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Históricamente la agricultura ha pasado por alto la sustentabilidad de la producción

agricola. El uso de químicos (agroquímicos) ha permitido obtener grandes mejoras en la

producción, sin embargo, una serie de efectos adversos están impactando de manera

significativa la sustentabilidad de 1a agricultura. La contaminación generada por el uso

indiscriminado de estos compuestos ha reducido la biodiversidad de 1os 
.,agroecosistemas,,,

causando su inestabilidad, la cual se maniñesta en una mayor incidencia de plagas y

enfermedades en los cultivos. Esto y los problemas inherentes a la fabricación y uso de

agroquímicos han conducido a la búsqueda y establecimiento de nuevas altemativas de

manejo de plagas y enfermedades. Por lo cual surge el interés por el control ecológico, el

cual se define como: "cualquier forma de control que reduce la incidencia o severidad de la

enfermedad, o incrementa la producción del cultivo, aun cuando no haya aparentemente un

efecto significativo en la reducción de 1a enfermedad o inoculo, y su impacto nocivo en el

ambiente sea mínimo o nulo". Siendo el control biológico, mediante la aplicación de

organismos antagonistas o sus derivados (bioconhol), el que ha adquirido mayor fuerza en

el mundo, generándose una amplia variedad de productos nuevos basados en levaduras y

otros organismos los cuales han salido al mercado para combatir principalmente hongos

fitopatógenos, ya sea en la fruta post-cosecha o en el campo.

E1 objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial de levadu¡as antárticas

como fuentes para el desarrollo de Biocontroladores contra fitopatógenos de importancia

en la agricultura chilena. Para esto, una colección de 28 levaduras aisladas e identificadas

desde el continente ant¿ártico por nuestro grupo de trabajo fueron evaluadas como

antagonistas mediante ensayos iz viyo e in vitro, confra 5 fitopatógenos de importancia

nacional, la bacteria Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis (Cmm) y los hongos

filamentosos Penicullum expansum(Pe), Botritis cinerea (Bc), Fusarium oryesporum (Fo) y
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Phytophthora infestans(Phi). En ellas podemos encontrar atractivas características 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 radiación uv. Del total de levaduras, 16 presentaron actividad artagónica contra

Cmm siendo lI/. anomalus, C. sake, Cr. gilvescens y M. psychrophilta las especies con

mayor actividad. Las levaduras Le. Creatiniyora, Sp. salmonicolor, G. antartica y M.

blollopis presentaron actividad contra el fitopatogeno Fusarium oxyesporum. En todos los

casos la actividad antagónica fue observada en extractos proteicos extracelulares, indicativo

de que la actividad se debe a factores que son exportados al medio. Se evaluó la actividad a

distintos pH y temperaturas y extractos proteicos exkacelulares. 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 oC. Pensando en su uso en conjunto con pesticidas de uso común, estrategia

conocida como control integral, en donde se disminuye la cantidad de químicos

remplazándolos por microorganismo o productos biológicos generados por estos, se realizó

un estudio de compatibilidad con 14 pesticidas de uso común. Se encontró que las

levaduras W. anomalus y C. sake son sensibles a la mayoría de los compuestos utilizados

hoy en 1a agricultura, mientras que M. psychrophilia presentó mayor resistencia.
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Historically the agriculh,e has overlooked the sustainability in the agricultural

production. The use of chemicals (agro-chemicars) 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 ofpests and diseases in crops. Fufhe¡more, there are hazards in the

production and in the applications of agro-chemicals. For these reasons, the researches and

establishments of new altematives 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, ard 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 cínerea (Bc), Fusarium oxyespor-um (Fo) and

Phytophthora infestans (Phi). kt them we find athactive 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



effect against Cmm, being W. anomalus, C. sake, Cr. gilvescens and M. psychrophilia ¡hose

with major activity. The yeasts ¿e. Creatinivora, Sp. salmonicolor, G. Antarctica and M.

blollopis showed activity agait:sl 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

againsÍ 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 \tr.

anomalus a¡d 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 población mundial y campañas que

incentivan al consumo de alimentos orgánicos en diversos paises han llevado a que la

demanda de productos agrícolas presente un crecimiento que supera a su producción.

Debido a estos factores, se han generado otro tipo de necesidades respecto a la

sustentabilidad de producción, así como también en los aspectos de calidad e inocuidad de

los alimentos. En el último tiempo gracias a diferentes trabajos y estudios sobre el manejo

agrícola, la calidad y productividad de los cultivos han logrado una gran mejora. Sin

embargo uno de los principales obstáculos para alcanzar los objetivos de producción a los

cuales se deben enfrentar los agricultores, está representado por los microorganismos

fitopatógenos, los cuales son capaces de provocar enornes pérdidas en la agricultura e

industria agrícola. Chile ocupa un papel importante a nivel mundial en de la industria

frutícola siendo uno de los países con mayor producción y exportación, razón por la cual la

rigurosidad del control de enfermedades es un factor muy importante para los agricultores.

Los fitopatógenos principalmente corresponden a hongos filamentosos y bacterias, los

cuales generan grandes pérdidas en etapas de producción de pre y post-cosecha. A nivel

mundial se estima que los patógenos de post-cosecha son los que causan la mayor cantidad

de pérdidas, que van de un I a üfl 200/0 de las pérdidas totales- En Chile se estiman

perdidas de un 5%o, 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 refrigeración

prolongada, periodo durante el cual son susceptibles a ser atacados por patógenos. La

gravedad de la infección dependerá de qué tipo de patógeno sea y en que estadio (pre o

post-cosecha) haya atacado, siendo factible que la fruta se vea afectada parcial o incluso

tota.hnente. Dentro de los patógenos más importantes a nivel mundial podemos encontrar a



Magnaporfhe oryzae; Botrytis cinerea; Puccinia spp; Fusarium graminearam; Fusariu

oxyesporum; Mycosphaerella graminícola; Colletotrichum spp; Ustilago maydis;

Melampsra líni, de los cuales 2 son de suma importancia nacionai (Bofrytis 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 prevención o conffol de las enfermedades que afectan a

plantas y frutas. Uno de los métodos más utilizados por los agricultores e industrias

frutícolas es el control mediante antimicrobianos químicos (Agroquímicos) (Errampalli

2004). El uso y abuso de este tipo de compuestos en la agricultura ha generado efectos

nocivos tales como la contaminación ambiental, la reducción de la biodiversidad de los

ecosistemas y el desarrollo de cepas fitopatógenas resistentes, razones que han fundado una

percepción negativa en la sociedad respecto a su aplicación (Esterio y cols 2011) ( Cid. y

cols. 201 I ). Por ello el mercado mundial de frutas y hortalizas cada vez es más riguroso y

exige el menor uso de ag¡oquímicos o que estos sean más seguros para la salud humana y

medio ambiente. Además existe el problema inherente a los procesos de fabricación,

manipulación y aplicación de los plaguicidas químicos, que poseen efectos dañinos para el

hombre, por lo cual actualmente existe una estricta regulación sobre su uso y presiones para

eliminar los productos químicos más peligrosos del mercado, lo cual ha generado la

necesidad de encontrar algún método altemativo para el control de las diferentes

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

1.1 Metodologias de control actual.

Actualmente tanto en el mercado nacional como internacional la utilización de

agroquímicos para el control de enfermedades en los cultivos sigue superando ampliamente



