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Hist6ricamente la agricultura ha pasado por alto la sustentabilidad de la produccion
agricola. EIl uso de quimicos (agroquimicos) ha permitido obtener grandes mejoras en la
produccién, sin embargo, una serie de efectos adversos estdn impactando de manera
significativa la sustentabilidad de la agricultura. La contaminacién generada por el uso
indiscriminado de estos compuestos ha reducido la biodiversidad de los “agroecosistemas”,
causando su inestabilidad, la cual se manifiesta en una mayor incidencia de plagas y
enfermedades en los cultivos. Esto y los problemas inherentes a la fabricacién y uso de
agroquimicos han conducido a la bisqueda y establecimiento de nuevas alternativas de
manejo de plagas y enfermedades. Por lo cual surge el interés por el control ecoldgico, el
cual se define como: “Cualquier forma de control que reduce la incidencia o severidad de la
enfermedad, o incrementa la produccion del cultivo, aun cuando no haya aparentemente un
efecto significativo en la reduccion de la enfermedad o inoculo, y su impacto nocivo en el
ambiente sea minimo o nulo”. Siendo el control biolégico, mediante la aplicacién de
organismos antagonistas o sus derivados (biocontrol), el que ha adquirido mayor fuerza en
el mundo, generandose una amplia variedad de productos nuevos basados en levaduras y
otros organismos los cuales han salido al mercado para combatir principalmente hongos
fitopatégenos, ya sea en la fruta post-cosecha o en el campo.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de levaduras antarticas
como fuentes para el desarrollo de Biocontroladores contra fitopatdgenos de importancia
en la agricultura chilena. Para esto, una coleccion de 28 levaduras aisladas e identificadas
desde el continente antartico por nuestro grupo de trabajo fueron evaluadas como
antagonistas mediante ensayos in vivo e in vitro, contra 5 fitopatdgenos de importancia
nacional, la bacteria Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis (Cmm) y los hongos

filamentosos Penicullum expansum(Pe), Botritis cinerea (Bc), Fusarium oxyesporum (Fo) y
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Phytophthora infestans(Phi). En ellas podemos encontrar atractivas caracteristicas para
poder usarse en productos biocontroladores en campo y post-cosecha, ya que presentan
resistencias a bajas temperaturas, resistencia a escases de nutrientes y tolerancia a una
elevada radiacion UV. Del total de levaduras, 16 presentaron actividad antagdnica contra
Cmm siendo W. anomalus, C. sake, Cr. gilvescens y M. psychrophilia las especies con
mayor actividad. Las levaduras Le. Creatinivora, Sp. salmonicolor, G. antartica y M.
blollopis presentaron actividad contra el fitopatogeno Fusarium oxyesporum. En todos los
casos la actividad antagdnica fue observada en extractos proteicos extracelulares, indicativo
de que la actividad se debe a factores que son exportados al medio. Se evalud la actividad a
distintos pH y temperaturas y extractos proteicos extracelulares. Para el caso de Cmm los
extractos ensayados presentaron mayor actividad a pH 5,6, y a temperaturas en el rango de
15 a 30 °C. Pensando en su uso en conjunto con pesticidas de uso comin, estrategia
conocida como control integral, en donde se disminuye la cantidad de quimicos
remplazindolos por microorganismo o productos biologicos generados por estos, se realizod
un estudio de compatibilidad con 14 pesticidas de uso comun. Se encontrd que las
levaduras W. anomalus y C. sake son sensibles a la mayoria de los compuestos utilizados

hoy en la agricultura, mientras que M. psychrophilia presentd mayor resistencia.
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ABSTRACT



Historically the agriculture has overlooked the sustainability in the agricultural
production. The use of chemicals (agro-chemicals) improved the production, but with many
adverse effects that impact significantly its sustainability. The pollution originated by the
indiscriminate use of agro-chemicals has reduced the biodiversity of "ecosystems", causing
instability and increase of pests and diseases in crops. Furthermore, there are hazards in the
production and in the applications of agro-chemicals. For these reasons, the researches and
establishments of new alternatives for pest and disease management have raised in last
years. Due to mentioned above, appears the interest for an ecological control, which is
defined as: "any control procedure that reduces the incidence or severity of the disease, or
increases the crop production, even when apparently there is no a significant effect in
reducing the disease or the inoculum, and there is no or there is minimal harmful impact on
the environment”. The biological control, which is the application of antagonistic
organisms or derivate (biocontrol), has acquired high worldwide force and a wide variety
of new products based on yeasts and other organisms appeared in the market, to combat
mainly fungal pathogens, either fruit post-harvest or in the field.

The objective of the present study was to evaluate the potential of Antarctic yeasts as a
source for the development of biocontrol against pathogens of importance in Chilean
agriculture. For this, a collection of 28 yeasts isolated and identified from the Antarctic
continent were evaluated as antagonists by in vivo and in vitro assays against 5 pathogens:
the bacterium Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis (Cmm) and filamentous
fungi Penicullum expansum (Pe), Botrytis cinerea (Bc), Fusarium oxyesporum (Fo) and
Phytophthora infestans (Phi). In them we find attractive features to be used in biocontrol
products in the field and post-harvest, they having low temperature resistance, strength to

nutrient shortage and high tolerance to UV radiation. Sixteen yeasts showed antagonistic
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effect against Cmm, being W. anomalus, C. sake, Cr. gilvescens and M. psychrophilia those
with major activity. The yeasts Le. Creatinivora, Sp. salmonicolor, G. Antarctica and M.
blollopis showed activity against Fusarium oxyesporum. In all cases the antagonist activity
was observed in extracellular protein extracts, indicative that the activity is due to exported
factors. In the assays with protein extracts performed at different pH and temperatures
against Cmm, it was observed greater activity at pH 5,6 in the temperatures range from 15
to 30 °C. In the strategy known as integrated control, the biological control is used together
pesticides that allow the decrease in the amount of chemical used. Having this in mind, we
analyzed the compatibility of yeast with 14 pesticides commonly used. The yeasts W.
anomalus and C. sake were sensitive to most compounds assayed, while M. psychrophilia

showed high resistance.
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1. INTRODUCCION



Factores tales como el crecimiento de la poblacion mundial y campafias que
incentivan al consumo de alimentos organicos en diversos paises han llevado a que la
demanda de productos agricolas presente un crecimiento que supera a su produccion.
Debido a estos factores, se han generado otro tipo de necesidades respecto a la
sustentabilidad de produccion, asi como también en los aspectos de calidad e inocuidad de
los alimentos. En el ultimo tiempo gracias a diferentes trabajos y estudios sobre el manejo
agricola, la calidad y productividad de los cultivos han logrado una gran mejora. Sin
embargo uno de los principales obstaculos para alcanzar los objetivos de produccion a los
cuales se deben enfrentar los agricultores, estd representado por los microorganismos
fitopatogenos, los cuales son capaces de provocar enormes pérdidas en la agricultura e
industria agricola. Chile ocupa un papel importante a nivel mundial en de la industria
fruticola siendo uno de los paises con mayor produccion y exportacion, razon por la cual la
rigurosidad del control de enfermedades es un factor muy importante para los agricultores.
Los fitopatdgenos principalmente corresponden a hongos filamentosos y bacterias, los
cuales generan grandes pérdidas en etapas de produccion de pre y post-cosecha. A nivel
mundial se estima que los patégenos de post-cosecha son los que causan la mayor cantidad
de pérdidas, que van de un 1 a un 20% de las pérdidas totales. En Chile se estiman
perdidas de un 5%, lo que significa 128.969 toneladas de fruta que se pierden, generando
pérdidas por 184.114 US FOB (“Free on Board”). Dependiendo del destino de las
exportaciones, los productos deben ser mantenidos en condiciones de refrigeracion
prolongada, periodo durante el cual son susceptibles a ser atacados por patogenos. La
gravedad de la infeccion dependera de qué tipo de patégeno sea y en que estadio (pre o
post-cosecha) haya atacado, siendo factible que la fruta se vea afectada parcial o incluso

totalmente. Dentro de los patégenos mas importantes a nivel mundial podemos encontrar a
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Magnaporthe oryzae; Botrytis cinerea;, Puccinia spp;, Fusarium graminearum; Fusariu
oxyesporum;  Mycosphaerella graminicola; Colletotrichum spp;  Ustilago maydis;
Melampsra lini, de los cuales 2 son de suma importancia nacional (Botrytis cinerea y
Fusariu oxyesporum) (Dean y cols, 2012).

