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RESUMEN

Las pérdidas y desperdicios de alimentos asociadas al deterioro fungico, constituyen una
problematica a nivel global que plantea numerosos desafios para la industria agroalimentaria.
Desde el punto de vista econémico, causa enormes pérdidas a los productores cuyos lotes de
exportacion son rechazados cuando estos se encuentran afectados por algun tipo de
contaminacién. Considerando que, los microorganismos fldngicos que causan
descomposicion suelen ser productores de micotoxinas y metabolitos secundarios téxicos
para animales y humanos, también constituye una problemética de indole sanitaria y
ambiental. La uva de mesa es un fruto que se almacena, previo a su exportacion, en camaras
frigorificas, donde debido a naturaleza perecedera y a su exposicion a diversos factores
bioticos y abidticos en estos sitios, presenta una alta susceptibilidad al ataque por patégenos
fungicos. El moho azul, causado por la especie Penicillium expansum, y el moho gris, causado
por la especie Botrytis cinerea, son patégenos psicotroficos, que inciden en las bayas durante
la etapa de poscosecha. P. expansum es un patdgeno estricto de heridas, aunque también
logra ingresar a través de lenticelas, produciendo una pudricion blanda y himeda que puede
afectar rapidamente a toda la baya; a su vez, es un importante productor de patulina, una
micotoxina que afecta el sistema inmunolégico, neurolégico y gastrointestinal en humanos.
Por otra parte, B. cinerea, es un patégeno latente que desintegra la piel y pudre, en forma
acuosa, parcial o completamente las bayas. Actualmente, el control quimico, en conjunto con
el control cultural, que se realiza de estos patdgenos, genera consecuencias negativas
relacionadas con la salud del ambiente y las personas, afectando también la calidad de la uva.
Por este motivo, surge la necesidad de implementar un manejo integrado de control de estos
patdgenos fungicos que no afecte la calidad de los frutos, no altere el medioambiente ni la
salud humana y logre resultados deseados de dominio de enfermedades a nivel comercial.
En este marco, se buscé evaluar la compatibilidad de los mecanismos de accién putativos de
control biologico, provistos por asilamientos de la levadura M. pulcherrima (Mp22, Mp36 vy
Mp43), reportada previamente como antagonista eficaz de P. expansum (PSS6) y B. cinerea
(B97), con una estrategia de control quimico con sustancias GRAS (generalemente
reconocidas como seguras), como lo es el uso de bicarbonato de sodio (NaHCOs), en
condiciones de bajas temperaturas asociadas a la etapa de poscosecha. El aislamiento Mp36,
resulté compatible con el uso de NaHCO; y, ademas ésta sal, permitié potenciar la inhibicion
de la germinacion de conidios tanto de PSS6 como de B97. Asimismo, este aislamiento de M.
pulcherrima, también logré reducir ampliamente la longitud del tubo germinal en B97, en
combinacion con esta sal. Por otra parte, los aislamientos Mp22 y Mp43, lograron reducir
significativamente el porcentaje de crecimiento micelial de B97, a través de la produccién de

compuestos organicos volatiles, siendo compatible con el uso de bicarbonato de sodio,
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asimismo, la aplicacion de esta sal permitié alcanzar una mayor inhibicion fangica. Ademas,
los tres aislamientos de M. pulcherrima evaluados, ocuparon el mismo nicho trofico que PSS6
y B97, incluso en presencia de NaHCO3;, por lo que se infiere que el uso de esta sal es
compatible con la aplicacion de estas levaduras al no interferir con el metabolismo de las
fuentes evaluadas. Por ultimo, también se pudo evidenciar que tanto Mp22, como Mp36 y
Mp43, fueron capaces de quelar el ién férrico in vitro en medio de cultivo para la deteccion de
sideroforos. A modo de sintesis, podemos mencionar que los mecanismos de accién de los
aislamientos de M. pulcherrima analizados, son compatibles con el uso de NaHCO; y, en
ocasiones, esta sal contribuye a inhibir mas satisfactoriamente el desarrollo de los
aislamientos de P. expansum y B. cinerea evaluados, in vitro y en temperaturas asociadas

con la poscosecha.



2. INTRODUCCION

2.1. Pérdidas y desperdicios de alimentos

El término “pérdidas de alimentos” lo relacionamos a su ocurrencia durante las etapas de
produccion, almacenamiento y/o procesamiento o transformacion de los mismos. Por el
contrario, el “desperdicio de alimentos” ocurre cuando estos se derrochan durante la etapa de
distribucién y consumo. Sin embargo, tal como exponen los autores Hidalgo y Martin (2020),
estos conceptos derivan de un enfoque nutricional que adopta la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), ya que los alimentos que se
tienen en cuenta son los destinados al consumo humano. Por ejemplo, partes de alimentos
gue no son comestibles no se incluyen en dichos conceptos, como la piel de una naranja o el
carozo de una palta. Tampoco se incorporan en los conceptos antes mencionados alimentos
que no cumplen con los requisitos de seguridad requeridos y que, al perder sus atributos de
seguridad, no se pueden consumir y perder o desperdiciar. Sin embargo, desde el punto de
vista ambiental, las partes no comestibles de los alimentos o aquellos que se descartan como
inseguros, siguen siendo relevantes, ya que se convierten en desechos que deben ser

manejados para generar el menor impacto posible en el medio ambiente.

En todo el mundo, un 14% de los alimentos, con un valor estimado de 400.000 millones de
ddlares, se pierde entre la cosecha y la distribucion (FAO, 2019). Otro 17% se desperdicia en
la distribucion y entre los consumidores finales (PNUMA 2021). Ademas, de acuerdo a los
autores Hidalgo y Martin (2020), los supermercados suelen establecer estandares estéticos
muy altos para los productos frescos, lo que también genera desperdicio de alimentos.
Asimismo, estos autores expresan que en los paises mas industrializados el mayor poder
adquisitivo, la gran cantidad de alimentos en los estantes y la gran variedad de productos y
marcas disponibles dan también como resultado un mayor derroche de alimentos; sumado a
gue tener tal variedad de productos aumenta las posibilidades de que muchos expiren antes

de que se vendan.

2.1.1. Pérdidas de alimentos asociadas al deterioro fungico

Las pérdidas de alimentos plantean numerosos desafios para la industria agroalimentaria,
la corta vida util de los frutos causada por el deterioro microbiano constituye una problematica
gue afecta negativamente el valor de mercado y el procesamiento de estos. Los organismos
causantes de la descomposicion pueden contaminar los productos agricolas antes, durante y
después de la cosecha y también durante su transporte y procesamiento. Durante el periodo
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de poscosecha, alrededor del 25% del total de la fruta cosechada se pierde debido a la
contaminacion provocada por hongos (Mewa-Ngongang et al., 2019), un porcentaje
significativo desde el punto de vista ético y nutricional, considerando la problemética sostenida
de inaccesibilidad a los alimentos por gran parte de la poblacién humana a nivel mundial
(Hidalgo y Martin, 2020)

Por otra parte, desde el punto de vista econémico, la pudricion fingica puede causar graves
pérdidas monetarias a los productores y comerciantes, especialmente si el producto se destina
al mercado de exportacion; ya que los compradores mayoristas a menudo rechazan los lotes
a exportar cuando estos estan afectados por algin tipo de pudricion, ya que estos
microorganismos fangicos que causan descomposicion también suelen caracterizarse por la
produccion de micotoxinas y metabolitos secundarios téxicos para animales y humanos
(Cortés y Mosqueda, 2013; Cebreros et al., 2022).

De acuerdo con Palou (2018), dependiendo del origen y caracteristicas de la forma de
infeccion, los hongos que causan enfermedades poscosecha se pueden clasificar en dos
grupos generales: (i) los que infectan la fruta en el campo y permanecen latentes hasta su
desarrollo después de la cosecha, y (ii) los que infectan la fruta a través de microheridas en
la cascara o lesiones infligidas durante la cosecha, el transporte, el manejo poscosecha y la
comercializacion. Asimismo, este autor destaca que, por lo general, las especies de hongos
gue causan infecciones latentes también pueden causar, bajo ciertas condiciones, infecciones
en heridas, cerca o después de la cosecha del fruto; sin embargo, muchos otros patdégenos
econdmicamente relevantes son estrictos de heridas. Ademas, una enfermedad flingica,
puede variar la velocidad de su desarrollo de acuerdo con tres factores principales:
condiciones ambientales, principalmente temperatura y humedad, susceptibilidad del fruto y

nivel de inéculo del patégeno (Colodner, 2011).

2.1.1.1. Podredumbre azul: Penicillium expansum

El género Penicillium es un patdégeno estricto de heridas (Palou, 2018). Sin embargo,
también logra ingresar a través de lenticelas, principalmente en fruta que ha sobrepasado su
punto de madurez dptimo (Rosenberger 1990, Snowden, 1990). En este género se encuentran
algunos de los hongos mas comunes, presentes en una amplia gama de habitats y es bien

conocido por su impacto, tanto positivo como negativo, en los humanos (Visagie et al., 2014).

Dentro de su impacto positivo, encontramos algunas especies productoras de penicilina, un
antibidtico del grupo de los betalactdmicos empleados en el tratamiento de infecciones
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provocadas por bacterias sensibles que revoluciondé los enfoques médicos para el tratamiento
de infecciones bacterianas; otros miembros de Penicilium son utilizados en la industria
alimentaria, particularmente para la elaboracion de quesos. No obstante, la funcién principal
de Penicilium es la descomposicion de materia organica en habitats naturales v,
desafortunadamente, algunas especies dafian los cultivos; ademas, muchas cepas de este
género son psicotréficas y pueden causar el deterioro de los alimentos a temperatura de
refrigeracion (Pitt y Hocking, 2009).

Asimismo, este género es uno de los productores de micotoxinas mas importantes vy,
aunque la presencia de algunas micotoxinas en frutos es casi inevitable, existen limites
establecidos que se consideran seguros para las mismas en frutos y productos derivados, por
lo que se considera de suma importancia combatir las contaminaciones flngicas con el fin de
garantizar la sanidad de los alimentos para los consumidores (lamanaka et al., 2010).
Concretamente, P. expansum es un importante productor de patulina, una micotoxina que
afecta el sistema inmunitario, neurolégico y gastrointestinal en humanos (Devaraj et al.,1982;
Bourdiol et al., 1990; Abrunhosa et al., 2001; Ostry et al., 2017). A su vez, este compuesto es
reconocido como carcinégeno animal con relevancia desconocida para los humanos (Pereira
etal., 2011).

La uva de mesa es un fruto no climatérico con una actividad fisioldgica relativamente baja,
ademas, cuenta con una naturaleza perecedera por su alta susceptibilidad al ataque por
hongos y a la pérdida de peso por efecto de la deshidratacion del raquis (Rosales et al., 2013).
El moho azul, causado por la especie Penicillium expansum, puede provocar pérdidas
poscosecha significativas en este fruto como asi también en manzanas, peras, frutos de
carozo, frambuesas, frutillas, tomates, maracuyas, entre otros (Rosenberger, 1990;
Lugauskas et al., 2005; Kwon et al., 2006). Los sintomas de la enfermedad del moho azul se
caracterizan por una decoloracion de la piel que vira a un color marrén claro, seguido de una

pudricién blanda y himeda que puede afectar rapidamente a toda la baya (Franck et al., 2005).

Este patdgeno, tiene la capacidad de producir conidios, estructuras de resistencia lo
suficientemente livianas para poder propagarse por simples corrientes de aire (Mondino y
Vero, 2006). Estos pueden llegar a sobrevivir durante largas temporadas en contenedores de
madera, paredes y techos de frigorificos, donde posteriormente P. expansum puede

desarrollarse y reproducirse nuevamente (Snowden 1990, Munhuweyi et al., 2016).



Imagen 1: Bayas de uva afectadas por Penicillium expansum.

2.1.1.2. Podredumbre gris: Botrytis cinerea

Botrytis cinerea constituye uno de los patégenos mas comunes que actian en condiciones
de poscosecha para las uvas de mesa en la mayoria de las regiones vitivinicolas del mundo
(Cappellini et al., 1986) y se trata de un patdégeno latente (Palou, 2018), también asociado a
bajas temperaturas. Este hongo filamentoso ocupa el segundo lugar en el top 10 mundial de
patogenos fungicos en patologia molecular de plantas, en términos de relevancia econémica

y cientifica (Dean et al., 2012).