a cualquier tipo de metodología altemativa y amigable con el medio ambiente. productos

químicos basados en cobre y azufre son los más utilizados y los que más daño generan en

los ecosistemas, por lo que se han generado grandes esfuerzos para encontrar metodologías

de control que no impliquen el manejo de pesticidas químicos. Alternativas usadas

actualmente en algunos países y que han dado buenos resultados desde el punto de vista

práctico y económico son la utilización de variedades vegetales resistentes, control de las

fechas de siembra, la solarización y el acolchado o arropamiento del suelo mediante

plásticos degradables, 1a rotación y asociación de cultivos, la utilización en el suelo de

materia orgánica que favorece la actividad antagónica de la biota habitante del suelo, la

aplicación de cubiertas epidermales (antitranspirantes) para proteger a los cultivos de

algunas enfermedades foliares, y 1a fitomineraloterapia, (Zavaleta-Mejia 2000). Sin

embargo una metodología muy eficiente y la cual se está implementando con grandes

resultados es el biocontrol, mediante la incorporación a los cu'ltivos de microorganismos

que presentan actividad antagónica contra los diferentes fitopatógenos.

1.2 Principales Fitopatógenos.

En Chile la mayor cantidad de enfermedades asociadas a cultivos vegetales están

relacionadas con hongos filamentosos fitopatógenos, siendo B. cinerea y P. expansum los

principales, los cuales atacan a diversas variedades de vegetales. Por otro lado

enfermedades producidas por bacterias fitopatógenas han sido muy poco estudiadas y las

metodologías de conftol contra ellas son escasas.

1.2.1 Clavibacler michiganensis subsp. michiganensis (Cmm): es una bacteria

Gram-positiva que reside prircipalmente en el sistema vascular de las plantas y es

considerado uno de los patógenos bacterianos más importantes, ya que sus diferentes



subespecies presentan un amplio rango de hospederos. Entre los cultivos afectados se

encuentran la alfalfa, el maiz, la papa y el tomate, siendo este último el de mayor

importancia a nivel económico (Bruce y cols 2004). La subespecie michiganeneis (Cmm),

causante del cancro o pudrición del tomate se encuentra bajo las normas intemacionales de

cuarentena regidas por la legislación de la European Union Plant Health debido a su gran

impacto en los cultivos (Holger y cols 1999). La infección por Cmm usualmente comienza

por una herida en la planta que permite el ingreso del patógeno, 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 está basado en

productos antibióticos químicos y compuestos basados en cobre los cuales no han sido

muy eficientes y además han generado graves problemas ambientales. Otra altemativa que

se ha manejado en la generación de cultivos resistentes de plantas, pero no se ha tenido

éxito hasta ahora, por lo cual, hoy en día uno de los métodos más efectivos es la prevención,

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 expdnsum: es una de las especies de hongos más comunes en

podredumbres pOst-cosecha en manzanas. Aunque económicamente representa mayoles

pérdidas en esta fruta, este patógeno se puede aislar desde una amplia gama de hospederos,

incluyendo peras, frutillas, tomates, maiz, anoz y cítricos. Este hongo produce patulina que

es un metabolito carcinogénico representando un gran problema de salud ya que mucho de

los consumidores de manzanas son niños pequeños por lo cual su rápida detección en las

cosechas es de gran importancia (Morales 2007).
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) atacar a Botrytis (Williamson ycols. 2007). En el mercado de los agroquímicos el l0% de los productos en el mundo estándirigidos contra este hongo y de ese porcentaj e el 50%o se utiliza en la industriavitivinícola (Moser y cols. 2008).

r'2'4 Fusarium oxyesporam: es un hongo que es posibre de encontrar ubicuamenteen el suelo Fue descubierto en plátanos pero hoy en día se sabe que es capaz de infectar amás de 100 tipos diferentes de prantas. Las más impofantes y en ras que causa mayorespérdidas económicas son er tomate, merón, argodón y er ya mencionado prátano (Michiels yRep 2009). Este hongo entra al hospedero mediante heridas, logrando colonizar ,osconductos xirematicos de la pranta generando er marchitamiento de hojas y eventualmenb ala muerte totar de ra planta (Agrios 2005). Actualmente para er control de este patógeno sehan propuesto métodos de lucha biológica con microorganismos antagonistas o el uso desuelos supervisados, sin e,bargo ro que más se usa es Ia selección de variedades resistenteso tolerantes y la desinfección der suelo con bromu¡o de met,o en altas dosis. (Arviev lggT)Otra técnica que ha surgido es la sola¡ización, con la cual se ha visto mejores en



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

esto continua la búsqueda de una metodología de control rápida y segura.

1.2.5 Phyfophthota infestdns: es un hongo patógeno de plantas perteneciente a la

clase oomicetes, conocido por producir la enfermedad conocida como tizón tardío o

podredumbre de papa. Además de la papa es capaz de infectar al tomate y otms solanáceas,

causardo grandes pérdidas en los cultivos, de hecho fue e1 responsable de la gran hambruna

de Irlanda entre 1845 a 1849. Las esporas de este patógeno son capaces de hibemar en los

tubérculos infectados, especialmente en 1os que quedan en los suelos de cosechas anteriores

y se propagan rápidamente en condiciones cálidas y húmedas lo cual genera pérdidas de

cultivos enteros (Koepsell y Pscheidt. 1994). Los síntomas incluyen la aparición 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 desar¡ollan manchas de

color gris o negro, nípidamente se pudren por una infección bacteriana secundaria y

producen muy mal olor. Los tmtamientos contra este Oomicete no son muchos y el

principal es la prevención mediante la utilización de semillas certif,cadas, cuidados del

suelo mediante limpiezas exhaustivas para asegurar la calidad de este y como último paso

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

1.3 Biocontroladores

Los controladores biológicos o biocontroladores se han convertido en el último

tiempo una real altemativa al uso de agroquímicos (Yu y cols. 2012). El uso durante 1os

diferentes procesos productivos de variados microorganismos o compuestos biológicos que

poseen actividad antagónica contra los microorganismos fitopatógenos tiene la gran ventaja



de ser inocuo tanto para la persona que lo administra como para el consumo humano,

además de ser compatible para el medio ambiente, por lo cual acfrtalme¡te existe un interés

creciente en la búsqueda y desarrollo de nuevos y más eficientes biocontroladores. un tipo

de microorganismo que presenta propiedades atractivas para ser utilizado como un

controlador biológico son las levaduras. Estos hongos unicelulares han sido utilizados por

el hombre por mucho tiempo, siendo hoy en día uno de los microorganismos más utilizados

a nivel industrial. Las levaduras juegan un ro1 preponderante en la producción de

metabolitos abarcando diferentes sectores como la alimentación y bebidas alcohólicas,

quimico y farmacéutico, producción de enzimas industriales, la agricultura y también en el

tratamiento y remediación del medio ambiente. Una de las grandes ventajas de las

levaduras es que varias especies han sido denominadas como "General Regarded As Safe"

(GRAS) 1o que promueve aún más su utilización a gran escala, además que muchas

metodologías para su producción a nivel indushial estan bien establecidas y optimizadas

(Gerrero y Berlanga 2013).