Para poder hacer frente a todos los problemas mencionados se han utilizado
muchos enfoques diferentes para la prevencion o control de las enfermedades que afectan a
plantas y frutas. Uno de los métodos mas utilizados por los agricultores e industrias
fruticolas es el control mediante antimicrobianos quimicos (Agroquimicos) (Errampalli
2004). El uso y abuso de este tipo de compuestos en la agricultura ha generado efectos
nocivos tales como la contaminacion ambiental, la reduccion de la biodiversidad de los
ecosistemas y el desarrollo de cepas fitopatdgenas resistentes, razones que han fundado una
percepcion negativa en la sociedad respecto a su aplicacion (Esterio y cols 2011) ( Cid. y
cols. 2011). Por ello el mercado mundial de frutas y hortalizas cada vez es mas riguroso y
exige el menor uso de agroquimicos 0 que estos sean mas seguros para la salud humana y
medio ambiente. Ademas existe el problema inherente a los procesos de fabricacion,
manipulacion y aplicacion de los plaguicidas quimicos, que poseen efectos daflinos para el
hombre, por lo cual actualmente existe una estricta regulacion sobre su uso y presiones para
eliminar los productos quimicos mas peligrosos del mercado, lo cual ha generado la
necesidad de encontrar algin método alternativo para el control de las diferentes

enfermedades que afectas a los cultivos hoy en dia (Tripathi y Dubey , 2004).

1.1 Metodologias de control actual.
Actualmente tanto en el mercado nacional como internacional la utilizacion de

agroquimicos para el control de enfermedades en los cultivos sigue superando ampliamente
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a cualquier tipo de metodologia alternativa y amigable con el medio ambiente. Productos
quimicos basados en cobre y azufre son los més utilizados y los que mas dafio generan en
los ecosistemas, por lo que se han generado grandes esfuerzos para encontrar metodologias
de control que no impliquen el mangjo de pesticidas quimicos. Alternativas usadas
actualmente en algunos paises y que han dado buenos resultados desde el punto de vista
préctico y econdmico son la utilizacion de variedades vegetales resistentes, control de las
fechas de siembra, la solarizacion y el acolchado o arropamiento del suelo mediante
plasticos degradables, la rotacion y asociacion de cultivos, la utilizacion en el suelo de
materia organica que favorece la actividad antagonica de la biota habitante del suelo, la
aplicacion de cubiertas epidermales (antitranspirantes) para proteger a los cultivos de
algunas enfermedades foliares, y la fitomineraloterapia, (Zavaleta-Mejia 2000). Sin
embargo una metodologia muy eficiente y la cual se estd implementando con grandes
resultados es el biocontrol, mediante la incorporacion a los cultivos de microorganismos

que presentan actividad antagénica contra los diferentes fitopatogenos.

1.2 Principales Fitopatégenos.

En Chile la mayor cantidad de enfermedades asociadas a cultivos vegetales estan
relacionadas con hongos filamentosos fitopatogenos, siendo B. cinerea y P. expansum 10s
principales, los cuales atacan a diversas variedades de vegetales. Por otro lado
enfermedades producidas por bacterias fitopatégenas han sido muy poco estudiadas y las
metodologias de control contra ellas son escasas.

1.2.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm): es una bacteria
Gram-positiva que reside principalmente en el sistema vascular de las plantas y es

considerado uno de los patégenos bacterianos més importantes, ya que sus diferentes
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subespecies presentan un amplio rango de hospederos. Entre los cultivos afectados se
encuentran la alfalfa, el maiz, la papa y el tomate, siendo este ultimo el de mayor
importancia a nivel econémico (Bruce y cols 2004). La subespecie michiganeneis (Crmm),
causante del cancro o pudricién del tomate se encuentra bajo las normas internacionales de
cuarentena regidas por la legislacion de la European Union Plant Health debido a su gran
impacto en los cultivos (Holger y cols 1999). La infeccién por Cmm usualmente comienza
por una herida en la planta que permite el ingreso del patogeno, luego se establece, se
propaga hacia el xilema y en estados llevando finalmente a la marchitez de la planta (Plant
Health Directive, European Union 1995). El actual control de la enfermedad esta basado en
productos antibidticos quimicos y compuestos basados en cobre los cuales no han sido
muy eficientes y ademas han generado graves problemas ambientales. Otra alternativa que
se ha manejado en la generacion de cultivos resistentes de plantas, pero no se ha tenido
¢éxito hasta ahora, por lo cual, hoy en dia uno de los métodos mas efectivos es la prevencion,
la cual es posible mediante el uso de semillas certificadas o trasplantes que han sido

evaluados seguros de Cmm (Wallis 1997; Chang y cols 1991; Mansfeld-Giese 1997).

1.2.2 Penicillium expansum: es una de las especies de hongos mas comunes en
podredumbres post-cosecha en manzanas. Aunque economicamente representa mayores
pérdidas en esta fruta, este patogeno se puede aislar desde una amplia gama de hospederos,
incluyendo peras, frutillas, tomates, maiz, arroz y citricos. Este hongo produce patulina que
es un metabolito carcinogénico representando un gran problema de salud ya que mucho de
los consumidores de manzanas son nifios pequefios por lo cual su rapida deteccion en las

cosechas es de gran importancia (Morales 2007).



dirigidos contra este hongo y de ese porcentaje el 509% utiliza en |a industria

Vitivinicola (Moser y cols. 2008).

1.2.4 Fusarium oxyesporum: es yun hongo que es posible de encontrar ubicuamente
en el suelo, Fye descubierto en platanos pero hoy en dia se sabe que es Capaz de infectar a
mas de 100 tipos diferentes de plantas. Las m4s importantes Y en las que causa mayores
pérdidas econémicas son el tomate, meldn, algodon y el ya mencionado platano (Michiels y
Rep 2009). Este hongo entra g hospedero mediante heridas, logrando colonjzar los
conductos xilematicos de ]a planta generando e| marchitamiento de hojas y eventualmente a

la muerte total de |5 planta (Agrios 2005). Actualmente para el control de este patégeno se



rendimientos y resistencia de los cultivos (Katan y cols. 1976). Sin embargo a pesar de todo

esto continua la bisqueda de una metodologia de control rapida y segura.

1.2.5 Phytophthora infestans: es un hongo patégeno de plantas perteneciente a la
clase Oomicetes, conocido por producir la enfermedad conocida como tizén tardio o
podredumbre de papa. Ademas de la papa es capaz de infectar al tomate y otras solanaceas,
causando grandes pérdidas en los cultivos, de hecho fue el responsable de la gran hambruna
de Irlanda entre 1845 a 1849. Las esporas de este patdgeno son capaces de hibernar en los
tubérculos infectados, especialmente en los que quedan en los suelos de cosechas anteriores
Y se propagan rapidamente en condiciones calidas y himedas lo cual genera pérdidas de
cultivos enteros (Koepsell y Pscheidt. 1994). Los sintomas incluyen la aparicién de
manchas oscuras en las hojas y tallos de plantas, aparecieron de un polvo blanco debajo de
las hojas en condiciones de humedad. Los tubérculos infectados desarrollan manchas de
color gris o negro, rdpidamente se pudren por una infeccién bacteriana secundaria y
producen muy mal olor. Los tratamientos contra este Qomicete no son muchos y el
principal es la prevencién mediante la utilizacion de semillas certificadas, cuidados del
suelo mediante limpiezas exhaustivas para asegurar la calidad de este y como Gltimo paso

el uso de fungicidas pero de uso preventivo (Monteiro y cols. 2005).

1.3 Biocontroladores.

Los controladores bioldgicos o biocontroladores se han convertido en el Gltimo
tiempo una real alternativa al uso de agroquimicos (Yu y cols. 2012). El uso durante los
diferentes procesos productivos de variados microorganismos o compuestos biologicos que

poseen actividad antagonica contra los microorganismos fitopatogenos tiene la gran ventaja
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de ser inocuo tanto para la persona que lo administra como para ¢l consumo humano,
ademas de ser compatible para el medio ambiente, por lo cual actualmente existe un interés
creciente en la busqueda y desarrollo de nuevos y mas eficientes biocontroladores. Un tipo
de microorganismo que presenta propiedades atractivas para ser utilizado como un
controlador bioldgico son las levaduras. Estos hongos unicelulares han sido utilizados por
el hombre por mucho tiempo, siendo hoy en dia uno de los microorganismos més utilizados
a nivel industrial. Las levaduras juegan un rol preponderante en la produccién de
metabolitos abarcando diferentes sectores como la alimentacién y bebidas alcohdlicas,
quimico y farmacéutico, produccién de enzimas industriales, la agricultura y también en el
tratamiento y remediacion del medio ambiente. Una de las grandes ventajas de las
levaduras es que varias especies han sido denominadas como “General Regarded As Safe”
(GRAS) lo que promueve ain mas su utilizaciéon a gran escala, ademas que muchas
metodologias para su produccion a nivel industrial estan bien establecidas y optimizadas
(Gerrero y Berlanga 2013).