La incidencia del moho gris, el tipo de pudricidon causada por B. cinerea, puede provocar
pérdidas significativas en la calidad y rendimiento de la fruta debido a su capacidad para
propagarse rapidamente e infectar frutas sanas. De acuerdo a Murray et al. (2019), este hongo
pasa el invierno como micelio y esclerocios sobre sarmientos, hojas, frutos y residuos
vegetales caidos al suelo y es capaz de infectar hojas, brotes, inflorescencias e
infrutescencias; las flores infectadas no cuajan y sus restos favorecen la infeccion del pedicelo
y raquis, los que toman un color castafio. Ademas, los autores destacan que las bayas antes
del estado de pinta no son receptivas al hongo, sin embargo, en condiciones
excepcionalmente lluviosas y en contacto prolongado con restos florales, pueden ser
infectadas y eventualmente pueden caer o permanecer en el interior del racimo actuando mas
tarde como foco de pudricion gris cuando las bayas sanas pasan a un estado receptivo. Por
lo tanto, la pudricién del racimo ocasionada por B. cinerea en las bayas en maduracion puede
ser el resultado de i) infecciones latentes establecidas durante la floracion, ii) infeccién directa

de la baya causada por conidios, y iii) infeccién de baya a baya causada por micelio originado



de bayas previamente infectadas dentro del racimo (Elmer y Michailides, 2007; Gonzalez-
Dominguez et al., 2015).

Segun Latorre (2002), los sintomas de esta enfermedad consisten en pequefios moteados
necréticos superficiales de color café, inicialmente visibles bajo microscopio estereoscopico,
los que progresan hasta desintegrar la piel y podrir, en forma acuosa, parcial o completamente
las bayas; ademas, sobre los tejidos atacados se desarrolla un moho blanquecino.

Imagen 2: Bayas de uva afectadas por Botrytis cinerea.

2.2. Control de enfermedades fungicas

2.2.1. Control cultural

El control cultural refiere a practicas de origen antrépico utilizadas como estrategias de
manejo de cultivos, con el fin de evitar plagas y enfermedades y consecuentemente mejorar
su produccion (Lépez, 2001). Entre las medidas aplicadas en vid se pueden mencionar el
despampanado (poda de verano), deshojado y raleo de racimos, con el fin de modificar las
condiciones microclimaticas de las cepas que pueden llegar a favorecer la infeccién fungica;
Yy, por otra parte, la proteccion contra el granizo, a propésito de disminuir las lesiones que este
fendmeno climatico ocasiona en las bayas (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable,
2020).

2.2.2. Control fisico

De acuerdo con Palou (2020), las tecnologias fisicas utilizadas para el control de
enfermedades fungicas, por lo general, incluyen el calor o irradiaciones con luz ultravioleta

(UV) o con rayos vy, rayos 3 (electrones acelerados) o rayos X, que pueden aplicarse con la
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finalidad de reducir la incidencia de podredumbres durante la poscosecha. Ademas, este autor
indica que otros tratamientos fisicos no ejercen por si mismos una actividad fungicida, pero si
una accion fungistatica de inhibicion o retraso del crecimiento de los patdégenos; este es el

caso de la conservacion frigorifica o en atmdésferas controladas.

Particularmente, las uvas de mesa para consumo en fresco generalmente necesitan un
periodo de almacenamiento extenso con fines de exportacion, por lo que suelen almacenarse
en camaras con condiciones de temperatura y humedad estrictamente controladas. En este
sentido, el almacenamiento en frio (~0 °C) es el principal método para evitar infecciones
poscosecha sin afectar las principales caracteristicas fisicoquimicas del producto (Youssef et
al., 2015), ya que las bajas temperaturas retrasan la maduracién y senescencia del fruto y el
grano de uva conserva la resistencia fisica frente a cualquier agente patogeno del lugar donde
es almacenada. De acuerdo al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (2013),
para la conservacion de la uva de mesa, se utilizan temperaturas en un rango limitado entre -
1°C y 0°C, ya que a partir de los - 2°C se produce el congelamiento del fruto y a temperaturas
mayores de 0°C se puede producir el ablandamiento de la baya. Sin embargo, tal como
mencionamos anteriormente, tanto B. cinerea como P. expansum sobreviven a bajas
temperaturas, y cualquier variacion de este pardmetro puede promover la condensacion del
agua, favoreciendo asi el crecimiento y la esporulacion de estos patdgenos. Ademas, se debe
mantener una humedad relativa del 90-95% para evitar la deshidratacién de las bayas y
también la deshidratacion y pardeamiento del raquis, ya que esto contribuye directamente al

desgrane, es decir el desprendimiento de bayas del raquis (INTA, 2013).

2.2.3. Control quimico

2.2.3.1. Fungicidas quimicos sintéticos

Tradicionalmente, las enfermedades poscosecha de la fruta y las pérdidas econémicas que
provocan se han contenido en todo el mundo mediante aplicaciones en etapa de poscosecha
de fungicidas quimicos sintéticos en las empacadoras comerciales (Rivero et. al., 2008; Palou
y Montesino, 2015). Sin embargo, de acuerdo a Palou (2020), la aplicacibn masiva y

continuada de fungicidas quimicos presenta los siguientes inconvenientes:

e Produce inquietudes en la opinién publica por la generacion de un exceso de
residuos quimicos.
e Causa la proliferacion de cepas patogénicas resistentes que reduce o anula la

eficacia de los tratamientos.



e Genera un acceso limitado a mercados de productos organicos en los que se exige
no solo la ausencia total de residuos quimicos en el producto final sino también la
prohibicién del uso de fungicidas convencionales durante todo el ciclo de

produccion.

De acuerdo a Arora et al. (2020), las bayas de uva de mesa luego de su cosecha, son
propensas a presentar cambios visuales perjudiciales debido a la naturaleza carnosa de este
fruto, su alto contenido de humedad y acidez titulable. El tratamiento comercial mas utilizado
en diversos paises del mundo sobre las bayas de uva, es la fumigacién con diéxido de azufre
(S0O2); sin embargo, este producto inhibe el desarrollo del hongo, pero no lo erradica (Lydakis
y Aked, 2003). En la region de Cuyo- Argentina, el dioxido de azufre también es el tratamiento
mas utilizado en la preservaciéon de uva de mesa (Batistella et al., 2001). No obstante, el uso
de este fungicida quimico ha sido restringido en algunos paises, ya que sus residuos son
peligrosos para aquellas personas alérgicas a los sulfitos, y ademas puede causar nauseas,
dificultad respiratoria y erupciones cutaneas (Lou et al., 2017). Su uso esta excluido de las
uvas organicas certificadas (Romanazzi et al., 2012). Por lo que, en este contexto, la reduccion
de pesticidas y un mayor despliegue de la viticultura organica adquieren un gran valor, y para
esto resulta de suma necesidad buscar alternativas al uso del dioxido de azufre para la
produccion agroecoldgica de este fruto (Provost y Pedneault, 2016). Ademas, la aplicacion
directa de este fungicida también puede dafiar la apariencia de las uvas frescas, provocando
la decoloracién y agrietamiento de las bayas y el oscurecimiento del raquis (Gao et al., 2003;
De Oliveira et al., 2014). Esto constituye una problematica ya que la calidad de las uvas de
mesa es de suma importancia para los mercados nacionales e internacionales (Arora et al.,
2020).

Debido a lo expuesto anteriormente, las tendencias de consumo Yy las actualizaciones
legislativas favorecen claramente una reduccién en el uso de fungicidas convencionales, lo
gue hace necesario fortalecer la investigacion para desarrollar e implementar enfoques
alternativos y nuevos métodos para combatir las enfermedades poscosecha y evitar las
pérdidas de alimentos (Rojo et al., 2015). Cabe destacar que al hacer referencia al término
“fungicida” aludimos a un agente que destruye los hongos, y al mencionar el vocablo
“fungistatico” nos referimos a una sustancia que impide o inhibe la actividad de los hongos
(Real Academia Espafiola [RAE], 2023).



2.2.3.2. Sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS)

Las alternativas quimicas a los fungicidas sintéticos deben ser compuestos con efectos
toxicoldgicos conocidos y con un impacto minimo en la salud de mamiferos y en el medio
ambiente. El término sustancias “GRAS” (Generally Recongnized As Safe) hace referencia,
por sus siglas en inglés, a aquellas sustancias generalmente reconocidas como seguras por
la Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (Ahmed et al., 2007). De
acuerdo a Vaca (2022), estas sustancias dejan residuos contaminantes en bajas o casi nulas

dosis.

Los productos quimicos de baja toxicidad que se reconocen como GRAS incluyen algunos
aceites esenciales, extractos de plantas y otros compuestos naturales de composicion
variable, pero también sales inorganicas y organicas como carbonatos, bicarbonatos,
sorbatos, benzoatos, acetatos, sales de parabeno, silicatos, etc. (Palou et al., 2016). Sin
embargo, los compuestos mas utilizados para controlar las afectaciones provocadas por
agentes patdgenos en el periodo poscosecha son: acidos, carbonatos y bicarbonatos (Vaca,
2022). No obstante, en comparaciéon con otros compuestos GRAS, las sales presentan
grandes ventajas como su gran disponibilidad, solubilidad superior, facilidad de manipulacion

y bajo costo (Palou, 2018).

Segun los autores Youssef y Roberto (2014), el bicarbonato de sodio (NaHCO3), entre otras
sales, es capaz de inhibir completamente el crecimiento y la germinaciéon de esporas del
patégeno B. cinerea en bayas de uva. De acuerdo a Vilaplana y Valencia (2018), la aplicacion
de bicarbonato de sodio también puede significar efectos beneficiosos sobre la calidad de los
frutos, durante su almacenamiento y vida Gtil posterior, como es el caso de la pitaya amarilla
(Selenicereus megalanthus); estos efectos incluyen una reduccion de la pérdida de peso,
conservacion del color y firmeza, asi como cambios mas lentos en los solidos solubles totales,
el contenido de acido titulable y el pH. El bicarbonato de sodio es una alternativa atractiva
porque su uso estd permitido, sin restricciones, para diversas aplicaciones segun las
regulaciones europeas y norteamericanas (Vorstermans y Creemers, 2010) y presenta poco

riesgo de fitotoxicidad en concentraciones bajas (1-4%) (Lyousfi et al., 2023).
Por otra parte, para cepas del género Penicillium, el uso de soluciones salinas GRAS se ha

implementado comercialmente con gran éxito para el control del moho verde y azul que ataca

en condiciones de poscosecha en citricos (Palou, 2018).
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2.2.4. Control biolégico

El término “biocontrol” o “control biologico” se refiere al uso intencional de microorganismos
introducidos o residentes para suprimir uno o mas patégenos de plantas (Elnahal et al., 2022).
Los agentes de control biol6gico, como alternativa al uso de productos quimicos sintéticos, se
han utilizado durante décadas para controlar enfermedades de plantas y repeler patégenos,
ya que, presentan ciertas ventajas sobre los fertilizantes quimicos: son especificos para cada
objetivo, se pueden usar en pequefias cantidades, se degradan con mayor rapidez y se
pueden utilizar tanto para el control de enfermedades como para promover el crecimiento de
las plantas (Boro et al., 2022).

De acuerdo a Droby et al. (2022), en los cultivos de frutas, las enfermedades que se originan
en heridas superficiales son el resultado de interacciones complejas entre un patégeno
reconocido y microorganismos especificos que ocupan el sitio de la herida, lo cual, en conjunto
con los factores ambientales conforma el patobioma. El argumento de estos autores se basa
en que, una enfermedad que se origina en heridas superficiales o infecciones latentes, no solo
se encuentra relacionada con la presencia de un posible patdgeno fungico, sino que también
es funcion de como se inducen los propagulos fingicos para activar la patogénesis en
respuesta a condiciones ambientales, microbiolégicas y fisiolégicas particulares, que les
permiten iniciar la enfermedad (disbiosis). Por lo tanto, el desempefio de los agentes de control
biolégico puede considerarse como el resultado de la compleja interaccién de todos los
componentes bidticos (organismos) y abidticos (ambiente) del sistema y nuestra comprension

sobre el mismo aln est4 lejos de ser completa (Droby et al., 2009; Liu et al., 2013).