Actualmente se han reportado estudios que demuestran gran actividad antagónica de

algunas especies de levaduras contm hongos fitopatógenos, además 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 ú1timo 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 patógeno por espacio y nutrientes. Otra

característica favorable para su utilización 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 patógenos, donde se bajan las dosis del producto químicos y se

aplica en combinación con 1as levaduras (Pimenta y cols. 2009). En el mercado



internacional existen varios productos basados en microorganismos, incluyendo a varias

especies de levaduras para su utilización como antagonistas en el control de enfermedades

(Vargas y cols. 2012). A pesar de esto la mayoría de los productos que se han desarrollado

para combatir enfermedades están relacionados con hongos filamentosos, siendo muy poco

estudiado el bioconfiol de enfermedades bacterianas que afectan a cultivos en el campo. La

aplicación de los antagonistas puede ser realizado antes o después de la cosecha, pero las

aplicaciones de levadu¡as y otros microorganismos post-cosecha han demostrado ser más

eficientes. Por otra parte si bien una levadura puede ejercer un efecto antagónico contra un

{itopatógeno, se ha observado que la aplicación de una combinación de tratamientos tiene

mayor efecto. La aplicación de cultivos mixtos de cepas y la combinación con pequeñas

dosis de pesticidas químicos, 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 [a utilización de quitinosa en combinación con

Cryptococcus laurentii resulta en un control más efectivo de Penicillium expansum en peras,

que cada uno por separado (Janisiewicz y Conway 5.2010). En el caso de kiwis

almacenados, el uso de levaduras para el control microbiológico y la inducción de la

resistencia del huésped por incubación a 10'C con alta humedad, mostraron un efecto

aditivo en la reducción de la pudrición (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 basarán en la combinación de varios tratamientos de control

biológico.

Las levaduras pueden ejercer su actividad antagónica gracias a variados mecanismos,

como la secreción de toxinas proteicas letales llamadas "toxinas killer" (micotoxinas), [a

producción de sideroforos que limitan la utilización de hierro por otros microorganismos,



mediante antibiosis, secreción de enzimas hidrolíticas capaces de degradar la pared celular

de hongos y/o de compuesto volátiles tóxicos (Walker y cols. 1995 Masih y cols. 2001;

(MacKenzie '1981; Carrasco y cols. 2012). Sin embargo, el mecanismo más común es el

desplazamiento de otros microorganismos mediante la competencia por alimento y espacio,

ya que las levaduras pueden desarrollarse rápidamente en la superficie de hojas, frutos y

flores, y en especial en medios que presenten una variada composición de azucares,

llegando de esta forma a dominar estos hábitats.

Un grupo de levaduras que presentan atractivas características para ser usadas como

biocontroladores son las Levaduras Antárticas. Además de las ya mencionadas

características que presentan las levaduras en general para ejercer un efecto antagónico

frente a los fitopatógenos, las levaduras aisladas desde climas tan inhóspitos como la región

sub-antártica presentan una serie de adaptaciones diferentes a las encontradas en climas

mesófilos. Ellas tienen la particularidad de desarrollarse en variadas condiciones

ambientales como escases de nutrientes, temperatura, elevada radiación UV por lo cual su

acción biocontroladora podría usarse tanto en productos para el campo como en los de post-

cosecha.

En el presente trabajo se analizó el potencial de las levaduras antiirticas pam inhibir el

c¡ecimiento de algunos fitopatógenos importantes de interés nacional yio intemacional. La

colección de levaduras fue aislada desde la Isla Rey Jorge en la región sub-antártica, todas

ellas han sido identificadas molecularmente (18 especies distintas pertenecientes a 13

géneros, más otras aun no clasificadas) y caracterizadas en felación a la producción de

antimicrobianos, temperaturas de crecimiento, utilización de diversas fuentes de carbono y

actividades enzimáticas extracelulares. Resultados previos han mo§trado actividad

antagónica de estas levaduras sobre otras levaduras y bacterias $am positivas y negativas,

10



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 rcalizí Ia búsqueda de una nueva alternativa de control contra

la bacteria fitopatógena del tomate Clavibacter michiganenesis subp michiganensis además

de los 4 hongos filamentosos fitopatógenos como P. expansum, B. cinerea, además de F.

ocyesporum y Ph. infestans dos patógenos, 1os cuales en el último tiempo han causado

grandes problemas a la agricultura del país.
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2. HIPOTESIS

12



,/'/ ñ nr \\
/¡ts" " t,)
¡'n
§ riaiiOiEao "e; CENIRAL á

Qu.n'úl

"una o varias especies de levaduras antiárticas de nuestra colección poseerán un

efecto antagónico contra ñtopatógenos bacterianos y/o fungicos importantes de1 sector

agrícola nacional".
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo General.

Encontrar levaduras antárticas de nuestra colección que posean actividad antagónica contra
fitopatógenos y evaluar su potencial uso como biocontrolador.

3.2 Objetivos Específicos.

1. Optimización de condiciones de cultivo de los diferentes patógenos a analizar.

2. Determinar el efecto antagónico de levaduras antárticas contra fitopatógenos
mediante ensayos de confrontación en placa.

3. Extracción de las proteínas extracelulares totales desde cultivos de cepas de
levaduras antárticas antagónicas y evaluación de su actividad antifúngica.

4. Determinación del pH y temperatura óptima de acción antagónica de los extractos
proteicos.

5. Evaluación de 1a sensibilidad de las levaduras antárticas con actividad antagónica
f¡ente a diferentes productos y dosis de pesticidas.
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4. MATERIALES Y METODO
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4.I MATERIALES

4.1.1 Microorganismos y condiciones de cultivo.

Las levadu¡as a ensayar (Tabla l) fueron aisladas y caracterizadas de muestras obtenidas

de la Isla Rey Jorge del territorio Antártico 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 %o de Extracto de Malta, 0,5o/o de

Peptona), suplementado con 2oA 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 semisólidos se agregó

Agar al 1,5 Yo plv. Penicillum expansum fue crecido en medio Agar Malta Glucosa (1%

Extracto de Malta y 106 de Glucosa), Botritis cienrea y Fusarium otyesporum fueron

crecidas en medio PDA (Papa dextrosa agar) y Phythoptora infestans fue crecida en medio

Agar Malta ( 1% de Extracto de Malta) . Además cada uno de los patógenos fue crecido en

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

4.1.2 Reactivos químicos.

Los diferentes reactivos para la preparación de los medios de cultivo y obtención 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 antárticas.

Levadu¡as antárticas

Temperatura optima de crecimiento Cepa

Il'. anomalus

R. musilaginosa

C.

22"C

Le- cratinivora
C. sake

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

Sp. salmonicolor

Rh. laryngis

Cr. victoriae
Cr. Gilvescens

H. watticus

15'C

Criptococus Sp.

Diosegia sp.

Rh. Glacialis (TBRg)

C. davisiana

M. robertii
Rh. Glacialis Ql I Rs)

Mrakia spl.
M. gelida

M. blollopis

100c

M. bicuspidata
M. psychrophilia
Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura sp
En la tabla se ordenan las 28 levadu¡as utilizadas para realizar los ensayos de confrontación
en placa contra los diferentes fitopatógenos seleccionados. Cada una de 1as levaduras esta
agrupada por su temperatura óptima de crecimiento, determinada previamente por nuestro
grupo de trabajo.