Actualmente se han reportado estudios que demuestran gran actividad antagonica de
algunas especies de levaduras contra hongos fitopatdégenos, ademas del potencial que
presentan para poder ser aplicadas como microorganismos controladores, ya sea en cultivos
post-cosecha o en campo (Cook y cols. 1999). Esto tltimo debido a la capacidad de las
levaduras para colonizar la superficie de los frutos y heridas en ellos, logrando persistir a
niveles efectivos que les permiten competir con el patdégeno por espacio y nutrientes. Otra
caracteristica favorable para su utilizacion como antagonista es la tolerancia que poseen
frente a fungicidas usados en post-cosecha, lo cual ha permitido su uso en forma integrada
en el biocontrol de algunos patogenos, donde se bajan las dosis del producto quimicos y se

aplica en combinacion con las levaduras (Pimenta y cols. 2009). En el mercado
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internacional existen varios productos basados en microorganismos, incluyendo a varias
especies de levaduras para su utilizacién como antagonistas en el control de enfermedades
(Vargas y cols. 2012). A pesar de esto la mayoria de los productos que se han desarrollado
para combatir enfermedades estan relacionados con hongos filamentosos, siendo muy poco
estudiado el biocontrol de enfermedades bacterianas que afectan a cultivos en el campo. La
aplicacion de los antagonistas puede ser realizado antes o después de la cosecha, pero las
aplicaciones de levaduras y otros microorganismos post-cosecha han demostrado ser mas
eficientes. Por otra parte si bien una levadura puede ejercer un efecto antagénico contra un
fitopatogeno, se ha observado que la aplicacién de una combinacion de tratamientos tiene
mayor efecto. La aplicacion de cultivos mixtos de cepas y la combinacion con pequeiias
dosis de pesticidas quimicos, aditivos salinos o tratamientos fisicos, poseen un mejor
control de enfermedades post-cosecha, que cada tipo de tratamiento por separado (control
integrado). Un ejemplo de esto es la utilizacion de quitinosa en combinaciéon con
Cryptococcus laurentii resulta en un control mas efectivo de Penicillium expansum en peras,
que cada uno por separado (Janisiewicz y Conway S.2010). En el caso de kiwis
almacenados, el uso de levaduras para el control microbiologico y la induccion de la
resistencia del huésped por incubacion a 10°C con alta humedad, mostraron un efecto
aditivo en la reduccion de la pudricion (El-Tarabily y Sivasthamparam 2006). Es por todo
lo mencionado anteriormente que existe consenso en que en el futuro los tratamientos para
control de enfermedades se basardn en la combinacion de varios tratamientos de control
bioldgico.

Las levaduras pueden ejercer su actividad antagonica gracias a variados mecanismos,
como la secrecion de toxinas proteicas letales llamadas “toxinas killer” (micotoxinas), la

produccién de sideroforos que limitan la utilizacién de hierro por otros microorganismos,
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mediante antibiosis, secrecion de enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared celular
de hongos y/o de compuesto volatiles toxicos (Walker y cols. 1995 Masih y cols. 2001;
(MacKenzie 1981; Carrasco y cols. 2012). Sin embargo, el mecanismo mas comun es el
desplazamiento de otros microorganismos mediante la competencia por alimento y espacio,
ya que las levaduras pueden desarrollarse rapidamente en la superficie de hojas, frutos y
flores, y en especial en medios que presenten una variada composicion de azucares,
llegando de esta forma a dominar estos habitats.

Un grupo de levaduras que presentan atractivas caracteristicas para ser usadas como
biocontroladores son las Levaduras Antarticas. Ademdas de las ya mencionadas
caracteristicas que presentan las levaduras en general para ejercer un efecto antagonico
frente a los fitopatogenos, las levaduras aisladas desde climas tan inhéspitos como la region
sub-antartica presentan una serie de adaptaciones diferentes a las encontradas en climas
mesdfilos. Ellas tienen la particularidad de desarrollarse en variadas condiciones
ambientales como escases de nutrientes, temperatura, elevada radiacion UV por lo cual su
accién biocontroladora podria usarse tanto en productos para el campo como en los de post-
cosecha.

En el presente trabajo se analiz6 el potencial de las levaduras antarticas para inhibir el
crecimiento de algunos fitopatégenos importantes de interés nacional y/o internacional. La
coleccion de levaduras fue aislada desde la Isla Rey Jorge en la region sub-antartica, todas
ellas han sido identificadas molecularmente (18 especies distintas pertenecientes a 13
géneros, mas otras aun no clasificadas) y caracterizadas en relacién a la produccion de
antimicrobianos, temperaturas de crecimiento, utilizacion de diversas fuentes de carbono y
actividades enzimaticas extracelulares. Resultados previos han mostrado actividad

antagénica de estas levaduras sobre otras levaduras y bacterias gram positivas y negativas,
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lo que hace a este grupo de levaduras muy atractivas para otro tipo de ensayos de
antagonismo (Baeza y cols. 2010).

En el presente trabajo se realiz6 la busqueda de una nueva alternativa de control contra
la bacteria fitopatogena del tomate Clavibacter michiganenesis subp michiganensis ademas
de los 4 hongos filamentosos fitopatogenos como P. expansum, B. cinerea, ademas de F.
oxyesporum y Ph. infestans dos patégenos, los cuales en el ultimo tiempo han causado

grandes problemas a la agricultura del pais.
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2. HIPOTESIS
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“Una o varias especies de levaduras antarticas de nuestra coleccion poseeran un

efecto antagénico contra fitopatogenos bacterianos y/o fungicos importantes del sector

agricola nacional”.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo General.

Encontrar levaduras antarticas de nuestra coleccion que posean actividad antagdnica contra
fitopatogenos y evaluar su potencial uso como biocontrolador.

3.2 Objetivos Especificos.

L.

2

Optimizacién de condiciones de cultivo de los diferentes patégenos a analizar.

Determinar el efecto antagonico de levaduras antarticas contra fitopatogenos
mediante ensayos de confrontacién en placa.

Extraccién de las proteinas extracelulares totales desde cultivos de cepas de
levaduras antarticas antagdnicas y evaluacion de su actividad antifungica.

Determinacion del pH y temperatura 6ptima de accion antagoénica de los extractos
proteicos.

Evaluacion de la sensibilidad de las levaduras antarticas con actividad antagonica
frente a diferentes productos y dosis de pesticidas.
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4. MATERIALES Y METODO
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4.1 MATERIALES

4.1.1 Microorganismos y condiciones de cultivo.

Las levaduras a ensayar (Tabla 1) fueron aisladas y caracterizadas de muestras obtenidas
de la Isla Rey Jorge del territorio Antartico Chileno, por nuestro grupo de trabajo (Baeza,
M. y cols. 2010) en el Laboratorio de Genética de la Universidad de Chile. Estas fueron
crecidas en medio YM (0,3% de Extracto de levadura, 0.3 % de Extracto de Malta, 0,5% de
Peptona), suplementado con 2% de glucosa.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue crecida en medio LB (1 % de Triptona,
0,5 % de Extracto de levadura y 0,5 % de NaCl). Para los medios semisolidos se agregd
Agar al 1,5 % p/v. Penicillum expansum fue crecido en medio Agar Malta Glucosa (1%
Extracto de Malta y 1% de Glucosa), Botritis cienrea y Fusarium oxyesporum fueron
crecidas en medio PDA (Papa dextrosa agar) y Phythoptora infestans fue crecida en medio
Agar Malta ( 1% de Extracto de Malta) . Ademas cada uno de los patégenos fue crecido en

medio YM (Yeast Medium) y PDA (Papa dextrosa agar, Difco) (Tabla 2).