La investigacion sobre el control bioldégico de enfermedades poscosecha se ha centrado
principalmente en el aislamiento de microorganismos antagénicos a los patdgenos de las
heridas que infectan los productos durante la cosecha y la manipulacién posterior. Por lo
general, las esporas del patégeno germinan muy rapidamente (dentro de las 24 horas) y
colonizan heridas que son ricas en azlcares y otros nutrientes; por lo que es necesario
interferir con la germinacion de esporas y/o el crecimiento del tubo germinativo en un marco
de tiempo rapido para prevenir o inhibir infecciones (Droby et al., 2016). Se han aislado
diversos microorganismos con capacidad biocontroladora tales como bacterias, levaduras y
hongos filamentosos; mediante bioensayos, y con la ayuda de la metagenémica y
herramientas bioinforméticas, se determina el potencial de estos microorganismos como
agentes de biocontrol (Bonilla, 2019). Luego, tras su identificacién, se llevan a cabo ensayos

in vivo, aplicando estos posibles antagonistas en los frutos, en condiciones controladas y, de
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este modo, se determina su capacidad para evitar el deterioro en un determinado producto,
asi como sus mecanismos de accion (Droby et al., 2016).

Wilson y Wisniewski (1989) definieron diversas propiedades que caracterizan a un
antagonista ideal: Una de ellas son sus requerimientos nutricionales minimos v,
consecuentemente, el rapido crecimiento y colonizacion de heridas recientes; y la otra hace
referencia a las interacciones microbianas naturales y a la producciéon de metabolitos
secundarios que afectan la supervivencia o el desarrollo de los organismos patégenos
(Spadaro y Droby, 2016; Villalba, 2022).

2.2.4.1. Levaduras como agentes biocontroladores

La mayoria de los agentes y productos de biocontrol poscosecha informados son levaduras.
Estas, en general, tienen una alta tolerancia a las condiciones ambientales estresantes que
prevalecen antes y después de la cosecha (temperaturas bajas y altas, desecacion, amplio
rango de humedad relativa, bajos niveles de oxigeno, fluctuaciones de pH, radiacién UV) y
estan especialmente adaptadas al microambiente (alta concentracién de azucar, alta presion
osmoética y bajo pH) presente en tejidos de frutos heridos (Droby et al., 2016). Asimismo,
muchas especies de levaduras pueden crecer rapidamente en sustratos econdémicos por lo
gue son faciles de producir a gran escala (Zhimo et al., 2020), y, a diferencia de los hongos
filamentosos, no producen esporas alergénicas ni micotoxinas (Hernandez-Montiel et al.,
2018). Por lo tanto, estos microorganismos son prometedores para el desarrollo de agentes

fitosanitarios biologicos.

Por otra parte, en comparacion a otros agentes biocontroladores de origen bacteriano, las
levaduras poseen un riesgo considerablemente menor de adquirir o transmitir resistencia a
antibioticos basada en plasmidos, factores de patogenicidad o genes de biosintesis de toxinas
(Fitzpatrick 2012; Moriguchi et al., 2013; Richards et al., 2011; Freimoser et al., 2019).

Aquellas levaduras que se encuentran naturalmente en los frutos han sido especialmente
seleccionadas por investigadores como posibles antagonistas de las enfermedades
poscosecha, ya que exhiben una serie de caracteristicas que mejoran su potencial para
colonizar las superficies de las frutas (Spadaro y Droby, 2016). Sin embargo, las levaduras
aisladas de fuentes diferentes a la superficie del fruto, como la filosfera, las raices, el suelo,
entre otras, también han demostrado tener un buen poder biocontrolador (Liu et al., 2013).
Nally et al. (2012), demostraron que las levaduras aisladas de mosto en fermentacion ejercian

un efecto inhibidor contra B. cinerea en uva de mesa. Asimismo, Assaf et al. (2020), reportaron
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que el mayor porcentaje de levaduras antagonistas, aisladas con el fin de controlar el
patbgeno P. expansum, se obtuvo de mostos de fermentacion de uva a 12 °C. Estos
resultados, pueden explicarse mediante la teoria de la ecologia neutral que indica que las
especies no necesariamente estdn adaptadas a nichos especificos, sino que son
funcionalmente equivalentes en una variedad de héabitats (Goddard y Greig, 2015). En este
sentido, el sistema tritréfico formado por el huésped, el patégeno y la levadura se ve afectado
por factores ambientales como la temperatura, el pH, los rayos UV, asi como por el estrés
osmatico y oxidativo, en el contexto de desarrollo del biocontrol (Sui et al., 2015). Varios de
estos factores constituyen una importante presion de seleccion durante el proceso enolégico
(Albergaria y Arneborg 2016; Matallana y Aranda, 2017) y aquellos ambientes con presion
selectiva constituyen fuentes relevantes de levaduras antagonistas (Pesce et al., 2018).

Las levaduras se han utilizado durante miles de afios para la produccion de alimentos y
bebidas y en muchos casos estas “levaduras alimenticias” son las mismas que se emplean
para biocontrol de organismos patégenos, como, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae,
Candida sake y Metschnikowia pulcherrima (Nally et al., 2012). Esta puede ser la razén por la
cual estas levaduras se consideran seguras para la aplicacion en cultivos y suscita menos
preocupacion que la aplicacién de hongos filamentosos y bacterias (Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria, 2005).

2.2.4.1.1. Metschnikowia pulcherrima: mecanismos de accion

El género Metschnikowia comprende especies de levaduras principalmente de filosfera y
néctar que se distribuyen globalmente, entre ellos, M. fructicola y M. pulcherrima son los mas
estudiados con respecto al biocontrol ya que son capaces de inhibir una variedad de
enfermedades de poscosecha y pudricion de plantas (Parafati et al., 2015; Spadaro et al.,
2010; Hilber-Bodmer et al., 2017). Los habitats naturales de las cepas de Metschnikowia
pulcherrima son principalmente frutas completamente maduras, especialmente uvas (Kantor
et al., 2021). Esta especie se encuentra especialmente recomendada para la bioprotecciéon de
mostos de uva (Puyo et al., 2023) y ha resultado efectiva en el control de Botrytis cinerea,
Alternaria alternata y Penicillium expansum en diversos frutos tales como manzanas, uvas y
cerezas (Saravanakumar et al., 2008; de Paiva et al., 2017; Parafati, 2015; Pedrozo, 2018).

Dado que los mecanismos que subyacen al efecto antagdnico de M. pulcherrima no se
encuentran asociados con la produccion de compuestos toxicos, sus cepas se pueden utilizar
de forma segura como agentes biocontroladores para detener la invasion de microorganismos

patdgenos y/o para ser utilizados como aditivos en tecnologias alimentarias (Agirman et al.,
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2023). Diversos mecanismos han sido descritos para levaduras utilizadas en control biolégico
como competencia por nutrientes y espacio, secrecién de enzimas, produccion de toxinas
killer, que no suponen un riesgo para el medioambiente ni para la salud humana, liberacion
de compuestos organicos volatiles (COV), micoparasitismo y la induccion de resistencia en
las plantas (Spadaro y Droby, 2016; Villalba, 2022).

Particularmente, para el género Metschnikowia, la fuerte actividad antifingica de sus
especies esta mediada principalmente por una variedad de estos mecanismos descritos tales
como competencia por nutrientes (aminoacidos, hierro), secrecion de glucanasas y quitinasas,
entre otras enzimas, y la produccion de compuestos organicos volatiles (Banani et al., 2015;
Dhami et al., 2016; Gore-Lloyd et al., 2019; Hershkovitz et al., 2013; Zajc et al., 2019).

Por otra parte, la aplicacion de células de Metschnikowia a algunas frutas también induce
un estallido oxidativo en el tejido de la planta que eventualmente da como resultado la
activacion de las respuestas de defensa de la misma (Hershkovitz et al., 2012; Macarisin et
al., 2010). Este estallido oxidativo involucra una produccién masiva de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en el sitio de invasion que se detecta en las primeras etapas de la interaccién
planta- microorganismo, tanto para relaciones simbibticas como patégenas (Nanda et al.,
2010). De acuerdo a Benezer et al. (2008), esta reaccién incluye la produccion de diferentes
moléculas en la superficie celular tales como: peréxido de hidrégeno (H202), superdxido (Oz
), ¥ el radical hidroxilo (OH") debido a un incremento en la actividad de las enzimas NADPH
oxidasa, peroxidasa y aminooxidasa. Ademas, estos autores destacan que estos compuestos
podrian tener una funcién téxica directa sobre los patdgenos, o sobre las células en donde se
producen, generando en ocasiones una muerte celular programada que limita el avance del

patégeno.

2.2.4.1.1.1. Competencia por nutrientes y espacio

De acuerdo a diversos autores, la competencia por nutrientes y espacio se considera el
principal mecanismo de accion de las levaduras (Schaible y Kaufmann 2005; Spadaro y Droby
2016; Wisniewski et al., 2007). De acuerdo a Agirman et al. (2023), esta puede ocurrir de tres
maneras diferentes: (i) competencia por el area espacial, (i) uniéon de los antagonistas

microbianos a las hifas del patdgeno vy (iii) competencia por los nutrientes.

La competencia por el espacio depende de la capacidad de crecimiento del antagonista
microbiano, la rapida proliferacion y colonizacion de un antagonista en las partes heridas de

los frutos es un factor critico para el control exitoso de los patégenos que causan
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descomposicion (Mercier y Wilson, 1994). Ademas, de acuerdo a Costa- Orlandi et al. (2017),
la formacién de biopeliculas también puede considerarse una estrategia especifica y muy
exitosa para competir por el espacio; éstas son comunidades de microorganismos que viven
y crecen en superficies y pueden consistir en s6lo una especie o representar un consorcio de
varias especies, a su vez, en ocasiones, exhiben propiedades muy diferentes en comparacion
con las células individuales y se consideran un factor de virulencia para los microorganismos
patdégenos. En levaduras de control biologico, la formacién de biopeliculas, principalmente en
la filésfera y en la zona de heridas, ahora se reconoce como un modo de accion importante y
se ha estudiado ampliamente. Asimismo, de acuerdo al autor Parafati et al. (2015), existe una
correlacion entre la formacion de biopeliculas y la capacidad de colonizacion en heridas de

uva de mesa para siete cepas de Metschnikowia analizadas.

Por otra parte, la uniéon de antagonistas microbianos a las hifas patbgenas parece ser un
factor importante y esencial para la competencia por nutrientes, tal como lo demuestra la
interaccién entre Pichia guilliermondii y Penicillium italicum (Arras et al., 1998). Los examenes
in vitro de tales interacciones muestran que, como resultado de la unién directa, los
microorganismos antagonistas absorben nutrientes considerablemente mas rapido que los
patégenos objetivo, impidiendo el desarrollo de las infecciones y la germinacién de las esporas
(Sharma et al., 2009). Pawlikowska et al. (2019), reportaron que en diversas cepas de M.
pulcherrima, existe una diversidad considerable en la eficiencia de las células para adherirse
a superficies tanto hidrofilicas como hidrofébicas; inclusive algunas cepas tienen la capacidad
de adherirse a las hifas de los patégenos lo que da indicios de que el contacto fisico con el
microorganismo blanco desempefiaria un papel importante en el antagonismo de algunas

cepas de esta especie.

La competencia por nutrientes ha demostrado ser uno de los principales mecanismos de
accion de las levaduras antagonistas, esto se ha evidenciado, por ejemplo, en las relaciones
entre Pichia anomala y Botrytis cinerea en manzana (Kwasiborski et al., 2014) y también en
la interaccién entre Pichia guilliermondii y Penicillium digitatum en citricos (Arras et al., 1998).
De acuerdo a Chen et al. (2020), aquellas levaduras capaces de inhibir competitivamente el
crecimiento de los patdégenos en las heridas de los frutos, probablemente se encuentran mejor
adaptadas a las condiciones adversas de las mismas y por esta razon logran asimilar con

mayor rapidez que los patégenos los nutrientes presentes en estos sitios.

Especificamente, las bayas de uva poseen una baja concentracion de iones de hierro

(Conde et al., 2007) y esta depende de varios factores, siendo el suelo donde se producen
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estos frutos el mas importante (Galani-Nikolakaki et al., 2002). La concentracion de hierro en
uvas, de variedad no identificada, medida por Sherman (1915), es de 0,0013% o0 13 p.p.my
el contenido de este elemento en el jugo de uvas de California, cuantificado por Byrne (1937),
oscila entre 1,5y 23 p.p.m., dependiendo del grado de contaminacién con polvo o tierra.