300c
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Cl aviacter míchiganensis subsp michiganensis.
Penicullum expansum

BotriÍis cinerea
Fusarium oxyespor m

Bacteria Tomate
Hongofilamentoso Cítricos
Hongo filamentoso Vid
Hongofilamentoso Bananeros

filamentoso
La bacteria ñtopatógena Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (cmmlfue
obtenida por la empresa Biopacific Ltda. desde tomates infectados. Los hongos
ñlamentosos Penicillum expansum (P.e), Brotritis cinérea (B.c), Fusarium oxyesporum
(F.o) y Phytophthora infestans (P.i) frcron adquiridas de la colección CBS (Cenhal bureau
voor Schimmelcultr:res, Utrecht, Nethe¡lands.
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Tabla 3. Pesticidas.

Fungicida Dosis de Campo (g o cc/100L¡
MáximaMínima Recomendada

Polyben
Dodine
Oxi cup

Rodomil gold
Phaltan 75

Metalaxil Cu
Azufre mojable
Pomarsol forte

Captan
Fungi cup

Bumper 257o
Mancozeh
Rubigan
Preücur

240
80

s00
250
320
300

40
250
400
500
45

240
35

300

24
24
10
,n
12

20
20
20
20
20
10

18

25

25

50

50

50

50

32

30

50

25

40
50

50

24
50
50

100

100

100

100

50

100

100

50
100

100

100

50
100

100
En la tabla se muestran las diferentes concentraciones u tar-oaGl tor l"rti"io.
preparados y agregados en e1 campo. Además se informa las tres concentraciones a las
cuales se trabajo con 1os pesticidas en los ensayos, concentraciones de laboratorio Mínima,
Máxima y Recomendada en campo.
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4.2 METODOS

4.2.1 Optimizacién de condiciones de cultivo de los patógenos a analizar.

Previo a la realización de los ensayos de actividad antagónica en placa se

optimizaron los medios y condiciones de cultivo de cada patógen o a analizar, para hacarlos

compatibles con las levaduras antárticas de modo de permitir un crecimiento conjunto en la

placa. Para el caso de la bacteria Clavibacter michíganensis subsp. michiganenensis se

determinó su crecimiento a diferentes concentraciones de glucosa (0,1 a 2%). Para el caso

de los hongos filamentosos fitopatógenos se comprobó su viabilidad de crecimiento en

medios YM (Yeast médium) y PDA (Papa dextrosa Agar). Se determinó el crecimiento a

diferentes temperaturas (10 a 30'C), en medios semisólidos.

4.2.2 Ensayos de confrontación en placa.

Los ensayos de actividad antibacteriana se realizaron según la metodología descrita

por Baeza y cols. (2010). Se confeccionó un césped dei microorganismo patógeno

"blanco", mezclando 25 ml de medio YM 0,5 % de glucosa, azul de metileno al 0,3 oA

(colorante vital) y 2,5 ml de cultivo celular. Una vez gelificado, las diferentes levaduras

antiirticas se sembraron sobre el césped y se incubaron a diferentes temperaturas. Para el

caso de hongos filamentosos, el ensayo se realizó según la metodología descrita por

Sirioinvisal (2010), esta consiste en sembrar en una misma placa el hongo blanco y la

levadura a ensayar, posteriormente se incubó a 15,22 y 30'C después de lo cual la

actividad positiva se ve observando la inhibición 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 Extracción de proteínas extracelulares totales.

Se realizó la extracción de proteínas extracelulares totales según una metodología

adaptada desde Baeza y cols. (2010). Cultivos de 500 ml de levaduras antárticas en medio

YM se centrifugaron a 7.000 g por 10 min y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente se

filtró con filt¡os de 0,45 mm de diámetro de poro (Millipore), se adicionó etanol hasta

alcanza¡ una concentración final de 75 Yo y se incubo por 2 horas a 4'C. Se centrifugo a

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

agua destilada.

4.2.4 Análisis de actividad antimicrobiana de extractos proteicos.

Se confeccionaron céspedes como se describe en la sección 4,2.2, se cortaron

pocillos en ellos, se adicionó 100 a 150 ul de los diferentes extractos proteicos obtenidos

según la metodología descrita en la sección 4.2.3 y se incubó por 24 horas a 10, 15,22 y

30'C. Para los hongos filamentosos se sembró cada patógeno sobre la superficie de un

medio semisólido YM y se cortaron los pocillos sobre este, posteriormente se agregó 100

ul del extracto proteico obtenidos según como se describe en la sección 4.2.3. Los ensayos

se ¡ealizaron 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 solución tampón fosfato según 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 antárticas con actividad antagónica frente a

pesticidas de uso común.

Se confeccionaron césped de las dif'erentes levaduras antárticas que presentaron

actividad positiva frente al fitopatogeno del tomate Clavibacter michiganensis sub.

michiganensis y se realizaron pocillos en el como se mencionó anteriormente en la sección

4.2.2. Se preparó una solución inicial de pesticidas con las concent¡aciones señaladas en la

Tabla 3. Las dosis fueron: dosis recomendada en campo, dosis mínima recomendada en

campo y dosis máxima 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 antártica

ensayada. Cada ensayo fue realizado tres veces para legitimar el resultado obtenido.
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5. RESULTADOS
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5.1 Determinación de las condiciones de cultivo adecuadas para Ios ensayos de

confrontación.

Debido a que las diferentes condiciones de c¡ecimiento de las levaduras antáLrticas,

las que son psicrofilas y psicrotolerantes, y de los fitopatógenos que fueron aislados desde

ambiente templados (mesófilos), fue necesario determina¡ las condiciones en que ambos

crecieran bien. Para la bacteria Clavibacter michiganeneis subsp. michiganensis se varió 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, 22y 30"C).

En el caso de los hongos filamentosos la determinación de la viabilidad en medios

semisólidos YM y PDA fue positiva, los cuatro hongos crecieron en ambos medios a

temperaturas de 10, 15, y 22'C.

5.2 Análisis de actividad antimicrobiana i¿ yiyo.

Se realizó el análisis de actividad antibacteriana co¡tra Clavibacter michiganeneis

subsp. michiganensis (Cmm), según lo explicado en la metodología descrita en la sección

4.2.2. Se ensayaron 28 cepas de levadura antárticas a cuatro temperaturas diferentes

(10,15,22 y 30"C), (Figura 1, Tabla 4 y Anexo 1). El resultado positivo de actividad

antagónica es posible observarlo gracias a la utilización 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 toma de un color azul oscuro (cambio de ph),

generando en el ensayo halos de color azul a1 rededor de la colonia sembrada si es que el

efecto es de muerte o halos transparentes si es de inhibición de crecimiento. En el ensayo

observaron cepas con actividad antagónica en las cuatro temperaturas ensayadas, con

diferentes diámetros de halo de muerte. Las cepas positivas fueron: 7/. anomalus, R.
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mucilaginosa y C. parapsilosis para las levaduras ensayadas con temperatura óptima de

crecimiento a 30"C. Le. Creafinivira, C. sake, D. frisingensis, Le. fragaria, G. anturtica

para las levaduras ensayadas con temperatura optima de crecimiento a 22oC. Diosegia sp.,