4.1.2 Reactivos quimicos.

Los diferentes reactivos para la preparacion de los medios de cultivo y obtencion de
los extractos proteicos fueron obtenidos en Merck y Difco Laboratorios. Los diferentes
pesticidas para los ensayos de compatibilidad fueron facilitados por la empresa Biopacific

Ltda. y Los pesticidas fueron preparados a las concentraciones indicadas en la Tabla 3.
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Tabla 1. Levaduras antarticas.

Levaduras antarticas

Temperatura optima de crecimiento Cepa

W. anomalus
30°C R. musilaginosa
C. parapsilosis

Le. cratinivora
C. sake
D. fristingensis
Le. fragaria
G. antartica
22°C C. davisiana
Sp. salmonicolor
Rh. laryngis
Cr. victoriae
Cr. Gilvescens

H. watticus

Criptococus Sp.
Diosegia sp.
Rh. Glacialis (TSRg)
C. davisiana
15°C M. robertii
Rh. Glacialis (T11Rs)
Mrakia spl.
M. gelida
M. blollopis
M. bicuspidata
M. psychrophilia
10°C Rhodotorula sp.
Rhodotorula sp 2.

Levadura sp
En la tabla se ordenan las 28 levaduras utilizadas para realizar los ensayos de confrontacién
en placa contra los diferentes fitopatogenos seleccionados. Cada una de las levaduras esta

agrupada por su temperatura optima de crecimiento, determinada previamente por nuestro
grupo de trabajo.
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Tabla 2. Fitopatégenos.

Fitopatogenos

Cepa Tipo Hospedero
Claviacter michiganensis subsp michiganensis. Bacteria Tomate
Penicullum expansum Hongo filamentoso  Citricos
Botritis cinerea Hongo filamentoso  Vid
Fusarium oxyesporum Hongo filamentoso ~ Bananeros
Phytophthora infestans Hongo filamentoso  Papa

La bacteria fitopatgena Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) fue
obtenida por la empresa Biopacific Ltda. desde tomates infectados. Los hongos
filamentosos Penicillum expansum (P.e), Brotritis cinérea (B.c), Fusarium oxyesporum
(F.0) y Phytophthora infestans (P.i) fueron adquiridas de la coleccién CBS (Central bureau
voor Schimmelcultures, Utrecht, Netherlands.
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Tabla 3. Pesticidas.

Laboratorio (ul)

Fungicida Dosis de Campo (g o cc/100L) T Weem—— Maxima
Polyben 240 24 50 100
Dodine 80 24 50 100
Oxi cup 500 10 50 100
Rodomil gold 250 20 50 100
Phaltan 75 320 12 32 50
Metalaxil Cu 300 20 30 100
Azufre mojable 40 20 50 100
Pomarsol forte 250 20 25 50
Captan 400 20 40 100
Fungi cup 500 20 50 100
Bumper 25% 45 10 50 100
Mancozeb 240 18 24 50
Rubigan 35 25 50 100
Previcur 300 25 50 100

En la tabla se muestran las diferentes concentraciones a las cuales los pesticidas son
preparados y agregados en el campo. Ademas se informa las tres concentraciones a las
cuales se trabajo con los pesticidas en los ensayos, concentraciones de laboratorio Minima,
Maxima y Recomendada en campo.
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4.2 METODOS

4.2.1 Optimizacion de condiciones de cultivo de los patogenos a analizar.

Previo a la realizacion de los ensayos de actividad antagénica en placa se
optimizaron los medios y condiciones de cultivo de cada patoégeno a analizar, para hacerlos
compatibles con las levaduras antarticas de modo de permitir un crecimiento conjunto en la
placa. Para el caso de la bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganenensis se
determiné su crecimiento a diferentes concentraciones de glucosa (0,1 a 2%). Para ¢l caso
de los hongos filamentosos fitopatégenos se comprobd su viabilidad de crecimiento en
medios YM (Yeast médium) y PDA (Papa dextrosa Agar). Se determiné el crecimiento a

diferentes temperaturas (10 a 30 °C), en medios semisdlidos.

4.2.2 Ensayos de confrontacion en placa.

Los ensayos de actividad antibacteriana se realizaron segin la metodologia descrita
por Baeza y cols. (2010). Se confeccioné un césped del microorganismo patogeno
“blanco”, mezclando 25 ml de medio YM 0,5 % de glucosa, azul de metileno al 0,3 %
(colorante vital) y 2,5 ml de cultivo celular. Una vez gelificado, las diferentes levaduras
antarticas se sembraron sobre el césped y se incubaron a diferentes temperaturas. Para el
caso de hongos filamentosos, el ensayo se realizd segin la metodologia descrita por
Sirioinvisal (2010), esta consiste en sembrar en una misma placa el hongo blanco y la
levadura a ensayar, posteriormente se incubd a 15, 22 y 30°C después de lo cual la
actividad positiva se ve observando la inhibicion de crecimiento del hongo en la placa.
Cada uno de los ensayos descritos se realizo por lo menos tres veces para comprobar la

legitimidad de los resultados obtenidos.
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4.2.3 Extraccion de proteinas extracelulares totales.

Se realizo la extraccion de proteinas extracelulares totales segin una metodologia
adaptada desde Baeza y cols. (2010). Cultivos de 500 ml de levaduras antarticas en medio
YM se centrifugaron a 7.000 g por 10 min y se recuper6 el sobrenadante. Posteriormente se
filtro con filtros de 0,45 mm de diametro de poro (Millipore), se adiciond etanol hasta
alcanzar una concentracion final de 75 % y se incubo por 2 horas a 4°C. Se centrifugo a

8.000 g por 10 minutos, se eliminé el exceso de etanol y el pellet se suspendié en 1 ml de

agua destilada.

4.2.4 Analisis de actividad antimicrobiana de extractos proteicos.

Se confeccionaron céspedes como se describe en la seccién 4.2.2, se cortaron
pocillos en ellos, se adiciond 100 a 150 ul de los diferentes extractos proteicos obtenidos
segun la metodologia descrita en la seccion 4.2.3 y se incubé por 24 horas a 10, 15,22 y
30°C. Para los hongos filamentosos se sembrd cada patégeno sobre la superficie de un
medio semisolido YM y se cortaron los pocillos sobre este, posteriormente se agregd 100
ul del extracto proteico obtenidos segun como se describe en la seccion 4.2.3. Los ensayos
se realizaron a diferentes pH (5,6 a 6,6) y temperaturas las que variaron de 15 a 30°C. Las
placas con diferente pH fueron preparadas con solucion tampon fosfato segin Sambrook y
Russell (2001). Cada uno de los ensayos se realizo tres veces para legitimar el resultado

obtenido.
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4.2.5 Sensibilidad de las levaduras antarticas con actividad antagoénica frente a
pesticidas de uso comun.

Se confeccionaron césped de las diferentes levaduras antarticas que presentaron
actividad positiva frente al fitopatogeno del tomate Clavibacter michiganensis sub.
michiganensis y se realizaron pocillos en el como se mencioné anteriormente en la seccion
4.2.2. Se prepar6 una solucion inicial de pesticidas con las concentraciones sefialadas en la
Tabla 3. Las dosis fueron: dosis recomendada en campo, dosis minima recomendada en
campo y dosis méaxima recomendada en campo. Se agregaron 100 a 150 ul de los diferentes
pesticidas en los pocillos y se incubaron a la temperatura optima de la levadura antartica

ensayada. Cada ensayo fue realizado tres veces para legitimar el resultado obtenido.
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S. RESULTADOS
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5.1 Determinacion de las condiciones de cultivo adecuadas para los ensayos de
confrontacion.

Debido a que las diferentes condiciones de crecimiento de las levaduras antarticas,
las que son psicrofilas y psicrotolerantes, y de los fitopatégenos que fueron aislados desde
ambiente templados (mesdfilos), fue necesario determinar las condiciones en que ambos
crecieran bien. Para la bacteria Clavibacter michiganeneis subsp. michiganensis se vari6 el
porcentaje de glucosa del medio YM, encontrando un buen crecimiento a 0,5% de glucosa,
y en un amplio rango de temperatura (10, 15, 22 y 30°C).

En el caso de los hongos filamentosos la determinacion de la viabilidad en medios
semisolidos YM y PDA fue positiva, los cuatro hongos crecieron en ambos medios a

temperaturas de 10, 15, y 22°C.