La mayoria de los seres vivos sintetizan pequefias moléculas, péptidos no ribosomales,
muchas de ellas de alta afinidad por el hierro llamadas sideréforos, las cuales actian de
manera especifica como agentes quelantes para secuestrar este elemento esencial y privar a
los organismos competidores, patégenos o parasitos intracelulares, del mismo (Aguado et al.,
2012). También para las levaduras utilizadas en biocontrol, el hierro es uno de los nutrientes
mas buscados y la competencia por este elemento es reconocida como un modo de accién
importante (Spadaro y Droby 2016). De acuerdo a Gore Lloyd et al. (2019), para el caso de
M. pulcherrima, el peculiar color rojo de sus colonias se debe a la formacién de un dipéptido
ciclico, denominado &cido pulcherrimico, que forma complejos con el hierro, generando un
precipitado denominado pulcherrimina. Se demostré que los mutantes de M. pulcherrima sin
pigmento exhibian una actividad antifingica reducida y se sugirié que la privacion de hierro
es uno de los varios mecanismos por los cuales esta levadura antagoniza los hongos
patdgenos de las plantas. Ademas, cuando se afiade hierro a concentraciones mas altas
(cinco a diez veces la concentracién de hierro presente en el jugo de uva) la actividad de
inhibicion de M. pulcherrima también desaparece y las colonias toman un color marron mas

intenso lo que indicaria produccién de pulcherrimina intracelular (Kantor et al., 2021).

2.2.4.1.1.2. Produccion de Compuestos Organicos Volatiles (COV)

Los compuestos organicos volatiles (COV) son mezclas de una combinacién basada en
carbono derivada del metabolismo primario (sintesis de ADN, aminoacidos y acidos grasos) o
secundario (intermediarios del metabolismo primario) (Korpi et al., 2009; Li et al., 2015); tienen
un peso molecular bajo (inferior a 300 g/mol) (Zhang et al., 2015) y alta presién de vapor (entre
3,03 y 7,46 mg/m® (Korpi et al., 2009; Bennett y Inamdar, 2015; Naik, 2018). Estos
compuestos suelen contener hasta 20 atomos de carbono y son lipofilicos (Effmert et al., 2012;
Terra et al., 2018). Los COV normalmente son gaseosos a temperatura ambiente y esta
caracteristica fisica los hace importantes como ‘“infoquimicos” o “semioquimicos”;
desempefian funciones en relacién al contacto entre especies, ya que pueden moverse largas
distancias bajo y sobre el suelo, especialmente en ambientes no acuosos (Rasmann et al.,
2005; Hung et al., 2013; Schmidt et al., 2016; Medina-Romero et al., 2017). Sin embargo,
estos compuestos no solo participan en la comunicacion entre los seres vivos, sino que

también tienen la capacidad de restringir las actividades de organismos antagonistas (Wang
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etal., 2018). Se han descrito aproximadamente 250 COV producidos por organismos flngicos
(Oro et al., 2017).

Debido al pequefio tamafio de las moléculas de estos compuestos y su facil difusion a
través de la atmosfera y suelo, se han realizado numerosos estudios sobre las posibles
aplicaciones de los COV en agricultura, industria y farmacologia y particularmente como
factores de biocontrol (Liu et al., 2008). Estos incluyen una variedad de sustancias como
hidrocarburos, alcoholes, tioalcoholes, aldehidos, cetonas, tioésteres, ciclohexanos,

compuestos heterociclicos, fenoles y derivados del benceno (Morath et al., 2012).

La actividad de biocontrol de M. pulcherrima contra B. cinerea ha sido reportada in vitro y
en bayas de uva de mesa y fue atribuida en gran medida a la produccién de COV (Parafati et
al., 2015). Sin embargo, incluso la misma cepa microbiana puede producir diferentes COV
dependiendo de factores ambientales, como la edad, la disponibilidad de nutrientes, la
temperatura de crecimiento, la exposicion a la radiacion o la presencia de otros
(micro)organismos (Ezra et al., 2003; Wang et al., 2013 a; Lee et al., 2015; Van Agtmaal et
al., 2018; Raza et al., 2020).

2.2.4.1.1.3. Influencia de las bajas temperaturas en la expresion de los mecanismos de
accion de levaduras

Los organismos unicelulares estan sujetos a una gran variedad de cambios en su medio
ambiente como son: las fluctuaciones en la cantidad de nutrientes, acidez, osmolaridad y
temperatura, ademas de la exposicion a agentes toxicos y a la radiacion (Chiva, 2010).
Especificamente, la temperatura afecta de manera directa a las reacciones bioquimicas de
las levaduras (Fleet y Heard, 1993), por lo que el rango de temperatura utilizado para la
conservacion de la uva de mesa en etapa de poscosecha (-1°C y 0°C) (INTA, 2013), puede
afectar la expresion de los mecanismos de accidn expuestos de M. pulcherrima que se buscan
evaluar en este trabajo. Sin embargo, las células han desarrollado respuestas programadas
al estrés, que incluyen cambios rapidos en procesos metabdlicos como fosforilacién o
degradacién de proteinas, y a largo plazo afectan a cambios transcripcionales que se

manifiestan en estados celulares alterados (Chiva, 2010).

En respuesta a un variado niumero de estreses medioambientales como son: el estrés
oxidativo, el pH, el choque térmico y osmdtico y la falta de nutrientes, se activa, en estos
microorganismos, la denominada respuesta general al estrés o GSR (“General Stress
Response”) (Ruis y Schiiller, 1995; Estruch, 2000). De acuerdo a Chiva (2010), esta respuesta
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general al estrés se encuentra conservada entre diferentes especies de levaduras tan alejadas
filogenéticamente como Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. Sin
embargo, la autora destaca que poco se conoce de la respuesta de las levaduras frente a la
baja temperatura; la mayoria de los estudios con este factor como condicion de estrés han
sido llevados a cabo en bacterias y plantas; sin embargo, en los Ultimos afios esta tendencia
esta cambiando ya que, la utilizacién de estos microorganismos en procesos industriales en
los que la temperatura del proceso esta muy por debajo de su temperatura fisiolégica éptima
(25-30 °C), esta despertando gran interés en la respuesta molecular de ciertas especies de

levaduras a la baja temperatura.

Las levaduras, tras una disminucion brusca de la temperatura reaccionan modificando su
expresion génica, para poder adaptarse a estas nuevas condiciones (Sahara et al., 2002;
Schade et al., 2004). Esta es una respuesta especifica que depende tanto del gen como del
tiempo de duracion del estrés, y que provoca una regulacion diferencial de ciertos genes
debido a la alteracion fisiolégica que esta sufriendo la levadura causada por la reduccién del
transporte a través de la membrana, la acumulacion de proteinas mal plegadas y la reduccién
de la actividad enzimatica (Zhang et al., 2001; Sahara et al., 2002; Zhang et al., 2003; Schade
et al., 2004). De acuerdo a Schade et al. (2004), la respuesta transcripcional que se observa
tras el choque por frio se ha dividido en dos respuestas: una temprana y una tardia. Estos
autores destacan que, durante la respuesta temprana al frio o ECR (“Early Cold Response”)
se inducen los genes implicados en el metabolismo del ARN (previniendo la desestabilizacion
de las estructuras secundarias del ARN para evitar la disminucién de la eficiencia en la
traduccion de las proteinas) y en el metabolismo lipidico (estabilizando la fluidez de
membrana), metabolismo de aminoacidos y genes asociados con el transporte. Por otra parte,
la respuesta tardia al frio o LCR (“Late Cold Response”), depende directamente de la
respuesta general al estrés explicada anteriormente, incluyendo a los genes que codifican las
proteinas de choque térmico (HSP) y las enzimas involucradas en el metabolismo de

carbohidratos, principalmente en la glucdlisis, y en el metabolismo de glucégeno y trehalosa.

Se ha demostrado que, en bajas temperaturas, hay una menor produccién de biomasa, una
disminucion en el contenido en trehalosa y un metabolismo del nitrégeno alterado (Pizarro et
al., 2008). En relacion con esto Ultimo, estos autores equiparan la situacién de crecimiento a
baja temperatura con la de crecimiento en carencia de fuente nitrogenada. Esto podria afectar
mecanismos de accion de las levaduras tales como la competencia por espacio y nutrientes.
Sin embargo, la baja temperatura aumenta la viabilidad de las levaduras, disminuyendo a

medida que la temperatura aumenta (Torija et al., 2003). Esto favoreceria la aplicacion de
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estos organismos biocontroladores en el extenso periodo de tiempo que comprende la etapa
poscosecha de la uva de mesa, la cual consiste principalmente en el almacenamiento de los

racimos en camaras frigorificas durante meses.

Por otra parte, se ha demostrado que en aquellas levaduras que fermentan a bajas
temperaturas se obtienen altas concentraciones de ésteres, esto se debe a un aumento en la
estabilidad de los compuestos volatiles, una disminucion en la pérdida por evaporacion, y un
metabolismo diferencial en las levaduras debido a variaciones de la biosintesis de acidos
grasos que modifican la membrana plasmatica de la célula (Killian y Ough, 1979; Boulton et
al., 1996; Torija et al., 2003). Por lo que probablemente, la produccion de compuestos
organicos volatiles sea un mecanismo compatible y a su vez, favorecido, por las bajas

temperaturas.

2.3. Manejo integrado no contaminante de enfermedades fungicas

Tradicionalmente, para prevenir el deterioro poscosecha de los frutos, los productores
recurren al control quimico a base de funguicidas sintéticos; sin embargo, su uso en agricultura
es cada vez mas debatido debido a los impactos derivados de su uso excesivo (da Costa et
al., 2021). Ademas de causar dafios al medio ambiente, la salud humana y la economia, el
uso de estos productos genera una fuerte presion de seleccion que aumenta la resistencia de
los organismos al ingrediente quimico activo (Ali et al., 2016; Mari et al., 2016; Munir et al.,
2016; Gonzélez-Estrada et al., 2017; Zhang et al., 2020). Debido a esto, actualmente, se
recomiendan nuevas alternativas aplicables en el manejo de enfermedades antes y después
de la cosecha (Jugreet et al., 2020). La creciente busqueda de alimentos mas saludables,
limpios y libres de aditivos quimicos (Marangoni Junior et al., 2019), junto con la necesidad de
sortear los impactos negativos causados por el uso de pesticidas, estimulan el desarrollo de
productos mas seguros, eficaces y sustentables (da Costa et al., 2021). La insercién de estas
técnicas contribuye a lograr un equilibrio entre la oferta y la demanda de alimentos, para evitar
el desperdicio de los mismos y reducir la presion sobre la produccién de alimentos
(OCDE/FAO, 2019a; Marangoni et al.; 2020).

Podemos definir al manejo integrado de enfermedades como la combinacion de varias
estrategias de control de patégenos, que no afectan la calidad de los frutos, no dafian el
medioambiente y logran resultados deseados de dominio de enfermedades a nivel comercial
(Dukare et al., 2021). Tiene como objetivo reducir dosis o tiempos de aplicacion, o bien ampliar

el espectro de control de un tratamiento a mas de una especie patdgena, ofreciendo
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soluciones econémicamente viables y a su vez, amigables con el medio ambiente (Murray et
al., 2019). El concepto de manejo integrado surge frente a la dificultad de alcanzar altos
niveles de sanidad en los frutos con una sola alternativa de control (ya sea bioldgica, quimica,

fisica o cultural).

Los enfoques integrados que combinan el control bioldgico con otros métodos como sales
o aditivos alimentarios, tratamientos fisicos e inductores no quimicos o reguladores del
crecimiento de las plantas son algunas de las estrategias mas prometedoras para el manejo
de enfermedades (Huang et al., 1995; Droby et al., 1998; EI- Ghaouth et al., 2000; Arras et al.,
2002; Janisiewicz and Korsten, 2002; Porat et al., 2002; Zhang et al., 2004; Papoutsis et al.,
2019). En general, un enfoque integrado facilita efectos aditivos, sinérgicos, complementarios,
preventivos y curativos sobre los patdgenos, al tiempo que minimiza los residuos de fungicidas
(Palou et al., 2008; Smilanick et al., 2008). Debido a esto, Palou (2018), destaca que el
establecimiento de estrategias de manejo integrado contra las enfermedades poscosecha se
basa en el conocimiento de la biologia y la epidemiologia de los patégenos y debe considerar
todos los factores previos a la cosecha, cosecha y poscosecha que pueden influir en la

aparicion y la incidencia de enfermedades para minimizar las pérdidas por descompaosicién.