C. davisiana, M.robertii para las levaduras con temperatura óptima de crecimiento a 15oC.

M. psychrophilia, Rhodatorula sp., Rhodotorula sp2., Levadura sp. para las levaduras con

tempemtura optima de crecimiento a 10'C. Cada ensayo de actividad antibacteriana fue

realizado 3 veces para legitimar el resultado positivo. En el caso de 1os hongos filamentosos

donde 1a actividad antimicrobiana se ve producto de la formación de una medialu¡a en la

paca generada por el hongo, solo la levadura Rhodotorula sp. presentó actividad positiva

contra P. expansum y B. cinerea (Figura 2 y Figura 3, Tabla 4), no encontrando ninguna

cepa antártica 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 incubación y el orden al sembrar las cepas ensayadas, así descartamos un efecto

negativo producto del rapido crecimiento de los hongos filamentosos.
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Figura 1: Ensayos ¡n v¡vo de aislados antárticos ñr-?.u 
"t 

r.topatógeno de tomate
Clavivacter michiganeneis subsp, michiganeneis. r: c. sake; 2: 

-G. 
intartica; 3: Rh.

laryngis; 4: Le. creatinovora; 5: D. fristin§ensis; 6: Le. fragaria; 7: Sp. salmonicoíor; g: C.
davisiana;9: cr. victoriae; 10:,H. watticus; rr: cr. gírveicens; 12: Rh. Musiraginoia; 13:
LV. anomalus; 

-14: 
C. parapilopsis; 15: M. psychlophitia; 16: Levadura ,i.; t¡, U

bicuspidata; 18: Rhodothorura sp.; 19 Rhodothoruri sp2. El ensayo fue reirizado a 4
temperaturas diferentes, 10,15,22 y 30'C según la temperatura óptimade crecimiento de las
levaduras antárticas, como 1o indica la sección 4.2.i. Este, fue repetido tres veces para
legitimar los resultados positivos y se midió con una regla el radio dei halo de muerte dásde
el borde de 1a colonia al termino del halo, en la tabla 4 se reporto el máximo halo
encontrado. En la figura se pueden observar ias cuatro cepas seleccionadas con mayor
actividad antagónica frente el fitopatógeno (1,11, 13 y 15).
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Tabla 4. Resumen actividad in vivo de aislados antrá¡ticos.

Cepa Actividad sobre (mm de halo)
10"c r 5"c

lL anomalus

30oC -R. masilaginosa

Cmm (6,6+0,5)

Cmm (1,6+0,5)

Cmm (3,6.10,5)

Cnm (7.3+0,5) Cmm (8.r0)

Cmtr (3,3+0.5) Cmm (,1,3+0,5)

Cml]r (lial)
Cmm (3+0)

c. Cmm (1,6i0,5) Cmm (4+0) Cmm (4+l)
Le cratinivora

C. sske

D. fristingensis
Le. fragaría
G. qntaftics

22oC C. davisiqna

Sp. salmonicolor

Rh. laryngis

Cr. vicroriae

Cn Gilvescens

II. ,t dtticus

Cmm (2+ 1)

Cmm (8+0)

Cmm (2.6+0,5)

Cmm ( l:0)
Cmm ( l+1)

Cmm (1,6+0,5) Cmm (1,6+0,5)

Cmm (7,3+0,5) Cmm (9,3+0,5)

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

Cmm (1,6+0,5) Cmm (1,6+0,5)

Cmm (1,6t0,5) Cmm (2+0)

Cmm-(6+1)

Cmm (4+l)
Cmm (8+1)

Cmm (1,6+0,5)

Cmm (2,6+0,5)

Cmm (2,6+0,5)

Cmm (7,3+0,5)Cmm (6+0) Cmm (5,6+0.5)

Ctiptococus Sp.

Diosegia sp.

Rh. Glucialis
gsRc)

C. dayisiana

15oC M. rohenii
Rh. Glacialis

(T11Rs)

Mrukia sp1.

M. gelida

M, blollopis

Cmm (3.6+0,5) Cmm (3+1)

Cmm (2.6+0.5) Cmm (2.6=0.5)

Cmm(2.6+0.5) Cmm-(4-0)

Cmm (3+0)

Cmm (3.6+0,5)

Cmm (4:0)

Cmm ( 1 .6+0.5)

Cmm (2,6+0,5)

Cmm (2.6t0,5)

M. bicuspidata

M. psychrophilia Cmm (19,6t0,5) Cmm (9,6+0,5) Cmm (10+0)

10oc Rhodotorura sp. cmm (2.6+0.5): 
tr,o$1Tp.e; cmm (2+0); P.e;

ts.c ' B."' -' B.c

Rhodotorula sp 2. Cmm (1,6+0,5) Cmm (1+0) Cmm (2,6+0,5)

Levadura sp Cmm (5,6+0,5) Cmm (3,6+0,5) Cmm (4,6+0,5)

Cmrn ( 12.6+0,5)

Cmm (1,6+0,5)

Cmm (3.6+0,5)

Cmm (4,6+0,5)

Tabla resumen con las actividades in vivo de todas 1as levaduras ant¿irticas de la colección
contra los cinco fitopatógenos ensayados. Cmm: Clavibacter michiganensis subp.
michiganensis; P.e: Penicullum expansum; B.c: Botritis cinérea. En paréntesis se indican
los promedios en milímetros y la desviación estandar de los halo de muerte generados por
cada levadura.



Figura 2: Ensayo ir vivo de aislados antárticos contra el patógeno de cítricos P.
expansum. En la figura se logra observar una leve actividad de la levadura Rhodotorula,sp.
sobre el hongo filamentoso fitopatógeno de los cítricos P. Expansum, donde la levadura no
permite el crecimiento del hongo sobre ella como en los otros casos y se forma una pequeña
medialuna al borde del hongo. Cada ensayo fue realizo 2 veces, variando el tiempo de
incubación 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 a22"C.
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tr'igura 3: Ensayo in vivo de aislados antárticos contra el I¡rgura J3 rlnsayo m vrvo de aislados antárticos contra el patógeno de vid B. cinerea
En la frgura se observa el ensayo de confrontación en placa áe1 hóngo fitopatógeno de lafitopatógeno de la
vid, B. cinérea realizado a iO'c. se logró observar que solo la levadura señalatla con una
fl.echa 

1o.i.a, 
Rhodotorula sp., presenta una leve actividad contm el hongo ya que no permite

el crecimiento de este sobre la colonia.
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5.3 Extracción y análisis de proteínas extracelulares totales.

De las 16 cepas positivas encontradas en el ensayo en placa contra la bacteria

ñtopatógena 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 óptimas de crecimiento frcron'. ll. anómalus (30oC),

C. sake (22"C), Cr. gilvescens (22") y M. psychrophilia (10"C). Desde cultivos liquidos de

las 4 levadu¡as mencionadas anteriormente se realizó la extracción de las proteínas

extracelulares totales según la metodología descrita en la sección 4.2.3 y se dete¡minó su

actividad antagónica en placa según la metodología descrita en la sección 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 antagónica contra

el fitopatógeno. En algunos casos la actividad fue mucho mayor en el extracto proteico en

comparación con el ensayo in vivo (Figlura 4). La actividad fue medida a diferentes

temperaturas (15,22 y 30'C) y pH (5,6-6,6 compatibles con el crecimiento del fitopatógeno

Tabla 5). Los diferentes extractos presentan mayor actividad a pH 5,6 en los cuatro casos,

mientras que no se observaron grandes dif'erencias en los halos de muerte a las diferentes

temperaturas ensayadas (Tabla 6).

