleranas (Trevelin y Paralelo 42°) presentaron el 40% de
las especies fungicas en comun, las cuales no se observaron para la zona Este de produccion de
la Patagonia (Gaiman). Estos resultados indicarian que, el sitio de origen influiria con las

diferencias observadas en la distribucion de las diferentes especies.

Los aislamientos de los géneros mayoritarios, Mucor y Penicillium, resultaron ser también los de
menor sensibilidad al fungicida Iprodione. En nuestro estudio el 75% de los aislamientos
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causantes de la mayor virulencia y/o de la maxima incidencia en la fruta mostraron ser resistentes
al fungicida Iprodione a dosis comerciales o mayores (Tabla 1). Este fungicida, presenta eficacia
reportada para M. fructicola, Penicillium spp., A. alternata, Rhizopus sp. y B. cinerea (Eckert y
Ogawa 1988, Hong et al., 1998, Spotts et al., 1998). Colodner y Candan (2011) reportaron la
aparicion de pudricion causada por Penicillium sp. y Alternaria sp. en cerezas de Rio Negro y
Neuquén, tratadas con soluciones de Iprodione y almacenadas a 0°C durante 30 dias. Las especies
del género Penicillium son consideradas patdgenos de riesgo alto por desarrollar resistencia a
fungicidas (FRAC 2010). Los factores que contribuyen a esta alta resistencia incluyen su corto
ciclo de vida y la esporulacion abundante en las superficies afectadas de los hospedantes, lo que
incrementa la posibilidad de mutaciones y su diseminacién (Kendall y Hollomon 1998). El
desarrollo de resistencia a fungicidas ha sido reportado en Penicillium expansum de manzanas y
peras (Karaoglanidis et al., 2011, Lutz et al., 2012) pero para P. crustosum no hay registros en
cerezas y frambuesas, desde donde hemos obtenido aislamientos altamente resistentes en
condiciones in vitro. El Iprodione, al igual que muchos otros fungicidas, no es particularmente
efectivo sobre la amplia variedad de patégenos aislados en este muestreo, sélo result6 efectivo
para tres aislamientos (M. piriformis ccCIEFAP484, 494 y B. cinerea ccCIEFAP504) de los 12

aislamientos probados.

Estos resultados dan indicios de la presencia de poblaciones flngicas resistentes a los métodos de
control utilizados en los centros de acopio y almacenaje de la fruta. Por lo que un monitoreo de
los hongos patégenos deberia ser una practica comun en estos sitios, con el objetivo de detectar
cualquier cambio en la sensibilidad/resistencia de los hongos de manera temprana para poder
ajustar estrategias de manejo y control normalmente utilizados (Legard et al., 1997 en Barkai
Golan 2001).

La evaluacion de la concentracion minima infectiva (CIM) de los aislamientos de mayor
virulencia/incidencia, mostré que los que presentan la CIM mas baja, en los tres tipos de frutas,
son aislamientos de las especies M. piriformis y P. crustosum. Al comparar la CIM con respecto
a la fruta, se observo diferencias entre Berries y cerezas (Tabla 4). En frambuesas y zarzamoras
la evaluacion de la CIM siguié la tendencia esperada, donde suspensiones con mayores
concentraciones de esporas conducen a una mayor tasa de infeccién y formacion de lesion, tal
cual lo registrado por Spotts (1986) para peras. Mientras que, en cerezas no se evidenciaron

diferencias significativas entre las distintas concentraciones de esporas inoculadas y la incidencia
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de Mucor y Penicillium, ya que la misma en todos los casos fue superior al 80%. Los aislamientos
de M. piriformis requieren menos inoculo para lograr la CIM a 0°C, lo que demuestra que es un
patdégeno muy bien adaptado al frio. Nuestros resultados sugieren que la infeccion no siempre es
regida por la densidad de mitosporas inoculados sobre la fruta y ni por la temperatura a la cual se
mantiene la fruta. Podria deberse mas bien al nivel de resistencia del hospedador, a través de la
sintesis de proteinas tales como B-1.3-Glucanasa, fenilalanina amonio-liasa (PAL) y peroxidasa

(POD) (Yao y Tian 2005b), o la preferencia del patdgeno por la fruta.

Los resultados de este estudio aportan nuevos datos sobre las comunidades de hongos asociados
a fruta fina, teniendo en cuenta su virulencia, identidad y asociando la resistencia a fungicidas,
diferencias agroecoldgicas y tipo de produccidn de las diferentes areas de las cuales provienen los
aislamientos.

Los patdgenos de mayor virulencia en la fruta fina de esta region no resultaron ser los patdgenos
gue provocan mayores dafios y pérdidas en poscosecha en estas frutas en otras partes del mundo,
tales como Monilinia spp, Penicillium expansum y Botrytis cinerea (Karabulut et al., 2001,
Romanazzi 2010, Tezotto-Uliana et al., 2014). Esto podria deberse a deficientes préacticas
culturales en los campos productores de frutas y a las caracteristicas climaticas de la zona
(mencionadas anteriormente) que podrian favorecer mas a M. piriformis y P. crustosum que a
otros patdgenos. Tanto Mucor piriformis como Penicillim crustosum sobreviven y crecen en el
suelo a bajas temperaturas (Michailides y Spotts 1986, DeVries et al., 2002, Sonjak et al., 2006).
Estudios han demostrado que M. piriformis sobrevive en los 5 cm superficiales del suelo como
esporangiosporas y que las densidades de poblacion son mas altas 2 meses después de la cosecha
debido a la colonizacién de los frutos que quedan en el suelo luego de la cosecha y son colonizados
por M. piriformis (Michailides y Spotts 1986). Ademds, Mari et al. (2000) correlaciona
positivamente la viabilidad de las esporangiosporas con las lluvias y humedad el suelo, incluso
durante un verano seco, cuando muchos sistemas de riego estan en funcionamiento, la humedad
del suelo puede alcanzar niveles muy favorables para la viabilidad y desarrollo de M. piriformis.
Las condiciones ambientales en las zonas de produccién en Patagonia, como también dentro de
las camaras de conservacion, podrian entonces ser favorables para que P. crustosum y M.

piriformis se desarrollen en las frutas durante la poscosecha.

Los aislamientos Mucor piriformis ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491, fueron
seleccionados para los ensayos de biocontrol que se presentan mas adelante en esta Tesis.
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CAPITULO 11

AISLAMIENTO, SELECCION E
IDENTIFICACION DE
LEVADURAS
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INTRODUCCION

Las poblaciones de microorganismos interactian entre si y con la planta. Estas interacciones
pueden ser beneficiosas para la planta, neutras o perjudiciales. Como se traté en el Capitulo
anterior, los patdégenos interactian negativamente con la planta produciendo enfermedad. Existen
otros microorganismos que interactian en forma positiva como, por ejemplo, cuando estos
microorganismos establecen relaciones de antagonismo con los patégenos. A la posibilidad de
utilizar las interacciones antagonicas para eliminar o impedir el desarrollo de patdgenos que
puedan atacar a la planta y desarrollar la enfermedad se lo ha denominado control biolégico
(Mondino y Vero 2006).

En el control biol6gico de enfermedades de poscosecha de frutas, el microbioma natural es la
principal fuente para la seleccion de las agentes de control bioldgico (ACB)(Droby et al., 2009,
Liu et al., 2013, Spadaro y Droby 2016). Los principales antagonistas seleccionados incluyen
bacterias, levaduras y hongos filamentosos (Wills y Golding 2016). Hasta la fecha, un estrecho
rango de géneros de levaduras ha sido aislado como ACBs de enfermedades de poscosecha, tales
como Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Pichia y Rhodotorula (Liu et al., 2013, Droby et
al.,, 2016, Spadaro y Droby 2016). Aureobasidium pullulans es conocido como un
microorganismo yeast-like. Se trata de un hongo dimorfico, es decir que puede desarrollarse como
hongo formando hifas o como levadura dependiendo de las condiciones ambientales, (Slepecky y
Starmer 2009). En esta Tesis se considerara su estudio en conjunto con las levaduras.

El aislamiento, la identificacion de los organismos y las condiciones para su crecimiento 6ptimo
constituyen la base del screening de ACB. El criterio utilizado en estos pasos tendrd un gran
impacto en las especies de antagonistas aisladas y su modo de accion. Algunas de las estrategias
que han sido utilizadas tradicionalmente para la busqueda y seleccién de antagonistas consisten
en el aislamiento de los potenciales ACB a partir de aguas de lavado de frutas recogidas en los
huertos, que luego son sembradas en un medio de cultivo artificial e incubadas a temperatura
ambiente; sequido por el screening in vitro de actividades antagdnicas de interés de los potenciales
antagonistas y ensayos in situ de actividad antagonica en las heridas de frutas inoculadas con los
patdgenos que se pretenden controlar (Lutz 2015). EI mayor problema de estas estrategias es que
se llevan a cabo a temperatura ambiente, lo cual puede resultar una limitante, ya que las levaduras
antagonistas deberan ser capaces de sobrevivir y colonizar eficientemente las heridas de la fruta
a bajas temperaturas (condicion de almacenamiento de la fruta en poscosecha) (Limaet al., 1998,

Vifas et al., 1998, Zhang et al., 2005, Zhang et al., 2010). En este marco, las estrategias utilizadas
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para obtener y evaluar potenciales ACB de poscosecha dependen del agrosistema y deben tener
en cuenta: (1) la temperatura de almacenamiento de la fruta en poscosecha (0°C para fruta fina);
(2) diferencias intraespecificas a nivel de cepas de los potenciales antagonistas, debido a que
pueden presentar diferentes capacidades para crecer a temperaturas bajas y mecanismos de accion;
(3) fruta de origen organico y de transicion, es decir sin alteracion de la microbiota nativa y (4)
un antagonista potencial debe ser evaluado usando aislamientos regionales de hongos patégenos
de poscosecha (Sangorrin et al., 2014, Lutz 2015).

De acuerdo a estas consideraciones, para la busqueda de potenciales levaduras antagonistas contra
enfermedades fungicas de poscosecha en el sistema fruta fina de Patagonia, se plantearon la

siguiente hipotesis y los siguientes objetivos:
HIPOTESIS

En la fruta fina almacenada existe una gran diversidad de levaduras adaptadas al frio que pueden

crecer a la temperatura conservacion de la fruta (0°C)

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar levaduras epifiticas y endofiticas nativas de cerezas, frambuesas y zarzamoras.
e Seleccionar levaduras nativas adaptadas al frio, capaces de crecer a la temperatura de
almacenamiento de la fruta (0°C).

e Determinar molecularmente las especies de levaduras aisladas adaptadas al frio.

MATERIALES

Material vegetal

Los sitios de donde fueron obtenidas las frutas y las variedades utilizadas en los ensayos de este

Capitulo fueron detallados en la Seccion 1 de Métodos del Capitulo I, Figura 1.

Medios de cultivo utilizados

Todos los medios de cultivo utilizados se prepararon con agua destilada. Los medios de cultivo a
base de jugo de frutas fueron esterilizados por en autoclave por vapor fluente durante 20 min. El
medio de cultivo GPY se esterilizd por vapor saturado a presién en autoclave a 120°C y 2

atmasferas durante 20 min.
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» Agar jugo de cereza 80% (AJC 80%): agar 20 g/L, jugo de cereza 80% v/v. El jugo de
cereza fue extraido de frutas de las variedades Lapins y Bing.

» Agar jugo de frambuesa 70% (AJF 70%): agar 20 g/L, jugo de frambuesa 70% v/v. El
jugo de frambuesa fue extraido de frutas de la variedad Autumn bliss.

» Agar jugo de zarzamoras 70% (AJZ 70%): agar 20 g/L, jugo de zarzamora 70% v/v. El
jugo de frambuesa fue extraido de frutas asilvestradas.

> Agar, extracto de levadura, glucosa y peptona + rosa de bengala (GPY+RB): agar 20g/L,
extracto de levadura 5 g/L; peptona 5 g/L; glucosa 40 g/L + rosa de bengala 30mg/mL
(para retrasar el crecimiento de hongos filamentosos).

METODOS

1. Aislamiento de las levaduras

1.1 Levaduras epifiticas en cerezas, frambuesas y zarzamoras

Las levaduras epifitas se aislaron siguiendo el método de Venturini et al., (2002). Para cada sitio
y variedad, se tomaron seis muestras de seis frutas sanas (sin heridas). Cada muestra se sometio a
agitacion durante 2 h a 160 rpm en 30 mL de agua destilada estéril (Figura 1). Se sembraron 100
uL de cada agua de lavado sobre la superficie de placas de Petri con medio de cultivo GPY+RB
y paralelamente en AJC 80%, AJF 70% o AJZ 70%, dependiendo si las aguas de lavado provenian
de cerezas, frambuesas 0 zarzamoras. Se sembraron 3 cajas de cada medio (3 de GPY+RB y 3 de
AJC 80% o AJF 70% o AJZ 70%) con el agua de lavado de cada muestra, por cada tipo de fruta,
por cada variedad (en cerezas), por cada sitio. Las placas de Petri se incubaron a 8°C hasta la
observacion de colonias (aproximadamente 15 dias). Se seleccion6 un nimero representativo de
colonias de levaduras de acuerdo a la morfologia de la colonia, a la frecuencia de aparicion y al
tipo y lugar de origen de la fruta. Los aislamientos se repitieron con fruta almacenada después de
1, 30 y 60 dias en el caso de las cerezas y después de 1, 3y 6 dias de frambuesas y zarzamoras,
siguiendo la misma metodologia descripta arriba. Los aislamientos se conservaron a -20°C

utilizando glicerol (20% v/v) como agente crioprotector (Robiglio et al., 2011).
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1.2 Levaduras endofiticas de cerezas

Se tomaron seis muestras de seis frutas sanas para cada variedad de fruta por sitio. De cada fruta
se tomaron ocho discos de tejido interno (sin epidermis) de 0.5 cm de didmetro con sacabocado
estéril (Figura 17C). Los discos fueron posteriormente sometidos a agitacion en 10 mL de agua
destilada estéril durante 2 h a 160 rpm. Los criterios para la siembra en placas de Petri, los medios
de cultivo, la seleccion de colonias, las condiciones de incubacion y la conservacion de los
aislamientos fueron los mismos que los mencionados en el apartado anterior (1.1). Se sembraron

3 cajas de cada medio con el agua de lavado de cada muestra, por cada variedad, por cada sitio.

Figura 17. A) Aguas de lavado de cerezas, B) aguas de lavado de zarzamoras, C) técnica utilizada

para aislar levaduras endofiticas

1.3 Aislamiento selectivo en cereza

Para obtener levaduras antagonicas altamente eficaces se empled el método de aislamiento
selectivo de Lutz et al., (2012). Se tomaron seis muestras de diez frutas sanas para cada variedad
por sitio de muestreo, las cuales fueron heridas artificialmente con palillos estériles (3 mm de
profundidad y 3 mm de ancho) y conservadas 45 dias en condiciones normales de almacenamiento
de la fruta (-1/0°C). Transcurrido ese tiempo, se seleccionaron 6 cerezas por muestra que no
mostraron sintomas de enfermedad para preparar las aguas de lavado. Para ello se cortaron
bloques de tejido de la fruta (de 2 cm de didmetro) que contenian las heridas sanas, se sumergieron
en 10 mL de agua destilada estéril y se sometieron a agitacion a 160 rpm durante 2 h. Los criterios
para la siembra en placas de Petri, los medios de cultivo, la seleccion de colonias, las condiciones
de incubacion y la conservacion de los aislamientos fueron los mismos que los mencionados en

el apartado 1.1. Se sembraron 3 cajas de cada medio con el agua de lavado de cada muestra, por
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cada variedad, por cada sitio.

1. Seleccion de levaduras por crecimiento en frio

Las levaduras aisladas fueron seleccionadas de acuerdo a su capacidad de crecimiento a la
temperatura de almacenamiento de la fruta (-1/0°C), siguiendo la metodologia de Robiglio et al.,
(2011). EI desarrollo de este punto sirvio como base para la seleccion de las levaduras que se
utilizaron para los ensayos de biocontrol. Para cada aislamiento de levaduras, se preparé una
suspension acuosa con 10° cél/mL ajustada utilizando camara de Neubauer. Posteriormente, se
sembraron 5 pL de cada suspension (en forma de gota) en placas de Petri con agar GPY y se
incubaron a -1/0°C durante diez dias. La lectura se realiz6 por observacion de crecimiento segln
una escala cualitativa (Escala: +/+: Réapido; +/-: Medio; -/+: Lento; -/-: No crece). También se
sembraron placas para ser colocadas a 22°C, utilizadas como control positivo del crecimiento. El

ensayo se realizo por triplicado.

3. Identificacién molecular de las levaduras

3.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se sigui6 la metodologia de Robiglio (2010), la misma se detalla a
continuacion:

I.  Secolocaron 2-3 cucharaditas de perlas de vidrio y 500 pl de buffer de lisis. (Tris: 50 mM,
NaCl 250 mM, EDTA 50 mM, SDS 0.3% p/v pH 8) en un tubo Eppendorf estéril por cada
cepa a estudiar.

Il.  Se resuspendieron 2 asadas bien cargadas de la cepa correspondiente en cada tubo.
I1l.  Los tubos se agitaron en vértex durante 3 min, cambiando el angulo del Eppendorf para
permitir que se rompan bien las células.
IV.  Los Eppendorf se colocaron a 65°C en bafio termostatizado, durante 1 h.
V.  Los tubos se agitaron nuevamente en el vortex durante 3 min.
VI.  Se centrifugaron durante 15 min. a 13000rpm.
VII.  Se tomo el sobrenadante (stock de DNA) y se coloco en un Eppendorf estéril.
VIIl.  Se realiz6 una dilucion (necesaria para realizar la reaccion de PCR), se tomaron 5 ul del
stock en 500 de agua miliQ, se coloco la dilucion inmediatamente a 4°C y el stock

guardarlo en el freezer a -20°C.
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3.2 Condiciones de PCR

La identificacion de las levaduras se realizd por secuenciacion de los dominios D1 / D2 del gen
26S rRNA, utilizando los primers NL1y NL4 (Kurtzman y Robnett 1997) (Anexo 1). La reaccion
de PCR para la amplificacion del ADN incluyd: dNTPs (0.25 mM de cada uno), MgCI2 2.5 mM,
1 x tampon de PCR suministrado con la enzima polimerasa; 0.1 mM de cada uno de los primers;
100-500 ng de ADN; 6% de albimina de suero bovino (BSA, Promega Corp.) y 1.25 U GoTaq
polimerasa (Promega, Madison, Wisconsin). El volumen final de reaccion fue de 25 pL. Las
reacciones se llevaron a cabo en termociclador (My Cycler, BioRad, Hercules, CA). Se utilizaron
las condiciones de la PCR de Esteve-Zarzoso et al., (1999), las mismas se detallan en el Anexo 2.
Los productos de la PCR fueron visualizados y separados en un gel de agarosa 1% (p/v) con
GelRedTM (Bioitum Inc.) como intercalante y las bandas fueron visualizadas bajo luz UV. Los
fragmentos amplificados fueron purificados y secuenciados en la empresa Macrogen (Seul,
Corea) y en la unidad genémica de INTA Castelar. Las secuencias se identificaron de la misma
forma que fue descripta en el Capitulo | (Pag. 59). Para las levaduras que se eligieron como
candidatas en el Capitulo Il 3 por su capacidad biocontroladora, se realiz6 un analisis
filogenético.

RESULTADOS

1. Aislamiento de las levaduras

Se obtuvieron 660 aislamientos de levaduras provenientes de frambuesas, zarzamoras y cerezas a
partir de las aguas de lavado (Figura 18 y Tabla 7). Las levaduras se encuentran depositadas en el
cepario personal Sofia Lopez (SL) en el Area de Proteccion Forestal del CIEFAP hasta que sean

ingresadas al cepario institucional del CIEFAP.

Para las cerezas se realizaron los tres tipos de aislamientos de levaduras mencionados en los

métodos, aislamiento de levaduras epifiticas, aislamiento de levaduras endofiticas y aislamiento

selectivo, secciones 1.1, 1.2 y 1.3 respectivamente. Los diferentes aislamientos no se realizaron

para frambuesa y zarzamora. Para estas frutas se realizé la metodologia de la seccion 1.1, ya que

al colocarlas en agitacion se rompen y se mezclan las levaduras epi y endofiticas. Ademas, en

frambuesa y zarzamora no es posible separar la epidermis del tejido interno de estas frutas para
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aislar levaduras endofiticas, ni herirlas sin romper todo el fruto para hacer aislamiento selectivo.

Figura 18. A) Colonias de levaduras creciendo en GPY+RB, B) Colonias de levaduras creciendo
en AJF 70%.

Tabla 7. NUmero de aislamientos de levaduras seleccionados a partir de las aguas de lavado por

tipo de fruta y método de aislamiento

Tipo de fruta  Método de aislamiento NUmero de aislamientos

Epifiticas 286

Cerezas Endofiticas 64
Aislamiento selectivo 109

Frambuesas Epi y endofiticas 77
Zarzamoras Epi y endofiticas 124
Total 660

2. Seleccion de levaduras por crecimiento en frio

Se evalu6 la capacidad de crecimiento a 0°C (temperatura de almacenamiento de las cerezas,
frambuesas y zarzamoras para comercializacién en fresco) de los 660 aislamientos de levaduras
obtenidos. Se observé que 312 aislamientos no tuvieron la capacidad para crecer a la temperatura
utilizada en el ensayo. De los restantes 348 aislamientos, 100 se consideraron crecimiento de
rapido, 71 medio y 177 lento. Para la identificacion, y posteriores ensayos de biocontrol se
consideraron los aislamientos de crecimiento rapido. En la Figura 19 se observa el crecimiento de

las muestras a los 10 dias y la clasificacién en velocidad de crecimiento que se consideraron
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rapido, medio y lento.

Figura 19. Velocidades de crecimiento a temperatura de almacenamiento (0°C) luego de 10
dias: +/+: Répido; +/-: Medio; -/+: Lento; -/-: No crece.

3. Identificacién molecular de las levaduras

Se identificaron los 100 aislamientos de levaduras que se consideraron de crecimiento rapido a
0°C. El 1.29% de aislamientos de frambuesa, el 16.55% de aislamientos provenientes de cerezas
y el 20.16% de aislamientos de zarzamoras, del total de levaduras que fueron aisladas de cada tipo
de fruta, crecieron dentro de lo que se considero “rapido”.

Se identificaron un total de 21 especies, distribuidas en trece géneros (Anexo 3). A partir de
cerezas (provenientes de los tres sitios de muestreo diferentes) se aislaron trece especies de
levaduras diferentes, las mismas fueron Aureobasidium pullulans, Cystofilobasidium capitatum,
Cy. infirmominiatum, Cy. macerans, Gelidatrema spencermartinsiae (ex Cryptococcus
spencermartinsiae), Piskurozyma capsuligena (ex Filobasidium capsuligenum), Tausonia
pullulans (ex Guehomyces pullulans), Mrakia frigida y Naganishia adeliensis (ex Cryptococcus
adeliensis), N. albidosimilis (ex Cryptococcus albidosimilis), N. globosa, Vishniacozyma.
tephrensis (ex Cryptococcus tephrensis), V. victoriae (ex Cryptococcus victoriae) (Figura 20). A
partir de zarzamoras, se aislaron diez especies diferentes: Curvibasidium cygneicollum (ex
Rhodotorula fujisanensis) Cy. capitatum, Cy. infirmominiatum, Filobasidium stepposum (ex

Cryptococcus stepposus), F. wieringae (ex Cryptococcus wieringae), Holtermanniella wattica
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(ex Cryptococcus watticus), Naganishia antarcticus (ex Cryptococcus antarcticus), N.
albidosimilis, N. globosa y Rhodosporidiobolus colostri (ex Rhodotorula colostri) (Figura 20) y
solo cuatro especies a partir de frambuesas, A. pullulans, V. victoriae, F. wieringae y Meyerozyma
guilliermondii (Figura 20, Anexo 3). Las frambuesas y zarzamoras fueron provenientes de un solo
sitio de muestreo.

Del total de levaduras identificadas ocho especies se encontraron exclusivamente en cerezas (N.
adeliensis, F. magnum, G. spencermartinsiae, V. tephrensis, Cy. macerans, P. capsuligena, T.
pullulans, M. frigida), cinco especies fueron identificadas exclusivamente a partir de zarzamoras
(N. antarcticus, F. stepposum, H. wattica, R. colostri, Cu. cygneicollum) y una de frambuesas (M.
guilliermondii) (Figura 20, Anexo 3).

Solo cinco especies de levaduras fueron identificadas en los tres sitios de muestreo (N. adeliensis,
V. victoriae, Cy. infirmominiatum, Cy. macerans, T. pullulans) (Figura 20, Anexo 3).

Ninguna de las especies identificadas fue comun a los tres tipos de fruta.

De las especies identificadas, tres fueron exclusivas del sitio de muestreo Gaiman (F. magnum,
V. tephrensis, P. capsuligena), dos especies exclusivas de Trevelin (G. spencermartinsiae, M.
frigida), siete especies exclusivas de Paralelo 42° (N. antarcticus, F. stepposum, H. wattica, F.
wieringae, M. guilliermondii, R. colostri, Cu. cygneicollum) (Figura 20, Anexo 3).

La especie identificada mas frecuente fue V. victoriae (22%), seguida por T. pullulans (14%)
(Figura 20, Anexo 3).
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Figura 20. Porcentaje de las diferentes especies de levaduras capaces de crecer a 0°C

identificadas en relacion al tipo de fruta y a los sitios de muestreo.
El sitio de muestro a partir del cual se obtuvo un mayor nimero de levaduras adaptadas al frio fue

el Paralelo 42° (P42). Cabe destacar que este fue el Unico sitio del que se tomaron muestras a

partir de los tres tipos de frutas (Figura 21).
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mP42 mGaiman mTrevelin

Figura 21. Porcentaje de distribucion por sitio de muestreo del total de levaduras aisladas e

identificadas adaptadas al frio.

El tipo de aislamiento que logro més nimero de aislamientos de levaduras adaptadas al frio a
partir de cerezas fue para levaduras epifiticas (Figura 22A). Ademas, la mayoria de las levaduras
se obtuvieron a partir de cerezas producidas convencionalmente (Figura 22B). Cabe destacar, que
las cerezas organicas solo fueron originarias del Paralelo 42°, mientras que las muestras de las
cerezas de produccién convencional fueron mayores y provenientes de dos sitios de muestreo
diferentes. El tiempo de almacenamiento de 30 dias en poscosecha presentd mayor numero de

aislamientos de las levaduras adaptadas al frio en cerezas (Figura 22C).

mEndofiticas = Epifiticas mSelectivo ~ mConvencional ®Organico mO0 dias = 30 dias m45 dias m60 dias

Convencional
74%

Figura 22. Porcentajes de las levaduras capaces de crecer a 0°C aisladas a partir de cerezas en
relacién con: A) el tipo de aislamiento, B) el tipo de produccidn, C) el tiempo de almacenamiento.
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Del sitio de muestreo localizado en Trevelin se obtuvieron cerezas de tres variedades distintas.
Los aislamientos de levaduras obtenidos en este sitio provienen mayoritariamente de las
variedades Bing y Lapins (Figura 23A).