Este trabajo analiza si el biocontrol provisto por levaduras autéctonas es compatible con el
uso de bicarbonato de sodio, en funcién de la evaluacion de los mecanismos antagénicos de
dichas levaduras, en condiciones de temperaturas asociada a la etapa de poscosecha. Debido
a que, si bien se ha reportado que aislamientos de la especie M. pulcherrima y el uso de
bicarbonato de sodio constituyen, individualmente, estrategias efectivas para controlar
especies fungicas patdgenas de la uva de mesa (Youssef y Roberto, 2014; Palou, 2018; Assaf
et al., 2020), ambas poseen efectos fungistaticos y no fungicidas sobre las mismas; por lo que
surge la necesidad de combinar estas estrategias con el fin de obtener un control de
patdgenos mas eficaz. De acuerdo a Lyousfi et al. (2022), los antagonistas microbianos tienen
poca capacidad para erradicar infecciones preexistentes, mientras que el bicarbonato de sodio
logra controlar infecciones establecidas dentro de 24 horas. Sin embargo, los autores
destacan que, este compuesto no muestra una proteccion persistente de la fruta contra la
reinfeccion. No obstante, la aplicacion de antagonistas microbianos, con o después del
tratamiento con bicarbonato de sodio, logra proteger las heridas superficiales de las

reinfecciones.
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2.4. Disefio experimental y optimizacion: Box- Behnken y Metodologia de Superficie
de Respuesta.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) consiste en un conjunto de técnicas
matematicas utilizadas para el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés
se encuentra influida por varios factores de caracter cuantitativo (Poyato et al., 2015). El
disefio de tipo Box-Behnken es una herramienta especifica dentro de la MSR que permite
ajustar modelos cuadraticos completos para la superficie de respuesta, lo que lo hace util y
eficiente en la experimentacion y optimizacién de procesos (Peng et al., 2020). Permite la
evaluacion de los mecanismos de accién analizados y sus interacciones, respecto a multiples
factores, pero con una disminucion del esfuerzo experimental. Asimismo, a través del analisis
de los graficos 3D, obtenidos a partir la de metodologia de superficie de respuesta, es posible

identificar las condiciones Gptimas para lograr un resultado deseado.

El disefio Box- Behnken (Figura 1) es un tipo de disefio experimental que tiene tres niveles
en cada factor, lo que posibilita la estimacion de un modelo cuadratico completo incluyendo
interacciones. Este disefio es una alternativa para ajustar modelos cuadraticos que requieren
tres niveles de cada factor; es un disefio cuadratico independiente que se forma combinando
factoriales 3* con disefios de bloques incompletos (en cada bloque se prueba sdélo una parte
de los tratamientos) y balanceados (cuando cada par de tratamientos se prueba el mismo
numero de veces) (Siqueiros, 2004). Tal como menciona esta autora, el Disefio Box-Benkhen

se construye con:

e Puntos centrales, que sirven para examinar la presencia de curvatura, dar
informacién acerca de los efectos cuadraticos y proporcionar una estimacion de la
magnitud del error experimental.

e Puntos sobre la superficie, de igual distancia del punto central. Este disefio
consiste en localizar los puntos medios de las aristas y el punto central del espacio

procesado, para el caso de tres factores. Es un disefio rotable.
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Figura 1: Disefio experimental de tipo Box- Behnken (Prasad et al., 2012).

Este trabajo constituye el primer antecedente metodolégico en la exploraciéon de un manejo
integrado, combinando estrategias de control biolégico y quimico, a través de la evaluacion
de mecanismos de interacciéon biolégica aplicando un disefio experimental de tipo Box-
Behnken y la metodologia de superficie de respuesta. Mas aun, se destaca en el contexto de

la poscosecha de uva de mesa a temperaturas asociadas a camaras frigorificas.

3. HIPOTESIS

La competencia por espacio y nutrientes y la produccion de compuestos organicos volatiles
antifingicos son mecanismos de levaduras biocontroladoras compatibles con el uso de
bicarbonato de sodio, para el control de hongos fitopatdgenos en temperaturas asociadas con

la poscosecha.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la compatibilidad de los mecanismos antifingicos de levaduras vitivinicolas frente
a hongos fitopatégenos de uvas de mesa, combinando dichas levaduras con bicarbonato de

sodio, a temperaturas asociadas con la poscosecha.

4.1. Objetivos especificos:

1. Evaluar la competencia por espacio y nutrientes entre las levaduras biosupresoras y los
hongos fitopatégenos, a través de la determinacion del indice de superposicion de nichos
(NQI), de la produccién de sideroforos, de la competencia por hierro y de la inhibicién de la

germinacion de conidios fungicos, a temperaturas asociadas con la poscosecha.
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2. Determinar la produccion de sustancias organicas volatiles por parte de las levaduras
biocontroladoras como posible mecanismo de inhibicién de crecimiento de aislamientos de

Penicillium expansum y Botrytis cinerea, en temperaturas asociadas con la poscosecha.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos utilizados

Se utilizaron tres aislamientos de levaduras de la especie Metschnikowia pulcherrima
(Mp22, Mp36 y Mp43), pertenecientes al cepario del Instituto de Biotecnologia (FI — UNSJ).
Fueron aisladas de mostos en fermentacion a 12°C, de superficie de granos de uvas
conservadas en camara frigorifica (0+1°C) (Nally et al., 2012). Previamente, se evalué la
eficacia de estos aislamientos, a temperaturas asociadas a camaras frigorificas, contra
Penicillium expansum (PSS6) (Rodriguez et al., 2020) y contra Botrytis cinerea (B97)
(Pedrozo, 2018); en ambos casos los aislamientos mencionados de M. pulcherima redujeron
el porcentaje de crecimiento micelial en ambos patégenos de forma significativa con respecto

al control.

5.2. Medios de cultivo utilizados

YEPD-Agar: 1% Extracto de levadura, 2% Peptona de caseina, 2% Dextrosa, agua destilada,
pH 4,5; 2% Agar.

PDA: 20% Infusion de Papa, 2% Glucosa, 2% Agar, pH 5,6.

CAS-HDTMA-Agar: 60,59 Cromo Azurol S (CAS), 900mL agua Destilada, 10mL solucion de
hierro (lll) (ImM FeCl.6H20, 10mM HCI), 72,5mg Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio
(HDTMA), 20g de Agar, 30,249 PIPES (Acido 1,4-Piperazindietanosulfonico, Piperazin-1,4-bis
(acido 2-etanosulfonico, Piperazin N,N"-bis (acido 2-etanosulfonico), 100mL YNB, 2g Glucosa
(pH 6.8). Se disolvieron 60,5g de CAS en 50mL de agua destilada y se mezclé con 10mL de
solucion de hierro (lll). Bajo agitacion esta solucién se mezcldé con 72,5mg de HDTMA,
previamente disuelto en 40mL de agua destilada. La solucion resultante (azul oscuro), se
mezclé con una solucion de agua destilada, Agar, PIPES (pH 6,8). Finalmente se adicioné

una mezcla de YNB, suplementado Glucosa.
Agar- agua: 99% agua destilada 'y 1% Agar.

En cada tratamiento, los medios YEPD-Agar, PDA y Agar-agua fueron suplementados con

bicarbonato de sodio al 0,25 % y 0,5 % p/v. Las concentraciones de esta sal inorganica fueron
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previamente seleccionadas a través de ensayos donde se determinaron las concentraciones

minimas inhibitorias tanto para hongos patdégenos como para levaduras (Lladé et al., 2021).

5.3. Evaluacion in vivo de la patogenicidad de aislamientos de Metschnikowia
pulcherrima

Para llevar a cabo este ensayo, se almacenaron larvas del sexto estadio de Galleria
mellonella (CEMUBIO, INTA, Alto Valle, Rio Negro, Argentina) en oscuridad a 20 °C para
evitar formacion de pupas (Peréz-Través et al., 2021). Luego, se seleccionaron 10 larvas
sanas para cada tratamiento de levadura y se colocaron en placas de Petri de 9 cm estériles
con papel de filtro Whatman, que contenian algunas virutas de madera. La preparacion del
in6culo se llevo a cabo con levaduras activadas en YEPD-agar (25 °C, 48 h). Las células de
levadura se recolectaron por centrifugacion (4000 rpm), se lavaron 2 veces en solucion PBS
(phosphate buffered saline) y se prepararon suspensiones de 1x10° cel/mL?. Antes de
inyectar, las larvas fueron aclimatadas 1h a 30°C. Se inyectaron 20 pL de suspension de cada
levadura en la sexta pro-pata izquierda en el hemocele, con jeringas de insulina de 0,5 mL.
Para los controles negativos, las larvas se inyectaron con PBS y con la levadura GRAS
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-745 y, como control positivo, se inyectaron
larvas con Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. El estudio se llevo a cabo por triplicado y

se repitié dos veces.

5.4. Competencia por espacio y nutrientes

5.4.1. Evaluacion de la inhibicién de la germinaciéon de conidios en co-cultivos de

levadura-hongo con escasez de nutrientes

El disefio y el andlisis estadistico de este ensayo se generaron con el software Stat-Ease
(Design-Expert 13.0.0, Minneapolis, EE. UU.). Los tratamientos utilizados fueron
seleccionados de acuerdo a un disefio experimental de tipo Box-Behnken que cuenta con 29
corridas aleatorias sin bloques (Tablas 4 y 5). En la Tabla 1 se muestran los factores utilizados
en ambos ensayos. El andlisis de varianza (ANOVA) se llevé a cabo para estimar los factores
estadisticamente significativos y el ajuste y precisién del modelo obtenido se expresé como
“R?”,

Tabla 1: Factores de tipo numérico y continuo (Mp22, Mp36, Mp43 y NaHCO3), utilizados en
ensayos de IGC y LTG en B97 y PSS6, con sus respectivas unidades y valores minimos y

maximos utilizados.
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Factor | Nombre | Unidades | Minimo Maximo

A Mp22 cel/mL™? 0,0000 108
B Mp36 cel/mL? 0,0000 108
C Mp43 cel/mL* 0,0000 108
D NaHCO; | % plv 0,0000 0,5000

En tubos Eppendorf de 2 mL de capacidad, que representan cada corrida experimental, se
colocaron 800 pL de mosto de uva diluido al 1% (escasez de nutrientes), 100 pL de una
suspension de levadura biosupresora activa (5.107y 108 cel/mL de agua destilada estéril), 100
uL de conidios de hongos (10*cel/mL de agua destilada estéril) y bicarbonato de sodio al 0,25
%y 0,5 % p/v. Los tubos fueron incubados estaticamente durante 7 dias a 2+1°C. Cumplido
el tiempo de incubacién, se tomaron 100 pL de cada uno de los tubos Eppendorf, y se
colocaron en un portaobjeto excavado con el fin de recorrerlo en su totalidad y realizar los
recuentos y mediciones correspondientes. La longitud de los tubos germinales se midié con
el software Image J. Estas mediciones se compararon con el correspondiente control negativo
(cultivo del hongo sin la levadura). Los conidios se consideraron germinados cuando la
longitud del tubo germinal fue igual o superior al diametro del conidio (Nally et al., 2015). Los
resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion de conidios germinados (%) y

longitud del tubo germinal fungico (um).

5.4.2. Indice de superposicion de nicho (NOI)

Se sembraron 10 pL de las levaduras biocontroladoras (106 cel/mL) y 10 pL de los hongos
fitopatdgenos (10* cel/mL de agua destilada estéril), de manera puntual e individual, luego de
una previa etapa de hambreado de 72 h en microplacas de 98 wells con medio agar-agua
suplementado con una alguna de las siguientes fuentes nutricionales, a una concentracion de
10 mM: Prolina, Asparagina, Ramnosa, Alanina, Melibiosa, Acido Glutamico, Tirosina,
Arginina, Lisina, Fructosa, Glicina, Acido Malico, Glucosa, Sacarosa y Acido Tartarico. Dichas
fuentes son los principales constituyentes de la uva de mesa y representan el tamafio del
nicho, tanto para hongos fitopatégenos como para las levaduras biosupresoras (Hernandez et
al., 2003, Lee et al., 2009). A su vez, el medio de cultivo fue suplementado con bicarbonato
de sodio al 0,25% y 0,5%. Las microplacas se incubaron a 2+1°C durante 2 semanas. Al
finalizar el ensayo se determiné el indice de superposicion de nicho (NOI) a través de la

siguiente férmula (Wilson y Lindow, 1994):

25



n° de fuentes nutricionales consumidas por el antagonista y el fitopatdgeno

NOIs =
n® total de fuentes nutricionales consumidas sélo por el fitopatdgeno

Los valores de NOI> 0.9 indican ocupacién del mismo nicho (exclusion competitiva), y
valores < 0.9 indican ocupacion de nichos separados (coexistencia) (Cavaglieri et al., 2004).