Como se mencionó, la mayoría de las levaduras no presentaron actividad contra

hongos filamentosos, no obstante esto se podría deber a que estos últimos poseen un

crecimiento más rápido lo cual podría influenciar los resultados. Por ello se ensayó la

actividad de extractos extracelulares de una levadura antártica por genero de nuestra
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Figura 4r Ensayo in vitro de extractos proteicos seleccionados a 22oC. l: C, sake;2: Cr.
Gilvescens, En la foto se obsetva los halos generados por las levaduras C. Sake y Cr.
gilvescens sobre el fitopatógeno de tomate Clavibacter michiganensís subsp michiganens is.
Este ensayo fue realizado según la metodología descrita en la sección 4.2.2 a 22oC, la
temperatura optima de las dos levadura antfulicas mencionadas. Los diferentes extractos
proteicos totales fueron obtenidos desde cultivos líquidos de las levaduras antárticas según
al metodología descrita en la sección 4.2.3.
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Tabla 5, Rango de pH y temperatura de crecimiento de Clavibacter

Clavibacter michiganenesis s ubsp michiganensis

pH

4,4

5

5,6

6

6,6

7

++

+

+

++

++

+

Con un signo + se indica el crecimiento de la bacteria en los diferentes medios ensayados.
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Tabla 6. Ensayo de actividad ¡z vitro de los extractos proteicos seleccionados a diferentes T" y pH,

Halo de muerte (mm) sobre Clavibacter michiganenesis subsp michiganensis

Extracto proteico C.

sake
Extracto proteico W

anomalus
Extracto proteico Cr.

Gilvescens
Extracto proteico ,7l1.

ps:t:chrophília

Temperatur¿ 
l SoC

pH
300c22"C 150C 150C 300c

5,6

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 desviación estrá¡dar en milímetro de los halos generados por los extractos ptoteicos de las
levaduras antafticas seleccionadas.

8+0 9,6+0,5 9+0 6,6+0,5 9+1 12,6+0,5 5,6+0,5 8+0

6,6+0,5 8,6+0,5 7,6+0,5 7+0 7+0 1,6+0,5 5,6+0,5 7+0

1+0 10+0 7,6+0,5 8+0

7+0 8,6+0,5 7+0 7+0

7-r r,rc)\
/¡. ' /^ E. (,\\

t¡; dt 'e'
n i¿I/ -'-)

{ /¡-.9/ r¡. !r- rñl
[ó '-S1 .o7
\srr:sJZ
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colección (Tabla 7). Los ensayos se realizaron a 22 y 30" c, donde ninguna de las

levaduras presentó actividad contra los hongos p. expansum, B- cinerea y p. infetans. En el

caso del hongo F. oryesporum las levaduras que presentaron actividad fircron, Le.

Creatinivora 84, Le. creatinivora 831 , sp. salmonicolor, G. antartica y M. blollopis

(Tabla 7 , Figura 5), los ensayos para cada una de las levaduras antárticas seleccionadas se

repitió tres veces para legitimar los resultados obtenidos.
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Tabla 7. Ensayo de actividad antifúngica de los extractos proteicos realizados a 22 y 30oC, contra los fitopatógenos P.

B. F. P.

Actividad antifungica extrato

Cepas

D. fristingensis
Rhodotorula sp.

Mrakia spl.
Rh. musilaginosa

Le. Creatnivora 84.
Le. Creatnivors 831

14- anomalus
Sp. Salmonicolor

H. wuaÍticus
C. sake

G. antartica
Cr. gúsfticos

+
+

M. blollopis - - - - + - - -

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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Figura 5: Ensayo in vifro de extractos proteicos de aislados antárticos contra el
fitopatógeno de bananero F. oryesporum. En 1a foto se observan los resuitados positivos
del ensayo in vitro donde se puede observar marcados con una línea punteada roja 1os halos
generados por los extmctos proteicos de las levaduras G. Antartica, Cr. gasfuicus y M.
blollopis sobre el fitopatógeno de bananero F. oxyesporum

?7

r""t*q
\a.orrré

M. blollopis



5.4, Sensibilidad de levaduras frente a pesticidas de uno común.

En la agricultura la utilización del control integrado para combatir patógenos es una

gran ventaja frente a los métodos tradicionales donde el uso de químicos es el que

predomina. Este tipo de control hace referencia a la úilización de combinaciones de

microorganismos con químicos u otro tipo de compuestos que disminuyan la dosis de los

pesticidas utilizados normalmente. Pensando en este tipo de estrategia, se evaluó la

sensibilidad de las levaduras frente a pesticidas basados en cobre y azufie usualmente

utilizados en el campo. Para los ensayos se confeccionaron césped de las levaduras

utilizando la misma metodología descrita en la sección 4.2.2, en ellos se realizaron pocillos,

en los cuales se adicionó 100 u1 de los diferentes pesticida a variad.as concentraciones.

Posteriormente se incubó a la temperatura optima de crecimiento de la levadura anfártica

ensayada hasta observar el crecimiento de1 césped. Para W. Anomalzs (30.C) y C. sake

(22"C) la mayoría de los químicos 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 vió mayor resistencia a las diferentes concentraciones ensayas siendo 1a levadura

M. psychrophilia la con mayor resistencia, ya que solo los pesticidas Mancozeb y Aztfue

mojable tenían efecto negativo sobre ella, por lo cual de ias 4levaduras ensayadas es la

mejor candidata para generar un producto biocontrolador de post-cosecha mediante 1a

combinación con a1gún pesticida de uso común (Figuras 6,7,8 y 9; Tablas 8, 9, 10 y 11).
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Tabla 8. Sensibilidad de C. sake frente a diferentes pesticidas de uso común.

Fungicida Dosis de Campo Laboratorio (ul) C. sake
(g o cc/100l) Mi R Ma MiR Ma

Polyben
Dodine
Oxi cup

Rodomil gold
Phaltan 75

Metalaxil Cu
Azufre mojable
Pomarsol forte

Captan
Fungi cup

Bumper 257o
Mancozeb
Rubigan
Previcur

240
80

500
250
320
300
40
250
400
500
45
240
35

300

24 50

24 50
10 50
20 50
t2 32

20 30
20 50
20 25

20 40
20 50
10 50
18 24
25 50
25 50

lOOMM
lOOMM
lOOMM
lOOMM
50MM
lOOMM
1OO NE NE
50MM
lOOMM
lOOMM
lOOMM
50 NE NE
lOOMM
lOOMM

M
M
M
M
M
M
NE
M
M
M
M
NE
M
M

Mi: minima, Ma: máxima, R: recomendada. M: muerte, NE: no efecto
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Figura 6: compatibilidad de c. sske frente a diferentes pesticidas de uso común.
concentraciones utilizadas en el ensayo de laboratorio est¿á¡ indicadas en la Tabla g. 1:
Mínima,2: Recomendada, 3: Mrlxima. cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de la levadura antártica ensayada, en este caso,22'C. como control se utilizó ia levadüa c.
sake sin ningún pesticida, en la foto se logra observar el crecimiento del césped celular sin
ningún halo u otro color en la placa conffol. En 1as demás placas se ágregaron dos
pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la iormación un
halo color a21 oscuro alrededor del pocillo donde se agregó el pesticidá.
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Tabla 9.