En el sitio de muestreo del Paralelo 42° de realizaron aislamientos de levaduras de dos variedades
diferentes de cerezas, ambas de origen organico. En este caso la mayoria de los aislamientos de

levaduras que desarrollan provenian de las cerezas variedad Bing (Figura 23B).

mLapins mBing mRainier mLapins mBing

Rainier
22%

Lapins

40%

Figura 23. Frecuencias relativas de los aislamientos de levaduras capaces de crecer a 0°C en
relacion con cerezas de diferentes variedades: A) provenientes de Trevelin, B) Provenientes de

Paralelo 42°.

Las cerezas de variedad Lapins fueron las Unicas que se encontraron en los tres sitios de muestreo.
Las cerezas, de esta variedad, de Gaiman y Trevelin fueron las que otorgaron un mayor numero
de aislamientos de levaduras adaptadas al frio en comparacién con las cerezas del Paralelo 42°
(Figura 24).

mTrevelin mGaiman mP42

Trevelin

87



Figura 24. Frecuencias relativas de levaduras identificadas capaces de crecer en frio de cerezas variedad

Lapins segln el sitio de origen de las frutas.

A partir de las zarzamoras se obtuvo el mayor nimero de aislamientos de levaduras de los Berries
capaces de crecer en frio. Esto ademas coincide con la mayor diversidad de especies de levaduras
de zarzamoras frente a las frambuesas. Por otro lado, a los tres dias de conservacion de la fruta se
obtuvieron el mayor numero de aislamientos de levaduras a partir zarzamoras y todos los

aislamientos de levaduras de frambuesa (Figura 25).

Frambuesas Zarzamoras
17% 83%
3 dias

Figura 25. Frecuencias relativas de levaduras aisladas a partir de Berries (frambuesas y

zarzamoras) capaces de crecer a 0°C en relacién al tiempo de conservacion en poscosecha.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio en Cherries y Berries producidas de forma convencional,
organica y asilvestrada, revelaron la presencia de una gran diversidad de especies de levaduras,
habitantes naturales de las frutas (Venturini et al., 2002, Jensen et al., 2013, Abdelfattah et al,
2016).

Los aislamientos obtenidos en este trabajo fueron realizados a partir de fruta conservada a 0°C,
tomando muestras de las mismas a diferentes tiempos. El muestreo de levaduras se realizé a partir
de aguas de lavado de las frutas que se sembraron en placas a temperatura de heladera (4-8°C).

Esto implica que se aislaron levaduras adaptadas al frio, pero no todas ellas tuvieron la capacidad
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de crecer a 0°C. Esto puede deberse a que algunas de las levaduras aisladas pueden ser psicrofilas
obligadas (tienen una temperatura maxima para el crecimiento < 20°C, una temperatura éptima
de 15°C, y una temperatura minima a 0°C o inferior) y otras los psicrdfilas facultativas (pueden
considerarse como mesofilos que evolucionaron para tolerar el frio que exhiben temperaturas
Optimas > 20°C y son capaces de crecer alrededor de 0°C) (Rossi et al., 2009, Buzzini y Margesin
2014). El uso de levaduras adaptadas al frio, determinarian el éxito de un ACB para el control de
las enfermedades de poscosecha de frutas (Lutz et al., 2012, Sangorrin et al., 2014, Villalba et al.,
2016).

A lo largo del proceso de busqueda de un ACB, un paso importante estd relacionado con el
aislamiento de los organismos. En este trabajo se aislaron un gran nimero de levaduras epifiticas,
endofiticas y a través de un aislamiento selectivo a partir de fruta herida sana y se seleccionaron
todas las capaces de crecer a la temperatura de conservacion de la fruta 0°C. Cabe resaltar que
tres especies, Cystofilobasidium macerans, Piskurozyma capsuligena y Mrakia frigida, solo
fueron aisladas con el aislamiento selectivo a partir de fruta sana herida artificialmente. Si bien el
mayor porcentaje de levaduras que crecen en frio se obtuvo a partir del método de aislamiento de
epifiticas, el método mas eficiente para obtener levaduras antagonistas se determinara en los
préximos Capitulos.

De las 21 especies de levaduras solamente dos especies corresponden a levaduras ascomicetes
(Aureobasidium pullulans y Meyerozyma guilliermondii) mientras que las restantes 19 son
basidiomicetes. Esto podria deberse a la influencia de fuerzas selectivas especificas de cada
hospedante, como la disponibilidad de nutrientes, que crea condiciones que determinan la
composicion de las comunidades de microorganismos que se encuentran en cada tipo de fruta
(Rosa et al. 1995). El estado de madurez también es uno de los factores que inciden en la
biodiversidad de las levaduras de la fruta, se ha demostrado que la microbiota de frutas inmaduras
es dominada por levaduras basidiomicetes, mientras que la fruta absolutamente madura
(senescencia) cuya epidermis se encuentra debilitada y comienza a exudar jugos es un medio
donde la disponibilidad de azlcar en la superficie aumentaria el crecimiento de poblaciones de
levaduras ascomicetes oxidativas o de baja fermentacion (Barata et al., 2012, Ghanbarzadeh et
al., 2019). Por todo esto, en nuestro sistema, el estado de madurez (comercial) al que se cosechan
los Cherries y los Berries podria ser el motivo por el cual la mayoria de las levaduras aisladas
corresponden a los basidiomicetes, ya que la fruta se cosecha antes de la senescencia.

Por otro lado, el clima también puede ser un factor determinante en la diversidad de levaduras.

Los resultados de este trabajo, donde las levaduras identificadas fueron aisladas de frutas
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conservadas en frio y capaces de crecer a 0°C coinciden con lo que ocurre con levaduras aisladas
de hébitats glaciares, donde el 13% de las levaduras identificadas son ascomicetes y el 87%
basidiomicetes (Johnson 2013). Las levaduras basidiomicetes se adaptan a estos ambientes frios
a traves de la formacion de capsulas de polisacaridos y cambios en la composicion de los lipidos
de la membrana (Rossi et al., 2009, Shivaji y Prasad 2009).

El 100% de las levaduras identificadas ya han sido reportadas como levaduras adaptadas al frio
(Buzzini y Margesin 2014). Esto concuerda con su capacidad para crecer a bajas temperaturas y
destaca la importancia de aislar y seleccionar los antagonistas en condiciones de bajas
temperaturas para obtener individuos adaptados a esos ambientes (Sangorrin et al., 2014).
Algunas de las especies identificadas en el presente trabajo ya fueron aisladas de la superficie de
frutas y han sido identificadas como habitantes de la microbiota de cerezas, y manzanas como T.
pullulans, y G. spencermartinsiae, (Qin et al., 2004, de Garcia et al., 2010). Otras especies,
ademas de haber sido aisladas de frutas han sido caracterizadas como potenciales agentes de
control biolégico. Filobasidium magnum (ex Cryptoccocus magnus) fue probada para el control
de Monilinia fruticola en duraznos y para el control de P. expansum en uvas, V. tephrensis es un
potencial ACB contra Fusarium spp. en pepinos y M. guilliermondii fue usada como levadura
antagonista frente a diferentes patdgenos de tomates Cherry (Janisiewicz et al., 2010, Vero et al.,
2010, Zhao et al., 2010, Kamel et al., 2016, Rodriguez Assaf et al., 2020). Se destacan
Aureobasidium pullulans y Rhodosporidiobolus colostri por haber sido aisladas y probadas como
ACB sobre patdgenos poscosecha que afectan a frutas finas en Italia y Colombia, respectivamente
(Schena et al., 2003, Medina et al., 2009). Por otro lado A. pullulans, Cy. infirmominiatun, F.
wieringae y V. victoriae fueron caracterizadas como ACB en peras en condiciones de poscosecha
en Patagonia (Robiglio et al., 2011, Lutz et al., 2012, 2020).

Por otro lado, algunas de las especies identificadas se encuentran asociadas a otros procesos
biotecnologicos. N. adeliensis es productora de xilanasas utilizadas en la industria de
fermentacion de panificados (Scorzetti et al., 2000) y enzimas hidroliticas utiles para la
degradacion de poli- y oligosacaridos vegetales, las cuales se pueden aplicar como ingrediente
probiotico o agente terapéutico en la alimentacion (Biatkowska y Turkiewicz 2014). Tausonia
pullulans es capaz de acumular lipidos saponificables importantes para la produccion de
biocombustibles (Martinez et al., 2016). Otras como F. stepposum, Cy. capitatum, Cy.
infirmominiatum y R. colostri son reconocidas por producir pigmentos fotoprotectores (carotenos)
y por su supervivencia a altas concentraciones de UV-B (Moliné et al., 2014). Cy. capitatum, Cy.

macerans, P. capsuligena y M. frigida producen pectinasas importantes en el procesamiento
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industrial de jugos (Nakagawa et al., 2002, Margesin et al., 2005, Biatkowska y Turkiewicz 2014,
Merin et al., 2014). Cavello et al., (2016) caracterizaron aislamientos adaptados al frio de
Cystofilobasidium infirmominiatum, Naganishia adeliensis y T. pullulans como productoras de
pectinasas.

Ademas, algunas especies identificadas en este trabajo, como N. adeliensis, F. wieringae, R.
colostriy Cu. cygneicollum fueron asociadas a frutos de rauli (Nothofagus nervosa) donde podrian
actuar como agentes promotores del crecimiento y/o ACB contra patdgenos que afectan a esta
especie forestal (Fernandez et al., 2012).

Las levaduras que fueron aisladas solo en zarzamoras (N. antarcticus, F. stepposum, H. wattica,
R. colostri y Cu. cygneicollum) estan asociadas al tipo de produccion asilvestrada, sin uso de
ningun quimico. Meyerozyma guilliermondii solo fue aislada a partir de frambuesas organicas. En
la zona no se producen zarzamoras ni frambuesas de manera convencional por lo cual no se
pueden comparar si existen diferencias en la microbiota asociada. R. colostri también se aislo en
zarzamoras de Colombia, (Medina et al., 2009) y M. guilliermondii ha sido aislada a partir de
citricos, manzanas y tomates (Scherm et al., 2003, Zhao et al., 2009, Lahlali et al., 2011b). Si bien
existen levaduras como N. antarcticus y H. wattica, que por el momento han sido reportadas como
habitantes exclusivamente de zonas frias y se cree que podrian tratarse de organismos endémicos
de ciertas zonas, los organismos adaptados al frio (incluyendo levaduras) son extremadamente
versatiles en sus capacidades adaptativas, y por lo tanto, cambiarian su aparente estado endémico
para lograr una distribucion mas ubicua en otros habitats (Vishniac 1999). Eso explicaria el
motivo por el cual han sido identificadas en este trabajo como habitantes de la superficie de frutas.
En relacion a las diferencias observadas entre las levaduras aisladas a partir de las diferentes
variedades de frutas la comparacion entre los diferentes sitios no es factible debido a que la
variedad Rainier solo se obtuvo del sitio Trevelin y del sitio Gaiman solo se obtuvieron frutos de
la variedad Lapins. Las diferencias observadas en la diversidad de las levaduras adaptadas al frio
aisladas a partir de cerezas estarian mas asociadas a los sitios de muestreo que a las diferentes
variedades.

La determinacion taxondémica de levaduras mostr6 que N. adeliensis, V. victoriae, Cy.
infirmominiatum, Cy. macerans y T. pullulans fueron las especies comunes a los tres sitios de
muestreo. Cabe destacar que las levaduras de los géneros Vishnicacozyma, Cryptococcus y
Guehomyces fueron las que se identificaron con mas frecuencia. Esto puede deberse a que son
géneros comunes en aislamientos de ambientes frios (Buzzini y Margesin 2014). Ademas, son

géneros con capacidad de colonizar las superficies de frutas y son predominantes en aislamientos
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a partir de duraznos y manzanas (Wilson y Chalutz 1989, Janisiewicz et al., 2010, Lutz et al.,
2012, Abdelfattah et al., 2016).

Las especies de levaduras aisladas a partir de cerezas muestran un mayor nimero de especies que
las aisladas a partir de cerezas producidas convencionalmente. Al comparar los tres sitios de
muestreo, el sitio de muestreo del Paralelo 42° (P42) fue el que mostro la mayor diversidad de
especies, esto podria deberse a que es el Unico sitio en que se muestrearon los tres tipos de frutas,
las cerezas, frambuesas y zarzamoras. Estas frutas fueron obtenidas en los establecimientos de la
zona y son producidas de forma organica y de forma asilvestrada en el caso de las zarzamoras.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Camatti-Sartori et al., (2005) y Granado et al.,
(2008) donde las producciones organicas de manzanas en Brasil y en Suiza presentaron una mayor
diversidad de especies de levaduras que las producciones convencionales. Las diferencias
observadas entre la microbiota de las frutas de produccién organica y convencional se deben
probablemente a las estrategias utilizadas para la proteccion de las plantas en los sistemas
convencionales (Granado et al., 2008). La aplicacion de fungicidas, nutrientes para el suelo, entre
otros, pueden afectar la distribucion de las levaduras (Combina 2005 et al., 2005, Nisiotou y
Nychas 2007).

La presencia de una microbiota mas rica y diversa en la fruta podria aumentar el nivel de
microorganismos benéficos y de accion antagonica y al mismo tiempo aumentar la probabilidad
de controlar hongos patgenos. Es por ello que resulta muy importante estudiar y valorizar los
microbiomas naturales de las frutas ya que en ellos no solo podrian encontrarse levaduras
antagonistas para ser utilizadas como agentes de control bioldgico, sino también con potencial
para diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

Si bien, no todas las levaduras adaptadas al frio aisladas en este trabajo tienen antecedentes como
ACB, seran incluidas en ensayos de biocontrol para la seleccion de las levaduras con mayor
potencial antagonista que se tratara en el siguiente Capitulo.
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CAPITULO I11

EVALUACION DE LA
CAPACIDAD
BIOCONTROLADORA DE
LEVADURAS NATIVAS
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INTRODUCCION

A lo largo de los méas de 30 afios en los que se viene desarrollando el control bioldgico,
numerosos antagonistas microbianos (levaduras y bacterias) de patégenos de poscosecha
han sido identificados en estudios de laboratorio, semicomerciales, y comerciales (Droby
et al., 2016). A pesar de esto, el uso de levaduras potencialmente antagonistas como
agentes de biocontrol todavia esta subexplotado y pocos productos fitosanitarios a base
de levadura han llegado al mercado (Usall et al., 2016).

Las levaduras combinan fuertes actividades antifungicas con propiedades ventajosas para
una aplicacion (por ejemplo, actividad antagonista, capacidad de cultivo, formulabilidad,
aplicabilidad, etc.) y, por lo tanto, son prometedoras para el desarrollo de agentes
bioldgicos (Freimoser et al., 2019). Como ACB en poscosecha de frutas, se sabe que las
levaduras son tolerantes a las condiciones ambientales extremas que prevalecen antes y
después de la cosecha (bajas y altas temperaturas, desecacion, amplio rango de humedad
relativa, bajos niveles de oxigeno, fluctuaciones de pH, radiacion UV) y, ademas, estan
adaptadas de manera unica al microambiente de la fruta (alta concentracién de azucar,
alta presién osmaética y bajo pH) (Spadaro y Droby 2016).

En particular, la alta eficiencia de las levaduras aplicadas como agentes de control
bioldgico (ACB) esté relacionada con su adaptacién tanto al entorno inmediato como a
las condiciones nutricionales predominantes en la zona de la herida, su capacidad para
crecer a bajas temperaturas y su capacidad para colonizar heridas (Sharma et al., 2009).
Los productos de control bioldgico basados en levaduras que alcanzaron niveles
avanzados de desarrollo y comercializacion fueron, Candida oleophila (Aspire, Ecogen,
Langhorne, PA, US), Cryptococcus albidus (Yield Plus, Lallemand, Montreal, Canada)
y Candida sake (Candifruit, IRTA, Lleida, Espafia) (Teixid6 et al.,, 2011). Mas
recientemente, en Bélgica, se ha desarrollado Candida oleophila (Nexy, Leasafre, Lille,
Francia), para la aplicacion frente a patdgenos de poscosecha en pomelo, citricos y banano
(Lahlali et al., 2011b). Aureobasidium pullulans, que si bien es un hongo “yeast-like” se
ha estudiado como las levaduras, ha sido utilizado para el desarrollo de productos como
Boni Protect (Bio-Ferm, Tulln, Austria), este producto es de aplicacion precosecha, ya
que controla los patogenos de heridas que se desarrollan en la fruta de pepita durante el
almacenamiento (Lima et al., 2015). Estos se comercializaron durante algunos afios, pero

se interrumpieron debido a deficiencias comerciales relacionadas con el marketing
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principalmente (Droby et al., 2016). Actualmente, Metschnikowia fructicola (Shemer,
Bayer, Leverkusen, Alemania) registrada en Israel para aplicaciones durante pre y
poscosecha en diversas frutas y verduras, incluyendo albaricoques, citricos, uvas,
melocotones, pimientos, fresas y batatas, representa uno de los ejemplos mas exitosos de
un producto de biocontrol poscosecha (Spadaro y Droby, 2016).

Un amplio rango de accion y rendimiento aceptable y constante en condiciones
comerciales es fundamental para el éxito de cualquier agente de biocontrol (Droby et al.,
2016). Para obtener ACBs con estas caracteristicas, una de las estrategias de aislamiento
y seleccion mas aceptada es que se debe obtener de la comunidad nativa que habita la
fruta, ya que el antagonista se encuentra alli en constante interaccion con la fruta
hospedadora, patdgenos y demas microorganismos formando parte del microbioma en el
cual debera ejercer su antagonismo (Massart et al., 2015, Abdelfattah et al., 2016).

Otra de las estrategias utilizadas para obtener un ACB de patdgenos de poscosecha que
cumpla con las caracteristicas ideales es la de aumentar su eficacia mediante el uso de
combinaciones de ACB o de sus metabolitos (Panebianco et al., 2015; Zhao et al., 2020,
Rivas-Garcia et al., 2019). Las mezclas de ACB complementarios y no competitivos
pueden tener un espectro mas amplio de actividad (diferentes frutas y cultivos) y pueden
controlar mas de una enfermedad al mismo tiempo. La eficacia de las mezclas de ACB
podria resultar no sélo de la actividad antagdnica de los microorganismos individuales,
sino también de su accidn sinérgica que puede suprimir un patégeno objetivo a través de
diferentes mecanismos de accién (Fogliano et al., 2002, Woo et al., 2002). Una forma de
evidenciar el efecto de las mezclas de levaduras es a través del Efecto esperado (Ee) de
las respuestas aditivas de los tratamientos levadura 1+levadura 2, si la combinacién de
los dos agentes produce un control mayor que el Ee, existe sinergia; mientras que si el
efecto antagonico observado es menor que el Ee existe antagonismo (Richer 1987, Lutz
2015).

Teniendo en cuenta los aspectos antes mencionados, para la seleccion de levaduras
potencialmente antagonistas contra enfermedades fungicas de poscosecha en el sistema

fruta fina de Patagonia, se plantearon la siguiente hipotesis y objetivos:
HIPOTESIS

Existen especies de levaduras adaptadas al frio presentes en la fruta fina con actividad
antagdnica contra hongos causantes de enfermedades de poscosecha
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar y seleccionar levaduras nativas por sus capacidades biocontroladora
frente a patdgenos regionales de fruta fina en condiciones de comercializacion y
conservacion.

e Comparar el efecto biocontrolador de levaduras nativas con el de levaduras
comerciales frente a los patdgenos regionales de fruta fina.

e Evaluar el efecto de la combinacion de levaduras nativas potencialmente
antagonistas sobre la capacidad de biocontrol frente a patdgenos poscosecha en

cerezas.

MATERIALES

Material vegetal

Las cerezas utilizadas pertenecen a las variedades Bing y Lapins, fueron cosechadas a
madurez comercial y obtenidas de centros de acopio en las localidades de Trevelin y
Gaiman, respectivamente. Las frambuesas, variedad Autumn Bliss se obtuvieron de
centros de acopio en la localidad de Lago Puelo. Las frutas de zarzamoras fueron
recolectadas a la madurez, a partir de plantas asilvestradas en la zona cordillerana del
Paralelo 42°. La colecta de la fruta y los bioensayos se realizaron entre diciembre
2013/febrero 2014 y diciembre 2014/febrero 2015

Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de levaduras y hongos filamentosos

Todos los medios de cultivo utilizados se prepararon con agua destilada y se esterilizaron
por vapor saturado a presion en autoclave a 120°C y 2 atmdsferas durante el tiempo
especificado para cada medio de cultivo.
» Parael crecimiento de las levaduras se utilizé Agar, extracto de levadura, glucosa
y peptona (GPY): agar 20g/L, extracto de levadura 5 g/L; peptona 5 g/L; glucosa
40 g/L.
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» Para el crecimiento de los patdgenos se utilizd Agar, papa, dextrosa (APD) de
formulacién comercial de Laboratorios Britania, segun especificaciones del
producto (39 g/L).

» Para la preparacion de las suspensiones de células de levaduras se utilizé tampén
fosfato potésico: 70 mL de KH2PO4 0.2 M; 30 mL de KaHPO4 0.2 M, 300 mL de
agua destilada, v/ v /v, pH 6.5).

Microorganismos

Los hongos patogenos utilizados para los ensayos de biocontrol sobre cerezas fueron
Penicillium crustosum ccCIEFAP491 y Mucor piriformis ccCIEFAP501, seleccionados
segun su patogenicidad en el Capitulo 1 de esta Tesis. Los mismos se encuentran
depositados en el cepario del CIEFAP.

De los 100 aislamientos de levaduras y hongos “yeast-like” con capacidad para crecer a
0°C (Capitulo 2) se seleccionaron 52 (provenientes de cerezas, frambuesas y zarzamoras)
para probar su efecto como ACB en cerezas. Esta seleccion se realiz6 en base a quedaran
representadas todas las especies de levadura 'y “yeast-like”, todos los sitios de muestreo
y todos los tipos de fruta a partir de los cuales fueron aislados. Las levaduras se encuentran

depositadas en el cepario personal (SL).

Para los ensayos de biocontrol en frambuesas y zarzamoras, se seleccionaron siguiendo
el mismo criterio descripto arriba, 13 aislamientos de levaduras obtenidos a partir de este
tipo de frutos y 2 de los aislamientos nativos mas efectivos frente a los patdgenos en
cerezas.

Se utilizaron, ademas, 2 levaduras biocontroladoras comerciales desarrolladas para el
control de patégenos poscosecha en manzanas y citricos (Yield Plus basada en
Cryptococcus albidus y Boni Protect, basada en Aureobasidium pullulans) y 2 levaduras
biocontroladoras utilizadas sobre patdgenos de pera (Pichia membranifaciens NPCC1250
y Vishniacozyma victoriae NPCC1263), patentadas por el grupo de trabajo de PROBIEN
(UNCo, Neuguen).

97



METODOS

1. Crecimiento y produccion de inoculo de los hongos patogenos y levaduras con
potencial biocontrolador

Los patdgenos M. piriformis y P. crustosum se hicieron crecer en APD, a partir de los
cultivos mantenidos en el cepario. Ambos hongos se incubaron en cdmara de cultivo
durante siete dias en oscuridad a 24°C. Las suspensiones de mitosporas de cada patégeno
se realizaron por raspado de la superficie de la colonia con un asa estéril en agua destilada
estéril (ADE) con 0.01% (v/v) de Tween 80%. Posteriormente se filtraron a través de
malla de tela estéril para eliminar restos de micelio. Las suspensiones se ajustaron de
acuerdo a su CIM, por recuento directo con cdmara de Neubauer al microscopio optico.

Las levaduras se hicieron crecer a partir de los cultivos conservados en GPY. Los
aislamientos en placas de Petri se incubaron en camaras de cultivo durante 72 h en
oscuridad a 15°C y 22°C (teniendo en cuenta su naturaleza psicrofila, analizada en el
Capitulo 2). Las suspensiones de células de levaduras se obtuvieron por raspado con un
asa estéril en tampon fosfato. Las suspensiones se ajustaron por recuento directo con

camara de Neubauer al microscopio dptico para obtener una concentracion de 108 cél/mL.

2. Biocontrol en frutas finas
2.1 Biocontrol en cerezas

Se emplearon frutas sanas esterilizadas superficialmente con hipoclorito de sodio (2%), a
las cuales se les provoco una herida artificial en la zona ecuatorial (de 3 mm de ancho x
3 mm de largo). Teniendo en cuenta lo reportado por Qin et al., (2004), se inocularon en
la herida 20 pL de cada levadura (1x108 cél/mL), luego de 2 hs se inocularon 10 pL de
los patogenos a la CIM (10 mitosporas/mL para P. crustosum y 10? mitosporas/mL para
M. piriformis). Como control negativo se inoculé agua destilada sola y como positivo se
inocularon los patdgenos solos. Con el fin de determinar si las levaduras podrian producir
sintomas similares a los causados por los patdgenos se inocularon heridas con las
levaduras solamente (Rist y Rosenberger 1995). Las frutas tratadas se colocaron en
bandejas de plastico de 100 mm x 150 mm x 50 mm dentro de bolsas de polipropileno
con cierre hermeético de 140 mm x 220 mm (Figura 26). Las frutas se conservaron a 0°C

por 30 dias y 3 dias a 22°C (condiciones de almacenamiento), y a 22°C por 7 dias
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(condiciones de comercializacion). Determino la virulencia (%) ocasionada por los
patdgenos en presencia de las levaduras a través de los pardmetros incidencia (% de
heridas enfermas) y severidad (didmetro de lesion) de la misma manera que en el Capitulo

1. Se realizaron tres réplicas para cada tratamiento con 10 frutas cada uno.

Figura 26. erezas san

colocadas en bandejas plasticas.

A partir de los resultados obtenidos en estos ensayos, las levaduras se clasificaron en tres
rangos definidos arbitrariamente dependiendo del desarrollo de los patdgenos, el cual fue

expresado como virulencia (%).

El grupo 1 comprende levaduras que tuvieron efecto biocontrolador bajo o nulo frente al
desarrollo de los patdgenos (virulencia entre el 76 y el 100%). El grupo 2 incluye a las
levaduras que mostraron efecto moderado frente al desarrollo de los hongos patdgenos
(virulencia de la enfermedad entre el 51-75%). Y por ultimo el grupo 3 incluye a las
levaduras que mostraron alto efecto de biocontrol sobre el desarrollo de los patégenos, en

estos casos la virulencia fue menor al 50%.