El tamafio del nicho (NS) se determin6 mediante la aplicacion de la siguiente formula:

n° de fuentes nutricionales consumidas por el antagonista o el fitopatdgeno
NS= x 100

n° total de fuentes nutricionales

Los valores NS se expresaron como porcentajes de fuentes nutricionales consumidas por

cada microorganismo (Collazo et al., 2017).

5.4.3. Competencia por hierro

5.4.3.1. Deteccién de levaduras productoras de siderdforos

Se sembraron alicuotas de 20 pL de una suspension de levaduras (10° cel/mL) linealmente
sobre cajas de Petri con medio CAS-HDTMA-Agar, este posee un complejo formado por
Cromo Azurol S (CAS) y un detergente HDTMA (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio), que
unido al i6n férrico es de color azul. En presencia de un ligando con alta afinidad por el Fe®*
como los siderdéforos, el colorante se libera y se produce un cambio de color del azul al
naranja-amarillo (Nally et al., 2015). Las levaduras que formaron halos de decoloracion se

consideraron productoras de sideroforos.

5.4.3.2. Antibiosis a diferentes concentraciones de cloruro férrico

El disefio y el andlisis estadistico de este ensayo se generaron con el software Stat-Ease
(Design-Expert 13.0.0, Minneapolis, EE. UU.). Los tratamientos utilizados fueron
seleccionados de acuerdo a un disefio experimental de tipo Box-Behnken que presenta 17
corridas aleatorias sin bloques (Tablas 6 y 7). En la Tabla 2 se muestran los factores incluidos
en el mismo. El analisis de varianza (ANOVA) se llevé a cabo para estimar los factores
estadisticamente significativos y el ajuste y precisién del modelo obtenido se expresé como
“R?”,
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Tabla 2: Factores de tipo numérico y continuo (FeCls, NaHCO3 y levaduras), utilizados en el
ensayo de competencia por hierro respecto a B97 y PSS6, con sus respectivas unidades y

valores minimos y méximos utilizados.

Factor | Nombre | Unidades | Minimo | Maximo
A FeCls mg/mL 0,0000 20,00
B NaHCO3 | % pl/v 0,0000 | 0,5000
C levadura | cel/mL? 0,0000 108

Se sembraron 20 pL de las levaduras biocontroladoras (con concentraciones de 108 cel/mL
y 5.107 cel/mL) linealmente y 20 uL de los hongos fitopatégenos (10* cel/mL) de forma puntual,
sobre cajas de Petri con medio PDA suplementado con diferentes concentraciones de cloruro
férrico (FeCls) (10 y 20 mg/mL) (Garibaldi et al., 2010) y bicarbonato de sodio (0,25 % y 0,5 %
p/v.). Una vez cumplidos los 30 dias de incubacion a a 2+1°C, se tomaron medidas, a través
del software Image J, del &rea del crecimiento micelial de los hongos, tanto de los tratamientos
con levaduras, como de los controles negativos y se realizaron las comparaciones
correspondientes. De acuerdo a la metodologia utilizada por Mondino y Vero (2006), con
modificaciones, dichos resultados fueron expresados en porcentaje de crecimiento micelial
fungico, donde el crecimiento alcanzado por cada tratamiento control al finalizar el ensayo
representd el valor maximo de porcentaje (100%) tomado de referencia para los célculos en

los tratamientos.

5.5. Deteccién de compuestos organicos volatiles (COV)

El disefio y el andlisis estadistico de este ensayo se generaron con el software Stat-Ease
(Design-Expert 13.0.0, Minneapolis, EE. UU.). Los tratamientos utilizados fueron
seleccionados de acuerdo a un disefio experimental de tipo Box-Behnken que presenta 29
corridas aleatorias sin bloques (Tablas 8 y 9). En la Tabla 3 se muestran los factores incluidos
en el mismo. EIl analisis de varianza (ANOVA) se llevé a cabo para estimar los factores
estadisticamente significativos y el ajuste y precisién del modelo obtenido se expresé como
“R%",

Tabla 3: Factores de tipo numérico y continuo (Mp22, Mp36, Mp43 y NaHCQO3), utilizados en
el ensayo de COV respecto a B97 y PSS6, con sus respectivas unidades y valores minimos

y maximos empleados.
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Factor | Nombre | Unidades | Minimo | Maximo
A Mp22 cel/mL™? 0,0000 108
B Mp36 cel/mL* 0,0000 108
C Mp43 cel/mL* 0,0000 108
D NaHCO; | % p/v 0,0000 | 0,5000

Se utilizé un sistema hermético, en el cual la levadura y el hongo fitopatdgeno no estuvieron
en contacto directo. Mas especificamente, en una placa de Petri de 60 mm con medio YEPD-
Agar se sembraron 50 pL (con concentraciones de 5.107 cel/mL y 108 cel/mL) de levaduras
biocontroladoras de manera superficial, provenientes de un cultivo activo; por otra parte, en
otra placa de Petri con medio PDA se sembré en el centro de la placa, de forma puntual, 50
UL de una suspensién de conidios del hongo fitopatégeno (10* cel/mL). Tanto las placas de
Petri con medio YEPD- Agar como las de PDA, fueron suplementadas en los tratamientos con
bicarbonato de sodio al 0,25 % y 0,5 % p/v. Luego, ambas bases de placa (levadura y
patégeno en medios separados) se enfrentaron y sellaron con Parafim®. Los controles
negativos se realizaron del mismo modo, enfrentando y sellando las bases de las placas, pero
sembrando Unicamente los hongos. Las placas fueron incubadas 4 semanas en oscuridad a
2+1°C. Luego, se tomaron medidas, a traves del software Image J, del area de crecimiento
micelial de los hongos, tanto de los tratamientos con levaduras, como de los controles
negativos. De acuerdo a la metodologia utilizada por Mondino y Vero (2006), con
modificaciones, dichos resultados fueron expresados como porcentaje de crecimiento micelial,
donde el crecimiento alcanzado por cada tratamiento control al finalizar el ensayo representd
el valor maximo de porcentaje (100%) tomado de referencia para los calculos en los

tratamientos.

6. RESULTADOS

6.1. Evaluacién de patogenicidad de aislamientos de Metschnikowia pulcherrima

El porcentaje de supervivencia se determiné visualmente por respuesta al estimulo fisico a
las 24, 48 y 72 horas a 30°C (Imagen 3). Se obtuvo como resultado el 100% de supervivencia
de las larvas para cada tratamiento tanto a las 24 horas como también a las 48 y 72 horas.
Estos resultados de estudios in vivo permiten potenciar la seleccion y aplicacién segura del

biocontrol con levaduras en una matriz alimentaria.
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) )
Imagen 3: Determinacion, a través de la respuesta al estimulo fisico, del porcentaje de
supervivencia de larvas de G. mellonella. Se determiné un 100% de supervivencia en larvas
inoculadas con M. pulcherrima (Mp22, Mp36 y Mp43) (A) y un 0% en el control positivo de

larvas inoculadas con Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (B).

6.2. Inhibicién de la germinacién de conidios (IGC) y longitud del tubo germinal (LTG)

A continuacion, se presentan los resultados relevantes respecto a la inhibicién en la
germinacion de conidios y a la longitud del tubo germinal de los aislamientos de B. cinerea
(B97) y P. expansum (PSS6), utilizando como tratamiento tres aislamientos de levaduras
biosupresoras de estos hongos pertenecientes a la especie M. pulcherrima (Mp22, Mp36 y
Mp43) en combinacién con concentraciones variables de bicarbonato de sodio (0,25% y 0,5%

p/v), a temperaturas asociadas con cadmaras frigorificas.

6.2.1. IGCy LTG de Botrytis cinerea (B97)

En la siguiente tabla se presentan los diferentes tratamientos utilizados en el ensayo sobre

IGC y LTG en B97 y sus respectivos resultados (Tabla 4).

Tabla 4: Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
Mp22, B: Mp36, C: Mp43; D: NaHCOs) y variables respuesta, Inhibicién en la Germinacién de
Conidios (IGC) y Longitud del tubo germinal (LTG), respecto a B97. Los resultados son la

media de dos experimentos independientes.
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Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 | Factor4 | Respuesta 1 | Respuesta 2
Corrida | A:Mp22 | B:Mp36 | C:Mp43 | D:NaHCO3 LTG IGC
% plv pm %
1 108 5.10’ 5.107 0,5 219,395 98
2 5.107 5.10’ 108 0 0,73 99
3 108 0 5.107 0,25 138,132 79
4 108 5.10’ 0 0,25 13,691 97
5 108 108 5.107 0,25 0 100
6 5.10° 5.107 5.107 0,25 9,186 97
7 5.107 0 108 0,25 0 100
8 5.107 5.107 0 0 8,963 97
9 0 5.107 0 0,25 13,455 99
10 5.107 0 5.107 0,5 505,981 85
11 0 0 5.107 0,25 396,128 95
12 108 5.107 108 0,25 0,7391 99
13 5.107 5.107 5.107 0,25 6,656 94
14 108 5.107 5.107 0 0 100
15 5.107 108 5.107 0 0,564 98
16 0 5.107 108 0,25 0 100
17 5.107 0 0 0,25 14,979 97
18 0 5.107 5.10° 0,5 0 100
19 0 5.107 5.10° 0 0 100
20 5.107 5.107 5.10° 0,25 0 100
21 5.107 0 5.10’ 0 0 100
22 5.107 5.107 5.107 0,25 12,801 96
23 5.107 5.107 5.107 0,25 0 100
24 5.107 5.10° 108 0,5 0,555 99
25 0 108 5.107 0,25 16,064 99
26 5.107 5.107 0 0,5 0 100
27 5.107 108 0 0,25 0 100
28 5.107 108 108 0,25 0,546 99
29 5.107 108 5.107 0,5 1,001 99

Respecto a la inhibicién en la germinacion de conidios, mediante el andlisis de los datos

obtenidos se verifico el ajuste a un modelo lineal con interaccion, que presenta un R?= 0,4003.

De acuerdo a este modelo, las variables que afectan de manera significativa (con un valor p

<0,05) son el aislamiento Mp36 (B) de M. pulcherrima, en una concentracién de 5.107, en

combinacion con bicarbonato de sodio (D) al 0,25% p/v (Figura 2); logrando una inhibicién en

la germinacion de conidios de B97 de un 99%. La inhibicién fangica se ve claramente

favorecida por la aplicacion de esta sal, tal como se ve representado en el grafico de

interacciones de la Figura 3.
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Figura 2: Incidencia de Mp36 (B) y bicarbonato de sodio (D) sobre el porcentaje de inhibicion
en la germinacion de conidios de B97 en una superficie de respuesta 3D, con valores de Mp22
(A) y Mp43 (C) de cero.
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Figura 3: Grafico de interaccion que incluye una linea continua de color negro, la cual sefiala
el efecto del aislamiento Mp36 (B), y una linea continua de color rojo, la cual muestra el efecto

de la interaccion entre el aislamiento Mp36 (B) y el bicarbonato de sodio (D), con una
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pendiente positiva que evidencia el aumento del porcentaje de inhibicion en la germinacion de
conidios en B97.

Respecto a la longitud del tubo germinal, mediante el andlisis de los datos obtenidos se
verificé el ajuste a un modelo cuadratico que presenta un R?= 0,5589. De acuerdo a este
modelo, las variables que afectan de manera significativa (con un valor p <0,05) son el
aislamiento Mp36 de M. pulcherrima (B) y el bicarbonato de sodio (D). Este aislamiento, en
una concentracién de 5.107 cel/mL, en combinacién con bicarbonato de sodio al 0,25% p/v
logran reducir la longitud del tubo germinal a aproximadamente 13,4 um (Figura 4). En este
caso, también se puede evidenciar que al aplicar NaHCO; la inhibicion fangica se ve
incrementada (Figura 5).
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Figura 4: Incidencia de Mp36 (B) y bicarbonato de sodio (D) sobre la longitud del tubo germinal
de B97 en una superficie de respuesta 3D, con valores de Mp22 (A) y Mp43 (C) de cero.
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Figura 5: Grafico de interaccion que incluye una linea continua de color negro, la cual sefiala

el efecto del aislamiento Mp36 (B), y una linea continua de color rojo, la cual muestra el efecto

de la interaccién entre el aislamiento Mp36 (B) y el bicarbonato de sodio (D), con una

pendiente negativa que evidencia la disminucion de la longitud del tubo germinal en B97.