Fungicida

de M.
Dosis de

Campo (g o

frente a diferentes icidas de uso común.
Laboratorio (ul)

cc/100L MiR Ma Mi
Polyben
Dodine
Oxi cup

Rodomil gold

Phaltan 75

Metalaxil Cu

Azufre mojable
Pomarsol forte

Captan
f,'ungi cup

Bumper 257o

Mancozeb

Rubigan
Preücur

24 50

24 50

10 50

20 50

12 32

20 30

20 50

20 25

20 40

20 50

10 s0

18 24

25 50

25 50

240

80

500

2s0
320

300

40

250

400

500

45

240

35

300

100

100

100

100

50

100

100

50

100

100

100

50

100

100

NE NE NE
NE NE NE
MMM
NE NE NE
MMM
MMM
MMM
NE NE NE
MMM
MMM
NE NE NE
NE NE NE
NE NE NE

NE NE NE
Mi: mínima, R: recomendada, Ma: máxima. M: muerte, NE: no efecto
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Figura 7: Compatibilidad de M. psychrophitia frente a diferentes pesticidas de uso
común. Concentraciones utilizadas en e1 ensayo de laboratorio están indicadas en la Tabia
9. 1: Mínima, 2: Recomendada, 3: Miíxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura
optima de la levadura arf.ártica ensayada, en este caso, 10oC. Como control se utilizó la
levadura M. Psychriphilia sin ningún pesticida, en la foto se logra observar e1 crecimiento
de1 césped celular sin ningún halo u otro color en la placa control. En las demás placas se
agregaron dos pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la
formación un halo color azul oscuro alrededor del pocillo de donde se agregó el pesticida.



Tabla 10.

Fungicida Campo (g o

idad de Cr. cens frenfe a diferentes icidas de uso común.
Dosis de Laboratorio (ul) Cr. Gilvescens

cc/100L MiR Ma Ma

NE

M
M
NE

M
NE

NE

M
M
M
M
NE

NE

NE

NE

M

Mi

NE

M

Polyben

Dodine

Oxi cup

Rodomil gold

Phaltan 75

Metalaxil Cu
Azufre mojable

Pomarsol forte
Captan

Fungi cup

Bumper 257o

Mancozeb

Rubigan

Preücur

24 50

24 50

10 50

20 50

12 32

20 30

20 50

20 25

20 40

20 50

10 50

18 24

25 50

25 s0

MM
NE NE

MM
NE NE
NE NE

MM
MM
MM
MM
NE NE

NE NE

NE NE

240

80

s00

250

320

300

40

2s0

400

500

45

240

35

300

100

100

100

100

50

100

100

50

100

100

100

50

100

100

Mi: mínima, R: recomndada, Ma: máxima. M: muerte, NE: no efecto
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Figura 8: Compatibilidad de cr. gilvescens frente a diferentes pesticidas de uso común.
concentraciones utilizadas en el ensayo de laboratorio están indicadas en la Tabla 10. 1:
Mínima, 2: Recomendada, 3: Mráxima. cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de 1a levadura antártica ensayada, en este caso, 22"c. como control se utiiizó la levadura
Cr. gilvescens sin ningún pesticida, en la foto se logra observar el crecimiento de1 césped
celular sin ningún halo u otro color en la placa conkol. En las demás placas se agregaron
dos pesticidas y el efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la fo-rmáción
un halo color azul oscuro alrededor de1 pocillo donde se agregó el pesticida.
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Tabla 11.

Fungicida
Dosis de

Campo (g o

'rig{ 
4e W. anomalw frente a diferentes idas de uso común.

Laboratorio (ut) l/. anómalus

Polyben

Dodine

Oxi cup

Rodomil gold

Phaltan 75

Metalaxil Cu

Azufre mojable

Pomarsol forte

Captan

Fungi cup

Bumper 257o

Mancozeb

Rubigan

Previcur

24 50

24 50

10 s0

20 50

12 32

20 30

20 50

20 25

20 40

20 50

10 50

18 24

25 50

MM
NE NE

MM
MM
MM
NEM
NE NE

NE NE

NE NE

Ma

M
M
M
M
M
M
NE

M
M
M
M
NE

NE

NE

M
M
M
M
M

MiR Ma Micc/100L

NE

NE

NE

NE

M

5025

240

80

500

250

320

300

40

250

400

500

45

240

35

300

100

100

100

100

50

100

100

50

100

100

100

50

100

100

Mi: mínima, R: recomendada, Ma: máxima. M: muerte, NE: no efecto
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Figura 9: compatibilidad de w. anomalus frente a diferentes pesticidas de uso común.
concentraciones utilizadas en el ensayo de laboratorio estiín indicadas en 1a Tabla 11. 1:
Mínima, 2: Recomendada, 3: Máxima. Cada ensayo fue realizado a la temperatura optima
de la levadura antártica ensayada, en este caso, 30oc. como control se utilizó la levadttra w.
anomalus sin ningún pesticida. En la foto se logra observar el crecimiento de1 césped
celular sin ningún halo u otro color en la placa control. En 1as demás placas se agregaion
dos pesticidas y e1 efecto de muerte o incompatibilidad se logra observar por la formación
un halo color azul oscuro alrededor del pocillo donde se agregó e1 pesticida.
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6. DISCUSIÓN
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6.1 Optimización de condiciones de cultivo.

Las condiciones de cultivo que requieren bacterias y organismos del reino fungi, en

relación a fuente de carbono y temperatura óptima de crecimiento son muy variados. Es por

esto que e1 primer objetivo del trabajo antes de realizar los ensayos de antagonismo fue,

determinar las condiciones de cultivo de cmm y los cuatro hongos filamentosos

fitopatógenos. cada uno de los ensayos de actividad antimicrobiana en placa tiene que ser

realizados en medios donde crezcan las levaduras con actividad antagónica. En

ensayos realizados por Genero y Berianga (2013), donde se mide actividad antifungica de

levaduras contra dos patógenos fungicos, no se reporta una optimización de condiciones de

cultivo entre el blanco celular y las levaduras, esto debido a que ambos microorganismo

son aislados desde el mismo hábitat, por lo tanto no se requiere adaptar las condiciones para

que ambos puedan crecer en un ensayo de confrontación. No es el caso de este estudio ya

que los ambientes desde donde se aislaron los dife¡entes microorganismos a estudiar son

muy diferentes, por ende las adaptaciones y condiciones de crecimiento son muy variadas.

En nuestro caso se usó como base el medio YM, siendo básicamente necesario disminuir la

cantidad de glucosa adicionada en el ensayo de actividad antagónica contra la bacteria

Cmm y los tiempos de incubación 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

rápido crecimiento de los hongos filamentosos en comparación a 1as levaduras antárticas.

6.2 Análisis de actividad antimicrobiana.

Reportes de actividades antagónicas contra fitopatógenos son muy variados,

Gerrero y Berlanga (2013) demuestran 1a capacidad antagónica de levaduras cont¡a dos

hongos filamentosos fitopatógenos mediante ensayos de confrontación. Sirioinvisal (2010)

4B



también demuestra la capacidad biocontroladora de hongos pero mediante la utilización de

la bacfena B. subtillis. Este trabajo representa el primer reporte de actividad antimicrobiana

de levaduras antiírticas contra bacterias y hongos filamentosos fitopatógenos. Es el primer

reporte de una actividad positiva y capacidad de control generado por levaduras del genero

candida, wickerhamomyces, criptococus y Mrakia contra la bactena clavibacter

michiganensis subs michiganensls. El ensayo de confrontación en placa para determinar la

capacidad antagónica de una levadura o bacteria contra un hongo filamentoso ha sido

probado y optimizado por Sirioinvisal (2010), siendo incluso reportado la actividad

antagónica de levaduras confa P. expansum y B. cinerea. En el presente trabajo no fue

posible encontrar ningrura levadura con actividad positiva sigrrificativa contra ninguno de

ios hongos filamentosos ensayados a pesar de que se trabajó con R. mucilaginosa, de la que

ha reportado una actividad contra -8. cinerea (Genero y Berlanga 2013). Es sabido, que

aislados de levaduras de una misma especie pueden diferir ampliamente en sus

características fenotípicas y fisiológicas. Las levaduras antiírticas utilizadas presentan Lrna

serie de adaptaciones y diferencias con otras levaduras mesófilas, como diferencias en la

taza de expresión de genes y modificaciones en e1 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 común.