2.2 Biocontrol en frambuesas y zarzamoras

2.2.1 Ensayos de biocontrol con inoculacion de patdégenos

Se inocularon frutas sanas con suspensiones de cada levadura (1x108 cél/mL), por la
técnica de pulverizado con posterior inoculacion de 10 pL de los patogenos a la CIM.

Como control negativo se pulveriz6 agua destilada sola y como positivo se inocularon los
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patdgenos solos. Las frutas se conservaron a 0°C 6 dias y 1 dia a 22°C (condiciones de
almacenamiento), y a 8°C por 6 dias y 1 dia a 22°C (condiciones de comercializacion).
Las frutas tratadas se colocaron en bandejas de plastico de 100 mm x 150 mm x 50 mm
dentro de bolsas de polipropileno con cierre hermético de 140 mm x 220 mm. Se
determind la incidencia de pudriciones (% de frutas enfermas) para cada caso. Se

realizaron tres réplicas para cada tratamiento con 10 frutas cada una.

2.2.2 Ensayos de biocontrol sin inoculacion de patégenos: infeccion natural

Teniendo en cuenta que la fruta ya trae una carga de microorganismos de precosecha,
capaz de provocar una infeccién natural sobre la fruta, se realiz6 un ensayo en frambuesas
y zarzamoras, en el cual la fruta sana se inoculd con suspensiones de cada levadura (1x108
cél/mL). La inoculacion de las levaduras se realiz6 por la técnica de pulverizado sin
posterior inoculacion los patégenos. Como control negativo se pulveriz6 agua destilada
sola. Las frutas tratadas se colocaron en bandejas de plastico de 100 mm x 150 mm x 50
mm dentro de bolsas de polipropileno con cierre hermético de 140 mm x 220 mm. Las
frutas se conservaron a 0°C por 6 dias y 1 dia a 22°C (condiciones de almacenamiento),
y a 8°C por 6 dias y 1 dia a 22°C (condiciones de comercializacién). Se determind la
incidencia de pudriciones (% de frutas enfermas) para cada caso. Se realizaron tres

réplicas para cada tratamiento con 10 frutas cada una.

2.2.3 Identificacion de microorganismos aislados de la infeccion natural en frambuesas
y zarzamoras

Los hongos que se desarrollaron naturalmente en frambuesas y zarzamoras, se aislaron e
identificaron morfol6gicamente a nivel de género y especie (cuando fue posible) segln
sus caracteristicas macro y microscopicas a partir de cultivos en APD, y molecularmente

siguiendo la misma metodologia detallada en el Punto 4 del Capitulo 1.

3. Combinacién de levaduras: Co-inoculacion en cerezas

Con el fin de determinar si existe un sinergismo entre las levaduras que mostraron
capacidad biocontroladora en el ensayo de biocontrol en cerezas (Punto 2), se prepararon

soluciones con mezcla de dos levaduras diferentes en iguales proporciones para obtener
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una concentracion final de 1x10® cél/mL, de modo que fuera la misma concentracion
utilizada en los ensayos de biocontrol previos. Se emplearon frutas sanas, a las cuales se
les provocé una herida artificial (de 3 mm de ancho x 3 mm de largo). Se inocularon en
la herida 20 pL de la solucion de levaduras, con posterior inoculacion de 10 pL de los
patogenos (a la CIM). Como control negativo se inoculé agua destilada sola y como
positivo se inocularon los patdgenos solos. Las frutas tratadas se colocaron en bandejas
de pléastico de 100 mm x 150 mm x 50 mm dentro de bolsas de polipropileno con cierre
hermético de 140 mm x 220 mm. Las frutas se conservaron a 0°C por 30 dias y 3 dias a
22°C,ya22°C por 7 dias. Se determin la incidencia (% de heridas enfermas) y severidad
(didmetro de lesion) de pudriciones para cada caso. Se realizaron tres réplicas para cada
tratamiento con 10 frutas cada una. Los resultados fueron expresados como %Control, a

los fines de poder establecer relaciones con el Efecto esperado (Ee).

% Control = 100 % - | (%)

Donde:
% Control: Numero de frutos inoculados sanos.

I (%): Incidencia de la enfermedad

La formula de Limpel’s (Limpel et al., 1962, Richer 1987) adaptada fue utilizada para
determinar la presencia de interacciones sinérgicas o antagonistas entre las mezclas de

levaduras. La expresion es la siguiente:

X*y
100

Ee=x+y-

Donde:

Ee: efecto esperado de las respuestas aditivas del tratamiento de levadura 1 + levadura 2
sobre el control de un patégeno especifico.

x: Porcentaje de control de levadura 1

y: Porcentaje de control de levadura 2.

Se considerara que existe sinergia en la combinacién de dos levaduras, si la combinacién
de los dos agentes produce un control mayor que el Ee, en caso contrario ocurre

antagonismo entre las levaduras.
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4. Anélisis estadistico

Se realizé el analisis correspondiente de los datos obtenidos en los ensayos utilizando el
programa estadistico InfoStat version 2019p aplicando la prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis con comparacion de a pares, dado que no se cumplieron los supuestos

para utilizar andlisis de la varianza con el método de comparaciones multiples.

RESULTADOS

1. Biocontrol en fruta fina

1.1. Biocontrol en cerezas

En los ensayos de biocontrol se enfrentaron 56 aislamientos de levaduras, 52 nativos y 4
no nativos, a dos patdégenos (Penicillium crustosum ccCIEFAP491 y Mucor piriformis
ccCIEFAP501). Debido a que la temperatura de almacenamiento de poscosecha de estas
frutas es a 0°C durante un tiempo de hasta 45 dias, en este estudio, se utilizo el crecimiento
de las levaduras a esta temperatura tanto como criterio de seleccién de crecimiento
(Capitulo II), como también para evaluar su accion frente a los patégenos. También se
tuvo en cuenta la temperatura de comercializacién (22°C) a la que la fruta se encuentra
expuesta durante la venta en verdulerias, supermercados o durante la venta en la calle,
para evaluar el comportamiento de las levaduras psicrofilas potencialmente antagonistas

frente a los patdgenos en estas condiciones.

Los resultados del ensayo de biocontrol se presentan en las Figuras 27 y 28 y Anexos 4 'y
5. Por el volumen de datos obtenidos, los graficos muestran los resultados de los
enfrentamientos levadura-patdgeno en los que la virulencia de la enfermedad fue menor
a 100%.

Cuando las levaduras se enfrentaron a P. crustosum ccCIEFAP491 a 0°C y 22°C, el
50.9% (28) y el 65.45% (36) de los aislamientos tuvo un efecto biocontrolador menor al
24% (grupo 1) respectivamente. Al enfrentarlas a M. piriformis ccCIEFAP501 a 0°C y
22°C, el 60% (33) y el 65.45% (36) de los aislamientos se clasificd en el grupo 1

respectivamente.

El 27.47% (15) de las levaduras se clasifico dentro del grupo 2 cuando se enfrentaron a
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P. crustosum ccCIEFAP491 y la fruta se conservo a 22°C y el 14.54% (8) a 0°C. Al
enfrentarse a M. piriformis ccCIEFAP501 el 14.54% (8) de los aislamientos se clasifico
dentro del grupo 2 al conservar la fruta a 22°C y el 18.18% (10) al almacenarla a 0°C.

Al enfrentar a las levaduras a P. crustosum ccCIEFAP491, el 34.54% (19) y 7.27% (4)
de los aislamientos se clasificaron dentro del grupo 3 al conservar la fruta a 0°C y 22°C,
respectivamente. En los ensayos de biocontrol que se hicieron enfrentando las levaduras
a M. piriformis ccCIEFAP501, el 21.81% (12) y el 20% (11) de los aislamientos se
clasificaron dentro del grupo 3 cuando la fruta se conservé a 0°C y a 22°C,

respectivamente.

Si bien 28 aislamientos diferentes clasificaron en el grupo 3, por su efecto sobre P.
crustosum o M. piriformis, se consideraron levaduras con mayor potencial biocontrolador
a aquellas que lograron reducir (en un 50% o mas) una de las enfermedades en ambas
temperaturas o ambas enfermedades en alguna de las 2 temperaturas. Los 10 aislamientos
que mostraron mayor efecto biocontrolador se muestran con flechas rojas en las Figuras
27 y 28. Todas ellas mostraron diferencias significativas con respecto al control (P >
0.05). A partir de los datos presentados en los Anexos 4y 5, se puede observar, ademas,
que algunas de las levaduras seleccionadas logran reducir la virulencia porque tienen un
efecto sobre la severidad (didmetro de lesion) mas que sobre la incidencia, como es el
caso de V. victoriae ccSL30, F. stepposum ccSL614 Cy. capitatum ccSL1204 y Yield
Plus (Cryptococcus albidus) para P. crustosum a 0°C, N. adeliensis ccSL441, N. globosa
ccSL631, V. victoriae ccSL771, A. pullulans ccSL1141 tuvieron efecto sobre las dos
variables. Cuando la fruta se conservo a 22°C, N. adeliensis ccSL441 redujo tanto la
incidencia como la severidad, mientras que A. pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum

ccSL1204 redujeron la virulencia a través de una disminucion en el diametro de la lesion.

En el caso de las frutas en las que se enfrentaron las levaduras con M. piriformis (Anexo
5), las levaduras, N. adeliensis ccSL154, Meyerozyma guilliermondii ccSL199, N.
globosa ccSL631, V. victoriae ccSL771, T. pullulans ccSL899, A. pullulans ccSL1141,
redujeron la virulencia afectando tanto la severidad como la incidencia de la enfermedad

en ambas temperaturas.

Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, fue la uUnica levadura que mostré efecto
biocontrolador mayor al 50%, para los dos patdgenos en las dos temperaturas probadas.

En la Figura 29 se muestra el efecto de Cy. capitatum ccSL1204 frente a P. crustosum
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ccCIEFAP491.

Aureobasidium pullulans ccSL1141 fue capaz de reducir en méas del 75% de la virulencia
de P. crustosum en ambas temperaturas y mas del 50% del desarrollo de M. piriformis a

temperatura de comercializacion.

Naganishia adeliensis ccSL441 redujo la virulencia causada por P. crustosum en un
82.4% Yy 55.77% a 22°C y a 0°C, respectivamente.

Filobasidium. stepposum ccSL614 logro reducir mas del 50% de la enfermedad causada

por P. crustosum en ambas temperaturas.

Vishniacozyma victoriae ccSL30 redujo mas del 50% de la virulencia provocada por P.
crustosum a temperatura de comercializacion y redujo la enfermedad causada por M.

piriformis en un 91% a temperatura de almacenamiento.

Otro aislamiento de V. victoriae ccSL771 (pero proveniente de otro lugar de aislamiento,
ver Capitulo 2) redujo el 79.35% de la virulencia causada por P. crustosum a temperatura
de comercializacion y més del 59% de la enfermedad causada por M. piriformis a ambas

temperaturas.

Naganishia globosa ccSL631 pudo reducir la virulencia causada por P. crustosum en mas
del 73% a temperatura de comercializacion y en mas del 70% de la enfermedad causada

por M. piriformis en ambas temperaturas.

Tres levaduras lograron mayor control solo sobre la virulencia que causa Mucor
piriformis a ambas temperaturas, N. adeliensis ccSL154, Tausonia pullulans ccSL899 y
Meyerozyma guilliermondii ccSL199. El porcentaje de reduccion de la virulencia de la
primera fue del 78.3% y 55.6% cuando la fruta se almacen6 a 0°C y a 22°C,
respectivamente. La segunda, redujo el 94.56% a temperatura de comercializacion (22°C)
y 71.56% a temperatura de almacenamiento (0°C). Mientras que, M. guilliermondii
redujo la enfermedad en un 84% a temperatura de comercializacién y 96.66% a

temperatura de almacenamiento (Figura 29).

Yield Plus (Cryptococcus albidus) fue la Gnica levadura no nativa ubicada en el grupo 3.
Al aplicarla, la virulencia causada por M. piriformis en ambas temperaturas y de P.

crustosum a temperatura ambiente, fue menor al 50%.

Si bien se realizaron ensayos de biocontrol con levaduras de las mismas especies, se
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observo que los diferentes aislamientos tuvieron diferentes capacidades para enfrentar a
los patogenos. Esto puede observarse para la especie V. victoriae, los aislamientos
ccSL771 de proveniente de Trevelin, ccSL30 y ccSL501 de Gaiman y ccSL201 del
Paralelo 42°, clasificadas en el grupo 3 al enfrentarlos a P. crustosum y al conservar la
fruta a 0°C, mientras que bajo esas mismas condiciones, los aislamientos ccSL993 y
ccSL703 de Treveliny ccSL964 y ccSL427 del Paralelo 42° se clasificaron en el grupo 2
y NPCC1263 de Neuquén, ccSL305 de Gaiman y ccSL1109 del Paralelo 42° en el grupo
1 (Anexo 4).

105



CDEF

Fy
[§8]
=)
U
8]
ar
O ™
)
By e
7
a
fy o
48]
=)
v %
[
A
o o
7
)
Yo
a
8 &
A
3
U
&
y
7
)
oy
y
E »
O
—
5
o
O O
-
F )
g
A
S
a
i O
)
@)
m N
@)
[4a}
m
:
—
—
M

9

]

A o)
N
|
%

5| 2
A
> A
8
A
5 9
[43]
A
A
2o
=
. s
S ES e a

(o) erousuuA

£6671SID aDLIoIIIN A

.S067IS22 sisuatjapw ‘N

66871823 suvpnynd ‘[
QTLISI2 LWL M I
€0LISI9 aDLI0JIIA A
9691S22 aVISULLIDULLIUDAS D
6LOTSI2 wnivjdno 1)

$99 TSI 2VIULIBIN W
LSOTSID unnniutuouLiyful '
17971S92 »s0qo}3 "N
$1971S92 wnsoddais .
T0SIS22 sisualjopv ‘N
L0SISI2 avLioldIn A
T6VISID wnudvut o
IHHIS22 sisualjapn ‘N
PSTISO9 Sisualapp ‘N

uuouo,—&_Zom-wtt\\:\:& 14

Especies de levaduras

€OTTDDdN 2vLI0JIIN A
0STIDDAN SUaBfiuv.LquUUL
LIZIISID suv.eovut ‘K
LOTTISD vp13Ly W

90717 ISdd suvnynd ‘I

POTTISI2 unyvndno

CTPITISd suvpnynd 'y

6£017ISI2 vuUadyNsAvd o

€EOTIS suvynd ‘[

L QZOTISI Sun.ovU ‘KD

[#97IS99 LS00 Y

L¥9TISI9 vs0qo}3 ‘N

{ GHOTSI WNnjjod1aU3Ad ‘N

9E9TISOD suIsopIqIv "N
1£971S99 »s0qoI3 ‘N

[onuo)

106



124 DEFGHIJ
I GHIJ i

HI ABCDEFGHIJ
EFGHIJ
93

o
S T ABcoEFGHD CRERCE l PEESHI cpEpGHI
- ABCDEFGHL ¥ _CDEFGHII

ABCDEFGH J
l l SCDEFGEy ABCDEFG l

pCDEF G _ RBCDEFGHI
N ABCDEFGHI ABCDEFG ABCDEFG
ABCDE ABCD BCDEF

A

Virulencia (%)
(=}
~
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Control

V. victoriae ¢cSL263
N. globosa ccSL631
F. magnum ccSL16
V. victoriae ccSL30
V. victoriae ccSL166

A. pullulans ccSL256
N. albidosimilis ccSL636
F. wieringae ccSL752
A. pullulans ccSL1141
Cy. capitatum ccSL1204
V. victoriae NPCC1263
Cr. albidus—Yield plus
A. pullulans-BoniProtect
V. tephrensis ccSL21

N, adeliensis ccSL154
V. victoriae ccSL201

V. victoriae ccSL427

N, adeliensis ccSL441
F. magnum ccSL492

V. tephrensis ccSL498

V. victoriae ccSL501

N, adeliensis ccSL502
F. stepposum ccSL614

N. globosa ccSL621

F. wieringae ccSL665
Cy. capitatum ccSL679

V. victoriae ccSL703

H. wattica ccSL728

V. victoriae ccSL771

V. victoriae ccSL964

V. victoriae ccSL993

Especies de levaduras

Cy. infirmominiatum ccSL657

Figura 27. Virulencia ocasionada por Penicillium crustosum cuando se enfrentd a diferentes levaduras a A) temperatura de comercializacion (22°C) y B) temperatura
de almacenamiento (0°C). Las flechas rojas sefialan a las levaduras consideradas con mayor potencial biocontrolador. Letras iguales sobre las barras indican que no
son estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).
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Figura 28. Virulencia ocasionada por Mucor piriformis cuando se enfrent6 a diferentes levaduras a, A) temperatura de comercializacion (22°C) y B) temperatura
de almacenamiento (0°C). Las flechas rojas sefialan a las levaduras consideradas con mayor potencial biocontrolador. Letras iguales sobre las barras indican que

no son estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).
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Figura 29. Ensayos de biocontrol s

obre Cherries conservadas a temperatura ambiente: A)
cerezas inoculadas con P. crustosum ccCIEFAP491 (control positivo), B) cerezas
inoculadas con Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 y Penicillium crustosum
ccCIEFAP491, C) cerezas inoculadas con agua (control negativo); D) Mucor piriformis
ccCIEFAP501 (control positivo), E) cerezas inoculadas con Meyerozyma guilliermondii
ccSL199 y Mucor piriformis ccCIEFAP501, F) cerezas inoculadas con agua (control

negativo).

1.2. Biocontrol en frambuesas y zarzamoras

1.2.1 Ensayos de biocontrol con inoculacion de patégenos

Se probo la capacidad biocontroladora sobre los patogenos seleccionados en el Capitulo
1 (Mucor piriformis y Penicillium crustosum), de trece aislamientos levaduras nativas
aisladas a partir de frambuesas y zarzamoras, (Aureobasidium pullulans ccSL256,
Naganishia albidosimilis ccSL636, Naganishia antarcticus ccSL619, Filobasidium
stepposum ccSL614, Vishniacozyma victoriae ccSL201, Holtermanniella wattica
ccSL728, Filobasidium wieringae ccSL665, Cystofilobasidium capitatum ccSL679,
Cystofilobasidium infirmominiatum ccSL657, Meyerozyma guilliermondii ccSL199,
Naganishia globosa ccSL631, Rhodosporidiobolus colostri ccSL646, Curvibasidium
cygneicollum ccSL645), de 2 levaduras nativas eficaces sobre los patdgenos de cerezas
(Aureobasidium pullulans ccSL1141 y Cystofilobasidium capitatum ccSL1204), de 2
levaduras comerciales (Yield Plus y Boni Protect), y de 2 levaduras biocontroladoras

probadas frente a patdégenos de pera (NPCC1250 Pichia membranifaciens y NPCC1263
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Vishniacozyma victoriae). Los resultados de este ensayo no mostraron efecto
biocontrolador de las levaduras sobre el desarrollo de los hongos, ademés mostraron que
la fruta al ser dejada durante 7 dias a 22°C se degrada rdpidamente de manera que no se
puede apreciar el efecto de los diferentes tratamientos probados y que la fruta contiene
una carga natural de patogenos diferente a los inoculados. Esto puede observarse en la
Figura 30, donde por ejemplo en 30A donde se inoculd P. crustosum, se desarrollo
naturalmente M. piriformis. Por este motivo, se definio redisefiar el ensayo para evaluar

infeccion natural como se muestra en el punto siguiente.

A

—

Figura 30. Ensayos de biocontrol sobre Berries A) frambuesas inoculadas con
Aureobasidium pullulans SL256 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491, infectadas
naturalmente con Mucor piriformis (se indica con la flecha negra); B) frambuesas
inoculadas con ccSL647 y Mucor piriformis ccCIEFAP501, infectadas naturalmente con
Penicillium crustosum (se indica con la flecha negra); C) zarzamoras inoculadas con
NPCC1250 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491 infectadas naturalmente Botrytis
cinerea (se indica con la flecha negra); D) zarzamoras inoculadas con Aureobasidium
pullulans ccSL256 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491, infectadas naturalmente con

Mucor piriformis (se indica con la flecha negra).
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1.2.2 Ensayos de biocontrol sin inoculacion de patégenos: infeccion natural

Sobre frambuesas y zarzamoras sanas se evalud la capacidad biocontroladora de las
mismas levaduras detalladas en la seccion anterior. Los resultados del biocontrol con la
aplicacion de las levaduras se muestran en la Tabla 8.

Los resultados de este ensayo muestran que mas del 70% de las frambuesas y zarzamoras
trae una carga natural de patdgenos capaces de desarrollarse cuando la fruta se encuentra
a 8°C (temperatura de heladera). Mientras que, cuando la fruta se encuentra a 0°C los
patdgenos son capaces de desarrollarse en el 50% de la fruta. Dichos patdgenos, fueron
identificados morfolégica y molecularmente como Mucor piriformis, Penicillium
crustosum y Botrytis cinerea.

En la Tabla 8 se puede observar que, el 76.4% (13) y el 64.7% (11) de los aislamientos
presentaron diferencias significativas con respecto al control cuando se aplicaron en
frambuesas que se conservaron a 8°C y a 0°C, respectivamente. Cuando las levaduras se
aplicaron en zarzamoras, el 35.3% (6) y el 11.76% (2) de los aislamientos presentaron
diferencias significativas con respecto al control cuando se aplicaron en frambuesas que
se conservaron a 8°C y a 0°C, respectivamente. Incluso en presencia de 3 levaduras
nativas y 1 comercial (Rhodosporidiobolus colostri ccSL646, Filobasidium wieringae
ccSL665, Holtermanniella wattica ccSL728 y Cryptococcus albidus Yield Plus) no hubo
desarrollo de patdgenos en ninguna de las dos temperaturas (Figura 31).

En presencia de las levaduras comerciales Boni Protect y Yield Plus y las levaduras
biocontroladoras de los patdgenos de pera, el desarrollo de patégenos en frambuesas,
tanto a 8°C como a 0°C, fue igual o menor al 10%.

Por su parte, para las zarzamoras, la incidencia natural de patdgenos en ausencia de las
levaduras (control) en estas frutas fue el 6 y el 10% mas alto que en frambuesas, a 0°C y
a 8°C, respectivamente.

No hubo incidencia en estas frutas, en presencia de las levaduras Rhodosporidiobolus
colostri ccSL646 y Aureobasidium pullulans ccSL1141 cuando la fruta se conservé a 8°C
y en presencia de Vishniacozyma victoriae ccSL201 cuando se almacend a 0°C. La
incidencia fue menor al 10% en presencia de Curvibasidium cygneicollum ccSL645 a
0°C. En comparacién con lo ocurrido con las frambuesas, la incidencia de enfermedades
en zarzamoras fue menor, a ambas temperaturas en fruta inoculada con Aureobasidium

pullulans ccSL256 y V. victoriae ccSL201, pero las diferencias no fueron significativas
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(Figura 32).

Tanto en frambuesas como en zarzamoras, el desarrollo de patdgenos fue igual a cero en
presencia de las levaduras A. pullulans ccSL1141 (aislada de cerezas) y
Rhodosporidiobolus colostri ccSL646 (aislada de zarzamora) cuando la temperatura de

conservacion fue de 8°C (Tabla 8 y Figura 32).

Tabla 8. Incidencia de las enfermedades causadas por patdégenos desarrollados

naturalmente en frambuesas y zarzamoras inoculadas con levaduras

Incidencia (%) en frambuesas

Incidencia (%) en zarzamoras

Levadura T8°C T0°C T 8°C T0°C
Aureobasidium pullulans* ccSL256 30+17.3 ABC 63.3x21.8c 26.6%6.6 A 30+0 abc
Naganishia albidosimilis ccSL636 13.3£13.3 AB  30+5.7 abc 43.3+12 ABCD 300 abc
Naganishia antarcticus ccSL619 3.313.3A 13.318.8ab  53.3+6.6 ABCD 36.6+3.3 abcd
Filobasidium stepposum ccSL614 30+15.2 ABC 20+10ab 36.6+3.3 ABCD 20+5.7 abc
Vishniacozyma victoriae ccSL201 33.3+12 ABC 10+10ab 26.6£3.3 A Oa
Holtermanniella wattica ccSL728 0A O0a 46.6+12 ABCD  33.3+12 abcd
Filobasidium wieringae ccSL665 0A Oa 46.6+6.6 ABCD 30+5.7 abc
Cystofilobasidium capitatum ccSL679 13.3t6.6 AB 0Oa 43.3:3.3 ABCD 36.6+3.3 abcd
Cystofilobasidium infirmominiatum ccSL657 60+5.7 BC 6.6£6.6 a 36.6+18.5 ABCD 33.3£3.3 abcd
Meyerozyma guilliermondii ccSL199 23.3x145AB 4.3t29a 56.6+18.5 ABCD 13.3+8.8 ab
Naganishia globosa ccSL631 30+11.5 ABC 3.3+3.3a 66.6+8.8 BCD 43.3+12 abcd
Rhodosporidiobolus colostri ccSL646 0A Oa 0A 43.3+3.3 abcd
Curvibasidium cygneicollum ccSL645 40+115ABC Oa 46.6+8.8 ABCD 6.6+3.3b
Aureobasidium pullulans* ccSL1141 0A 50+10 be 0A 60+11.5cd
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 13.3+t8.8 AB  23.3i+6.6abc 13.3+3.3 AB 23.3+3.3 abc
Pichia membranifaciens NPCC1250 3.3t3.3 A O0a 43.3+12 ABCD  36.6+17.6 abcd
Vishniacozyma victoriae NPCC1263 0A 10+10 ab 60+5.7 BCD 63.3+13.3 cd
BP Aureobasidium pullulans 3.313.3A 6.6+6.6 a 20+£3.3 ABC 63.3£3.3 cd
YP Cryptococcus albidus 0A Oa 76.6+12 CD 76.6x12 d
Control 73.313.3C 50+5.7 bc 83.3116.6 D 56.6+3.3 bcd

T=temperatura. *=Yeast-like. BP= Boni Protect. YP=Yield Plus. Los analisis estadisticos
se realizaron por temperatura no entre ellas (letras en mayusculas indican los anélisis para
8°C y en minuscula para 0°C). Letras iguales en la misma columna indican que no son

estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).

En este ensayo también pudo observarse que diferentes aislamientos de la misma especie
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tuvieron diferentes capacidades para enfrentar a los patdgenos. Esto puede observarse
entre los aislamientos Cystofilobasidium capitatum ccSL679 proveniente del Paralelo 42°
y ccSL1204 proveniente de Trevelin (Tabla 8 y Figura 32).

W \
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i

Figura 31. Ensayo de biocontrol sobre infeccion natural de patégenos de poscosecha de
Berries conservadas a 8°C: A) frambuesas sin inocular (control positivo), B) frambuesas

inoculadas con H. wattica ccSL728, C) frambuesas inoculadas con Yield Plus.
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Figura 32. Comparacidn de la infeccion natural de patégenos en frambuesas y zarzamoras inoculadas
con levaduras conservadas a dos temperaturas A) 8°C y B) 0°C. Las flechas rojas sefialan a las
levaduras consideradas con mayor potencial biocontrolador. Letras iguales sobre las barras indican

gue no son estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).