5.2 Analisis de actividad antimicrobiana in vivoe.

Se realizo el andlisis de actividad antibacteriana contra Clavibacter michiganeneis
subsp. michiganensis (Cmm), segiin lo explicado en la metodologia descrita en la seccion
4.2.2. Se ensayaron 28 cepas de levadura antarticas a cuatro temperaturas diferentes
(10,15,22 y 30°C), (Figura 1, Tabla 4 y Anexo 1). El resultado positivo de actividad
antagonica es posible observarlo gracias a la utilizacion del azul de metileno (colorante
vital), el cual ingresa a las células cuando estas se encuentran permeables (muertas). Una
vez dentro el compuesto precipita y se torna de un color azul oscuro (cambio de ph),
generando en el ensayo halos de color azul al rededor de la colonia sembrada si es que el
efecto es de muerte o halos transparentes si es de inhibicién de crecimiento. En el ensayo
observaron cepas con actividad antagonica en las cuatro temperaturas ensayadas, con

diferentes diametros de halo de muerte. Las cepas positivas fueron: W. anomalus, R.
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mucilaginosa y C. parapsilosis para las levaduras ensayadas con temperatura optima de
crecimiento a 30°C. Le. Creatinivira, C. sake, D. frisingensis, Le. fragaria, G. antartica
para las levaduras ensayadas con temperatura optima de crecimiento a 22°C. Diosegia sp.,
C. davisiana, M.robertii para las levaduras con temperatura 6ptima de crecimiento a 15°C.
M. psychrophilia, Rhodotorula sp., Rhodotorula sp2., Levadura sp. para las levaduras con
temperatura optima de crecimiento a 10°C. Cada ensayo de actividad antibacteriana fue
realizado 3 veces para legitimar el resultado positivo. En el caso de los hongos filamentosos
donde la actividad antimicrobiana se ve producto de la formacion de una medialuna en la
paca generada por el hongo, solo la levadura Rhodotorula sp. presentd actividad positiva
contra P. expansum y B. cinerea (Figura 2 y Figura 3, Tabla 4), no encontrando ninguna
cepa antartica positiva para los otros dos hongos filamentosos ensayados, F. oxyesporum 'y
P. infestans. Anexo 4 y 5. En este caso cada ensayo fue realizado 2 veces variando los
tiempos de incubacion y el orden al sembrar las cepas ensayadas, asi descartamos un efecto

negativo producto del rapido crecimiento de los hongos filamentosos.
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Figura 1: Ensayos in vivo de aislados antirticos contra el fitopatogeno de tomate
Clavivacter michiganeneis subsp. michiganeneis. 1: C. sake; 2: G. antartica, 3: Rh.
laryngis; 4: Le. creatinovora; 5: D. Jristingensis; 6: Le. fragaria; 7: Sp. salmonicolor; 8: C.
davisiana; 9: Cr. victoriae; 10: H. watticus; 11: Cr. gilvescens; 12: Rh. Musilaginosa; 13:
W. anomalus; 14: C. parapilopsis; 15: M. psychrophilia; 16: Levadura sp.; 17: M
bicuspidata; 18: Rhodothorula sp.; 19: Rhodothorula sp2. El ensayo fue realizado a 4
temperaturas diferentes, 10,15,22 y 30°C segiin la temperatura optima de crecimiento de las
levaduras antarticas, como lo indica la seccion 4.2.2. Este, fue repetido tres veces para
legitimar los resultados positivos y se midié con una regla el radio del halo de muerte desde
el borde de la colonia al termino del halo, en la tabla 4 se reporto el maximo halo
encontrado. En la figura se pueden observar las cuatro cepas seleccionadas con mayor
actividad antagonica frente el fitopatogeno (1,11, 13 y 13).
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Tabla 4. Resumen actividad in vivo de aislados antarticos.

Actividad sobre (mm de halo)

™ Cepa
10°C 15°C 22°0 30°C
W. anomalus Cmm (6,6+0,5) Cmm (7,3+0,5) Cmm (8+0) Cmm (8=1)
30°C  R. musilaginosa Cmm (1,640,5)  Cmm (3.3£0,5)  Cmm (4,3+0,5) Cmm (3£0)
C. parapsilosis Cmm (3,640,5)  Cmm (1,6+0,5) Cmm (4£0) Cmm (4+1)
Le. cratinivora Cmm (2=1) Cmm (1,6+0,5)  Cmm (1,640,5) Cmm (4£1)
C. sake Cmm (8+0) Cmm (7,3£0,5)  Cmm (9,3+0,5) Cmm (8x1)
D. fristingensis Cmm (2,6+0,5)  Cmm (2,6£0,5) Cmm (2+0) Cmm (1,6+0,3)
Le. fragaria Cmm (1£0) Cmm (1,6+0,5) Cmm (1,6+0,5) Cmm (2,6£0,5)
G. antartica Cmm (1+£1) Cmm (1,6+0,5) Cmm (2+0) Cmm (2,6+0,5)
22°C C. davisiana - - - -
Sp. salmonicolor - - - -
Rh. larpngis - - - -
Cr. victoriae - - - -
Cr. Gilvescens Cmm (6+0) Cmm (5,6+0,5) Cmm (6x£1) Cmm (7,3£0,5)
H. watticus - - - -
Criptococus Sp. - - - -
Diosegia sp. Cmm (3,6+0,5) Cmm (3=1) Cmm (3£0) Cmm (1,6+0,5)
Rh. Glacialis i i B _
(T8Rg)
C. davisiana Cmm (2,640,5) Cmm (2,620,5)  Cmm (3,6+0,5) Cmm (2,6+0,5)
15°C M. robertii Cmm (2,6+0,5) Cmm (4+0) Cmm (4+0) Cmm (2,6+0,5)
Rh. Glacialis i i ) }
(T1IRs)
Mrakia spl. - - - =
M. gelida - - = -
M. blollopis - - = -
M. bicuspidata . - z =
M. psychrophilia  Cmm (19,6+0,5) Cmm (9,6+0,5) Cmm (10+0) Cmm (12,6+0,5)

10°C  Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura sp

Cmm (2,6+0,5);

B.c
Cmm (1,6£0.5)

Cmm (5,6+0,5)

Cmm
(1,6%0,5); P.e;
B.c
Cmm (1=0)

Cmm (3,6+0,5)

Cmm (2+0); P.¢;

B.c

Cmm (2,6+0,5)
Cmm (4,6+0,5)

Cmm (1,6+0,5)

Cmm (3,6x0,5)
Cmm (4,6+0,5)

Tabla resumen con las actividades in vivo de todas las levaduras antarticas de la coleccion
contra los cinco fitopatdgenos ensayados. Cmm: Clavibacter michiganensis subp.
michiganensis; P.e: Penicullum expansum; B.c: Botritis cinérea. En paréntesis se indican
los promedios en milimetros y la desviacién estandar de los halo de muerte generados por

cada levadura.
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P. expansum

Figura 2: Ensayo in vivo de aislados antarticos contra el patégeno de citricos P.
expansum. En la figura se logra observar una leve actividad de la levadura Rhodotorula sp.
sobre el hongo filamentoso fitopatégeno de los citricos P. Expansum, donde la levadura no
permite el crecimiento del hongo sobre ella como en los otros casos y se forma una pequefia
medialuna al borde del hongo. Cada ensayo fue realizo 2 veces, variando el tiempo de
incubacion y el orden al sembrar las cepas a ensayar, a cuatro temperaturas diferentes
10,15,22 y 30°C. A: Ensayo realizados 15°C. B y C: Ensayo realizado a 22°C.
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Figura 3: Ensayo in vivo de aislados antarticos contra el patﬁgeho de vid B. cinerea.
En la figura se observa el ensayo de confrontacién en placa del hongo fitopatdgeno de la
vid B. Cinérea realizado a 10°C. Se logré observar que solo la levadura sefialada con una

flecha roja, Rhodotorula sp., presenta una leve actividad contra el hongo ya que no permite
el crecimiento de este sobre la colonia.
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5.3 Extraccion y analisis de proteinas extracelulares totales.