A continuacién, se muestra parte del registro fotografico tomado durante el recuento en

portaobjetos excavado de cada uno de los tratamientos aplicados en este ensayo sobre B97

y un tratamiento control (Imagen 4).
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Imagen 4: Imagen 4: (A) Tratamiento altamente efectivo en la inhibicién de la germinacién de
conidios y reduccion de la longitud del tubo germinal en B97 (corrida experimental 23). (B)
Tratamiento con menor efectividad respecto a la inhibicibn de conidios y reduccién de la

longitud del tubo germinal en B97 (corrida experimental 9). (C) Tratamiento control de B97.

6.2.2. IGCy LTG de Penicillium expansum (PSS6)

A continuacion, se presentan los diferentes tratamientos utilizados en el ensayo sobre IGC

y LTG en PSS6 y sus respectivos resultados (Tabla 5).
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Tabla 5: Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
Mp22, B: Mp36, C: Mp43; D: NaHCO3) y sus variables respuesta, Inhibicion en la Germinacion
de Conidios (IGC) y Longitud del tubo germinal (LTG), respecto a PSS6. Los resultados son
la media de dos experimentos independientes.

Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 Factor 4 Respuesta 1 | Respuesta 2
Corrida | A:Mp22 | B:Mp36 | C:Mp43 | D: NaHCO3 LTG IGC
% plv gm %
1 5.107 5.107 0 0 0 100
2 5.107 0 5.107 0 155,339 89
3 5.107 0 0 0,25 14,114 95
4 5.107 0 5.107 0,5 0 100
5 5.107 108 108 0,25 521,725 84
6 0 5.107 5.107 0,5 0 100
7 108 0 5.107 0,25 0 100
8 0 5.107 5.107 0 56,246 95
9 5.107 5.107 0 0,5 0,716 99
10 108 5.107 5.107 0,5 0,8265 98
11 0 108 5.107 0,25 625,139 90
12 5.107 0 108 0,25 922,044 80
13 5.107 5.107 108 0 13,164 94
14 108 108 5.107 0,25 148,255 98
15 5.107 5.107 5.107 0,25 13,71 98
16 5.107 108 5.107 0,5 0 100
17 108 5.107 108 0,25 122,672 96
18 108 5.107 0 0,25 10,797 99
19 0 5.107 108 0,25 60,487 99
20 5.107 5.107 5.107 0,25 0 100
21 5.10° 5.10’ 108 0,5 0 100
22 0 5.10’ 0 0,25 0,7285 98
23 0 0 5.10° 0,25 60,386 95
24 5.10° 5.10’ 5.10° 0,25 108,033 97
25 108 5.10’ 5.10° 0 105,055 94
26 5.10° 108 0 0,25 392,886 93
27 5.10° 108 5.10° 0 152,898 95
28 5.10° 5.10° 5.10° 0,25 0 100
29 5.10° 5.10’ 5.10° 0,25 4,777 93

Respecto a la inhibicidn en la germinacién de conidios, mediante el analisis de los datos
obtenidos se verificd el ajuste a un modelo cuadratico; que presenta un R?= 0,4194. De
acuerdo a este modelo, las variables que afectan de manera significativa (con un valor p
<0,05) son el aislamiento Mp36 (B) de M. pulcherrima y el bicarbonato de sodio (D). La
combinacién de Mp36, en una concentracion de 5.107 cel/mL, con bicarbonato de sodio al
0,25% p/v resultan efectivos para inhibir en un 98% la germinacién de conidios en PSS6
(Figura 6). Aqui también se puede observar que, al aplicar NaHCOg3, la inhibicion fingica es

mayor (Figura 7).
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Figura 6: Incidencia de Mp36 (B) y bicarbonato de sodio (D) sobre el porcentaje de inhibicion

en la germinaciéon de conidios en PSS6 en una superficie de respuesta 3D, con valores de
Mp22 (A) y Mp43 (C) de cero.
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Figura 7: Grafico de interaccion que incluye una linea continua de color negro, la cual sefala

el efecto del aislamiento Mp36 (B), con una pendiente negativa a medida que se aproxima a

su méaxima concentracion evaluada, que indica la disminucion del porcentaje de inhibicion en
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la germinacion de conidios en PSS6; y una linea continua de color rojo, la cual muestra el
efecto de la interaccion entre el aislamiento Mp36 (B) y el bicarbonato de sodio (D), y evidencia
un aumento del porcentaje de inhibicion en la germinacion de conidios en PSS6.

En cuanto a la longitud del tubo germinal, mediante el andlisis de los datos obtenidos se
verificé el ajuste a un modelo cuadratico; que presenta un R?= 0,5845. De acuerdo a este
modelo, las variables que afectan de manera significativa (con un valor p <0,05) son el
aislamiento Mp36 (B) y Mp43 (C) de M. pulcherrima. La combinacion de los aislamientos
mencionados, ambos en una concentracion de 5.107 cel/mL nos permite lograr una reduccion
en la longitud del tubo germinal de PSS6 a aproximadamente 56 um (Figura 8). La aplicaciéon
combinada de Mp36 (B) y Mp43 (C) aumenta considerablemente la inhibicion fangica (Figura
9).
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Figura 8: Incidencia de Mp36 (B) y Mp43 (C) sobre la longitud del tubo germinal de PSS6 en

una superficie de respuesta 3D, con valores de Mp22 (A) y bicarbonato de sodio (D) de cero.
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Figura 9: Graficos de interaccion que incluyen una linea continua de color negro, la cual sefiala
el efecto individual de los aislamientos Mp36 (B) (A) y Mp43 (C) (B), con una pendiente positiva
gue indica un aumento en la longitud del tubo germinal de PSS6; y una linea continua de color
rojo, la cual muestra el efecto de la interaccién entre el aislamiento Mp36 (B) y Mp43 (C), con
una pendiente negativa que evidencia la disminucién de la longitud del tubo germinal en PSS6.

Los valores de los factores Mp22 (A) y bicarbonato de sodio (D) son de cero en ambos

graficos.
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A continuacién, se muestra parte del registro fotografico tomado durante el recuento en
portaobjetos excavado de cada uno de los tratamientos aplicados en este ensayo sobre PSS6

y un tratamiento control (Imagen 5).

Imagen 5: (A) Tratamiento altamente efectivo en la inhibicion de la germinacion de conidios y
reduccion de la longitud del tubo germinal en PSS6 (Corrida experimental 1). (B) Tratamiento
con menor efectividad respecto a la inhibicion de conidios y reduccion de la longitud del tubo
germinal de PSS6 (Corrida experimental 14). (C) Tratamiento control de PSS6.
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6.3. indice de superposicion de nicho (NOI)

En este ensayo se determinaron los perfiles nutricionales individuales de las levaduras y
hongos filamentosos, considerando la utilizacién o consumo de distintas fuentes de carbono

y nitrdgeno presentes en la uva de mesa, a bajas temperaturas.

De acuerdo a los indices de superposiciéon de nicho (NOI) calculados, podemos mencionar
gue todos los aislamientos de la levadura M. pulcherrima utilizados en este trabajo (Mp22,
Mp36 y Mp43) ocupan el mismo nicho tréfico que los aislamientos de los fitopatégenos, PSS6
y B97, pertenecientes a los hongos P. expansum y B. cinerea, respectivamente; tanto en el
tratamiento con solucion fisiolégica, como a concentraciones de 0,25 y 0,5% de bicarbonato
de sodio. Por lo tanto, se infiere que el uso de bicarbonato de sodio es compatible con el uso
de estas levaduras ya que al parecer esta sal no interfiere con el metabolismo de las fuentes

evaluadas.

Los aislamientos de ambos patégenos, presentaron dificultad para consumir acido tartarico
y acido maélico, tanto en tratamientos con solucion fisiolégica como en aquellos con
concentraciones de 0,25 y 0,5% de bicarbonato de sodio. Ademas, también mostraron
dificultad para consumir melibiosa, a excepcién de PSS6 en el tratamiento con solucién
fisiologica que fue capaz de consumir esta fuente. Asimismo, de acuerdo a los resultados de
este ensayo, los aislamientos fitopatdgenos no consumieron sacarosa, glucosa ni fructosa.
Por lo que se deduce que la presencia de bicarbonato de sodio interfiere con la asimilacion

de estas fuentes por parte de los hongos.

Por otra parte, en este ensayo también se determiné el tamafio del nicho (NS), el cual se
expresdé como porcentajes de fuentes nutricionales consumidas por cada microorganismo
(Collazo et al., 2017). Respecto a esto, quedd en evidencia que, tanto en el ensayo con
solucion fisiolégica como en los ensayos con bicarbonato de sodio al 0,25 y 0,5% plv, las
levaduras presentan porcentajes mayores de tamafio de nicho que los hongos fitopatégenos.
Mas especificamente, se evidencié que tanto Mp22, como Mp36 y Mp43, en los tres
tratamientos realizados, alcanzaron porcentajes de tamafio de nicho del 100%, en
contraposicion con los aislamientos patégenos, B97 y PSS6, que presentaron tamafios de
nicho con porcentajes mucho menores, en comparacion con sus antagonistas, tanto en el
tratamiento con solucion fisioldgica (Figura 10) como en los tratamientos con bicarbonato de

sodio (Figura 11).
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Figura 10: Porcentajes de tamafo de nicho (NS) alcanzados por PSS6, B97, Mp22, Mp36 y

Mp43 en tratamiento con solucion fisiologica.
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Figura 11: Porcentajes de tamafio de nicho (NS) alcanzados por PSS6, B97, Mp22, Mp36 y

Mp43 en tratamientos con bicarbonato de sodio al 0,25 y 0,5% pl/v.
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6.4. Antibiosis a diferentes concentraciones de cloruro férrico

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en relacion al ensayo sobre
competencia por hierro. En este trabajo, el crecimiento micelial (CM) de los patdégenos
fungicos fue expresado como porcentaje.

6.4.1. Botrytis cinerea (B97)

En la siguiente tabla (Tabla 6), se presentan los resultados obtenidos de porcentaje de
crecimiento micelial de B. cinerea (B97) en este ensayo.

Tabla 6: Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
FeCls;, B: NaHCOs, C: Levaduras) y su variable respuesta, porcentaje de crecimiento micelial

(%CM), respecto a B97. Los resultados son la media de dos experimentos independientes.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 | Respuesta 1
Corrida | A: FeCl; | B: NaHCO3 | C:Levadura CM B97
mg/mL cel/mL? cel/mL? %
1 10 0,25 5.10° 2,25839
2 20 0 5.10° 60,2972
3 10 0,25 5.10° 2,30284
4 10 0 108 61,8126
5 10 0,5 0 0
6 0 0,5 5.10° 0
7 10 0,25 5.107 2,79812
8 10 0,25 5.10’ 3,51987
9 20 0,5 5.107 0
10 0 0 5.107 51,7356
11 10 0,5 108 0
12 10 0,25 5.107 3,18334
13 20 0,25 108 2,20548
14 0 0,25 0 2,69017
15 0 0,25 108 2,13986
16 20 0,25 0 3,21509
17 10 0 0 71,151

Respecto al porcentaje de crecimiento micelial (CM), mediante el andlisis de los datos
obtenidos se verificd el ajuste a un modelo cuadratico que presenta un R?= 0,9946. De
acuerdo a este modelo, la Unica variable que afecta de manera significativa (con un valor p
<0,05) es el bicarbonato de sodio (B). Por lo tanto, no se evidencié en el crecimiento micelial
del patégeno, que la competencia por hierro haya sido mediada por las levaduras puesto que

no resultaron como variables significativas en el ANOVA del modelo.
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6.4.2. Penicillium expansum (PSS6)

En la tabla que se muestra a continuacion (Tabla 7), se presentan los resultados obtenidos
en relacion al porcentaje de crecimiento micelial de P. expansum (PSS6) en este ensayo.