2. Combinacion de levaduras: Co-inoculacion en cerezas

Se realizaron mezclas con 11 levaduras de a pares resultando en 55 combinaciones. Las
levaduras utilizadas para realizar las combinaciones fueron 10 nativas, Vishniacozyma
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victoriae ccSL30, N. adeliensis ccSL154, Meyerozyma guilliermondii ccSL199, N.
adeliensis ccSL441, Filobasidium stepposum ccSL614, Naganishia globosa ccSL631, V.
victoriae ccSL771, Guehomyces pullulans ccSL899, Aureobasidium pullulans
ccSL1141, Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 y una comercial, Cryptococcus
albidus, Yield Plus. Las mismas fueron seleccionadas sobre las que mostraron
previamente capacidad biocontroladora en el ensayo de biocontrol en cerezas sobre
Penicillium crustosum y Mucor piriformis (Punto 1 de Resultados).

En la mayoria de los casos, el porcentaje experimental obtenido de las distintas
combinaciones de levaduras fue menor que el Ee (Tabla 9)

Por la cantidad de datos obtenidos, para mayor claridad, los graficos (Figuras 33 y 34)
solo muestran los datos de aquellas combinaciones de levaduras en las que la virulencia
fue menor a 100%.

Para Penicillium crustosum a 22°C (temperatura de comercializacion) las combinaciones
de levaduras a través de las que se obtuvieron una menor virulencia fueron M.
guilliermondii ccSL199*N. adeliensis ccSL441 y N. globosa ccSL631*Cy. capitatum
ccSL1204, tal como se puede observar en la Tabla 9 y la Figura 33A. Para la primera
combinacion, el efecto obtenido fue de 13.3%, menor al Ee que era de 66.6%. Para la
segunda combinacién, el efecto experimental observado fue del 30% mientras que el
efecto esperado era del 6.6% (Tabla 9). Es importante resaltar que los resultados
obtenidos con estas combinaciones de levaduras no mostraron una accion
significativamente mayor frente a P. crustosum que la que mostraron las levaduras Cy.

capitatum ccSL1204 y M. guilliermondii ccSL199 por separado (Figura 33A).

Al conservar las frutas inoculadas a temperatura de almacenamiento (0°C) las
combinaciones de levaduras que mostraron menor virulencia fueron V. victoriae
ccSL30*F. stepposum ccSL614, M. guilliermondii ccSL199* F. stepposum ccSL614, M.
guilliermondii ccSL199*T. pullulans ccSL899 y F. stepposum ccSL614*T. pullulans
ccSL899 (Figura 33B). Ninguna estas combinaciones tuvieron un efecto observado
mayor al Ee al enfrentarlas a P. crustosum (Tabla 9). Los efectos de estas combinaciones
de levaduras no fueron significativamente mayores frente a P. crustosum que la que

mostraron las levaduras por separado (Figura 33B).
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Figura 33. Virulencia en fruta conservada A) a 22°C y B) a 0°C, inoculada con diferentes combinaciones de levaduras y P. crustosum. Las flechas

rojas sefialan las combinaciones de levaduras con mayor potencial biocontrolador. Letras iguales sobre las barras indican que no son

estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).
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Figura 34. Virulencia en fruta conservada A) a 22°C y B) a 0°C, inoculada con diferentes combinaciones de levaduras y M. piriformis. Las flechas

rojas sefialan las combinaciones de levaduras con mayor potencial biocontrolador. Letras iguales sobre las barras indican que no son

estadisticamente diferentes de acuerdo al Test Kruskal Wallis (P > 0.05).
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Cuando la fruta inoculada se mantuvo temperatura de comercializacion (22°C), pero las
combinaciones se enfrentaron a M. piriformis, las que redujeron en mayor medida la
virulencia fueron M. guilliermondii ccSL199*N. adeliensis ccSL441 y N. adeliensis
ccSL441*T. pullulans ccSL899. Los resultados de estas combinaciones fueron mejores
que los obtenidos con las levaduras por separado, pero las diferencias no fueron
significativas (Figura 34A). Los efectos obtenidos con M. guilliermondii ccSL199*N.
adeliensis ccSL441, 36.6%, y N. adeliensis ccSL441*T. pullulans ccSL899, 26.6%,
fueron mayores que los esperados, 20 y 13.3% respectivamente (Tabla 9).

En cambio, cuando las mezclas de levaduras se enfrentaron a M. piriformis, pero la fruta
se mantuvo a temperatura de almacenamiento (0°C), las mejores combinaciones fueron
las de V. victoriae ccSL30*M. guilliermondii ccSL199 y M. guilliermondii ccSL199*F.
stepposum ccSL614. La segunda fue la que mostré una menor virulencia en la fruta
inoculada (Figura 34B) y los resultados obtenidos con esta combinacion fueron mejores
que los obtenidos con las levaduras por separado, aunque las diferencias no fueron
significativas. Ademas, el efecto experimental observado de la combinacion M.
guilliermondii ccSL199*F. stepposum ccSL614, fue de 66.6%, mayor al Ee (que era del
59. 98%) (Tabla 9).
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Tabla 9. Efecto antagdnico de distintas levaduras combinadas en sobre la virulencia de P. crustosum y M. piriformis a dos temperaturas diferentes.

Penicillium crustosum

Mucor piriformis

22°C 0°C 22°C 0°C
Cc

Tratamiento C (%) Ee V (%) (%) Ee V (%) C (%) Ee V (%) C (%) Ee V (%)
CONTROL 0 1000 100+0 100+0 100+0

V. victoriae ccSL30 26.66 21.15+15.14 60 42+35.51 13.3 66.83+29.88 60 22.15+14.92
N. adeliensis ccSL154 0 75.09+18.75 6.66 44.25+6.18 | 6.6 51+39.77 10 40.67+8.08
M. guilliermondii ccSL199 60 12+13.23 36.6 20.75+19.23 | 20 65.06+36.08 33.3 37.33+£23.75
N. adeliensis ccSL441 13.3 34.61+£29.95 0 41.67£7.22 |0 90+8.66 43.3 25.64+31.16
F. stepposum ccSL614 13.33 47.83129.9 36.6 17.25+4.68 |6.6 80.5+18.19 40 34.46+25.43
N. globosa ccSL631 0 72.73+0 0 62.5+0 0 1000 0 92.31+53.29
A. pullulans ccSL771 0 54,550 6.6 71.67+£27.42 |0 100+0 0 98.46+2.66
T. pullulans ccSL899 6.66 59.64+22.67 0 31.67+£11.55|13.3 72.67£2419 0 63.59+8.88
A. pullulans ccSL1141 0 45+12.46 0 27.92+2.82 |3.3 81.08+17.65 10 94.36+9.77
Cy. capitatum ccSL1204 6,66 25.52+6.43 0 19.17+3.15 |3.3 50.17£1196 13.3 68.76+36.66
Yield Plus 0 65.15¢591 O 75.0£0 6.6 87.33x1 0 100+0

V. victoriae ccSL30*N. adeliensis ccSL154 0 26.66 1000 0 62.64 1000 0 18.14 1000 0 64 10040

V. victoriae ccSL30*M. guilliermondii ccSL199 |10 70.66 40.86+15.25 10 58 61.25+50.36 | 0 30.64 10040 40 73.32 29.33+25.7
V. victoriae ccSL30*N. adeliensis ccSL 441 10 38.87 45.27+#8.78 0 30 54.58+14.81|0 13.3 91.67+14.43 16.66 77.32 61.54+48.04
V. victoriae ccSL30*F. stepposum ccSL614 0 36.43 63.64+0 0 58 43.75+1.25 |13.3  19.02 77.02+2521 O 76 77.44+2231
V. victoriae ccSL30* N. globosa ccSL631 0 26.66 100%0 0 30 10040 0 13.3 1000 0 60 10040
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V. victoriae ccSL30* A. pullulans ccSL771

V. victoriae ccSL30*T. pullulans ccSL899

V. victoriae ccSL 30*A. pullulans ccSL1141

V. victoriae ccSL30*Cy. capitatum ccSL1204
V. victoriae ccSL30*Yield Plus

N. adeliensis ccSL154*M. guilliermondii ccSL199
N. adeliensis ccSL154*N. adeliensis ccSL441
N. adeliensis ccSL154*F. stepposum ccSL614
N. adeliensis ccSL154*N. globosa ccSL631

N. adeliensis ccSL154*A. pullulans ccSL771

N. adeliensis ccSL154*T. pullulans ccSL899

N. adeliensis ccSL154*A. pullulans ccSL1141
N. adeliensis ccSL154*Cy. capitatum ccSL1204
N. adeliensis ccSL154*Yield Plus

M. guilliermondii ccSL199*N. adeliensis ccSL441
M. guilliermondii ccSL199-F. stepposum ccSL614
M. guilliermondii ccSL199-N. globosa ccSL631
M. guilliermondii ccSL199- A. pullulans ccSL771
M. guilliermondii ccSL199-T. pullulans ccSL899
M. guilliermondii ccSL199-A. pullulans ccSL1141
M

guilliermondii ~ ¢ccSL199-Cy.

ccSL1204
M. guilliermondii ccSL199-Yield Plus

capitatum

w
w

6.6
6.6

13.33
10

0

0
6.66
0

26.66
31.54
26.66
31.54
26.66
60
13.3
13.3

6.6

6.6

66.66
65.33
60
60
62.66
60

62.66
60

1000 0
52.82+52 20
100+0 0
1000 0
1000 0
1000 0
1000 0
100+0 0
100+0 0
1000 0
100+0 0
75.15+10.01 O
81.82+18.18 0
100+0 0
32.64+13.64 0
41.94+13.24 10
1000 0
1000 0
46.18+5.71 6.66
100+0 0
100+0 0
1000 0
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34.62
30
30
30
30
40.78
6.6
40.76
6.6
12.76
6.6
6.6
6.6
6.6
40
64
40
43.96
40
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de almacenamiento. +: desvio estandar
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DISCUSION

En esta Tesis se evalud la eficacia biocontroladora de levaduras a dos temperaturas en las que se
encuentra la fruta desde la cosecha hasta el consumo. A partir de esta evaluacion se seleccionaron
diez aislamientos nativos consideraron como los més prometedores para el control de los
patdgenos de poscosecha P. crustosum ccCIEFAP491 y M. piriformis ccCIEFAP501: Naganishia
adeliensis ccSL154 y ccSL441, Vishniacozyma victoriae ccSL30 y ccSL771, Aureobasidium
pullulans ccSL1141, Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, Meyerozyma guilliermondii
ccSL199, Naganishia globosa ccSL631, Filobasidium stepposum ccSL614, Tausonia pullulans
ccSL899.

En los ensayos in vivo de cerezas, se probaron 56 levaduras frente a los patdgenos de poscosecha
Penicillium crustosum y Mucor piriformis, 52 de esos aislamientos se obtuvieron a partir de fruta
de los sitios de estudio, mientras que dos corresponden a levaduras biocontroladoras comerciales
y dos a levaduras patentadas para el control de enfermedades de pera en Neuquén. Los resultados
de estos ensayos de biocontrol obtenidos en esta Tesis indican que existen aislamientos de
levaduras nativos capaces de reducir el crecimiento de P. crustosum y M. piriformis, y que,
ademas, existen levaduras presentes naturalmente en la fruta de la region con potencial
biocontrolador que pueden controlar los patdgenos de cereza en mayor o igual medida que las
levaduras comerciales. Esto indicaria que los aislamientos nativos poseen mejor adaptacion al
ambiente y/o al sustrato, y que la estrategia de seleccion ha sido adecuada, ya que la fuente de
antagonistas fueron sustratos especificos (frutos de Cherries y Berries) y las temperaturas
analizadas fueron condiciones de almacenamiento (0°C) y de comercializacién (22°C). Pérez et
al., (2016), Grzegorczyk et al., (2017) y Lutz et al., (2012) obtuvieron resultados similares con
levaduras nativas para el control biol6gico de los patdégenos de poscosecha Penicillium spp. en
limones, Monilinia spp. en frutas de carozo y B. cinerea y P. expansum en pera, respectivamente.
Entre los requisitos que deben cumplir los ACBs se incluyen que deben ser efectivos frente a un
amplio rango de patégenos y sobrevivir a diferentes condiciones ambientales, como la
temperatura (Barkai-Golan 2001, Liu et al., 2013). Teniendo en cuenta los efectos que tuvieron
las levaduras sobre los patdgenos a las temperaturas probadas, se seleccionaron diez aislamientos
de levaduras nativas y una levadura comercial como las mas prometedoras como potenciales
agentes biocontroladores frente a una de las enfermedades regionales (P. crustosum o M.

piriformis). La seleccidn se basé en la capacidad de estos aislamientos de controlar, al menos, a
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una de las enfermedades a ambas temperaturas o por su potencial para controlar ambas
enfermedades, al menos, a una de las temperaturas probadas (22°C, temperatura de
comercializacion o 0°C, temperatura de almacenamiento). Esto da cuenta de la importancia de
conocer la diversidad de levaduras y de probar agentes antagonistas nativos sobre los patdgenos
regionales, ya que estos mostraron mejores efectos que los antagonistas no nativos.

Aureobasidium pullulans es un hongo que tiene una gran plasticidad fenotipica y, dependiendo
del medio ambiente, puede cambiar el crecimiento de la levadura a la forma micelial, asi como el
color y la morfologia de la colonia (Zalar et al., 2008). Es, ademas, un agente de biocontrol de
patdgenos poscosecha de frutas reconocido en diferentes paises. El interés sobre sobre el uso de
A. pullulans comenzo6 en los afios 90 (Falconi y Mendgen 1994), a partir de alli ha sido muy
prolifera la caracterizacion de cepas con potencial biocontrolador de patégenos de poscosecha,
entre los cuales se ha reportado como biocontrolador de Botrytis cinerea y Monilinia laxa en
cerezas (Schena et al., 2003, Ippolito et al., 2005, Mari et al., 2012). Uno de los productos llego a
comercializarse bajo el nombre de Boni Protect y se desarrolld a partir de dos cepas de A.
pullulans, para el control de enfermedades causadas por P. expansum, B. cinerea y Monilinia sp.
en manzanas (Weis et al., 2006). Actualmente, se siguen probando diferentes cepas de A. pullulans
para el control del desarrollo de Monilinia en frutos de carozo, damasco, durazno y cereza (Di
Francesco et al., 2020). En esta Tesis se probd el producto comercial antes mencionado, Boni
Protect, pero no mostré poder biocontrolador sobre los patdgenos de poscosecha probados en este
trabajo, aportando asi informacidn nueva acerca de la accion de este producto frente a patdégenos
y sobre frutas diferentes para los cuales fue formulado. Una de las cepas nativas de A. pullulans
SL1141, logré controlar el desarrollo de las enfermedades causadas por P. crustosum y M.
piriformis. A diferencia de Boni Protect, A. pullulans SL1141, probablemente esté adaptada para
sobrevivir y crecer sobre el hospedante aplicado (cerezas), en las temperaturas probadas (0°C y
22°C) pudiendo ejercer ademas su accion biocontroladora sobre los patdgenos de poscosecha con
los que se encuentra habitualmente en la naturaleza. Vishniacozyma victoriae ha sido aislada,
identificada y caracterizada como ACB en condiciones similares a las de este trabajo en Patagonia
por Lutz et al., (2012, 2013, 2020) y Gramisci et al., (2018) para el control de patégenos de
poscosecha de pera. La cepa caracterizada por ese grupo de trabajo es una de las levaduras no
nativas que fueron testeadas en los ensayos realizados para esta Tesis y se repitié lo reportado
para A. pullulans, la cepa nativa V. victoriae ccSL30 mostrdO mejores resultados que la cepa
NPCC1263 proveniente de Neuquén. Estos resultados refuerzan la teoria de que la mejor

estrategia para el establecimiento de un programa de control biol6égico consiste en la utilizacion
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de interacciones ecoldgicas que ya existen en la naturaleza, incluidas las interacciones entre las
frutas, los microorganismos (ACB y patdgenos) y los rangos de temperatura en los que deberan
ejercer el efecto biocontrolador (Pimenta et al., 2009, Lutz et al., 2012).

Existen numerosos trabajos en distintos lugares del mundo en los cuales géneros de levaduras
como Cryptoccocus y Cystofilobasidium son utilizados como agentes de biocontrol de patdgenos
de poscosecha de fruta fina (Tian et al., 2004b, Qin et al., 2004, Spotts et al., 2009). Cryptoccocus
sptepposus y Cystofilobasidium capitatum son especies de levaduras psicréfilas, que se han sido
aisladas del suelo de bosques patagonicos y Naganishia globosa y Tausonia pullulans de suelos
de Antartida, que han utilizado con fines biotecnoldgicos por sus capacidades enzimaticas a bajas
temperaturas (Nakagawa et al., 2002, Mestre et al., 2014, Libkind et al., 2016, Bialkowska et al.,
2017, Martorell et al., 2017, Kuddus 2018). Este trabajo aporta significativa informacion acerca
de estas especies, ya que representa el primer registro de las mismas como potenciales agentes de
biocontrol de patdgenos de poscosecha en fruta.

Meyerozyma guilliermondii ha sido caracterizada previamente como ACB para el control de
patdgenos de poscosecha como P. italicum y P. expansum en citricos y peras y B. cinerea y uvas
(Arras et al., 1998, Lahlali et al., 2011b, Zhao et al., 2020). La especie Naganishia adeliensis
reportada aqui con potencial para ser utilizada como ACB de patdgenos de poscosecha, ha sido
identificada como posible agente de control bioldgico de los patdgenos de poscosecha Alternaria
spp. y Fusarium spp. en rabanos (Chen et al., 2012). Este es el primer trabajo que reporta estas
especies como potenciales ACB para el control de P. crustosum y M. piriformis.

Aunque es poco lo que se conoce acerca de la investigacion y desarrollo de Yield Plus, basado en
Cr. albidus (Janisiewicz y Korsten, 2002), se sabe que ha sido efectivo frente a Botrytis,
Penicillium y Mucor en frutas de pepita (Spadaro y Droby et al., 2016). Este estudio muestra que
Cryptoccocus albudis podria ser un ACB eficaz de los patdgenos de poscosecha P. crustosum y
M. piriformis en cerezas.

En este trabajo se ha seguido la metodologia de Qin et al., (2004) para el desarrollo de los ensayos
de biocontrol, que es similar a la utilizada en una gran variedad de trabajos, la que consiste en
provocar una herida en la fruta para luego inocular los microorganismos a testear. Las pruebas
realizadas en frambuesas y zarzamoras pusieron de manifiesto la necesidad de mejorar la
estrategia para estos tipos de fruta. Debido a las caracteristicas de estas frutas durante la
poscosecha, el cambio en la textura por la hidrolisis de almidones y pectinas, la reduccion del
contenido de fibra y por los procesos degradativos de las paredes celulares, las frutas se tornan

mas blandas y mas susceptibles de ser dafiadas y atacadas por patdgenos durante la poscosecha
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(Villegas y Albarracin 2016). En esta Tesis se desarroll6 una metodologia mas apropiada para
evitar provocar heridas en las frutas y para testear los efectos de las levaduras sobre la carga
natural de patdgenos que tienen las frambuesas y zarzamoras.

Dadas las caracteristicas y dificultades de las frambuesas y zarzamoras, se seleccion6 un nimero
menor de levaduras para ser testeadas, dando prioridad a las que se aislaron de esos tipos de frutas.
M. guilliermondii ccSL199 y N. globosa ccSL631, A. pullulans ccSL1141, Cy. capitatum
ccSL1024 también fueron efectivos para controlar los patégenos que afectan a las frambuesas y
zarzamoras, lo que convierte a estos aislamientos méas prometedores como potenciales ACB.
Durante la realizacién de los ensayos de biocontrol sobre frambuesas y zarzamoras se detecto e
identifico una alta incidencia natural de las enfermedades causadas por P. crustosum, M.
piriformisy B. cinerea, lo que indica que estas frutas traen un alto nivel de in6culo desde el campo.
La falta de saneamiento en las plantaciones, eliminando hojas y restos vegetales secos y podridos
pueden ser factores que determinen una alta incidencia de enfermedades de poscosecha (Madrid
y Beaudry 2020)

Para estos tipos de frutas, las levaduras no nativas Pichia membranifaciens NPCC1250,
Vishniacozyma victoriae NPCC1263, también mostraron la capacidad de controlar el desarrollo
de los patégenos de poscosecha P. crustosum, B. cinerea y M. piriformis. Estos resultados indican
que estos ACB, seleccionados para el control de patdgenos de poscosecha de peras (Lutz et al.,
2013, 2020, Gramisci et al., 2018), pueden ser potenciales antagonistas de los patégenos que se
desarrollan en frambuesas y zarzamoras, ampliando asi su rango de aplicacion.

En cuanto a la aplicacion de mezclas de levaduras, si bien hay investigaciones recientes que
indican que puede mejorar la eficacia del espectro de actividad y efectividad contra patégenos de
poscosecha en diferentes frutas (Panebianco et al., 2015, Sylla et al., 2015, Rivas-Garcia et al.,
2019), las pruebas realizadas en esta Tesis mostraron que, en las condiciones probadas, las
combinaciones de levaduras no mejoraron la actividad que presentan las levaduras por separado.
Estos resultados diferenciales entre el efecto de las levaduras por separado y las combinaciones
de levaduras podria estar relacionado con los mecanismos utilizados por cada una para su accion
antagoénica, es decir que las levaduras competirian entre ellas en lugar de ejercer sinergia. El
estudio de los mecanismos de accion de cada levadura antagénica podria ofrecer informacion
importante que permita evaluar combinaciones de levaduras que no compitan entre ellas por
nutrientes, espacio, etc (Guetsky et al., 2001). Otros factores que podrian haber influido en la falta
de éxito de las combinaciones de levaduras probadas son, por un lado, los diferentes tiempos de

crecimiento de las diferentes levaduras y por otro, la evaluacion de diferentes proporciones en las
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combinaciones de levaduras (Guetsky et al., 2001, Lutz 2015, Spadaro y Droby 2016). La
levadura Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 ha sido evaluada en combinacion con
compuestos como cloruro de Calcio, quitosano y BTH (acibenzolar-S-metilo), mostrando un
mejoramiento en la actividad biocontroladora en combinacion con el BTH (Antieco et al., 2018,
Amaturi et al., 2018).

De este modo, este Capitulo aporta informacién novedosa acerca de levaduras nativas/ indigenas
con potencial como ACB, tanto de especies que aun no se habian reportado como potencialmente
biocontroladoras como de especies ya probadas como antagonistas de patdégenos de poscosecha
en otras frutas o frente a otros patdgenos. También aporta informacion acerca del efecto
biocontrolador de dos productos comerciales y dos levaduras biocontralodoras de patdgenos de
pera, sobre patdgenos de fruta fina. Ademas, pone en evidencia la importancia y necesidad de
aislar y seleccionar levaduras nativas potencialmente antagonistas adaptadas al frio y aisladas a
partir de las frutas en las que deberan ejercer su accién. Con respecto de los mecanismos de accion,
estos seran evaluados para los 10 aislamientos seleccionados aqui en el Capitulo V.
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CAPITULO 1V

CARACTERIZACION DE LOS
MECANISMOS DE ACCION
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INTRODUCCION

Los sistemas de biocontrol se analizan y estudian principalmente de una manera centrada en
especies/aislamientos: se prueban diferentes especies/aislamientos contra el patdgeno objetivo y
se estudia el organismo con mayor potencial biocontrolador. Sin embargo, para una aplicacion
exitosa de los ACB, primero tenemos que comprender los mecanismos que les confieren la
actividad de biocontrol (Droby y Chalutz 1994; Spadaro y Droby 2016).

Los sistemas de control bioldgico poscosecha son complejos y dinamicos, y estan influenciados
por una variedad de parametros (Liu et al., 2013). El ambiente de poscosecha ha sido considerado
propicio para la aplicacion exitosa de este tipo de manejo ya que las heridas producidas durante
la cosecha y el transporte pueden ser protegidas de los patdégenos aplicando al ACB directamente
al sitio de infeccion y al ser la poscosecha un ambiente controlado por el hombre, mantiene sus
parametros conocidos y constantes, lo que permite seleccionar ACB que sean aptos para crecer y
actuar en este ambiente invariable (Di Francesco et al., 2016). Resulta necesario entonces, conocer
los mecanismos de accion involucrados en la inhibicion de la infeccion y el desarrollo del o los
patdgenos que operan en un sistema tritréfico de interaccion hospedador-patdégeno-antagonista
(Spadaro y Droby, 2016). El conocimiento de los modos de accién de los ACBs es esencial para
mejorar su viabilidad y aumentar su potencial en el control de la enfermedad. Los antagonistas
pueden mostrar una amplia gama de modos de accion, en diferentes etapas de su actividad, en
relacion con diferentes hospedadores y patogenos; a veces diferentes modos actlian
simultaneamente y, por lo tanto, es dificil establecer qué mecanismo individual ha contribuido a
una accién antifungica especifica (Di Francesco et al., 2016).

Hay una amplia gama de posibles modos de accion por los cuales las levaduras pueden controlar
a los principales patdgenos de frutas: la antibiosis (produccion de compuestos antimicrobianos),
la competencia por los nutrientes y el espacio, el parasitismo y la induccion de resistencia, la
produccién de compuestos organicos volatiles (COV), la competencia de hierro (produccion de
sideroforos), la formacion de biopeliculas (biofilm), las enzimas degradantes de la pared celular
y la implicacién del estrés oxidativo y la induccién de la produccion de ROS en el hospedador,
entre otros (Di Francesco et al., 2016, Droby et al., 2016, Liu et al., 2013 Spadaro y Droby, 2016).
Por estos motivos, una vez seleccionadas las cepas potencialmente antagonistas es necesario
conocer el/ los mecanismos de biocontrol ya que esta informacion es de mucha utilidad, por
ejemplo, en el caso de combinar diferentes levaduras o estrategias de control. De esta manera, en

el presente Capitulo, se evaluaran varios mecanismos que han sido descriptos como responsables
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del control bioldgico (Janisiewicz y Korsten, 2002) en una serie de ensayos in vitro.

HIPOTESIS

Las levaduras antagonistas indigenas poseen diferentes mecanismos de accion utiles contra

hongos causantes de enfermedades de poscosecha.

OBJETIVO PARTICULAR

Caracterizar algunos de los mecanismos de accion involucrados en la capacidad antagonica de las

levaduras seleccionadas, a través de ensayos in vitro.

MATERIALES

Microorganismos

Los hongos patdgenos utilizados fueron Penicillium crustosum CIEFAPcc491 y Mucor piriformis

CIEFAPcc501, seleccionados segun su patogenicidad en el Capitulo I.