De las 16 cepas positivas encontradas en el ensayo en placa contra la bacteria
fitopatdgena del tomate Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, se eligieron las
que presentaron el mayor halo de muerte para realizar los siguientes experimentos. Las
sepas seleccionadas y sus temperaturas Optimas de crecimiento fueron: W. andmalus (30°C),
C. sake (22°C), Cr. gilvescens (22°) y M. psychrophilia (10°C). Desde cultivos liquidos de
las 4 levaduras mencionadas anteriormente se realizd la extraccion de las proteinas
extracelulares totales segin la metodologia descrita en la seccion 4.2.3 y se determind su
actividad antagénica en placa segun la metodologia descrita en la seccion 4.2.4. Se
obtuvieron resultados acordes con los obtenidos in vivo, ya que todos los extractos
proteicos obtenidos de las cepas positivas en placa presentaron actividad antagénica contra
el fitopatégeno. En algunos casos la actividad fue mucho mayor en el extracto proteico en
comparacion con el ensayo in vivo (Figura 4). La actividad fue medida a diferentes
temperaturas (15,22 y 30°C) y pH (5,6-6,6 compatibles con el crecimiento del fitopatégeno
Tabla 5). Los diferentes extractos presentan mayor actividad a pH 5,6 en los cuatro casos,
mientras que no se observaron grandes diferencias en los halos de muerte a las diferentes
temperaturas ensayadas (Tabla 6).

Como se menciond, la mayoria de las levaduras no presentaron actividad contra
hongos filamentosos, no obstante esto se podria deber a que estos ultimos poseen un
crecimiento mas rapido lo cual podria influenciar los resultados. Por ello se ensayd la

actividad de extractos extracelulares de una levadura antértica por genero de nuestra
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Figura 4: Ensayo in vitro de extractos proteicos seleccionados a 22°C. 1: C. sake; 2: Cr.
Gilvescens. En la foto se observa los halos generados por las levaduras C. Sake y Cr.
gilvescens sobre el fitopatogeno de tomate Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.
Este ensayo fue realizado seglin la metodologia descrita en la seccién 4.2.2 a 22°C, la
temperatura optima de las dos levadura antarticas mencionadas. Los diferentes extractos
proteicos totales fueron obtenidos desde cultivos liquidos de las levaduras antarticas segiin
al metodologia descrita en la seccion 4.2.3.
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Tabla 5. Rango de pH y temperatura de crecimiento de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

Clavibacter michiganenesis subsp michiganensis

pH 22°C 30°C
4.4 - -

5 - -
5.6 fek ++

6 + A4
6,6 + 4

7 s s

Con un signo + se indica el crecimiento de la bacteria en los diferentes medios ensayados.
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Tabla 6. Ensaye de actividad in vitro de los extractos proteicos seleccionados a diferentes T° y pH.

Halo de muerte (mm) sobre Clavibacter michiganenesis subsp michiganensis

Extracto proteico C. Extracto proteico W. Extracto proteico Cr. Extracto proteico M.
sake anomalus Gilvescens psychrophilia
Temperatura  ysoc  22eCc  30°C  15°C  22°C 30°C  15°C  22°C 30°C  15°C  22°C  30°C
pH
£ 8+0 9,6+0,5 9+0 6,6£0,5 9+1  12,6+0,5 5,6+0,5 8&+0 70 10£0  7,6+40,5  8=0
6 6,6+£0,5 8,6+0,5 7,6+0,5 7+0 740 7,6£0,5 5,6£0,5 7+0 70  8,6+0,5  7+0 7+0
6.6 5,6+0,5 6,6£0.5 6,6£0,5 6,6£0,5 6,6+0,5 7+0  4,6+0,5 5,6+0,5 6+0 9+0  7,6+0,5  7+0

En la tabla se muestra el promedio y la desviacién estandar en milimetro de los halos generados por los extractos proteicos de las
levaduras antarticas seleccionadas.
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coleccién (Tabla 7). Los ensayos se realizaron a 22 y 30° C, donde ninguna de las
levaduras presento actividad contra los hongos P. expansum, B. cinerea y P. infetans. En el
caso del hongo F. oxyesporum las levaduras que presentaron actividad fueron, Ze.
Creatinivora B4, Le. Creatinivora B31, Sp. salmonicolor, G. antartica ¥y M. blollopis
(Tabla 7, Figura 5), los ensayos para cada una de las levaduras antarticas seleccionadas se

repitio tres veces para legitimar los resultados obtenidos.
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Tabla 7. Ensayo de actividad antifiingica de los extractos proteicos realizados a 22 y 30°C, contra los fitopatégenos P.

expansum, B. cinerea, F. oxyesporum y P. infestans.

Actividad antifungica extrato

Cepas :

P. expansum B. cinerea F. oxyesporum P. infestans
22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C 22°C 30°C

D. fristingensis - - - - - - : x
Rhodotorula sp. - - - - . = .
Mprakia spl. - - - - - - = .
Rh. musilaginosa - - - - - = - a
Le. Creatnivora B4. - - - - + . " =
Le. Creatnivora B31 - - - - + . - .
W. anomalus - - - - - - - “
Sp. Salmonicolor - - - - + . s &
H. wuatticus - - - - - g 3 &
C. sake - - - - - g = -
- + + 2 5

G. antartica - - -
Cr. gastricos - - -

M. blollopis - a - - + + - -
Con un signo + se indica el resultado positivo de la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos proteicos de las levaduras

seleccionadas. Cada uno de los ensayos fue realizado 2 veces para legitimar los resultados.
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B,
Figura 5: Ensayo in vifro de extractos proteicos de aislados antirticos contra el
fitopatégeno de bananero F. oxyesporum. En la foto se observan los resultados positivos
del ensayo in vitro donde se puede observar marcados con una linea punteada roja los halos
generados por los extractos proteicos de las levaduras G. Antartica, Cr. gastricus y M.
blollopis sobre el fitopatdgeno de bananero F. oxyesporum
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5.4. Sensibilidad de levaduras frente a pesticidas de uno comiin.

En la agricultura la utilizacién del control integrado para combatir patdgenos es una
gran ventaja frente a los métodos tradicionales donde el uso de quimicos es el que
predomina. Este tipo de control hace referencia a la utilizacién de combinaciones de
MICroorganismos con quimicos u otro tipo de compuestos que disminuyan la dosis de los
pesticidas utilizados normalmente. Pensando en este tipo de estrategia, se evalud la
sensibilidad de las levaduras frente a pesticidas basados en cobre y azufre usualmente
utilizados en el campo. Para los ensayos se confeccionaron césped de las levaduras
utilizando la misma metodologia descrita en la seccién 4.2.2, en ellos se realizaron pocillos,
en los cuales se adicioné 100 ul de los diferentes pesticida a variadas concentraciones.
Posteriormente se incubd a la temperatura optima de crecimiento de la levadura antartica
ensayada hasta observar el crecimiento del césped. Para W. Anomalus (30°C) y C. sake
(22°C) la mayoria de los quimicos agregados presentaron un efecto negativo a todas las
concentraciones administradas. En el caso de las Cr. Gilvences (22°C) y M. psychrophilia
(10°C) se vi6 mayor resistencia a las diferentes concentraciones ensayas siendo la levadura
M. psychrophilia la con mayor resistencia, ya que solo los pesticidas Mancozeb y Azufre
mojable tenian efecto negativo sobre ella, por lo cual de las 4 levaduras ensayadas es la

mejor candidata para generar un producto biocontrolador de post-cosecha mediante la

combinacién con alglin pesticida de uso comun (Figuras 6, 7, 8 y 9; Tablas 8,9, 10y 11).
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Tabla 8. Sensibilidad de C. sake frente a diferentes pesticidas de uso comuin.

Fungicida Dosis de Campo Laboratorio (ul) C. sake
(g 0 c¢/100L) Mi R Ma Mi R Ma
Polyben 240 24 50 100 M M M
Dodine 80 24 50 100 M M M
Oxi cup 500 10 50 100 M M M
Rodomil gold 250 20 50 100 M M M
Phaltan 75 320 12 32 50 M M M
Metalaxil Cu 300 20 30 100 M M M
Azufre mojable 40 20 50 100 NE NE NE
Pomarsol forte 250 20 25 50 M M M
Captan 400 20 40 100 M M M
Fungi cup 500 20 50 100 M M M
Bumper 25% 45 10 50 100 M M M
Mancozeb 240 18 24 50 NE NE NE
Rubigan 35 25 50 100 M M M
Previcur 300 25 20U 100 M M M

Mi: minima, Ma: maxima, R: recomendada. M: muerte, NE: no efecto

39



Control

Phaltan 75

Previcure ; Mancozeb

i

Figura 6: Compatibilidad de C. sake frente a diferentes pesticidas de uso comiin. .
Concentraciones utilizadas en el ensayo de laboratorio estan indicadas en la Tabla 8. 1:
Minima, 2: Recomendada, 3: Méxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de la levadura antértica ensayada, en este caso, 22°C. Como control se utilizo 1a levadura C.
sake sin ningtn pesticida, en la foto se logra observar el crecimiento del césped celular sin
ningdn halo u otro color en la placa control. En las demas placas se agregaron dos
pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la formacién un
halo color azul oscuro alrededor del pocillo donde se agregé el pesticida.
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Tabla 9. Compatibilidad de M. psychrophilia frente a diferentes pesticidas de uso comumn.