Una de las técnicas que hoy en día se ha implementado mucho en la agricultura es la

utiiización de1 control biológico integrado. Este se refiere a la utilización de una

combinación de microorganismos junto con químicos u otros compuestos en bajas dosis

para mejorar el efecto controlador de algún patógeno (Vargas 2012). En el presente trabajo
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se realizó un estudio de sensibilidad para poder determinar si alguna de las levaduras con

actividad antagónica conffa el patógeno Cmm podía resistir a diferentes pesticidas de uso

común. Como se vio anteriormente, de acuerdo a los ¡esultados la posible utilización de

alguna levadura con efecto antagónico contra 1a bacteia Cmm sería útil para generar un

producto mezclando con diferentes dosis de pesticidas para aumentar el efecto bactericida

del bicontrolador. A demás de esto como se reportó por Pimenta y cols. (2009), la

utilización y combinación de microorganismos con enzimas que pueden degradar la pared

de hongos y bacterias podría incluso aumentar más la efectividad del posible biocontrolador

a generar. En el presente trabajo se logro determinar que la levadura M. psychrofilia fue la

levadura que presentó mayor resistencia a los diferentes pesticidas de uso común

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 l0'C y resiste a la mayoría de los pesticidas utilizados

hoy en día, siendo ideal su uso en cámaras refrigeradas durante las post-cosecha.
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7. CONCLUSIONES
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1. Se encontraron levaduras antárticas con actividad antibacteúana contra el

fiopatógeno Cmm. Dicha aclividad se debería a un factor proteico que es exportado.

No se encontró levaduras con actividad significativa contra hongos filamentosos

fitopatógenos, en ensayos de confrontación. En el análisis de los extractos proteicos

extracelulares se observó una leve actividad antagónica contra el hongo Fusarium

oxyesporum

La levaduras M. psychrophilia que presenta actividad antagónica conta Cmm,

posee alta resistencia a pesticidas de uso común, por lo cual es una buena candidata

para la generación de un producto y control integrado con químicos.

2.

-1.
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8. PROYECCIONES
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Reportes de actividad antagónica contra bacterias fitopatógenes en el mundo son

muy escasos. El presente trabajo representa el primer estudio de actividad antimicrobiana

de levaduras aisiadas de1 tenitorio antártico contra diferentes fitopatógenos bacterianos y

fungosos. Los resultados mostrados tienen gran potencial para la formulación de un

producto biocontrolador contra la bacteria Clqvibocter michiganenesis subsp.

michiganensis, patógeno del tomate.

Además es posible que complementando este trabajo con offos tipos de ensayos

determinar la capacidad biocontroladora de las levaduras en post-cosecha y contenedores

refrigerados para un mejor biocontrol y prevención de enfermedades bacterianas como la

de1 cancro producido por Cmm.
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10. ANEXOS
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10.1 ANExo 1. Análisis de actiüdad antimicrobiana de aisrados antártic,s
contra P. expansam, fitopatógeno de Cítricos.

Temperatura Cepa
Ensayo actividad in vivo

100c

300c
W. anomalus

R musiloginosa

Le. crafinivora
C, sake

D. frisÍingensis
Le, fragaria
G. antartica
C. davisiana

Sp. salmonicolor
Rh. laryngis
Cr, vicloriae

Cr. Giilvescens

H. walficus

220C

150C

100c

Cripfococus Sp.

Diosegia sp.

Rh. Glacialis (TBRg)

C. davisiana
M. robertii

Rh. Glacialis (TllRs)
Mrakia spl.

M. gelida

M. bicuspidata
M. psychrophilia
Rhodoforula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura
con un signo + se denota el resultado positivo y con un signo - el resultado negativo
de la actiüdad antimicrobiana de las diferentes levadura antárticas contra el hongo
filamentoso P. e4, ans um.

++
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10.2 ANEXO 2. Análisis de actividad antimicrobiana de aislados antárticos
contra B. cinerea, fitopatógeno de Yid.

Temperatura Cepa
Ensavo actiüdad in vivo

100c 150C 22C
VÍ/. anomalus

R, musilaginosa
C. parapsilosis

220C

Le. cratinivora
C. sske

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

Sp. salmonicolor
Rh. laryngis
Cr. victoriae

Cr. Giilvescens
H. waflicus

150C

Criplococus Sp.
Diosegia sp.

Rh. Glacislis
(T8Rg)

C. davisiana
M. roberlii

Rh.Glacialis
QItRs)

Mrakia spl.
M. gelida

M. blollopis

l00c

M. bicuspidata
M, psychrophilia
Rhodotorula sp.

Rhodotorulo sp 2.

Levadura sp

+++

Con un signo + se denota el resultado positivo y con un signo - eI resultado negativo
de Ia actividad antimicrobiana de las diferentes levadura antárticas contra el hongo
Iilamentoso B. cinérea.
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r03 ANExo 3.Anárisis de actividad antimicrobiana de aislados antárticos
contra P. infesfance, fitopatégeno de la papa.

Temperatura Cepa
100c

300c
W. anomalus

R. musilaginosa

22C

C.

Le. cratinivora
C. sake

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

Sp. salmonicolor
Rh. laryngis
Cr, üctoriae

Cr. Gilvescens

H. watticus

150C

Criptococus Sp.
Diosegia sp.
Rh. Glacialis

(T8Rg)
C. davisiana
M. robertii

Rh. Glacialis
(T11Rs)

Mrakia spl.
Mrakia geüda

M. blollopis

100c

M. bicuspidata
M. psychrophilia
Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura sp
Con un.igno s
levadura antárticas contra el hongo frlamentoso P. Infestance.
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10.4 ANEXO 4. Análisis de actividad antimicrobiana de aislados antárticos
contra,F. oxyesporum, fiopatógeno de Bananeros.

Temperatura Cepa
100c

Ensayo actividad in yivo

15"C

300c
W, anomalus

R. musilaginosa
C. parapsilosis

220C

Le, cratinivora
C. sake

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

Sp. salmonicolor
Rh. laryngis
Cr. victoriae

Cr. Giilvescens
H. watticus

150C

Criptococus Sp.

Diosegia sp.

Rh. Glacialis (T8Rg)
C. davisiana
M. robertii

Rh. Glacialis (T1lRs)
Mrakia sp1.

Mrakia gelida

M. blollopis

100c

M. bicuspidata
M. psychrophilia
Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp 2.

Levadura sp

Con un signo - se denota el resultado negativo de los ensayos de las diferentes
levadura antárticas contra el hongo frlamentoso F. oxyespotam,
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