Mientras que diez asilamientos de levaduras que presentaron mayor eficacia en el Capitulo 111 de
acuerdo su comportamiento antagoénico in situ frente a Penicillium crustosum CIEFAPcc491 y
Mucor piriformis CIEFAPcc501, fueron las seleccionadas, para evaluar algunos de los
mecanismos de accion que podrian estar involucrados (Aureobasidium pullulans ccSL1141,
Naganishia adeliensis ccSL441 y ccSL154, Vishniacozyma victoriae ccSL30 y ccSL771,
Filobasidium. stepposum ccSL614, Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, Tausonia pullulans

ccSL899, Meyerozyma guilliermondii ccSL199 y Naganishia globosa ccSL631).

Otros microorganismos utilizados™*:

e lalevadura Candida glabrata NPCC106 (cepa sensible a toxinas killer)

e las levaduras Candida albicans H18 (cepa productora de biofilms) como control positivo
y H9 como control negativo

e la bacteria Phyllobacterium ifrigiyense, (cepa productora de sideréforos) como control

positivo
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* todos estos microorganismos se encuentran depositados en el cepario del Laboratorio de

Microbiologia y Biotecnologia de Levaduras del PROBIEN, Neuquén, Argentina, denominado
North Patagonia Culture Collection (NPCC).

Medios de cultivo utilizados

Todos los medios de cultivo utilizados se prepararon con agua destilada y se esterilizaron por

vapor saturado a presion en autoclave a 120°C y 2 atmdsferas durante el tiempo especificado para

cada medio de cultivo.

» Para el crecimiento de las levaduras se utilizd Agar, extracto de levadura, glucosa y

peptona (GPY): agar 15g/L, extracto de levadura 5 g/L; peptona 5 g/L; glucosa 40 g/L.
Para el crecimiento de los patdgenos y para la produccién de compuestos antifungicos, se
utilizé Agar, papa, dextrosa (APD) de formulacion comercial de Laboratorios Britania,
segun especificaciones del producto (39 g/L). Para la inhibicion de la germinacion de
mitosporas se utilizd extracto de papa glucosado (extracto de papa, 20 g de glucosaen 1 |
de agua destilada)

Para la produccion de enzimas extracelulares se utilizaron: Agar-quitina (Souza et al.,
2009), quitina coloidal (pH 7) 30 g/L obtenida por el método de Skujins et al., (1965);
base nitrogenada para levaduras (YNB yeast nitrogen base) 0.67 g/L; agar 15 g/L; Agar-
glucano: se evaluaron dos glucanos distintos en la misma concentracion: curdulano y
pustulano (Renwick et al., 1991), glucano 5 g/L; base nitrogenada para levaduras (YNB)
0.67 g/L; Agar 15 g/L; Agar-leche: Leche descremada en polvo 10 g/L; Base nitrogenada
para levaduras (YNB) 0.67 g/L, Agar 15 g/L.

Para la produccion de toxinas killer se utiliz6 medio YEPD-MB: Extracto de levadura 10
g/L; peptona 20 g/L; glucosa 20 g/L; agar 15 g/L; azul de metileno 0.003 g/L. Para la
produccién de sideroforos el medio de cultivo consistio en: sacarosa 25 g/L, ZnHSO4 g/L,
POHKG3 g/L; acido citrico 1 g/L, MgSO 0.08 g/L, ZnSO 0.002 g/L, Agar 20/L, pH 6.8
segun Calvente et al., (2001).

Soluciones utilizadas:

Rojo Congo 1% para revelar la actividad glucanasa
Perclorato férrico para deteccion de sideroforos

134



Enzimas comerciales

Se utilizaron las enzimas Zymolyasa (Seikagaku Corpotation), Lafase fruit (Scott Laboratories) y
Glucanex (Novozymes), como control positivo en la evaluacion de la produccion de enzimas

liticas extracelulares.

Reactivos

e Cristal violeta. Sigma

e Curdulano. Sigma

e Leche descremada. Sancor
e Pectina citrica. Sigma

e Pectina de manzana. Sigma

e Pustulano. Sigma

METODOS

1. Produccion de compuestos antifungicos

1.1 Inhibicién de la germinacion de mitosporas de los patégenos

Para evaluar la capacidad de las levaduras de producir compuestos inhibidores de la germinacion
y/o desarrollo de las mitosporas de M. piriformis y P. crustosum se prepararon tubos estériles con
4.8 mL de extracto de papa glucosado a los cuales se les adicionaron 100 pL de suspensién de
levaduras (10% cél/mL) y 100 pL del patégeno (10 mitosporas/mL). Se utilizaron esas
concentraciones de células para facilitar el recuento en la cadmara de Neubauer. Los tubos se
incubaron en posicion inclinada (45°) en agitador orbital a 150 rpm y a 20°C durante 24 h para los
cultivos con M. piriformis y 48 h para los cultivos con P. crustosum. Tubos en idénticas
condiciones, pero sin levaduras se utilizaron como controles. El porcentaje de germinacion se
determind por conteo de 100 mitosporas por tratamiento, utilizando microscopio Optico. Se
considero mitospora germinada, cuando el tubo germinativo fue del doble de longitud respecto al
tamafio de la mitospora (Yao et al., 2004). Cada tratamiento se realiz6 por triplicado y todo el

experimento se realiz6 dos veces.
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1.2 Evaluacion de produccién de sustancias difusibles de las levaduras biocontroladoras

Se evaluo la capacidad de producir sustancias difusibles en el medio APD. Se sembraron en las
placas 10 uL de una suspension de mitosporas/mL a la concentracion infectiva minima (CIM) de
cada patdgeno (10% para Mucor y 10° para Penicillium) a 4 cm de la una solucion sembrada en
forma de estria conteniendo 10° cél/mL de cada levadura a evaluar (Figura 35), siguiendo la
metodologia propuesta por Mondino y Vero (2006). Placas inoculadas solamente con los
patdgenos se utilizaron como control. Las placas fueron incubadas a 22°C (temperatura de
comercializacion de la fruta) y 0°C (temperatura de almacenamiento) durante 3 y 30 dias
respectivamente. Se calculd el porcentaje de inhibicion de crecimiento comparando el diametro
de desarrollo del patégeno enfrentado y no enfrentado con la levadura. El ensayo se realizd por

triplicado.

. Estria de levadura
Colonia del

patdgeno

Figura 35. Placa de Petri con cultivo dual patégeno-levadura.

1.3 Evaluacion de produccion de compuestos organicos volatiles (COV) de las levaduras

biocontroladoras

Se utilizo6 el método de placas enfrentadas (Lillbro 2005). Para ello, placas con GPY se sembraron
con 100 pL de una suspension de 108 cél/mL de la levadura antagdnica a evaluar y se enfrentaron
con placas de APD inoculadas en la zona central con 10 pL de una suspension de mitosporas/mL
ala CIM (102 para M. piriformis y 102 para P. crustosum). Las placas enfrentadas se sellaron con
parafilm y se incubaron a 22°C (temperatura de comercializacion de la fruta) y 0°C (temperatura
de almacenamiento) durante 3 y 30dias respectivamente (Figura 36). Placas inoculadas con los
patdgenos solos enfrentadas a placas sin levaduras, se utilizaron como control. El porcentaje de
inhibicion se determind de la misma manera que en el ensayo anterior. El experimento se realizd
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por triplicado.

Cultivo de levadura

/' en medio GPY

Cultivo de patogeno
-
en medio PDA S

Figura 36. Esquema del método de placas enfrentadas

2. Produccidn de enzimas liticas extracelulares de las levaduras antagénicas analizadas

Se evaluo la capacidad de las levaduras para producir enzimas que puedan provocar la lisis de las

paredes de las hifas de los patégenos (quitinasas, proteasas y glucanasas)

2.1. Actividad quitinasa

Se adopto la metodologia descripta por Sousa et al., (2009) utilizando agar-quitina como medio,
ajustado a pH 7. Los aislamientos con actividad quitinasa positiva producen un halo transparente
alrededor de las colonias. Como control positivo se utilizé el complejo enzimatico Glucanex. Las
placas se mantuvieron a 0°C y a 22°C durante 30 y 3 dias respectivamente. El ensayo se realizd

por triplicado.

2.2 Actividad proteasa

La actividad proteolitica se determin6 de acuerdo a la metodologia descripta por Brizzio et al.,
(2007) utilizando agar-leche. La formacion de un halo transparente en el medio oscuro alrededor
de la colonia indica la presencia de enzimas degradadoras de proteinas. Las placas se mantuvieron

a 0°Cy a 22°C durante 30 y 3 dias respectivamente. El ensayo se realizé por triplicado.
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2.3 Actividad glucanasa

Se evalu6 de acuerdo al método descripto por Renwick et al., (1991), utilizando los sustratos
curdulano y pustulano, que permiten evidenciar las actividades enzimaticas -1,4-Glucanasa y f3-
1,6-Glucanasa, respectivamente. La actividad glucanasa se detecté mediante el agregado de una
solucién de Rojo Congo sobre la placa (10 gr/L). Luego de 15 min de incubacién, la solucion se
removiod y el exceso fue lavado con agua (Brizzio et al., 2007). Halos claros alrededor de las
colonias fueron indicativos de la hidrdélisis de los sustratos por la actividad de la/s enzima/s
correspondiente/s. Como control positivo se utilizo el complejo enzimético Glucanex. Las placas
se mantuvieron a 0°C y a 22°C durante 30 y 3 dias respectivamente. El ensayo se realiz6 por

triplicado.

3. Capacidad de formacién de biofilms por parte de las levaduras antagdnicas

Se inocularon placas de poliestireno de 96 pocillos conteniendo 190 pL de medio de cultivo GPY
con 10 pL de una suspension de levaduras (10° cél/mL). Las placas se incubaron a 22°C por 3
dias y a 0°C por 30 dias. Finalizada la incubacion se descarto el contenido de las placas y se
adicionaron 25 pL de cristal violeta (0.1% de etanol) a cada pocillo. Luego de 5 min el cristal
violeta fue removido y la placa se lavé con agua estéril. El cristal violeta retenido en cada pocillo
fue extraido con 125 pL de Triton X-100 (0.25% de etanol) y la adherencia de las células se
cuantifico por densidad optica (DO) a 640 nm (Giobbe et al., 2007). Se utiliz6 como control
positivo la cepa H18 de Candida albicans capaz de formar biofilms. Se estableci6 el porcentaje
de adherencia con respecto al control positivo (O’Toole et al., 2000). EI experimento se realiz6

empleando cuatro pocillos por placa para cada levadura.

4. Produccién de toxinas killer por parte de las levaduras antagonicas

Se evalud la capacidad de las diferentes levaduras de producir toxinas killer siguiendo la
metodologia de Sangorrin et al., (2002). La evaluacion se efectu6 comparando con cepas de
levaduras sensibles de referencia (Candida glabrata NCYC 388) y frente a los hongos patogenos,
por inhibicion de crecimiento en placas de agar GPY+azul de metileno. Las placas fueron
incubadas a 20°C (laboratorio) y 0°C (en camara) durante 3 y 30 dias respectivamente. Las
levaduras en estudio se consideraron productoras de toxinas killer cuando alrededor de la estria
de la levadura evaluada se observo un halo de inhibicion del crecimiento de las levaduras
sensibles. La ausencia del halo de inhibicién del crecimiento indicé que la levadura estudiada no
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produce toxinas killer. El ensayo se realizé por triplicado.

5. Produccién de sider6foros

Para demostrar la competencia por hierro in vitro se utilizé el método simplificado propuesto por
Calvente et al., (2001). Se sembraron las levaduras a evaluar en medio especifico para produccion
de siderdforos detallado en Materiales. Se dejaron crecer las levaduras 24-48 h y se realizaron en
el agar orificios (de 2 mm de didmetro), los cuales se Ilenaron con una solucidn &cida de perclorato
férrico. Las placas fueron incubadas a 20°C (laboratorio) y 0°C (en camara) durante 3 y 30 dias
respectivamente. Se detectd la produccion de sider6foros por la presencia de halos rojizos en la

parte inferior de las placas.

6. Andlisis estadisticos

Los resultados obtenidos de los ensayos de produccion de compuestos antifungicos y capacidad
de formacion de biofilms se analizaron usando el analisis de la varianza (ANOVA), dado que
cumplieron con el supuesto de homocedasticidad, y las medias separadas de acuerdo al test de
LSD Tukey (p<0.05) usando el programa Infostat, version 2019p.

RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados de la evaluacién de algunos posibles mecanismos de
accion involucrados en el potencial biocontrolador de los diez aislamientos de levaduras nativas

seleccionados en el Capitulo Il de esta Tesis.

1. Produccion de compuestos antifingicos

Los resultados de los ensayos realizados para evaluar la produccion de compuestos antifingicos
de las levaduras frente a P. crustosum ccCIEFAP491 se muestran en la Tabla 10. Naganishia
adeliensis ccSL154, M. guilliermondii ccSL199, A. pullulans ccSL1141, Cy. capitatum ccSL1204
fueron capaces de inhibir la germinacion de mitosporas de P. crustosum en mas del 60% en ambas
temperaturas.

Vishniacozyma victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204, fueron los
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tres aislamientos que lograron inhibir a través de produccion de compuestos volatiles el
crecimiento del P. crustosum en més del 40% tanto a 0°C como a 22°C

Cuando se evaluo la inhibicion del crecimiento de P. crustosum por accion de compuestos
difusibles a 0°C, los que mostraron un efecto mayor fueron V. victoriae ccSL30 (42.13%), A.
pullulans ccSL1141 (56.34%) y Cy. capitatum ccSL1204 (57.86%), mientras que, a 22°C, los
mejores porcentajes de inhibicion del crecimiento se obtuvieron con V. victoriae ccSL771
(63.25%), A. pullulans ccSL1141 (48.56%) y Cy. capitatum ccSL1204 (53.03%).

Tablal0. Inhibicién del crecimiento de P. crustosum frente a 10 aislamientos de levaduras a dos

temperaturas diferentes

Inhibicion del crecimiento (%) de P. crustosum

Levaduras Mitosporas germinadas Compuestos volatiles Compuestos difusibles
0°C 22°C 0°C 22°C 0°C 22°C

V. victoriae ccSL30 30B 0A 46.7 F 61.02 E 4213D O0A

N. adeliensis ccSL154 60 C 77.7C 5.07B 6.7 AB 253 A 0A

M. guilliermondii ccSL199 9% E 66.6 B 6.59 B 7.98 AB 2A 0A

N. adeliensis ccSL 441 0A 0A 28.93 E 32.58C 10.65B 27.47B

F. stepposum ccSL 614 0A 0A 0A 9.25B 34C 444C

N. globosa ccSL631 0A 0A 15.22C 32.26 C 0A 222A

V. victoriae ccSL771 0A 0A 21.82D 41.21D 36.03C 63.25E

T. pullulans ccSL899 0A 0A 0A 4.78 AB 0A 0A

A. pullulans ccSL1141 76.6 D 66.6 B 54.31G 60.70 E 56.34E  48.56 CD

Cy. capitatum ccSL1204 9% E 88.8 D 55.33G 63.89 E 57.86 E  53.03D

Control 0A 0A 0A 0A 0A 0A

La inhibicion del crecimiento por compuestos volatiles y difusibles fue calculada como % de la relacion
de la diferencia entre el diametro de cada tratamiento (levadura y patégeno) y el control sin levaduras. La
inhibicién de la germinacion: calculada como el porcentaje entre la relacién de las mitosporas germinadas
de cada tratamiento (levadura y pat6geno) y el control sin levaduras, en extracto de papa glucosado. Letras
iguales en la misma columna indican que no son estadisticamente diferentes (con respecto al control) por
la prueba LSD (Fisher) (p <0.05).

Los resultados de los ensayos realizados para evaluar la produccion de compuestos antifingicos
de las levaduras frente a M. piriformis ccCIEFAP501 se muestran en la Tabla 11 y la Figura 37.

Las levaduras M. guilliermondii ccSL199, N. adeliensis ccSL441, V. victoriae ccSL771, A.
pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204, lograron reducir la germinacion de mitosporas

de M. piriformis entre un 50 y 96% tanto a 0°C como a 22°C.
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Al evaluar la potencial produccion de compuestos volatiles de los ACB sobre el crecimiento de
M. piriformis a 0°C, las levaduras V. victoriae ccSL30, N. adeliensis ccSL154, M. guilliermondii
ccSL199, N. globosa ccSL631, T. pullulans ccSL899, A. pullulans ccSL1141 y C. capitatum
ccSL1204 inhibieron el crecimiento del patdgeno en mas del 49%. Por otro lado, cuando las placas
se incubaron a 22°C, los mejores resultados se observaron con N. globosa ccSL631 y A. pullulans
ccSL1141, sin embargo, los porcentajes de inhibicién fueron menores, de 34.78% y 34.11%,
respectivamente.

Por ultimo, cuando se evalud la inhibicion del crecimiento de M. piriformis a través de la
capacidad de las levaduras de producir compuestos difusibles, los mejores resultados se
obtuvieron a 0°C. En estos ensayos las levaduras V. victoriae ccSL30, N. adeliensis ccSL154, M.
guilliermondii ccSL199, V. victoriae ccSL771, T. pullulans ccSL899, A. pullulans ccSL1141, C.
capitatum ccSL1204 redujeron el crecimiento del hongo en mas del 40%. En los ensayos donde
las placas se incubaron a 22°C, el mejor resultado se obtuvo con T. pullulans ccSL899, con un

29.14% de inhibicidn de crecimiento del hongo.

Tabla 11. Inhibicién del crecimiento de M. piriformis frente a 10 aislamientos de levaduras a dos

temperaturas diferentes

Inhibicién del crecimiento (%) de M. piriformis

Mitosporas germinadas ~ Compuestos volatiles Compuestos difusibles

Levaduras 0°C 22°C 0°C 22°C 0°C 22°C

V. victoriae ccSL30 22B 0A 49.17D 2441 E 59.05) 552C
N. adeliensis ccSL154 354C 474 B 60.83 E 20.06 D 56.19 1 0.75 AB
M. guilliermondii ccSL199 96 G 50C 60.42 E 20.73D 5143G 1AB

N. adeliensis ccSL441 75.2E 73.7D 13.75B 16.05C 37.14D 175AB
F. stepposum ccSL614 0A 0A 14.17B 2.67 B 349B 1AB

N. globosa ccSL631 0A 0A 60.83 E 34.78 F 8.25C 1.25 AB
V. victoriae ccSL771 70D 949G 3458 C 21.7D 53.02H O0A

T. pullulans ccSL899 0A 0A 75 F 0A 55.56 | 29.14D
A. pullulans ccSL1141 89.5F 84.13E 4958 D 34.11F 43.17E 1.75 AB
Cy. capitatum ccSL1204 904 F 89.5F 64.17 E 4.68B 49.84 F 1.25 AB
Control 0A 0A 0A 0A 0A 0A

La inhibicion del crecimiento por compuestos volétiles y difusibles fue calculada como % de la relacion

de la diferencia entre el didmetro de cada tratamiento (levadura y patdgeno) y el control sin levaduras. La

inhibicion de la germinacion: calculada como el porcentaje entre la relacion de las mitosporas germinadas

de cada tratamiento (levadura y patdgeno) y el control sin levaduras, en extracto de papa glucosado. Los
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valores seguidos por letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes por la prueba
LSD (Fisher) (p <0,05).

Figura 37. Evaluacion de la produccion de compuestos antifangicos. A) Inhibicién de la

germinacion de mitosporas, M. guilliermondii ccSL199 contra P. crustosum ccCIEFAP491 y su
control a 0°C; B) Inhibicion de la germinacion de mitosporas, A. pullulans ccSL1141 contra M.
piriformis ccCIEFAP501 y su control a 22°C; C) Produccion de compuestos difusibles, V.
victoriae ccSL30 contra M. piriformis ccCIEFAP501 y su control a 0°C; D) Produccion de
compuestos volatiles, Cy. capitatum ccSL1204 contra M. piriformis ccCIEFAP501 y su control a
0°C.

A temperatura de comercializacién (22°C) los aislamientos que lograron inhibir o reducir el
crecimiento de ambos patdgenos a través de la produccion de compuestos antifungicos de
volatiles y difusibles, como también la inhibicion de la germinacion de mitosporas fueron N.
adeliensis ccSL154, M. guilliermondii ccSL199, A. pullulans ccSL1141 y C. capitatum
ccSL1204. A temperatura de almacenamiento (0°C) se sumd, ademas, V. victoriae ccSL30. Los
mayores porcentajes de inhibicidén se obtuvieron con A. pullulans ccSL1141 y C. capitatum

ccSL1204, en ambas temperaturas y con V. victoriae ccSL30 a 0°C.

2. Produccion de enzimas liticas extracelulares de las levaduras antagénicas analizadas

Los resultados de los ensayos realizados para evaluar la produccién de enzimas liticas
extracelulares se muestran en la Tabla 12.

Los aislamientos de levaduras V. victoriae ccSL30, T. pullulans ccSL899, A. pullulans ccSL1141
fueron capaces de producir quitinasas a ambas temperaturas, mientras que N. adeliensis ccSL154
solo lo hizo a 22°C.

Los aislamientos de levaduras N. adeliensis ccSL154, N. adeliensis ccSL441, T. pullulans

ccSL899 y A. pullulans ccSL1141 tuvieron la capacidad de producir proteasas en ambas
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temperaturas, mientras que C. capitatum ccSL1204 solo lo hizo a 0°C (Figura 38).

En la evaluacion de produccion de glucanasas, todas las levaduras probadas mostraron actividad

glucanasa en al menos una de las temperaturas probadas. T. pullulans ccSL899 fue la Unica capaz

de producir B-1,4-Glucanasa y B-1,6-Glucanasa, en ambas temperaturas.

El Unico aislamiento que presentd actividad para todas las enzimas probadas fue A. pullulans

ccSL1141. Mientras que, M. guilliermondii ccSL199 fue el aislamiento que mostré menor

actividad enzimatica, p-1,6-Glucanasa solo a 0°C.

Tabla 12. Produccion de enzimas liticas extracelulares de levaduras a dos temperaturas diferentes

Glucanasas

Quitinasas Proteasas Curdulano  Pustulano

Especie de levadura (B-1,4- (B-1,6-
Glucanasa) Glucanasa)

22°C  0°C 22°C  0°C 22°C 0°C 22°C ©0°C
V. victoriae ccSL30 + + - - + - + +
N. adeliensis ccSL154 + - + + + - - +
M. guilliermondii ccSL199 - - - - - - - +
N. adeliensis ccSL441 - - + + + - - +
F. stepposum ccSL614 - - - - - - + +
N. globosa ccSL631 - - - - + - - +
V. victoriae ccSL771 - - - - + - - +
T. pullulans ccSL899 + + + + + + + +

A. pullulans ccSL1141
Cy. capitatum ccSL1204

+

+

+

+ -

+ -

La presencia de enzimas degradadoras de proteinas se detectd por presencia de halo transparente
alrededor de la colonia de levadura, donde + = indica presencia de halo y -= ausencia de halo.
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Figura 38. Produccion de proteasas a 0°C por parte de las levaduras. Las flechas rojas sefialan los

resultados positivos (presencia de halos)

3. Capacidad de formacién de biofims por parte de las levaduras antagdnicas

La técnica de adhesién de las levaduras a una superficie de poliestireno se utiliz6 para evaluar la
capacidad de formar biofilms. A 22°C todos los aislamientos probados mostraron porcentaje de
adhesion a la placa de poliestireno, siendo V. victoriae ccSL30 la levadura que presenté la mayor
capacidad de formacién de biofilms (64.94%) y la Unica que present6 diferencias significativas
en relacién a los nueve aislamientos restantes (Figura 39A). Mientras que la capacidad de
adhesion de las restantes vario entre el 35y 43%.

Cuando la produccion de biofilms se prob6 a 0°C el mayor porcentaje de adhesion a la placa la
presentaron V. victoriae ccSL30 y N. globosa ccSL631, con 89.69% y 59.23% respectivamente.
Por otro lado, a esta temperatura la diferencia entre el control positivo y V. victoriae ccSL30
resulté menor (19%) (Figuras 39 B y 40).
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Figura 39. Capacidad de formar biofilm de diez aislamientos de levaduras segun porcentaje de
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Control 7 yictoriae ccSL 30
negativo

A. pullulans ccSL 631 V. victoriae ccSL 771

Controles positivos

Figura 40. Produccion de biofilms en placa de 96 pocillos a 0°C

4. Produccion de toxinas killer y sideroforos por parte de las levaduras antagonicas

Ninguna de las levaduras evaluadas presenté actividad killer ni frente a la levadura sensible, ni a
los patdgenos y en ninguna de las temperaturas evaluadas. Por otro lado, tampoco se detecto
produccion de sideroforos por parte de las levaduras evaluadas, a través de la técnica utilizada.

DISCUSION

Los ensayos in vitro probados en este trabajo mostraron que los diez aislamientos, seleccionados
por su potencial como ACBs a partir de los resultados presentados en el Capitulo I11 de esta Tesis,
posiblemente podrian poner en juego una amplia gama de mecanismos de accién para evitar el
desarrollo de los hongos patdgenos. Vishniacozyma victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y
Cy. capitatum ccSL1204 fueron los aislamientos que presentaron mas mecanismos de accion
dentro de los ensayos in vitro probados.

Al estudiar los mecanismos de accion, se deben tener en cuenta las interacciones que tienen lugar
entre la levadura y el patdgeno (Zhang et al., 2017). Las levaduras antagonistas pueden inhibir la
germinacion de esporas y el crecimiento micelial de los patdgenos por la actividad antifingica
directa (Parafati et al., 2016). Todos los aislamientos probados mostraron la capacidad de producir
alguno de los compuestos antifingicos evaluados en alguna de las dos temperaturas ensayadas.

Aureobasidium pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204 mostraron capacidad para inhibir
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la germinacion y el desarrollo del micelio de P. crustosum ccCIEFAP491 en ambas temperaturas.
Cuando la evaluacion de la germinacion de mitosporas y la produccion de compuestos difusibles
se realizo sobre M. piriformis, A. pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204, se sumaron M.
guilliermondii ccSL199, V. victoriae ccSL771. Agirman y Erten (2020) evaluaron la inhibicion
de la germinacion de mitosporas y del crecimiento del micelio de P. expansum y P. digitatum a
través de A. pullulans y M. guilliermondii. En dicho estudio obtuvieron inhibicion de la
germinacién de mitosporas de méas del 74% por ambas levaduras frente a P. digitatum y de A.
pullulans frente a P. expansum. Los diametros de los micelios se redujeron en un 50% por M.
guilliermondii y mas del 70% por A. pullulans. Di Francesco et al., (2017) evaluaron otra cepa de
A. pullulans frente a M. laxa y obtuvieron inhibiciones de la germinacion de mitosporas de entre
12 y 35% dependiendo del medio de cultivo utilizado. La capacidad de inhibir la germinacion de
mitosporas y el desarrollo del micelio de los hongos, convierte al antagonista en un buen
competidor al momento de colonizar la herida en la fruta, durante las primeras horas de ocurrida
la infeccidn, al evitar que el patogeno se desarrolle (Liu et al., 2013).