Dosis de Laboratorio (ul) M. psychropilia
Fungicida Campo (g o ]
cc/100L) Mi R Ma Mi R Ma
Polyben 240 24 50 100 NE NE NE
Dodine 80 24 50 100 NE NE NE
Oxi cup 500 10 50 100 M M M
Rodomil gold 250 20 50 100 NE NE NE
Phaltan 75 320 12 32 50 M M M
Metalaxil Cu 300 20 3 100 M M M
Azufre mojable 40 20 50 100 M M M
Pomarsol forte 250 20 25 50 NE NE NE
Captan 400 20 40 100 M M M
Fungi cup 500 20 50 100 M M M
Bumper 25% 45 10 50 100 NE NE NE
Mancozeb 240 18 24 50 NE NE NE
Rubigan 39 25 50 100 NE NE NE
Previcur 300 25 50 100 NE NE NE

Mi: minima, R: recomendada, Ma: maxima. M: muerte, NE: no efecto
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Poliben e Control :

Ruhizsan

Previcure Mancozeb

Figura 7: Compatibilidad de M. psychrophilia frente a diferentes pesticidas de uso
comun. Concentraciones utilizadas en ¢l ensayo de laboratorio estan indicadas en la Tabla
9. 1: Minima, 2: Recomendada, 3: Maxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura
optima de la levadura antartica ensayada, en este caso, 10°C. Como control se utiliz6 la
levadura M. Psychriphilia sin ningn pesticida, en la foto se logra observar el crecimiento
del césped celular sin ningin halo u otro color en la placa control. En las demas placas se
agregaron dos pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la
formaci6n un halo color azul oscuro alrededor del pocillo de donde se agregé el pesticida.
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Tabla 10. Compatibilidad de Cr. gilvescens frente a diferentes pesticidas de uso comumn.

Dosis de Laboratorio (ul) Cr. Gilvescens
Fungicida Campo (g o

CC/]OUL) Mi R Ma Mi R Ma

Polyben 240 24 50 100 NE NE NE
Dodine 80 24 50 100 M M M
Oxi cup 500 10 50 100 M M M
Rodomil gold 250 20 50 100 NE NE NE
Phaltan 75 320 12 32 50 M M M
Metalaxil Cu 300 20 30 100 NE NE NE
Azufre mojable 40 20 50 100 NE NE NE
Pomarsol forte 250 20 25 50 M M M
Captan 400 20 40 100 M M M
Fungi cup 500 20 50 100 M M M
Bumper 25% 45 10 50 100 M M M
Mancozeb 240 18 24 50 NE NE NE
Rubigan 35 25 50 100 NE NE NE
Previcur 300 25 50 100 NE NE NE

Mi: minima, R: recomndada, Ma: maxima. M: muerte, NE: no efecto




Poliben N\ A Control
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Bumper 25% @&
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A
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Figura 8: Compatibilidad de Cr. gilvescens frente a diferentes pesticidas de uso comiin,
Concentraciones utilizadas en ¢l ensayo de laboratorio estan indicadas en la Tabla 10. 1:
Minima, 2: Recomendada, 3: Maxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de la levadura antértica ensayada, en este caso, 22°C. Como control se utilizé la levadura
Cr. gilvescens sin ninglin pesticida, en la foto se logra observar el crecimiento del césped
celular sin ningtm halo u otro color en la placa control. En las demaés placas se agregaron
dos pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la formacion
un halo color azul oscuro alrededor del pocillo donde se agregé el pesticida.
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Tabla 11. Compatibilidad de W. anomalus frente a diferentes pesticidas de uso comun.

Dosis de Laboratorio (ul) W. anémalus
Fungicida Campo (g o

cc/100L) Mi R Ma Mi R Ma

Polyben 240 24 50 100 NE M
Dodine 80 24 50 100 NE M M
Oxi cup 500 10 50 100 NE M M
Rodomil gold 250 20 50 100 NE M M
Phaltan 75 320 12 32 50 M M M
Metalaxil Cu 300 20 3 100 M M M
Azufre mojable 40 20 50 100 NE NE NE
Pomarsol forte 250 20 25 50 M M M
Captan 400 20 40 100 M M
Fungi cup 500 20 50 100 M M
Bumper 25% 45 10 50 100 NE M
Mancozeb 240 18 24 50 NE NE NE
Rubigan 35 25 50 100 NE NE NE
Previcur 300 25 50 100 NE NE NE

Mi: minima, R: recomendada, Ma: maxima. M: muerte, NE: no efecto

45



Figura 9: Compatibilidad de W. anomalus frente a diferentes pesticidas de uso comun.
Concentraciones utilizadas en el ensayo de laboratorio estan indicadas en la Tabla 11. 1:
Minima, 2: Recomendada, 3: Maxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de la levadura antértica ensayada, en este caso, 30°C. Como control se utilizé la levadura .
anomalus sin ningun pesticida. En la foto se logra observar el crecimiento del césped
celular sin ningtin halo u otro color en la placa control. En las demas placas se agregaron
dos pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la formacién
un halo color azul oscuro alrededor del pocillo donde se agregé el pesticida.
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6. DISCUSION

47



6.1 Optimizacion de condiciones de cultivo.

Las condiciones de cultivo que requieren bacterias y organismos del reino fungi, en
relacion a fuente de carbono y temperatura éptima de crecimiento son muy variados. Es por
esto que el primer objetivo del trabajo antes de realizar los ensayos de antagonismo fue,
determinar las condiciones de cultivo de Cmm y los cuatro hongos filamentosos
fitopatdgenos. Cada uno de los ensayos de actividad antimicrobiana en placa tiene que ser
realizados en medios donde crezcan las levaduras con actividad antagonica. En
ensayos realizados por Gerrero y Berlanga (2013), donde se mide actividad antifungica de
levaduras contra dos patégenos fingicos, no se reporta una optimizacion de condiciones de
cultivo entre el blanco celular y las levaduras, esto debido a que ambos microorganismo
son aislados desde el mismo hébitat, por lo tanto no se requiere adaptar las condiciones para
que ambos puedan crecer en un ensayo de confrontacion. No es el caso de este estudio ya
que los ambientes desde donde se aislaron los diferentes microorganismos a estudiar son
muy diferentes, por ende las adaptaciones y condiciones de crecimiento son muy variadas.
En nuestro caso se usé como base el medio YM, siendo basicamente necesario disminuir la
cantidad de glucosa adicionada en el ensayo de actividad antagénica contra la bacteria
Cmm y los tiempos de incubacion en el caso de los hongos, sembrando de uno a dos dias
antes las levaduras para poder ver el efecto deseado y no observar efectos negativos por el

rapido crecimiento de los hongos filamentosos en comparacién a las levaduras antarticas.

6.2 Analisis de actividad antimicrobiana.
Reportes de actividades antagdnicas contra fitopatdogenos son muy variados,
Gerrero y Berlanga (2013) demuestran la capacidad antagonica de levaduras contra dos

hongos filamentosos fitopatégenos mediante ensayos de confrontacion. Sirioinvisal (2010)
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también demuestra la capacidad biocontroladora de hongos pero mediante la utilizacion de
la bacteria B. subtillis. Este trabajo representa el primer reporte de actividad antimicrobiana
de levaduras antarticas contra bacterias y hongos filamentosos fitopatogenos. Es el primer
reporte de una actividad positiva y capacidad de control generado por levaduras del genero
Candida, Wickerhamomyces, Criptococus y Mrakia contra la bacteria Clavibacter
michiganensis subs michiganensis. El ensayo de confrontacién en placa para determinar la
capacidad antagénica de una levadura o bacteria contra un hongo filamentoso ha sido
probado y optimizado por Sirioinvisal (2010), siendo incluso reportado la actividad
antagonica de levaduras contra P. expansum y B. cinerea. En el presente trabajo no fue
posible encontrar ninguna levadura con actividad positiva significativa contra ninguno de
los hongos filamentosos ensayados a pesar de que se trabajo con R. mucilaginosa, de la que
ha reportado una actividad contra B. cinerea (Gerrero y Berlanga 2013). Es sabido, que
aislados de levaduras de una misma especie pueden diferir ampliamente en sus
caracteristicas fenotipicas y fisiologicas. Las levaduras antdrticas utilizadas presentan una
serie de adaptaciones y diferencias con otras levaduras meséfilas, como diferencias en la
taza de expresion de genes y modificaciones en el metabolismo, el cual se encuentra

adaptado para poder realizar todas las funciones a baja temperatura.