Entre las sustancias producidas por ACB, los compuestos organicos volatiles (COV) estan
frecuentemente involucrados en el control bioldgico de varias enfermedades fungicas de frutas en
poscosecha. En los ensayos in vitro realizados, los aislamientos V. victoriae ccSL30, A. pullulans
ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204 mostraron la capacidad de producir estos compuestos al
reducir el crecimiento de P. crustosum ccCIEFAP491. A estos aislamientos se sumaron, N.
adeliensis ccSL154, M. guilliermondii ccSL199, N. globosa ccSL631, T. pullulans ccSL899, ya
gue también mostraron esta caracteristica cuando se las enfrentd a M. piriformis ccCIEFAP501.
Ya existen reportes donde levaduras con potencial como ACBs pueden inhibir el crecimiento de
los patdgenos de poscosecha a través de COVs. La actividad antifangica de los COVs producidos
in vitro por aislamientos de A. pullulans y especies del género Cryptococcus, entre otros, fue
evaluada y propuesta como una estrategia efectiva de control bioldgico contra Monilinia spp.,
Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum y Penicillium spp. (Lutz et al., 2013, Parafati et al.,
2017, Reyes-Bravo et al., 2019, Di Francesco et al., 2020, Ruiz-Moyano et al., 2020). A partir de
estudios de determinacion quimica se sabe que levaduras producen una amplia variedad de COVs,
identificados principalmente como alcoholes, aldehidos y ésteres (Buzzini et al., 2003, Fialho et
al., 2010). El estudio de los compuestos quimicos volatiles producidos por las levaduras
seleccionadas en esta Tesis permitiria en un futuro conocer mejor el mecanismo de accion de estas
levaduras y optimizar la produccién de los compuestos volatiles para mejorar la capacidad

antagénica de las levaduras como ACB.
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La evaluacion de la produccion de enzimas liticas mostré que los diez aislamientos de levaduras
ensayados tienen la capacidad de producir alguna de las enzimas capaces de degradar las paredes
celulares de los hongos patdgenos. Todos los aislamientos probados fueron capaces de producir
glucanasas en una o en ambas temperaturas evaluadas. La presencia de la actividad enzimatica en
multiples estudios realizados para caracterizar ACB muestra que las glucanasas, quitinasas y
proteasas pueden estar involucradas directa o indirectamente en el mecanismo de varias de
levadura antagonistas de patdgenos de poscosecha (Spadaro y Droby 2016). La actividad
producida por las glucanasas ha sido informada para Candida oleophila como ACB de P.
digitatum en naranjas (Bar-Shimon et al., 2004), para Cr. albidus para el control de Monilinia
fructicola y P. expansum en manzanas (Chan y Tian 2005), para Meyerozyma guilliermondii para
el control de B. cinerea en manzanas (Zhang et al., 2011). La actividad producida por las
quitinasas se ha reportada para A. pullulans para el control de B. cinerea y P. expansum (Zhang
et al., 2010), Cr. laurentii para controlar P. expansum en peras (Yu et al., 2008) y la actividad de
las proteasas para A. pullulans para el control de P. expansum, B. cinerea, M. fructicola y
Alternaria alternata (Zhang et al., 2012, Banani et al., 2014).

En el ensayo realizado para evaluar la capacidad de formar biofilm, V. victoriae ccSL30 y N.
globosaccSL631 fueron los aislamientos que mostraron mejores resultados. La capacidad de los
ACB para formar biofilm, creando una barrera mecanica interpuesta entre la superficie de la
herida y el patégeno, puede considerarse un sistema de exclusion del sitio (Di Francesco et al.,
2016, Spadaro y Droby 2016). La formacion de biofilms se ha propuesto como un posible
mecanismo de biocontrol de V. victoriae también ha sido reportado por Lutz et al., (2013).

Tanto V. victoriae como A. pullulans ya han sido reportados como agentes de biocontrol y sus
posibles mecanismos de accion han sido estudiados (Lutz et al., 2013, 2020, Di Francesco et al.,
2018, Zajc et al., 2020). Este es el primer estudio que aporta informacidn acerca de los posibles
mecanismos de accion las especies Naganishia adeliensis, Filobasidium stepposum,
Cystofilobasidium capitatum, Tausomia pullulans y Naganishia globosa, como agentes de control
bioldgicos de patdgenos de poscosecha en frutas.

Los resultados obtenidos confirman la necesidad de evaluar los mecanismos de accién de los
potenciales ACB, en las dos temperaturas en las que se encontraran las frutas durante la
poscosecha. Por un lado, el hecho de que los mecanismos de accion de los aislamientos
seleccionados en esta Tesis estén activos a bajas temperaturas (0°C) indicaria que los potenciales
ACBs podrian ser eficaces a la temperatura de almacenamiento y, por otro lado, que los

mecanismos de accidn de los ACB muestren actividad a 22°C indica que también podrian proteger
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la fruta durante el periodo de comercializacion. Un paso complementario a estos ensayos seria la
evaluacion de los posibles mecanismos de accion en condiciones in vivo, como también analisis
protedmicos y transcriptomicos para identificar proteinas expresadas diferencialmente (DEP) y
los cambios en la expresion de los genes en el sistema de biocontrol poscosecha (Zhang et al.,
2020b).

Los antagonistas eficaces deben mostrar una amplia gama de modos de accién, en diferentes
etapas de su actividad, en relacidn con diferentes hospedadores y patdégenos (Di Francesco et al.,
2016). El conocimiento de los mecanismos de accion de las levaduras antagonicas es importante
como criterio de seleccidon de nuevos aislamientos potenciales como ACB y para mejorar su
rendimiento (Liu et al., 2013). Por este motivo, a partir de los resultados obtenidos en estos
ensayos, los aislamientos Vishniacozyma victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y Cy.
capitatum ccSL1204, han sido seleccionados por sus posibles multiples modos de accion sobre
los patdgenos de poscosecha P. crustosum ccCIEFAP491 y M. piriformis ccCIEFAP501, para
llevar a cabo estudios fisiologicos in vitro (disponibilidad de agua (aw), temperatura, pH) y para

determinar la concentracion efectiva minima (CEM) en el Capitulo V.
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CAPITULOV
RESPUESTA FISIOLOGICAY
CONCENTRACION MIMINA
EFECTIVA DE LOS
POTENCIALES ACB
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INTRODUCCION

Estudios recientes sugieren que para predecir los resultados del biocontrol, necesitamos
comprender no solo los principales mecanismos de biocontrol involucrados, sino también
la supervivencia de los ACB en relacidn con las condiciones externas (Xu y Jeger 2020).
Sorprendentemente, existen escasos trabajos en los cuales se hayan determinado los
parametros ecologicos y los limites en los que los ACB podrian actuar eficazmente. Los
pardmetros ambientales mas importantes son la disponibilidad de agua (actividad de agua,
aw), las temperaturas predominantes y el pH del tejido del fruto. Estos tres factores
interacttan e influyen directamente en la capacidad de crecimiento y establecimiento en
la superficie de la fruta (Teixidé et al., 1998). La informacién del nicho ambiental en el
que el agente de control bioldgico es capaz de crecer, es esencial para establecer las
condiciones béasicas para el crecimiento de la biomasa y escalado del antagonista y
ademas de que contribuye con la caracterizacion profunda requerida en el proceso de
registro para el desarrollo de un producto basado en microorganismos (Gotor-Vila et al.,
2017) El desarrollo de cepas que sean capaces de sobrevivir y prosperar bajo condiciones
ambientales fluctuantes (cAmaras de conservacion y las condiciones de comercializacion)
las convierte en microorganismos altamente deseables para su aplicacion en sistemas de

control biolégico (Zajc et al., 2019)

Por otro lado, un atributo importante de un ACB exitoso es que sea eficaz a bajas
concentraciones (Wisniewski y Wilson 1992), es por ello que la determinacién de la
concentracion efectiva minima (CEM), es importante para aplicar la cantidad suficiente
de levaduras, evitando la aplicacién extra de producto. Ademas, es un datonecesario para
producir biomasa de levaduras a una escala mayor. La concentracién de levaduras
aplicada esta, ademas, estrechamente relacionada con mecanismos de accion como la
competencia por nutrientes y la formacion de biofilms (Gutiérrez Pérez 2017). Se ha
reportado que las levaduras son eficaces cuando se aplican a una concentracion de entre
107y 10° UFC/mL y rara vez son necesarias concentraciones mas elevadas (McLaughlin
et al., 1990b, Droby et al., 1997, EI-Ghaouth et al., 2004).
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HIPOTESIS
Los aislamientos de levaduras con potencial como ACB son capaces de crecer en

condiciones ambientales fluctuantes y son efectivos a bajas concentraciones

OBJETIVOS PARTICULARES

-Determinar el efecto de la disponibilidad de agua (aw), temperatura, pH, y su interaccion
en el crecimiento in vitro de las levaduras seleccionadas por su capacidad biocontroladora
-Determinar la concentracion efectiva minima (CEM) de levaduras seleccionadas por su

capacidad biocontroladora

MATERIALES

Material vegetal

Las cerezas utilizadas pertenecen a las variedades Bing y Lapins, fueron cosechadas a
madurez comercial y obtenidas de centros de acopio en la localidad de Trevelin (entre

enero y febrero de 2016).

Microorganismos

A partir de los resultados obtenidos en los Capitulos Il y IV se seleccionaron tres
aislamientos nativos Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans
ccSL1141 y Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, considerados los mas prometedores
como agentes de biocontrol. Los mismos se encuentran depositados en el cepario
particular SL.

Los hongos patdgenos utilizados para los ensayos de determinacién de concentracion
efectiva minima (CEM) sobre cerezas fueron Penicillium crustosum CIEFAPcc491 y
Mucor piriformis CIEFAPcc501, estos aislamientos fueron seleccionadas segin su
patogenicidad en el Capitulo I, y se encuentran depositados en el cepario del CIEFAP.
Adicionalmente, se incluy6 en este ensayo un aislamiento de Botrytis cinerea (B. cinerea

ccSL57) por su incidencia natural en frambuesas y zarzamoras (Punto 3.3 Capitulo I11).
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El mismo se aislo de frambuesas del Paralelo 42° siguiendo la misma metodologia

descripta Punto 4 del Capitulo 1.

Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de levaduras y hongos filamentosos

Todos los medios de cultivo utilizados se prepararon con agua destilada y se esterilizaron
por vapor saturado a presion en autoclave a 120°C y 2 atmosferas durante el tiempo

especificado para cada medio de cultivo.

» Para el crecimiento de las levaduras se utilizaron Agar, extracto de levadura,
glucosa y peptona (GPY): agar 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L; peptona 5 g/L;
glucosa 40 g/L.

» Para la determinacion del efecto de la disponibilidad de agua (aw), temperatura,
pH, y su interaccion en el crecimiento in vitro de las levaduras se utiliz6 medio
caldo nutritivo 8 g/L, extracto de levadura 5 g/L y glucosa 10 g/L (NYDB). Al
mismo se le modifico la aw con glucosa o glicerol y el pH con acido mélico 5
molar.

» Para el crecimiento de los patdgenos se utilizd Agar, papa, dextrosa (APD) de
formulacion comercial de Laboratorios Britania, segin especificaciones del
producto (39 g/L).

» Para la preparacion de las suspensiones de células de levaduras se utiliz6 tampén
fosfato potésico: 70 mL de KH2PO4 0.2 M; 30 mL de KaHPO4 0.2 M, 300 mL de
agua destilada, v/ v /v, pH 6.5).

METODOS

1. Crecimiento y produccion de inoculo de los hongos patdgenos y levaduras con
potencial biocontrolador

Los patdgenos P. crustosum, M. piriformis y B. cinerea se hicieron crecer en APD, a
partir de los cultivos mantenidos en cepario. Los hongos se incubaron en camara de
cultivo durante siete dias en oscuridad a 24°C. Las suspensiones de mitosporas de cada
patdgeno se realizaron por raspado de la superficie de la colonia con un asa estéril en agua
destilada estéril (ADE) con 0.01% (v/v) de Tween 80%. Posteriormente, se filtraron a
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través de malla de tela estéril para eliminar restos de micelio. Las suspensiones se
ajustaron de acuerdo a su CIM, por recuento directo con cdmara de Neubauer al
microscopio optico.

Las levaduras se hicieron crecer a partir de los cultivos conservados en GPY. Los
aislamientos en placas de Petri se incubaron en camaras de cultivo durante 72 hs en
oscuridad a 15°C y 24°C (teniendo en cuenta su naturaleza psicrofila, analizada en el
Capitulo I1). Las suspensiones de células de levaduras se obtuvieron por raspado con un
asa estéril en tampon fosfato. Las suspensiones se ajustaron por recuento directo con
camara Thoma a microscopio optico para obtener una concentracion de 10° cél/mL para

el ensayo descripto en el Punto 2.

2. Determinacion del efecto de la disponibilidad de agua (aw), temperatura, pH, y su

interaccion en el crecimiento in vitro de las levaduras

Estos ensayos fueron realizados en el Instituto de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentarias (IRTA) Subprograma de Patologia de la Poscosecha, en la Linea de
investigacion: Produccion y formulacion de microorganismos de interés agroalimentario

(Lleida, Espafia) bajo la supervision de la Dra. Neus Teixido.

El pH del medio NYDB se ajust6 a niveles de pH de 7.0 (control) a 3.5 usando acido
malico 5 molar/L con el medidor de pH GLP 21 (Crison Instruments S.A., Barcelona,
Espafia). Se evaluaron siete niveles de pH: 6.5, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0 y 3.5. Para cada
estudio aw, el medio NYDB fue modificado osméticamente agregando los solutos no
iénicos glicerol o glucosa en un amplio rango aw de 0.998 (control) a 0.940 siguiendo la
metodologia descrita por Dallyn y Fox (1980) y Scott (1957), respectivamente.
Especificamente, los niveles de aw se ajustaron a 0.995, 0.990, 0.980, 0.970, 0.960, 0.950
y 0.940 y se verificaron con un medidor de aw Aqualab (Decagon Devices, Pullman,
Washington, EE. UU.) con una precision de + 0.003. Para cada una de las condiciones de
pH y aw descritas, 150 pL de los medios NYDB modificados fueron contenidos en
microplacas de 96 pocillos e inoculados con 50uL de suspensiones de levaduras (n=3)
ajustada con camara Thoma para obtener una concentracion final de 10° UFC/mL (Figura
40). Las placas, una para cada levadura (n=3) para cada temperatura (n=5), se incubaron
a0,5, 10, 20, 30°C. Adicionalmente, se evaluo la capacidad de los aislamientos de crecer
a 37°C (temperatura del cuerpo humano) solo en el medio utilizado como control. Para
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controlar el crecimiento de las levaduras, se determinaron los cambios en la absorbancia
de todos los cultivos con un espectrofotdmetro de microplacas PowerWave HT (BioTek
Instruments Inc., Winooski, VT, EE. UU.) a 640 nmy con 15 s de agitacion antes de la
medicion. Una solucién no inoculada de la misma composicién para cada condicion de

pH o0 aw sirvio como control negativo. Cada tratamiento se realizo por triplicado.

pH modificados con a,, modificados con a,, modificados con
acido malico glicerol glucosa
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Figura 40. Esquema de inoculacion en microplacas de 96 pocillos con medios de cultivo

NYDB modificados para cada una de las levaduras para cada temperatura. R: Replica

Sobre los datos obtenidos se determing la tasa especifica de crecimiento maximo (pmax h
1) para cada levadura en cada medio para cada temperatura, se determind a partir del

calculo de p utilizando la siguiente formula (Levenspiel 2004)

In(X,/X1)

# At

Donde:

In: Logaritmo natural

X1: Concentracién de biomasa de levadura al tiempo 1 (DO)
X2: Concentracién de biomasa de levadura al tiempo 2 (DO).
At: Intervalo de tiempo t2 — t1 (h)
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3. Determinacién de la concentracion efectiva minima en ensayos de biocontrol en
cerezas

Se emplearon frutas sanas esterilizadas superficialmente con hipoclorito de sodio (2%), a
las cuales se les provoco una herida artificial en la zona ecuatorial (de 3 mm de ancho x
3 mm de largo) siguiendo la misma metodologia detallada en el Punto 2 del Capitulo I11.
Las frutas se inocularon en la herida con 20 pyL de las levaduras (n=3) en diferentes
concentraciones (1x108, 5x107 1x107 5x10°, 1x10° cél/mL), con posterior inoculacion de
10 pL de los patogenos a la CIM (P. crustosum 1x103, M. piriformis 1x10% y B. cinerea
1x10%). La determinacion de la CIM de B. cinerea ccSL57 se realiz6 utilizando la misma

metodologia que en el Punto 6 del Capitulo I.

Como control negativo se inoculé agua destilada sola y como positivo se inocularon los
patdgenos solos. Con el fin de determinar si las levaduras podrian producir sintomas
similares a los causados por los patdgenos se inocularon heridas con las levaduras
solamente (Rist y Rosenberger 1995). Las frutas tratadas se colocaron en bandejas de
plastico de 100 mm x 150 mm x 50 mm dentro de bolsas de polipropileno con cierre
hermético de 140 mm x 220 mm. Las frutas se conservaron a 0°C por 30 dias y 3 dias a
22°C (condiciones de almacenamiento), y a 22°C por 7 dias (condiciones de
comercializacion). Se determind la incidencia (% de heridas enfermas) y severidad
(didmetro de lesion) de pudriciones para cada caso. Se realizaron tres réplicas para cada

tratamiento con 10 frutas cada uno.

4. Anélisis estadisticos

Se realizaron los analisis correspondientes de los datos obtenidos utilizando el programa
estadistico InfoStat version 2019p. Para el analisis de las pmax h 1y para los datos de CEM
se utilizaron los andlisis no paramétricos de Kruskal Wallis con comparacion de a pares
(p<0.05) (dado que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad) y de la varianza (ANOVA) y las medias separadas de acuerdo al test
de LSD Tukey (p<0.05), respectivamente.

RESULTADOS
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1. Determinacion del efecto de la disponibilidad de agua (aw), temperatura, pH, y su

interaccion en el crecimiento in vitro de las levaduras

Ninguno de los aislamientos de levaduras analizados fue capaz de crecer a 37°C. Las
curvas de crecimiento, obtenidas por absorbancia para los rangos de pH, aw Yy temperatura
(0-30°C) para V. victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204 se
presentan en las Figuras 41, 42, 43, 44 y 45. En el Anexo 6 se muestra la maxima densidad
Optica para cada levadura en cada temperatura, segun el soluto usado para modificar la
actividad agua y para el pH. Mientras que en la Figura 46 se muestran las tasas especificas

de crecimiento maximo (Umax h 1) para cada levadura en cada temperatura.

El crecimiento de las levaduras no mostrd diferencias significativas ante las
modificaciones de pH en ninguna de las temperaturas probadas, con excepcion de V.
victoriae a 5°C, donde se observd una disminucién del crecimiento significativa

estadisticamente a pH bajos de entre 4.5y 3.5 (Figura 44 A).

La variacion de la temperatura (0-30°C) y el estrés hidrico causado por las aw bajas (entre
0.96 y 0.94) afectaron de igual manera a las tres levaduras analizadas, y resultaron las

variables que mas influyeron sobre el crecimiento.

En las awbajas (entre 0.96 y 0.94) a bajas temperaturas (0°C y 5°C), independientemente
del soluto, el crecimiento observado para las levaduras fue bajo con una fase lag mas
larga en comparacién con las demas aw. y temperaturas analizadas. En las temperaturas
bajas, 0°C y 5°C, A. pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204 mostraron mayor
crecimiento que V. victoriae ccSL30, en todos los pH y a aw entre 0.995-0.97 (Figuras 41
y 42). Vishniacozyma victoriae ccSL30 fue la levadura que mostro el crecimiento mas
bajo a 0°C, mientras que a 5°C el mayor crecimiento de esta levadura ocurri6 en los pH
acidos (entre 3.5 y 4.5). A 10°C, los mayores crecimientos de los tres aislamientos,

también se obtuvieron en el medio aw 0.995 modificado con glucosa (Figura 43).

Las combinaciones aw-temperatura en las que las tres levaduras mostraron mayor
crecimiento en menor tiempo fueron 0.995y 0.99 a 20°C, en los medios modificados con
glucosa (Figura 44 D, E, F), siendo Cy. capitatum ccSL1204 la levadura que mostro

mayor crecimiento (medio aw 0.995 modificado con glucosa). Por otro lado, a esta
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temperatura, V. victoriae ccSL30 mostréo mayor crecimiento a aw bajos modificados con

glucosa (0.94-0.96) que Cy. capitatum y A. pullulans.

A 30°C, el menor crecimiento de los tres aislamientos se observo en aw bajas (entre 0.96
y 0.94). Aureobasidium pullulans ccSL1141 fue el aislamiento que mostr6 mayor
susceptibilidad a esta temperatura. Mientras que Cy. capitatum ccSL1204 fue la que
mostré mayor crecimiento a 30°C a aw altos (entre 0.998 y 0.99) tanto con glucosa como
con glicerol como soluto (Figura 45 F e 1). Puede observarse, ademas, que los
aislamientos estudiados llegan a la fase estacionaria (agotan los nutrientes y deja de haber
crecimiento poblacional) en un menor tiempo que en temperaturas inferiores, pero con un

crecimiento menor celular (menor densidad Optica).

De los tres aislamientos probados, A. pullulans ccSL1141 fue el que presentd mayor
crecimiento (mayor DO) a 0, 10 y 20°C, en el medio modificado a pH 5.5 en la primera
temperatura y en el medio modificado con glucosa a aw 0.995 en las dos restantes (Anexo
6). Mientras que Cy. capitatum ccSL1204 fue la que mostré6 mayor crecimiento (mayor
DO) a 5°C y 30°C, en el medio modificado a pH 5.5 en la primera temperatura y en los
medios control y en el medio modificado a pH 6.5 en la temperatura restante.
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Para complementar los resultados presentados en las Figuras 41, 42, 43, 44 y 45, en la
Figura 46 se muestran los valores de la tasa especifica de crecimiento maximo (max h™)
determinados a partir de la pendiente de la curva logaritmica contra el tiempo en la region
de crecimiento exponencial a cada una de las condiciones estudiadas. En todas las
temperaturas estudiadas la tasa de crecimiento maxima se observé en las aw mas altas,
tanto en los medios con glicerol como con glucosa, excepto para A. pullulans ccSL1141
a 10°C temperatura en la cual la pmax Se presentd en medio con reduccion de aw (Figura
41C).

En concordancia con lo que mostraron las curvas de crecimiento (Figuras 41y 42), a0°C
y 5°C A. pullulans ccSL1141 y C. capitatum ccSL1204 mostraron las pmax Mas altas y
presentaron diferencias significativas (p <0,05) con las pmax de V. victoriae ccSL30
(Figuras 41y 46 Ay B). A medida que aumentd la temperatura, la ptmax de V. victoriae

ccSL30 comenzo a aumentar (Figura 46 C, Dy E).

Para V. victoriae ccSL30 y C. capitatum ccSL1204 la pmax h™ se observé a 30°C y fueron
diferentes significativamente (p <0,05) con A. pullulans ccSL1141, coincidiendo con lo

observado en las Figuras 44 y 45.

Mientras que para A. pullulans ccSL1141 la pmax h™* fue a los 20°C, en los medios de
cultivo con pH y aw sin modificaciones (controles) (Figura 41Dy E). A dicha temperatura

no se observaron diferencias significativas entre las especies.
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Figura 46. Tasa especifica de crecimiento maximo (Mmax) de V. victoriae ccSL30, A.
pullulans ccSL1141 y Cy. capitatum ccSL1204 en medios modificados con glicerol,
glucosa y ac. malico a diferentes temperaturas. A) 0°C, B) 5°C, C) 10°C, D) 20°C y
E)30°C.

2. Determinacion de la concentracion efectiva minima en ensayos de biocontrol en
cerezas
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Los resultados obtenidos para la determinacion de la concentracion efectiva minima de
los tres aislamientos seleccionados frente a tres patdgenos de poscosecha se presentan en
las Figuras 46 y 47.

A temperatura de almacenamiento (0°C) se observa que las concentraciones 5x107
cél/mL y 1x108 cél/mL de las tres levaduras fueron las que tuvieron un efecto significativo
(p <0,05) sobre el desarrollo de P. crustosum ccCIEFAP491, siendo A. pullulans
ccSL1141 el aislamiento que redujo la virulencia en mayor porcentaje (Figura 46A). Los
resultados de este ensayo son similares a los obtenidos en el Capitulo Il de esta Tesis.
Para este patogeno la reduccién de la virulencia obtenida con la concentracion del ACB
del orden de 5x107 cél/mL (78.19%) no tuvo diferencias significativas con respecto a la
concentracion de 1x108 cél/mL (93.09%). Cuando se realiz6 la prueba sobre el efecto de
las diferentes concentraciones de levaduras sobre M. piriformis ccCIEFAP501
nuevamente puede observarse que los tres aislamientos en las concentraciones entre
1x107 cél/mL y 1x10® cél/mL afectaron significativamente (p <0,05) el crecimiento del
patdgeno. Pudo observarse, ademas, que la concentracion 1x108 cél/mL de V. victoriae
ccSL30 fue la que redujo en mayor porcentaje la virulencia (84%) (Figura 46B). Cuando
las levaduras se enfrentaron a B. cinerea ccSL57, el desarrollo de este patdégeno se redujo
significativamente (p <0,05) s6lo cuando se enfrentd a Cy. capitatum ccSL1204, en la

concentracion de 108 cél/mL (Figura 46C).

A temperatura de comercializacion (22°C), la virulencia de P. crustosum ccCIEFAP491
las reducciones mas significativas (p <0,05) sobre la virulencia la lograron Cy. capitatum
ccSL1204 en concentraciones 5x107 y 1x108 cél/mL y concentraciones de entre 1x10” y
1x108 cél/mL de A. pullulans ccSL1141 (Figura 47A). Las concentraciones 5x107 y 1x108
cél/mL de Cy. capitatum ccSL1204 mostraron el mayor porcentaje de reduccion de este
patdgeno, 77.74% y 64.11%, respectivamente. Cuando las levaduras se enfrentaron a M.
piriformis ccSL501, en esta temperatura, V. victoriae ccSL30 en una concentracion de
1x108 fue la que redujo en mayor porcentaje (66.67%) el desarrollo de M. piriformis
ccSL501, sequida por Cy. capitatum ccSL1204 en concentraciones de entre 1x107 y 1x108
cél/mL (43.67%) (Figura 47B). Por ultimo, tal como ocurrié a 0°C, la levadura que mas
efecto tuvo sobre el desarrollo de B. cinerea ccSL57, fue Cy. capitatum ccSL1204, con

una significativa (p <0,05) reduccién del 32.5% del patdgeno (Figura 47C).
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La concentracion efectiva minima de los aislamientos analizados en este ensayo se
encuentra en concentraciones del orden de 1x107 cél/mL, debido a que la reduccion de la

virulencia de los pat6genos a esta concentracion no mostré diferencias significativas con

concentraciones mayores (1x108 cél/mL).
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significativamente diferentes (p > 0,05) para el Test LSD de Fisher
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DISCUSION

Este estudio es el primer aporte detallado sobre la relacion entre aw, temperatura y pH vy el
crecimiento de aislamientos de las especies V. victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y Cy.
capitatum ccSL1204. Por lo que los resultados tienen un doble aporte: una mejor caracterizacion
bioldgica de estas especies y generar informacion sobre la posible aplicacion de estos potenciales
agentes de biocontrol. Estos resultados informan las condiciones ambientales méas favorables en
las cuales los aislamientos nativos de V. victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141y Cy. capitatum
ccSL1204 pueden crecer, lo cual es importante para predecir la respuesta de biocontrol (Gotor-
Vilaetal., 2017).

Los resultados acerca de la incapacidad de los aislamientos de crecer a 37°C (temperatura corporal
humana), son un primer indicio sobre la posibilidad de utilizar estos microorganismos en
alimentos para consumo. Otros estudios complementarios que deben realizarse para evaluar su
inocuidad incluyen capacidad para producir fosfolipasas y capacidad de crecimiento en las
condiciones del estdmago (pH 2) (Rigby 1981, de Llanos et al., 2006, Alegre et al., 2013). La
ausencia de células viables de A. pullulans y V. victoriae a temperaturas mayores a 35°C ha sido
demostrada previamente (Lima et al., 1997, Vero et al., 2009, Lutz et al., 2020).

Los aislamientos analizados en este estudio, fueron seleccionados en principio, por su capacidad
de crecimiento a 0°C (Capitulo 2). En este Capitulo se analiza en profundidad los rangos de
temperatura de crecimiento y detectando que son capaces de crecer entre 0 y 30°C. Esto indica
que estamos frente a levaduras adaptadas al frio clasificadas como psicrotolerantes, debido a que
SU Umax Se encuentra entre los 20 y 30°C (Cavicchioli et al., 2002). Es importante sefialar que
distintas cepas de una misma especie pueden estar mas 0 menos adaptadas al frio, debido a que
para colonizar con éxito los ambientes frios las cepas de levaduras expuestas durante varias
generaciones a bajas temperaturas, han desarrollado una serie de respuestas adaptativas y de
aclimatacién basadas genéticamente, lo que hace necesario establecer el rango de crecimiento
para las levaduras nativas (Buzzini y Margesin 2014). Estudios complementarios de variabilidad
fenotipica y genotipica podrian ayudar a explicar los comportamientos disimiles entre

aislamientos de la misma especie frente al crecimiento en diferentes rangos de temperatura.

Los datos obtenidos muestran que los aislamientos tienen tolerancia a los cambios de pH (3.5-7)
y que la temperatura (0°-30°C) y la actividad del agua (aw 0.94-0.99) influyen mas sobre el
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crecimiento de los mismos. Resultados similares obtuvieron Teixidoé et al., (1998) y Carbo et al.,
(2018) en sus estudios ecofisiologicos para Candida sake como ACB frente a los patdgenos de
poscosecha Penicillium, Botrytis, Rhizopus de frutos de pepita, y Lahlali et al., (2008) para Pichia
anomala como ACB frente a Penicillium digitatum y Penicillium italicum en la poscosecha de
citricos. Es importante destacar, que la importancia de que los potenciales agentes de biocontrol
puedan crecer en pH bajos radica en que esta caracteristica les proporciona una ventaja para
desarrollarse en los ambientes con pH &cidos comunes en las heridas de frutas (Teixido et al.,
1998).

Los tres aislamientos probados, tuvieron la capacidad de crecer en todas las aw probadas en alguno
de los dos solutos utilizados para modificar la disponibilidad de agua. La capacidad de tolerar
bajas aw y crecer en sustratos con muy poca disponibilidad de agua liquida es una caracteristica
de las levaduras adaptadas al frio (Boundy-Mills 2014). La capacidad para resistir el estrés
osmatico, es una de las cualidades que hacen adecuada a una cepa para su uso como ACB, debido
a que, una vez que la levadura se ha aplicado sobre la fruta, la aw depende de las condiciones
ambientales dentro del hospedador y cuanto mas flexible sea el biocontrolador en este sentido
mejor sera su adaptacion al sistema (Liu etal., 2013, Sui et al., 2015). Por otro lado, la informacion
aportada servira para establecer los pardmetros iniciales para posteriores ensayos de produccion
de biomasa a mayor escala y para una posterior formulacién conociendo la reaccion de los
potenciales ACB frente al estrés (Sui et al., 2015, Carbé et al., 2018). Este es el primer trabajo
que evalla la capacidad de las levaduras V. victoriae, A. pullulans y Cy. capitatum de crecer en

un amplio rango de aw (0.995-0.94).

En los ensayos realizados con A. pullulans ccSL1141 se determino que la temperatura dptima de
crecimiento fue de 20°C, en un rango de 0 a 30°C, lo que demuestra la versatilidad de este
microorganismo. Vero et al., (2009) reportaron una adaptabilidad similar para una cepa de A.
pullulans, probada para controlar a P. expansum y B. cinerea en manzanas, con una temperatura
Optima de crecimiento de 25°C, con capacidad de crecer en un rango de temperatura de entre 5y
25°C, con una disminucion en el crecimiento a 30°C. Por otro lado, Mounir et al. (2007)
observaron un rango de crecimiento entre 5y 25°C, para una cepa de A. pullulans biocontroladora

de P. expansum en manzanas.

Al analizar el rango de temperatura de crecimiento de Vishniacozyma victoriae ccSL30 se observa

que su tasa de crecimiento a 0 y 5°C es bajo en comparacion con las otras levaduras evaluadas
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en las condiciones probadas y que su pimax aumenta conforme aumenta la temperatura, alcanzando
su mayor tasa de crecimiento a los 30°C. Carrasco et al., (2012) reportaron un rango de
crecimiento mas acotado para esta levadura, entre 4 y 15°C para una cepa de V. victoriae
productora de enzimas extracelulares. Mientras que Unver et al., (2015) informaron un rango de
crecimiento similar al nuestro, entre 5 y 35°C, con un mayor crecimiento entre 15 y 20°C, para
una cepa de V. victoriae productora de proteasas. De acuerdo a nuestros resultados y estos trabajos
resultados previos, donde se observa las bajas tasas de crecimiento de esta levadura a bajas
temperaturas permitirian concluir que Vishniacozyma victoriae ccSL30 no seria una buena

candidata para una futura aplicacion en camaras de conservacion de fruta fina.

Por otro lado, Cy. capitatum ccSL1204 mostro tasas de crecimiento méximo mas altas en
comparacion con las otras levaduras evaluadas en todo el rango de temperaturas probadas (0°-
30°C). Si bien hay estudios que indican que esta especie crece a bajas temperaturas (Birgisson et
al., 2003, Nakagawa et al., 2004), este es el primer estudio que reporta una cepa de la especie con
capacidad de crecer en un amplio rango de temperatura. Nuestros resultados, sumados a los de
otros investigadores citados, muestran la variabilidad intraespecifica que existe en estos
microorganismos para los pardmetros evaluados. Esto muestra la importancia de comparar los
efectos de aislamientos de una misma especie procedentes de diferentes hospedantes, ambientes
y préacticas agricolas.

Los resultados obtenidos aqui sobre las més altas tasas de crecimiento maximo a 0 y 5°C de Cy.
capitatum ccSL1204 y A pullulans ccSL1141, sumados sus capacidades biocontroladora in vivo
a 0°C (Capitulo 111) y posibles mecanismos de accién in vitro a 0°C (Capitulo 1V), indican que
estas levaduras serian mejores candidatos para ser aplicados en cdmaras de conservacion de frutas.
Mientras que las mayores pmax @ 30°C de Cy. capitatum ccSL1204 y V. victoriae ccSL30,
proporcionan una base de informacion sobre los mismos para poder ser evaluados como agentes

de biocontrol durante la precosecha.

Estos ensayos fueron realizados en condiciones de conservacion y comercializacion lo que
permite evaluar ademas la eficiencia el potencial como ACB, no sélo en la fase de produccion
sino una vez aplicado, lo cual es esencial para establecer las condiciones para producir los

antagonistas y también para que sean altamente eficaces como ACBs.

En cuanto a la determinacién de la concentraciéon efectiva minima, los resultados obtenidos en

esta Tesis muestran que los aislamientos seleccionados como potenciales agentes de biocontrol,
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son efectivos a concentracion inicial del orden de 10° UFC/mL, como a concentraciones de 108
UFC/mL. Datos similares han sido reportados para V. victoriae y A. pullulans, probados como
ACB de patdgenos de poscosecha de peras y manzanas, respectivamente (Mounir et al., 2007,
Lutz et al., 2020) y por Oro et al., (2014) para Metschnikowia pulcherrima y Wickerhamomyces
anomalus enfrentadas a Monilinia laxa en cerezas. Ademas, otros autores sefialan que
generalmente es necesario inocular las frutas con una concentracion de levadura de 107-108
UFC/mL (Lima et al.,, 2003, Long et al., 2006, Janisiewicz et al., 2008). La capacidad
biocontroladora de estas levaduras en concentraciones de 10’ UFC/mL, como a concentraciones
de 108 UFC/mL indicaria que los mecanismos de accion por los cuales ejercen su antagonismo se
mantienen a menores cantidades de indculo que las analizadas en el Capitulo I1l. Ademas, el
conocimiento de la CEM de estos aislamientos es importante para futuros ensayos tanto a escala
de laboratorio como a escala semicomercial, asegurando el antagonismo y optimizando tiempo y

recursos.

Por otro lado, los datos obtenidos en este Capitulo confirman los obtenidos en el Capitulo 111 de
esta Tesis acerca de la capacidad de biocontrol de V. victoriae ccSL30, A. pullulans ccSL1141 y
Cy. capitatum ccSL1204 sobre P. crustosum ccCIEFAP491 y M. piriformis ccCIEFAP501.
Ademas, muestran que Cy. capitatum ccSL1204 y A. pullulans ccSL1141 son los aislamientos
mas eficaces frente a P. crustosum y M. piriformis, ya que son capaces de actuar a una
concentracion menor que V. victoriae. De los aislamientos de levaduras evaluadas, el mas eficaz
frente B. cinerea fue Cy. capitatum ccSL1204 a ambas temperaturas, siendo altamente eficaz
cuando la fruta se encuentra en el periodo de conservacion. Este es el primer registro sobre la

capacidad minima efectiva de Cy. capitatum como agente de biocontrol.

De nuestros resultados podemos concluir que el aislamiento Cy. capitatum ccSL1204, obtenida
de cerezas de produccién convencional con el método de aislamiento selectivo (Punto 1.3 del
Capitulo 11, Anexo 3), es un potencial ACB, ya que tiene una alta capacidad de desarrollo en un
amplio rango de temperaturas con capacidad para desarrollarse exitosamente a las temperaturas
criticas de las frutas finas (0°C y 22°C) y pH, bajos caracteristicos de este tipo de frutas, ademas
presenta un espectro de accion mas amplio y es mas efectivo a menores concentraciones que los

otros dos aislamientos evaluados: V. victoriae ccSL30 y A. pullulans ccSL1141.
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CONCLUSIONES



En esta Tesis se aisl, identifico y caracterizo por primera vez la microbiota de levaduras y hongos

asociada a la poscosecha de cerezas, frambuesas y zarzamoras en Argentina.

Se demostré que, en las condiciones analizadas, los hongos patdgenos que mas afectan las frutas
por su virulencia, concentracion minima infectiva, resistencia a fungicida y frecuencia de
aparicion en las cerezas, frambuesas y zarzamoras durante la poscosecha, en Patagonia Sur son

Mucor piriformis y Penicillium crustosum.

Diez aislamientos nativos mostraron ser los mas versatiles como potenciales antagonistas frente
Mucor piriformis ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum ccCIEFAP491, por su efecto sobre la
virulencia en dos temperaturas criticas para las frutas (la temperatura de almacenamiento, 0°C, y

la temperatura de comercializacion, 22°C.

Las levaduras nativas Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, Aureobasidium pullulans ccSL
1141, Naganishia adeliensis ccSL154 y 441, Filobasidium stepposum ccSL614, Vishniacozyma
victoriae ccSL30 y ccSL771, Naganishia globosa ccSL631, Tausonia pullulans ccSL899,
Meyerozyma guilliermondii ccSL199 y la levadura Yield Plus (Cryptococcus albidus) mostraron
mejor control de la virulencia de Mucor piriformis ccCIEFAP501 y Penicillium crustosum
ccCIEFAP491.

Las diez levaduras nativas fueron mas eficaces que la levadura comercial Boni Protect y las
seleccionadas para el control de patégenos de pera, demostrando la importancia de aislar ACB a
partir de los sustratos a proteger.

Una nueva técnica fue desarrollada en esta Tesis para la evaluacion del potencial biocontrolador
para Berries a través del analisis de la infeccion natural de patdgenos y resulto ser la estrategia
mas apropiada para la evaluar la capacidad antagonista en estas frambuesas y zarzamoras. La
misma consistié en la aplicacién de los potenciales ACB por la técnica de sprayado sin

inoculacion de mitosporas de los patdgenos.

Los aislamientos nativos Meyerozyma guilliermondii ccSL199, Naganishia globosa ccSL631,
Aureobasidium pullulans ccSL 1141, Cystofilobasidium capitatum ccSL1024 resultaron efectivos

para controlar el desarrollo de enfermedades de poscosecha en los tres tipos de frutas.
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Se demostré que la inoculacién conjunta de levaduras en iguales proporciones, capaces de crecer
en las mismas condiciones no mejora la eficacia como ACBs para controlar el desarrollo de las
enfermedades.

Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans ccSL1141 y Cystofilobasidium
capitatum ccSL1204 son los aislamientos nativos que presentan mas mecanismos de accion frente
al desarrollo de Mucor piriformis y Penicillium crustosum dentro de los ensayos in vitro probados,

en las dos temperaturas criticas para la fruta fina.

El crecimiento de Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans ccSL1141 vy
Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 se ve afectado en mayor medida por los cambios en la

temperatura y la actividad de agua (aw) que por cambios en el rango de pH.

El crecimiento celular mas veloz de Vishniacozyma victoriae ccSL30, Aureobasidium pullulans
ccSL1141 y Cystofilobasidium capitatum ccSL1204 se produce cuando la aw es 0.995 y la

temperatura es de 20°C.

La concentracion minima de in6culo necesaria para que estas levaduras nativas sean efectivas y
logren desarrollar su capacidad antagonista frente a los patégenos de poscosecha se encuentra en

el orden de 107 cél/mL.

Cystofilobasidium capitatum ccSL1204, podria ser considerado un potencial ACB con
condiciones para continuar con las etapas de produccién y desarrollo de un bioproducto por su
capacidad de crecimiento en un amplio rango de temperaturas, pH y por tener un espectro de
accion mas amplio y ser efectivo a menores concentraciones que los otros dos aislamientos

probados (Vishniacozyma victoriae ccSL30 y Aureobasidium pullulans ccSL1141).

Esta es la primera vez que se reporta y caracteriza a Cystofilobasidium capitatum como un
potencial ACB.
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Anexo 1

Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del ADN:

Nombre del primer Secuencia del primer (5°-3") Gen objetivo
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ITS

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS

Bt2A GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC B tubulina
Bt2B ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC B tubulina
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG D1/D2

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG D1/D2

Anexo2 Condiciones de amplificacion del ADN

Género Condiciones de ciclado
Alternaria 1 ciclo de 5 min a 94°C.
35 ciclos de 1 mina 94°C, 90 s a60°Cy 2 min a 72°C.
1 ciclo de 15 min 72°C (Pryor y Gilbertson 2000)
Botrytis 1 ciclo de 85 s a 94°C.

13 ciclos de 35 sa95°C,55sa55°Cy45sa72°C.
11 ciclos de 35sa95°C,55sa55°Cy 120sa 72°C
11 ciclos de 35 sa 95°C, 55sa55°Cy 180 sa 72°C.
1 ciclo de 10 min a 72°C (Gardes y Bruns 1993)

Cladosporium

1 ciclo de 3 min a 94°C.
25 ciclos de 10 s a 96°C, 10 s a 55°C y 4 min a 60°.
1 ciclo de 30 s a 60°C (Braun et al., 2003)

Mucor

1 ciclo de 10 min a 94°C.
30 ciclos de 30 s a 94°C, 60 sa42°Cy 2 mina 72°C.
1 ciclo de 10 min 72°C (Kwasha et al., 2006)

Penicillium

1 ciclo de 5 min a 94°C.
30 ciclos de 40 s a 94°C,40sa 72°Cy 1 mina 72°C.
1 ciclo de 15 min 72°C (Kim et al., 2007)

Levaduras

1 ciclo de 5 min a 95°C
35 ciclos 1 min a 94°C, 2 min a 55.5°Cy 2 min a 72°C
1 ciclo de 10 min a 72°C (Esteve-Zarzoso et al., 1999)

206




Anexo 3

Tabla. Identidad y origen de las levaduras capaces de crecer a 0°C

ccSL  Nombre

1141
256
335

339
645
1111

1204
1215
881
885
886
1130
679
1040
1225
657
659
1104
1108
1110
1114
1026
1217
16
492
614

Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans
Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans
Curvibasidium cygneicollum
Cystofilobasidium capitatum

Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium capitatum
Cystofilobasidium infirmominiatum
Cystofilobasidium infirmominiatum
Cystofilobasidium infirmominiatum
Cystofilobasidium infirmominiatum
Cystofilobasidium macerans
Cystofilobasidium macerans
Cystofilobasidium macerans
Cystofilobasidium macerans
Cystofilobasidium macerans
Cystofilobasidium macerans
Filobasidium magnum
Filobasidium magnum
Filobasidium stepposum

E value

O O O O O O O OO0 o o o o

0
1,00E-111

0

O O O O O O O o o o

Identidad

100
100
100

100
100
100

96
100
99
99
99
99
99
99
99
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Acceso

KU350484
FJ150942
KU350477.

KU350480
JQ964219

NG_042347
NG_042347

GQ911511
KC433851

NG_042347

KP346924
KC433851
KC433851
AY158643
KU179836
KU179836
KU179836
KP346926
KP346926
KP346926
KC433777
KP346926
KT427611
KT970745
KC160631
KT933347
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Fruta/variedad

Cereza Lapins
Frambuesa
Cereza Rainier
Cereza Rainier
Zarzamora
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Lapins
Cereza Lapins
Cereza Lapins
Cereza Lapins
Zarzamora
Cereza Lapins
Cereza Rainier
Zarzamora
Zarzamora
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Lapins
Cereza Rainier
Cereza Lapins
Cereza Lapins
Zarzamora

Sitio
P42

P42
Trevelin
Trevelin

P42
P42

Trevelin
Trevelin
Trevelin
Trevelin
Trevelin
P42
P42
Gaiman
Trevelin
P42
P42
P42
P42
P42
P42
Gaiman
Trevelin
Gaiman
Gaiman
P42

Tipo de produccion

Organica
Orgénica
Convencional
Convencional
Asilvestrada
Organica
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Organica
Asilvestrada
Convencional
Convencional
Asilvestrada
Asilvestrada
Organica
Orgénica
Organica
Orgénica
Convencional
Convencional
Convencional
Convencional
Asilvestrada

Tipo de
aislamiento

Selectivo
Endo- Epifitico
Epifitico
Epifitico
Endo- Epifitico
Selectivo
Selectivo
Selectivo
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Selectivo
Endo- Epifitico
Selectivo
Selectivo
Endo- Epifitico
Endo- Epifitico
Selectivo
Selectivo
Selectivo
Selectivo
Selectivo
Selectivo
Epifitico
Epifitico
Endo- Epifitico

Tiempo

45
45
45
45
45
45
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1034220717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R59FNG52014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/395406629?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=R5EN04E101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/913748506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=R7E35PR601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/913748506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=R7F0ADHG015
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1008423820?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5F71DZT014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/959099178?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5B924K6015

665
752
772
949
696

728
199

1207
1211
1213
1226
442
905
154
163
168
413
441
502
443
774

702
636
642

619
770
621

624
625

655

672
631

Filobasidium wieringae
Filobasidium wieringae
Gelidatrema spencermartinsiae
Gelidatrema spencermartinsiae
Gelidatrema spencermartinsiae
Holtermanniella wattica
Meyerozyma guilliermondii
Mrakia frigida
Mrakia frigida
Mrakia frigida
Mrakia frigida
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia adeliensis
Naganishia albidosimilis
Naganishia albidosimilis
Naganishia albidosimilis
Naganishia antarcticus
Naganishia globosa
Naganishia globosa

Naganishia globosa
Naganishia globosa

Naganishia globosa

Naganishia globosa
Naganishia globosa

O O O O O O O O O O O O O o oo o o o oo

©
o
o
m

OO O OO0 O O o oo

%)
®©

100
100
98
98
98

99
100

99

99

99

99

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

99
100
100

100
100

100

99
99

KT427574
AF181541
DQ513279
DQ513279

DQ513279
FJ748666
KU316708

AJ866978
AJB66978
AJ866978
AJB66978
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028
KT239028

KJ439600
KJ756744
KJ756744

KT970767
LC134296
LC134296

LC134296
LC134296

LC134296

LC134296
KU316763
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Zarzamora
Frambuesa
Cereza Bing
Cereza Lapins
Cereza Rainier

Zarzamora
Frambuesa

Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Bing
Cereza Rainier
Cereza Bing
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/982326564?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R5FB6JKB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/98991735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=R5HD33U5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/98991735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=R5KMWEMW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/98991735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=R5G2CDHG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224813663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=R5GTSN1M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1031915659?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R58AR7D5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56311389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R7FSYA3B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56311389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R7FSYA3B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56311389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R7FSYA3B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56311389?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R7GRH8ZS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R59UMC4N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5KF4EA0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R57RAJT0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R57UMJEA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R580KCN1015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R59JS5GP015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R59S5K62014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5AWT0M0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R59X00PP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/880804867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5HJFGUZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/614790641?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5GA21WV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/682121943?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5E379Z7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/682121943?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5E649JY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087348?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=R5BC2SMY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5H3SXU301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5CJB852014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5DFK90G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5DFK90G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5F0S6Y901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5FUJZD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1031915714?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5DY9K5C014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040718889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5EUY5VG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356458416?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5MEUWMU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/635414834?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5ES3V8301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/913748512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=R7F4D5VX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5MCVHY8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5J34MBN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5J6C8SA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5JBSW7E01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5JECBUD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5JGK4Y9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5JYMNP001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5K14BSM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5K42YS7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5M9YFRA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5K6Z6W201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5K9GKC6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/937655695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5KC1AD7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/755223265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R553T908015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/755223265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5AF2MS3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R57X6BJS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R59NVKAD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5H9W6A401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5HS9Y30014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5HUVGAD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5MU2ZN401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5KT9FWM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/946522256?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R556P0H3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R55AP9DE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087349?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R57KYRD8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R58UU7CU014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R58YUNUY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5HXBPCR015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5HZTK49015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5ATD0AE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5B0KE2N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5B5251M014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024262605?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=R5KWZ9GA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13605764?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5M224PK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R5GNZA3B015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1021087325?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R58DM2GM01R

Anexo 4

Severidad, incidencia y virulencia en frutas cerezas inoculadas con diferentes levaduras frente a P. crustosum ccCIEFAP491. Los resultados se

presentan segun el efecto sobre la virulencia, de menor a mayor porcentaje.