6.3 Sensibilidad de las levaduras frente a pesticidas de uso comiin.

Una de las técnicas que hoy en dia se ha implementado mucho en la agricultura es la
utilizacion del control biologico integrado. Este se refiere a la utilizacion de una
combinacion de microorganismos junto con quimicos u otros compuestos en bajas dosis

para mejorar el efecto controlador de algiin patégeno (Vargas 2012). En el presente trabajo
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se realizé un estudio de sensibilidad para poder determinar si alguna de las levaduras con
actividad antagénica contra el patogeno Cmm podia resistir a diferentes pesticidas de uso
comun. Como se vio anteriormente, de acuerdo a los resultados la posible utilizacion de
alguna levadura con efecto antagénico contra la bacteria Cmm seria Gtil para generar un
producto mezclando con diferentes dosis de pesticidas para aumentar el efecto bactericida
del bicontrolador. A demds de esto como se reportd por Pimenta y cols. (2009), la
utilizacion y combinacién de microorganismos con enzimas que pueden degradar la pared
de hongos y bacterias podria incluso aumentar mas la efectividad del posible biocontrolador
a generar. En el presente trabajo se logro determinar que la levadura M. psychrofilia fue la
levadura que presentd mayor resistencia a los diferentes pesticidas de uso comun
ensayados. Esta levadura es una gran candidata para poder seguir con ensayos de campo y
determinar cual seria el mejor biocontrolador contra la bacteria Cmm, ya que presenta
temperatura optima de crecimiento a 10°C y resiste a la mayoria de los pesticidas utilizados

hoy en dia, siendo ideal su uso en camaras refrigeradas durante las post-cosecha.
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7. CONCLUSIONES
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Se encontraron levaduras antarticas con actividad antibacteriana conira el
fiopatégeno Cmm. Dicha actividad se deberia a un factor proteico que es exportado.

No se encontrd levaduras con actividad significativa contra hongos filamentosos
fitopatdgenos, en ensayos de confrontacion. En el anélisis de los extractos proteicos
extracelulares se observé una leve actividad antagdnica contra el hongo Fusarium
oxyesporum

La levaduras M. psychrophilia que presenta actividad antagdénica contra Cmm,
posee alta resistencia a pesticidas de uso comun, por lo cual es una buena candidata

para la generacion de un producto y control integrado con quimicos.
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8. PROYECCIONES
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Reportes de actividad antagénica contra bacterias fitopatégenes en el mundo son
muy escasos. El presente trabajo representa el primer estudio de actividad antimicrobiana
de levaduras aisladas del territorio antartico contra diferentes fitopatégenos bacterianos y
fungosos. Los resultados mostrados tienen gran potencial para la formulacién de un
producto biocontrolador contra la Dbacteria Clavibacter michiganenesis subsp.
michiganensis, patdgeno del tomate.

Ademas es posible que complementando este trabajo con otros tipos de ensayos
determinar la capacidad biocontroladora de las levaduras en post-cosecha y contenedores
refrigerados para un mejor biocontrol y prevencion de enfermedades bacterianas como la

del cancro producido por Cmm.
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10. ANEXOS
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10.1 ANEXO 1. Anilisis de actividad antimicrobiana de aislados antarticos
contra P. expansum, fitopatégeno de Citricos.

Ensayo actividad in vivo
10°C 15°C 22°C
W. anomalus - . =
30°C R. musilaginosa - - -
C. parapsilosis . 4 -
Le. cratinivora - - y
C. sake - = .
D. fristingensis - = -
Le. fragaria - " ’
G. antartica - < -
22PC C. davisiana - - -
Sp. salmonicolor - = -
Rh. laryngis - 5 -
Cr. victoriae 5 - -
Cr. Giilvescens . = -
H. watticus - - -
Criptococus Sp. - - -
Diosegia sp. - . ’
Rh. Glacialis (T8Rg) - . -
C. davisiana - 5 "
15°C M. robertii £ 5 -
Rh. Glacialis (T11Rs) - - -
Mrakia spl. . - <
M. gelida - = =
M. blollopis - - -
M. bicuspidata - = .
M. psychrophilia - - -
10°C Rhodotorula sp. - + +
Rhodotorula sp 2. - - .
Levadura sp - - -
Con un signo + se denota el resultado positive y con un signo — el resultado negativo

de la actividad antimicrobiana de las diferentes levadura antirticas contra el hongo
filamentoso P. expansum.

Temperatura Cepa
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10.2 ANEXO 2. Analisis de actividad antimicrobiana de aislados antarticos
contra B. cinerea, fitopatégeno de Vid.

Ensayo actividad in vivo
10°C 15°C 22°C

W. anomalus - “ -
30°C R. musilaginosa - - .
C. parapsilosis = . %
Le. cratinivora 5 . 2
C. sake - - -
D. fristingensis - - -
Le. fragaria - « -
G. antartica - - -
22°C C. davisiana - = "
Sp. salmonicolor ~ - -
Rh. laryngis - - -
Cr. victoriae - - .
Cr. Giilvescens - . .
H. watticus - » %
Criptococus Sp. - " -
Diosegia sp. - . -

Rh. Glacialis

(T8Rg)

C. davisiana - - -
15°C M. robertii - - -

Rh.Glacialis

(T1IRs)

Mrakia spl. - - -
M. gelida - - -
M. blollopis - - -
M. bicuspidata - - g
M. psychrophilia - = .
10°C Rhodotorula sp. * : o +
Rhodotorula sp 2. - - .
Levadura sp - - «

Con un signo + se denota el resultado positivo y con un signo — el resultado negativo
de la actividad antimicrobiana de las diferentes levadura antdrticas contra el hongo
filamentoso B. cinérea.

Temperatura Cepa
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10.3 ANEXO 3.Anilisis de actividad antimicrobiana de aislados antdrticos
contra P. infestance, fitopatégeno de la Papa.

Temperatura

Cepa

Ensayo actividad in vive

10°C

15°C

22°C

30°C

W. anomalus
R. musilaginosa
C. parapsilosis

22°C

Le. cratinivora
C. sake

D. fristingensis
Le. fragaria
G. antartica
C. davisiana

Sp. salmonicolor

Rh. laryngis
Cr. victoriae

Cr. Gilvescens
H. watticus

15°C

Criptococus Sp.
Diosegia sp.
Rh. Glacialis

(T8Rg)

C. davisiana
M. robertii
Rh. Glacialis
(T11Rs)
Mrakia spl.
Mrakia gelida
M. blollopis

10°C

M. bicuspidata
M. psychrophilia
Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura sp

Con un signo — se denota el resultado negativo de los

levadura antirticas contra el hongo filamentoso P. Infestance.

ensayos de las diferentes
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10.4 ANEXO 4. Analisis de actividad antimicrobiana de aislados antarticos
contra F. oxyesporum, fiopatogeno de Bananeros.

Ensayo actividad in vive

10°C 15°C 2200

W. anomalus - s =

30°C R. musilaginosa - - -

C. parapsilosis - - -

Le. cratinivora - = .

C. sake - - -

D. fristingensis - . .

Le. fragaria - 2 5

G. antartica - - -

22°C C. davisiana - 2 .

Sp. salmonicolor - - -

Rh. laryngis - - -

Cr. victoriae - 2 y

Cr. Giilvescens - - -

H. watticus - = =

Criptococus Sp. - S 2

Diosegia sp. - - -

Rh. Glacialis (T8Rg) - - -

C. davisiana - 7 .

15°C M. robertii - - -

Rh. Glacialis (T11Rs) - - .

Mrakia spl. - - =

Mrakia gelida - - -

M. blollopis - < -

M. bicuspidata - - 2

M. psychrophilia - - -

10°C Rhodotorula sp. - - -

Rhodotorula sp 2. - - -

Levadura sp - - -

Con un signo — se denota el resultade negativo de los ensayes de las diferentes
levadura antdrticas contra el hongo filamentoso F. oxyesporum.

Temperatura Cepa

63