0°C 22°C

Levaduras S (mm) ** I (%) vV (%) Levaduras S(mm) > 1(%) vV (%)

H. wattica ccSL 728 1.20+0.26 43.3 10 Cy. capitatum ccSL1204 1.41+0.11  96.6 18.6

A. pullulans* ccSL1141 1.08+0.28 53.3 13.6 A. pullulans* ccSL1141 1.5340.13 96.6 20.3 i
V. tephrensis ccSL498 2.90+0.33 30 16.8 N. adeliensis ccSL441 5.33+£0.1 60 44.23 §
N. adeliensis ccSL441 1.44+0.27 63.3 17.6 F. stepposum ccSL614 458+0.42 86.6 48.9

V. victoriae ccSL771 2.00+0.5 53.3 20.6 P. capsuligena ccSL1039 4.39+0.22 100 60.2

Cy. capitatum ccSL679 2.33£0.42 50 22.5 N. globosa ccSL647 4.72+0.19 100 64.7

N. globosa ccSL631 1.80+0.34 63.3 26.9 N. globosa ccSL621 5.87£0.45 93.3 67.4

Cr. albidus Yield Plus (YP) 1.274£0.11 93.3 27.9 H. wattica ccSL 728 5.53+0.42 100 68.0

Cy. capitatum ccSL1204 1.53+0.11 93.3 33.6 ™ M. frigida ccSL1207 4.98+0.28 100 68.2

Cy. infirmominiatum ccSL657 2.44+0.38 73.3 34.6 § N. adeliensis ccSL154 5.55#0.54 100 68.3

V. victoriae ccSL166 2.17+0.43 83.3 34.9 o Cu. cygneicollum ccSL645 5.01+0.23 100 68.7 ~
V. victoriae ccSL30 2.26x0.66 80 34.9 N. albidosimilis ccSL636 6.57£0.51 76.6 69.1 §-
F. stepposum ccSL614 2.01+0.22 90 34.9 T. pullulans ccSL1206 5.28+0.37 96.6 69.9 o
F. wieringae ccSL665 2.45+0.35 76.6 36.3 N. globosa ccSL631 5.38£0.28  96.6 71.2

V. victoriae ccSL501 2.41+0.31 80 37.3 Cy. macerans ccSL1026 5.22+0.22 100 71.5

F. magnum ccSL16 2.28+0.27 90 39.6 Cy. capitatum ccSL679 6.09+0.49  96.6 72.5

V victoriae ccSL201 2.42+0.39 86.6 40.5 T. pullulans ccSL899 6.19+0.60 96.6 73.7

N. adeliensis ccSL502 2.62+0.29 86.6 43.9 A. pullulans Bony Protect (BP) 5.46+0.37 100 74.8

V. tephrensis ccSL21 2.69+0.29 93.3 48.6 N. adeliensis ccSL502 6.10+0.17 100 75.1

N. adeliensis ccSL154 3.23+0.38 86.6 54.2 ~ N. adeliensis ccSL905 6.32£0.41 100 77.8 -
F. magnum ccSL492 3.18+0.26 93.3 57.5 §- V. victoriae ccSL703 6.36£0.43 100 78.3 %—
V. victoriae ccSL964 3.73+0.37 80 57.8 O V. victoriae ccSL993 6.37+£0.36 100 78.4 o
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V. victoriae ccSL703 3.85+0.67 80 59.6
V. victoriae ccSL427 3.46%0.27 90 60.2
V. victoriae ccSL993 3.93+0.42 83.3 63.4
N. globosa ccSL621 4.00£0.31 86.6 67.1
A. pullulans Boni Protect (BP) 3.34+0.27 86.6 68.3
A. pullulans ccSL256 6.45+0.28 100 118
N. albidosimilis ccSL636 4.29+0.33 80 81.1
M. guilliermondii ccSL199 4.33+0.36 100 83.7
Cy. capitatum ccSL881 5.32+0.48 90 92.6
V. victoriae NPCC1263 4.23+0.19 96.6 96.6
N. adeliensis ccSL905 5.00+0 100 96.7
N. adeliensis ccSL774 5.00+0 100 96.7
N. antarcticus ccSL619 5.67+0.09 100 100
G. spencermartinsiae ccSL696 7.33+0.18 100 100
V. victoriae ccSL305 5.91+0.83 96.6 110.5
N. globosa ccSL770 6+0 100 116.1
Cy. macerans ccSL1217 5.6x0.76 93.3 123.4
Cu. cygneicollum ccSL645 6.04+0.60 90 128.4 é_'
P. membranifaciens NPCC1250 6.71+0.49 93.3 148.0 S
T. pullulans ccSL879 8.20+0.01 100 160.8
T. pullulans ccSL899 8.01+0.12 100 154.8
N. globosa ccSL647 7.78+0.43 96.6 177.7
Cy. macerans ccSL1026 7.67+0.38 100 181.1
V. victoriae ccSL1109 10+0 100 236.2
C. capitatum ccsSL1111 10+0 100 236.2
C. capitatum ccSL1130 10+0 100 236.2
C. infirmominiatum ccSL659 10+0 100 236.2
C. infirmominiatum ccSL1040 10+0 100 236.2
C. macerans ccSL1104 10+0 100 236.2
P. capsuligena ccSL1039 10+0 100 236.2

Cy. macerans ccSL1217

P. membranifaciens NPCC1250
F. wieringae ccSL665

Cy. infirmominiatum ccSL657
V. victoriae ccSL501

F. magnum ccSL492

V. victoriae NPCC1263

M. guilliermondii ccSL199

T. pullulans ccSL879

F. magnum ccSL16

V. tephrensis ccSL498

V. tephrensis ccSL21

N. globosa ccSL770

T. pullulans ccSL1033

V. victoriae ccSL964

V. victoriae ccSL771

V. victoriae ccSL30

Cy. infirmominiatum ccSL659
A. pullulans ccSL256

N. antarcticus ccSL619

V. victoriae ccSL166

Cy. capitatum ccSL881

N. adeliensis ccSL774

V. victoriae ccSL1109

V. victoriae ccSL427

G. spencermartinsiae ccSL696
Cr. albidus Yield Pus (YP)

V. victoriae ccSL201

R. colostri ccSL646

C. macerans ccSL1104
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5.95+0.59
5.76+0.20
6.43+0.80
6.68+0.45
7.02+0.35
7.03+0.37
6.32+0.16
7.27+0.31
7.33+0.44
7.38+0.65
7.43+0.34
7.44+0.39
7.47+0.30
6.77+0.16
7.68+0.43
7.78+0.49
7.97+0.54
8.00+0.54
7.3+0

8.13+0.38
8.18+0.39
8.47+0.30
8.58+0.35
7.87+0.36
9.03+0.31
9.27+0.39
8.42+0.25
9.61+0.48
8.94+0.33
9.10+0.26

96.6
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
90
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

78.8
78.9
79.1
82.2
86.4
86.5
86.6
89.5
90.2
90.9
91.5
91.6
91.9
92.8
94.6
95.8
98.1
98.7
100
100.2
100.7
104.3
105.6
107.8
111.3
1141
115.4
118.3
122.6
124.8



T. pullulans ccSL1033 10+0 100 236.2 C. capitatum ccSL1130 10.00£0 100 137.1

T. pullulans ccSL11206 10+0 100 236.2 Cy. capitatum ccsSL1111 10.16+0.16 100 139.3
M. frigida ccSL1207 10+0 100 236.2 Cy. infirmominiatum ccSL1040 11.93+0.44 100 163.6
R. colostri ccSL646 10+0 100 236.2 V. victoriae ccSL305 13.53+0.39 100 166.7
Control 4.2310.13 100 100 Control 7.29+0.31 100 100

S: severidad. I: incidencia. V: virulencia. * Hongo tipo levadura o “yeast-like” ** + Desvio estandar. Colores diferentes indican Grupos diferentes:

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Anexo 5. Severidad, incidencia y virulencia en frutas cerezas inoculadas con diferentes levaduras frente a M. piriformis ccCIEFAP501. Los

resultados se presentan segun el efecto sobre la virulencia, de menor a mayor porcentaje.

0°C 22°C

Levaduras Levaduras

S (mm)** 1 (%) V (%) S (mm)** 1 (%) V (%)
N. globosa ccSL631 1.48+0.80 13.3 0.98 M. guilliermondii ccSL199 4+1.49 16.6 3.3
T. pullulans ccSL879 2.67+£1.26 13.3 1.7 Cy. capitatum ccSL1204 6+1.70 20 9
T. pullulans ccSL899 4.67+£1.57 23.3 5.4 Cr. albidus (YP) 8.67£1.84 433 18.7
V. victoriae ccSL30 6+1.70 30 9 Cy. infirmominiatum ccSL1040 9.33+1.85 46.6 21.7
Cy. capitatum ccSL1204 6.67£1.75 33.3 111 o  Cy. macerans ccSL1104 10+1.86 50 25 ™
N. albidosimilis ccSL 636 7.67+1.77 40 15.3 § T. pullulans ccSL899 10.67+1.85 53.3 28.4 %
V. victoriae ccSL771 8+1.82 40 16 G N. globosa ccSL63L 1058+1.72 56.6 30 o
M. guilliermondii ccSL199 8+1.82 40 16 R. colostri ccSL646 12+1.82 60 36
N. adeliensis ccSL154 9.33+1.58 46.6 21.7 V. victoriae ccSL771 12.67+1.79 63.3 40.1
A. pullulans ccSL1141 * 12.67+1.79 66.6 44.4 T. pullulans ccSL1206 12.67+1.79 63.3 40.1
Cr. albidus (YP) 13.33£1.75 66.6 44.4 N. adeliensis ccSL 154 13.33£1.79 66.6 44.4
F. magnum ccSL16 15+1.75 66.6 50 V. victoriae ccSL201 14+0.93 73.3 51.3
R. colostri ccSL646 10.17+0.17 100 50.8 o F.magnum ccSL16 11.33+1.84 100 56.6 o~
N. globosa ccSL647 1467+164 733 537 S V. victoriae ccSL30 15.33:157 76.6 58.7 g
F. wieringaeccSL665 14.67+1.64 73.3 53.7 G V. victoriae ccSL305 16+1.49 80 64 O
V. victoriae ccSL201 14+1.70 80 56 Cy. capitatum ccSL881 16.67+1.38 83.3 69.4
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Control 20+0 100 100 Control 20+ 100 100

S:severidad. I: incidencia. V: virulencia. * Hongo tipo levadura o “yeast-like” ** + Desvio estandar. Colores diferentes indican Grupos diferentes:

[ Grupol | Grupo2 Grupo 3
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Anexo 6. Maxima densidad Optica para cada levadura en cada temperatura, segun el soluto usado

para modificar la actividad agua y para el pH.

V. victoriae ccSL30 A. pullulans ccSL1141 C. Capitatum ccSL 1204
[Temperatura | Glucosa Glicerol pH Glucosa Glicerol pH Glucosa Glicerol pH
Max DO 0.249 0.234 0.192 1.267 1.279 1.338 0.825 0.829 0.904
0° Tratamiento | 0.998 (C) | 0.998 (C) 6 0.995 [0.998(C), 5.5 0.995 0.99 5
Tiempo 15d 15d 11d 25d 25d 25d 28d 28d 28d
Max DO 0.544 0.608 1.184 1.475 1.358 1.41 1.548 1.548 1.626
5 Tratamiento | 0.99 0.99 4.5 0.995 0.99 3.5 0.998 (C) 0.998 (C) 5.5
Tiempo 32d 32d 32d 25d 25d 25d 28d 28d 28d
Max DO 1.578 1.334 1.376 1.824 1.822 1.749 1.62 1.379 1.539
10° Tratamiento | 0.995 | 0.998 (C) 6 0.995 0.995 4 0.99 0.995 4
Tiempo 13d 15d 11d 25d 25d 25d 25d 25d 25d
Max DO 1.502 1.195 1.188 1.585 1.005 1.08 1.544 1.24 1.23
20° [Tratamiento | 0.995 0.995 6.5 0.995 10.998 (C) 6.5 0.99 0.995 6.5
Tiempo 76 h 46 h 50 h 140 hs 61 hs 129 hs 144 hs 85 hs 65 hs
Max DO 1.38 1.195 1.082 0.704 0.659 0.75 1.4 1.126 1.126
30° Tratamiento | 0.995 0.995  10.998 (C)| 0.998 (C) | 0.98 45 0995 0.998(C)| 6.5
Tiempo 45 hs 45 hs 28 hs 72 hs 72 hs 72 hs 51 hs 26 hs 28 hs

Max. DO: Maxima densidad Optica medida. (C): control. Datos en negrita sefialan la mayor DO
y el tratamiento para cada temperatura. Los cuadros grises sefialan el tratamiento y el tiempo en
el que se obtuvo la mayor DO en menor tiempo para cada levadura.
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Fruit rot of sweet cherries and raspberries caused by Penicillium
crustosum and Mucor piriformis in South Patagonia, Argentina
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Abstract: Cherries and raspberries are important fruit crops in Patagonia, Argentina. A high proportion (50%) of raspberry production is
organic certified and sold for fresh and frozen domestic markets. Due to post-harvest rot diseases, cherries and raspberries from Patagonia are
kept in cold storage for a short period of time. During the storage season of 2012—2013, fruit rot samples were obtained from conventional and
organic sweet cherry and raspberry orchards in the Andean zone of Central Patagonia. Penicillium crustosum and Mucor piriformis were
isolated from both types of production systems and identified through morphological and molecular analysis; their pathogenicity was
confirmed based on their virulence (incidence and severity). To our knowledge, this is the first report confirming Penicillium crustosum and
Mucor piriformis causing post-harvest disease on cherries and raspberries in Argentina, and it contributes to expanding the knowledge on
emerging pathogens.

Keywords: adapted cold pathogens, organic production, post-harvest diseases, Prunus avium, Rubus idaeus

Résumé: Les cerises et les framboises sont des cultures importantes en Patagonie, en Argentine. Une forte proportion (50%) de la production
de framboises est certifiée biologique et est vendue sur les marchés locaux de fruits frais et congelés. A cause de pourritures post-récoltes, les
cerises et les framboises de la Patagonie sont entreposées sous froid pendant une courte période. Durant la saison d’entreposage 2012—2013,
des échantillons de pourriture ont été prélevés dans des framboisieres et dans des vergers des cerisiers sauvages, cultivés traditionnellement et
biologiquement, dans la zone andine du centre de la Patagonie. Penicillium crustosum et Mucor piriformis ont été isolés dans les deux types de
productions et identifiés par analyse morphologique et moléculaire; leur pathogénicité a été confirmée en se basant sur leur virulence
(incidence et gravité). A notre connaissance, il s’agit du premier rapport confirmant I'incidence d’une maladie post-récolte causée par
Penicillium crustosum et Mucor piriformis chez les cerises et les framboises en Argentine. Par ailleurs, il contribue a étendre les connaissances
sur les agents pathogénes émergents.

Mots clés: agents pathogenes adaptés au froid, maladies post-récoltes, production biologique, Prunus avium, Rubus idaeus

Introduction Argentinean exports of fresh cherries increased 12.4 times
from 142 tons in 1994 to 1759 tons in 2013, and ranked
tenth in the income generated by fresh fruit exports for the
country (Bruzone 2009; Baudino 2013). In the Patagonian
region, raspberry (Rubus idaeus L.) and

Berries and cherries are widely consumed all over the
world. In Argentinean Patagonia, these are important fruit
crops as fresh season fruit and frozen fruit, while almost
90% of raspberry production supplies the local markets.

Correspondence to: Maria Belén Pildain. E-mail: mbpildain@ciefap.org.ar
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sweet cherry (Prunus avium L.) are conventional and
certified organic products. Both types of commodities are
very perishable and can be infected by different pathogens,
both in the field and, even more so, during post-harvest
storage (Crisosto et al. 1993; Vaughn et al. 1993). Leak rot
and blue mould caused by Mucor and Penicillium species,
respectively, have been reported several times in stored
cherries and raspberries fruit. Mucor mucedo L., M. pir-
iformis A. Fisch. and M. hiemalis Wehmer have been
associated with leak rot of raspberries in the UK (Dennis &
Mountford 1975; Snowdon 1990). Mucor piriformis has
also been reported to cause rotting of cherries in Chile,
California and Norway (Michailides & Spotts 1990; Barve
et al. 2000). Blue mould decay may be caused by various
Penicillium species, Penicillium expansum Link being the
most aggressive and commonly encountered in sweet
cherry fruit (Ceponis 1987; Spotts et al. 1998). In Italy,
three Penicillium species, including P. expansum, P. chry-
sogenum Thom and P. crustosum Thom have been asso-
ciated with soft rot of sweet cherries (Sanzani et al. 2013).
During December 2012—February 2013, symptoms of
decaying fruits from storage chambers at 0° in the Andean
range zone of Southern Patagonia were analysed.
Symptoms began as a soft and light to dark brown lesion.
As infection advanced, the lesions became watery, with
sporulating mycelia and, when the decayed cherry fruit was
cut, the fruit flesh appeared to be completely rotten, light
to dark brown, very soft or watery, and easily separated
from the healthy tissue. Thus, the objectives of this study
were to determine the causal agent and identify the
pathogen based on morphological character- istics,
pathogenicity tests and molecular biological techniques.

Materials and methods
Pathogen isolation

During surveys for post-harvest diseases of cherries and
berries conducted on the Andean range zone of Patagonia,
Argentina (Trevelin, 43°02'19S, 71°28'25W; Lago Puelo,
41°59'57S, 71°33'10W; EI Bolson, 41°56" 42S,
71°31'13W), cherry (‘Bing’, ‘Lapins’ and ‘Rainier’
varieties) and raspberry (‘Autumn Bliss’ variety) fruits
with rot symptoms were obtained from storage chambers
at 0-1°C (Fig. 1a,c). Both types of fruit came from
organic and conventional fields in the west area of
Patagonia (Andean range zone). Small pieces (3 mm?) of
50 symptomatic fruits were excised from the junction of
diseased and healthy tissue, surface-sterilized in 70%
ethanol for 30 s, washed in three changes of sterile dis-
tilled water, air dried, transferred to potato dextrose agar
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(PDA) and incubated for 7—10 days at 22°C. A total of 18
isolates were subcultured in Petri dishes with PDA in a
growth chamber at 22°C.

Morphological and molecular identification

Fungi were morphologically identified according to macro
and microscopic characteristics from cultures on PDA,
Czapek yeast autolysate agar (CYA), malt extract agar
(MEA) and yeast extract sucrose agar (YES) (Samson et
al. 2004; Pitt & Hocking 2009). After the morphological
examination, isolates were grown in 2 mL of malt-
peptone, and genomic DNA was extracted using the
commercial kit Ultra Clean TM Microbial DNA lIsolation
Kit (MOBIO Laboratories Inc., Solana Beach, CA, USA).
A part of the B-tubulin gene, and the Internal Transcribed
Spacer (ITS) and the intervening 5.8S RNA gene were
amplified with the primers Bt2a and Bt2b (Glass &
Donaldson 1995) and ITS5-1TS4 (White et al. 1990),
respectively. PCR amplification was carried outina 25 uL
reaction mixture containing dNTPs (0.25 mM of each),
25 mM MgCly, 1 x PCR buffer supplied with the
polymerase enzyme; 0.1 mM each of primer; 100-500ng
DNA; 6% bovine serum albumin (BSA, Promega,
Madison, WI) and 1.25 U GoTaq polymerase (Promega).
PCR reactions were performed in a thermal cycler
(MyCycler™ BioRad). Conditions for PCR amplification
and sequencing were as described by Kimet al. (2007) and
Kwasna et al. (2006). The amplified fragments were
purified and sequenced with an ABI 3700 automated
sequencer (Perkin-Elmer, Foster City, CA) at the DNA
Synthesis and Sequencing Facility, Macrogen (Seoul,
Korea). Sequences were submitted to GenBank
(KU961521-KU961529). Phylogenetic relationships
were inferred with maximum likelihood (ML). The best-
fit models of evolution were K80 (ITS dataset) and TrN
+G (B-tubulin dataset), determined in jModelTest (Posada
2008). Branch support was determined with non-para-
metric bootstrapping implemented in RAXML 7.2.8
(Stamatakis 2014), using the default parameters, executed
on the CIPRES (cyberinfrastructure for phylogenetic
research) Science Gateway 3.1 (Miller et al. 2010) with
bootstrap statistics calculated from 1000 bootstrap
replicates.

Pathogenicity tests

To determine pathogenicity, healthy cherry fruits ‘Bing’
were randomized and sterilized with 2% NaOCI for 30 s,
wounded (3 x 3 mm wound) with a sterile stick and
inoculated with 10 pL of 106 conidia mL™* from 7-day-
old sporulating cultures of each isolate. Fruits were
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Fig. 1. (Colour online) Decay symptoms and morphological features. (a) Penicillium crustosum white mycelium and green sporulation and rot
symptoms on inoculated raspberries in pathogenicity tests. (b) Penicillium crustosum conidiophores and conidia. (c) Mucor piriformis mycelia
and symptoms in later stage on naturally infected cherry. (d) Sporangiophores, sporangia, collumelae and sporangiospores of Mucor piriformis.

Scale bar = 10 ym.

placed in plastic trays inside polyethylene bags, avoiding
contact between wounds and bags, and kept in cold
storage conditions (30 days at 0°C followed by 3 days at
22°C), and under ambient conditions (7 days at 22°C) in
refrigeration chambers. Severity (wound diameter) was
determined. Raspberry fruits ‘Autumn Bliss’ were spray-
inoculated with a conidial suspension containing 10°
conidia mL~ from 7-day-old sporulating cultures of each
isolate (Verma & Sen 2008). Fruits were placed in plastic
trays inside polyethylene bags as with cherries, and kept
in two storage conditions: (a) at 0°C for 5 days and for 2
days at 22°C, (b) at commercial conditions during 5 days
at 22°C. Disease incidence was defined as the number of
diseased wounds/total number of wounds x 100. Distilled
water was used as negative control. Three replicates of 10
fruits were used. The pathogen was re-isolated; its
morphology and DNA sequence was compared with the
original isolate. The experiment was conducted in
December 2013 and
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repeated in February 2014 with a different lot of fruit,
belonging to ‘Lapins’ variety, for confirmation.

Results and discussion
Fungal identification and isolation

From the sampled fruit, 23% of cherries and 16% of
raspberries developed fungi different to Botrytis cinerea
Pers.:Fr. (2%), the main worldwide post-harvest pathogen
associated with both types of fruit. Two different fungi
were identified in both fruits: Penicillium crustosum (five
isolates: two from organic and conventional cherries,
three from organic certified raspberries) and Mucor pir-
iformis (10 isolates: two from organic cherries, five from
conventional cherries and three from organic certified
raspberries). Isolates of P. crustosum were morphologi-
cally identified according to Frisvad & Samson (2004).
Isolates ccCIEFAP479 and ccCIEFAP483 presented
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white mycelia, with sporulation, yielding greyish green
colonies on all media. Colonies were radially sulcate and
velutinous, with clear exudate, and produced a yellow to
orange reverse colour on CYA and YES. Conidiophores
were terverticillate, stipes septate with rough walls, and
ampulliform phialides. Conidia were smooth, spherical to
subglobose, in columns, measuring 2.9-4.9 (3.6) ym (n
= 30) (Fig. 1b). BLAST analysis revealed that the
sequences were 100% identical to Penicillium crustosum
(GenBank accession number AY 674353, sequence of the
type material CBS115503), and the phylogenetic analyses
confirmed these relationships (Fig. 2a).

On the other hand, M. piriformis was determinedbased
on cultural characteristics according to Michailides &
Spotts (1990). Colonies of the isolates ccCIEFAP484
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and ccCIEFAP569 were dark grey, fast growing, and
produced dark brown sporangia on small peg-like
branches of the vegetative hyphae. Sporangiophores were
tall and short, branched and unbranched, short spor-
angiophores branched sympodially. Sporangia were glo-
bose, black-brown at maturity, 85-212 pym in diameter.
Collumelae were variable in shape, cylindrical-ellipsoidal
or pyriform, 34.7-61.8 (43.1) x 23.2-60.8 (51.7) um.
Sporangiospores were ellipsoidal, subspherical and
smooth 3.9-10.7 (6.2) x 4.9-126 pm (n = 30)
(Fig. 1d). Chlamydospore-like resting structures, isoga-
metangia and zygospores were not evident in culture.
BLAST analysis of the DNA sequences identified the 10
isolates as M. piriformis sensu lato (99% identical to the
ITS-5.8S rDNA sequence of M. piriformis isolate

A Li—_Peniciﬂium discolor CBS 47484 T AY674348

Penicillium discolorCBS 27897 AY674349

Penicillium echinulatum CBS 33759 AY674340
90

98" Penicillium echinulatum CBS 31748 T AY674341

_|_7 Penicillium solitum CBS 42489 T AY674354
68 Penicillium solitum CBS 14786 AY674355
ccCIEFAP483 KU961528
ccCIEFAP491 KU961529
Penicillium crustosum CBS 101025 AY674351
ccCIEFAP479 KU961527
Penicillium crustosum CBS 115503 T AY674353
Penicillium cavernicola CBS 109557 AY674337
— Penicillium commune CBS 31148 T AY674366
* Penicillium caseifulvum CBS 101134 T AY674372

76

90

Penicillium camemberti CBS 29948 T AY674368

0,005

100/~ ccCIEFAP484 KU961521

ccCIEFAP489 KU961524

ccCIEFAP500 KU961525

ccCIEFAP501 KU961526

ccCIEFAP569 KU961522

ccCIEFAP570 KU961523

Mucor piriformis CBS 837.73A JN206033

Mucor sp CBS 125018 clone c1 JN206038

Mucor piriformis CBS 169.25 NT JN206028

100" Mucor piriformis CBS 256.85 JN206031

[ Mucor mucedo CBS 228.29 JN206088
100~ Mucor mucedo CBS 640.67 JN206085

[ Mucor strictus CBS 100.66 JN206035

99 1 Mucor strictus CBS 576.66 JN206037

Mucor plasmaticus CBS CBS 402.73 clone c1 JN206081

100" Mucor plasmaticus CBS 177.46 clone c4 JN206076

Mucor aligarensis CBS 993.70 JN206056

Mucor genevensis CBS 114.08 JN206041

60

99

e |
0.05

Fig. 2 Maximum likelihood trees from (a) Penicillium crustosum sequences and related species generated from B-tubulin gene data. (b) Mucor
piriformis ITS sequences. Bootstrap values resulting from 1000 replicates are shown at the branch points.
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CBS837.73A, GenBank accession number JN206033,
from red currant). In the phylogenetic tree, the represen-
tative isolates were placed within a clade comprising the
sequence of the neotype isolate of M. piriformis
(GenBank accession number JN206028) (Fig. 2b).

Pathogenicity tests

Decay observed on inoculated fruits was similar to symp-
toms originally observed on ‘Bing’ cherries and ‘Autumn
Bliss’ raspberries from storage and the pathogens were re-
isolated from inoculated fruits. Mucor piriformis and P.
crustosum isolates were able to cause symptoms on cherry
under cold-storage and ambient conditions. The average
severity rate (+ SE) for M. piriformison cherry fruits was
20 £ 0 mm at both temperatures in both experiments. For
P. crustosum, disease severity values were 6.13 + 1.34 and
5.16 £ 0.96 mm at 0°C, and

13.6 £1.11and 8.11 £ 0.98 mm at 22°C across both types
of fruit, temperatures and experiments; the disease
incidence was 100% for both pathogens. Symptoms of
decay were observed in all inoculated fruits, but not in the
controls. Mucor piriformis rot was light brown, watery,
soft and covered with fuzzy mycelia. Coloured sporan-
giophores bearing terminal sporangia protruded through
the skin (Fig. 1c). Decayed areas produced by P. crusto-
sum were light to medium brown, soft and watery, and
with blue green sporulation on the surface of the lesion
(Fig. 1a). Both fungi were re-isolated from infected tis-
sues and showed the same morphological and molecular
characteristics as the original isolates.

Both Mucor and Penicillium contain species consid-
ered as high risk for developing resistance to fungicides
(FRAC 2010). Currently, there is no fungicide registered
in Argentina to control post-harvest pathogens on cherries
and raspberries. Penicillium crustosum causes blue mould
on pome fruits and is also regularly found on cheese, nuts
and in soil (Frisvad & Samson 2004; Pitt & Hocking
2009). The fungus produces a wide range of mycotoxins
such as penitrem A, roquefortine C, terrestric acid and
cyclopenol, which impact human health (Frisvad &
Samson 2004). Mucor piriformis causes Mucor rot of
pome and stone fruits during storage and has been
reported in Australia, Canada, Germany, Northern
Ireland, South Africa and the USA (Michailides & Spotts
1990; Sholberg & Michailides 1997). Cherries and
raspberries are cold stored at 0°C to extend their shelf life
in the markets. Our results show that both M. piriformis
and P. crustosum isolates are pathogenic under ambient
and cold-storage conditions. As a handling mea- sure, the
use of plastic bags and boxes help contain and prevent
secondary spread. As far as we know, this is the

515

515

first report of rot caused by P. crustosum in cherries and
raspberries in Argentina and worldwide. Mucor pirifor-
mis appears to be associated with Mucor rot of cherriesin
Chile and California, USA (Michailides & Spotts 1990).
However, this is the first report for Argentina, and also for
raspberries.

Isolates of M. piriformis and P.crustosum from organic
and conventional cherries and raspberries proved to be
pathogenic. Both production systems yielded the presence
of pathogens, suggesting there is no effect of the type of
production on the fungal diversity. Studies performed on
vines under organic and conventional treatments have
shown that fungal population was influenced by handling
practices; on the contrary, for citrus in Portugal, different
production systems had no influence on fungal commu-
nities (Nunes et al. 2010; Schmid et al. 2011).
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