Tabla 7. Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
Hierro, B: NaHCOj3, C: Levaduras) y su variable respuesta, porcentaje de crecimiento micelial
(%CM), respecto a PSS6. Los resultados son la media de dos experimentos independientes.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 | Respuesta 1
Corrida | A:Hierro | B: NaHCO3 | C:levadura | CM PSS6
mg/mL % plv cel/mL™? %
1 10 0,25 5.10° 24,6898
2 20 0 5.107 87,5557
3 10 0,25 5.107 37,0919
4 10 0 108 90,459
5 10 0,5 0 10,0952
6 0 0,5 5.107 0
7 10 0,25 5.107 34,0682
8 10 0,25 5.107 35,4295
9 20 0,5 5.10° 7,69184
10 0 0 5.10° 56,7944
11 10 0,5 108 10,0108
12 10 0,25 5.10° 24,9187
13 20 0,25 108 28,8279
14 0 0,25 0 24,3224
15 0 0,25 108 29,4904
16 20 0,25 0 34,3453
17 10 0 0 79,2254

En relacion al porcentaje de crecimiento micelial (CM), mediante el analisis de los datos
obtenidos se verificé el ajuste a un modelo lineal, que presenta un R?= 0,9448. De acuerdo a
este modelo, la Unica variable que influye de manera significativa (con un valor p <0,05) es el
bicarbonato de sodio (B). Por lo tanto, aqui tampoco se evidencid en el crecimiento micelial
del patdgeno, que la competencia por hierro haya sido mediada por las levaduras ya que no

resultaron ser variables significativas en el ANOVA del modelo.

6.5. Produccioén de sider6foros

Los tres aislamientos de M. pulcherrima (Mp22, Mp36 y Mp43) utilizados como antagonistas
en este trabajo se seleccionaron como posibles productoras de sideréforos y, efectivamente,
todos los aislamientos mostraron un cambio de coloracién en el medio CAS-HDTMA probado,
resultando positivo en la produccion de estos compuestos quelantes de hierro (Figura 12).
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Figura 12: Deteccion de sideréforos producidos por la levadura M. pulcherrima (Mp22, Mp36
y Mp43) en medio CAS-HDTMA-Agar.

6.6. Deteccion de compuestos organicos volatiles (COV) antifungicos

A continuacién, se describen los resultados obtenidos en relacion al ensayo de COV. Estos
se evaluaron en relacion al crecimiento micelial (CM) de los 2 aislamientos fingicos trabajados

(B97 y PSS6) que fue expresado en porcentaje.

6.5.1. Botrytis cinerea (B97)

A continuacién, se presentan los diferentes tratamientos utilizados en el ensayo sobre
compuestos organicos volatiles, respecto a B97, y los valores obtenidos en relacién a la
variable respuesta analizada (Tabla 8).

Tabla 8: Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
Mp22, B: Mp36, C: Mp43; D: NaHCO3) y su variable respuesta, porcentaje de crecimiento
micelial (%CM), respecto a B97. Los resultados son la media de dos experimentos

independientes.
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Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 Factor 4 Respuesta 1
Corrida | A:Mp22 | B:Mp36 | C:Mp43 | D: NaHCO3 CM B97

cel/mL? | cel/mL? | cel/mL? % plv %
1 5.107 108 5.107 0 40,76
2 0 5.10’ 0 0,25 17,49
3 108 108 5.107 0,25 22,09
4 5.10’ 5.10’ 5.107 0,25 28
5 5.107 0 5.107 0 42,12
6 108 0 5.107 0,25 33,61
7 5.107 5.10’ 5.107 0,25 27,56
8 5.107 5.107 108 0,25 29,04
9 5.107 5.107 0 0,5 0
10 0 0 5.107 0,25 20,63
11 5.107 5.107 5.107 0,25 29,46
12 5.107 5.107 108 0 67,23
13 5.107 5.107 5.107 0,25 24,16
14 5.107 5.107 5.10° 0,25 15,94
15 5.107 0 108 0,25 24,13
16 0 5.107 5.107 0 30,96
17 5.107 5.107 108 0,5 0
18 108 5.107 5.107 0,5 0
19 108 5.107 0 0,25 24,93
20 5.107 108 5.107 0,5 0
21 5.107 5.107 0 0 37,25
22 0 108 5.107 0,25 16,35
23 5.107 108 108 0,25 27,09
24 108 5.107 5.107 0 85,87
25 0 5.107 5.107 0,5 0
26 108 5.107 108 0,25 26,63
27 5.107 0 5.107 0,5 0
28 5.107 0 0 0,25 18,77
29 5.10’ 108 0 0,25 14,93

En cuanto al porcentaje de crecimiento micelial (%CM), mediante el analisis de los datos
obtenidos se verificd el ajuste a un modelo cuadratico que presenta un R?= 0,9880. De
acuerdo a este modelo, las variables que inciden de manera significativa (con un valor p <0,05)
son los aislamientos Mp22 (A) y Mp43 (C) y el bicarbonato de sodio (D). La combinaciéon de
Mp22 y Mp43, en una concentracion de 5.107 cel/mL, con bicarbonato de sodio al 0,5% p/v
(Figura 13), inhibieron por completo el desarrollo de B97. Sin embargo, la combinacién de los
aislamientos Mp22 (A) y Mp43 (C), en las mismas concentraciones mencionadas
anteriormente, también logra una disminucién en el porcentaje de crecimiento micelial de este
patégeno, aunque en menor medida, alcanzando un valor aproximado del 42% (Figura 14),
por lo que se evidencia un aumento considerable de la inhibicién fingica al aplicar bicarbonato

de sodio.
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Figura 13: Influencia de Mp22 (A), Mp43 (C) y bicarbonato de sodio (D), este Gltimo factor con
un valor maximo fijo de 0,5%, sobre el porcentaje de crecimiento micelial en B97 en una
superficie de respuesta 3D.
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Figura 14: Incidencia de Mp22 (A) y Mp43 (C) sobre el porcentaje de crecimiento micelial en

B97 en una superficie de respuesta 3D, con valores de Mp36 (B) y bicarbonato de sodio (D)
de cero.
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6.5.2. Penicillium expansum (PSS6)

En la siguiente tabla, se exponen los diferentes tratamientos utilizados en el ensayo sobre
compuestos organicos volatiles, en relacion a PSS6, y los resultados obtenidos respecto al
porcentaje de crecimiento micelial de este patdégeno (Tabla 9).

Tabla 9: Corridas experimentales (Run) implementadas con sus respectivos factores (A:
Mp22, B: Mp36, C: Mp43; D: NaHCO3) y su variable respuesta, porcentaje de crecimiento
micelial (%CM), respecto a PSS6. Los resultados son la media de dos experimentos
independientes.

Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 Factor 4 Respuesta 1
Corrida | A:Mp22 | B:Mp36 | C:Mp43 | D: NaHCO3 | CM PSS6
cel/mL? | cel/mL? | cel/mL? % plv %
1 108 0 5.107 0,25 75,82
2 108 108 5.107 0,25 62,36
3 5.107 5.107 5.10° 0,25 52,33
4 0 5.107 108 0,25 59,63
5 5.107 108 5.10° 0 92,034
6 5.107 5.107 5.107 0,25 60,46
7 5.107 5.107 5.107 0,25 59,975
8 5.107 5.107 5.107 0,25 65,02
9 5.107 0 0 0,25 70,91
10 5.107 0 5.107 0 88,27
11 5.107 0 108 0,25 71,167
12 0 108 5.10° 0,25 71,04
13 5.107 5.107 108 0,5 44,98
14 5.107 108 5.10° 0,5 55,44
15 5.107 5.107 0 0 96,98
16 5.107 108 108 0,25 67,82
17 5.107 0 5.107 0,5 40,305
18 0 5.107 5.10° 0,5 62,003
19 0 5.107 5.107 0 91,41
20 108 5.107 108 0,25 69,285
21 0 5.107 0 0,25 64,87
22 5.10’ 5.107 0 0,5 56,58
23 5.10’ 5.107 5.107 0,25 69,38
24 108 5.107 5.107 0,5 52,388
25 108 5.107 5.107 0 91,68
26 5.10’ 108 0 0,25 74,71
27 108 5.107 0 0,25 71,45
28 0 0 5.107 0,25 63,237
29 5.10’ 5.107 108 0 96,44

En relacién al porcentaje de crecimiento micelial (CM), mediante el analisis de los datos

obtenidos se verifico el ajuste a un modelo lineal que presenta un R?= 0,7798. De acuerdo a
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este modelo, la Unica variable que afecta de manera significativa (con un valor p <0,05) es el

bicarbonato de sodio (D). Esta sal, en una concentracion de 0,5% p/v logra reducir el

porcentaje de crecimiento micelial de PSS6 aproximadamente en un 50% (Figura 15).

Factor Coding: Actual
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Actual Factors
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One Factor
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80 —]
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D: NaHCO3 (% p/v)

Figura 15: Incidencia del bicarbonato de sodio (D) en el porcentaje de crecimiento micelial de

PSS6.

6.7. Mecanismos de accién compatibles con el uso de bicarbonato de sodio

En la tabla que se muestra a continuacién, se sintetizan aquellos mecanismos evaluados

compatibles con el uso de bicarbonato de sodio (Tabla 10).

Tabla 10: Mecanismos de accidon evaluados en M. pulcherrima (Mp22, Mp36 y Mp43)

compatibles con el uso de bicarbonato de sodio.
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Mecanismos de levaduras antifungicas compatibles con el
uso de bicarbonato de sodio

Patégeno IGC LTG NOI cov
B97 Mp36 (5.107 Mp36 (5.107 | Mp22, Mp36 y Mp43 | Mp22 y Mp43
cel/mL) con cel/mL) con ocupan el mismo (5.107 cel/mL)

bicarbonato de bicarbonato de nicho tréfico que con
sodio (0,25 % sodio (0,25 % B97 y PSS6 enlos | bicarbonato de

p/v). p/v). tratamientos con sodio (0,5%
bicarbonato de sodio p/v).
(0,25 y 0,5% p/v).
PSS6 - -
7. DISCUSION

7.1. Optimizacion experimental a través de disefio Box- Behnken y MSR.

El método univariado, en contraposicién al disefio experimental de tipo Box- Behnken, no
muestra el efecto combinado de todas las variables de un proceso y requiere mayor nimero
de experimentos, por esto, al utilizar la metodologia de superficie de respuesta (MSR) y disefio
estadistico de experimentos, estas limitaciones pueden ser superadas (Ravikumar et al.,
2007; Elibol M., 2002).

En este trabajo, la optimizacion, de tres mecanismos de accion evaluados, pudo lograrse a
través de la aplicacion de este disefio, ya que permitio la evaluacién de multiples factores y
sus interacciones y la identificacién de las condiciones éptimas para lograr un resultado

deseado; maximiz6 los beneficios y minimiz6 los costos y esfuerzos experimentales.

7.1.1. Inhibicion en la Germinacion de Conidios (IGC) y Longitud del Tubo Germinal
(LTG)

En relacién a estos mecanismos de accion, los resultados evidenciaron que el bicarbonato
de sodio, en una concentracién de 0,25%, en combinacién con la levadura Mp36, en una
concentracion de 5.107 cel/mL, lograron reducir en un 99% la germinacién de conidios y
también, disminuir a aprox. 13 um la longitud del tubo germinal en B. cinerea (B97) a bajas
temperaturas; esto es en parte coincidente con el trabajo de Youssef y Roberto (2014), que
demostraron la eficacia del bicarbonato al 0,25% para inhibir completamente el crecimiento

de este patégeno.
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Por otra parte, el bicarbonato de sodio, en una concentracién de 0,25% p/v, en combinacion
con la levadura Mp36, en una concentracién de 5.107 cel/mL, también lograron reducir en un
98% la germinacion de conidios en P. expansum (PSS6), en condiciones de bajas
temperaturas. Estos resultados son coincidentes con los de Pedrozo (2018), que indican que
Mp36 es uno de los aislamientos de M. pulcherrima que logré inhibir por completo la
germinacion de conidios de PSS6 en temperaturas asociadas a camara frigorifica. Ademas,
respecto a este patégeno fungico, las levaduras Mp43 y Mp36 combinadas, en una
concentracion de 5.107 cel/mL, a bajas temperaturas, lograron disminuir la longitud del tubo
germinal a aprox. 52 um, lo que es también parcialmente coincidente con el trabajo de
Pedrozo (2018), que indica que en temperaturas asociadas a camara frigorifica Mp36 es uno
de los aislamientos de M. pulcherrima que reduce en mayor medida la longitud del tubo
germinal junto con Mp22, si bien Mp43 también presenta diferencias significativas respecto al

tratamiento control.

En cuanto a los aislamientos que lograron una inhibicion en la germinacién de conidios o
una disminucion en la longitud del tubo germinal en combinacién con bicarbonato de sodio,
este resultado puede atribuirse a un efecto indirecto provisto por dicha sal inorganica que
aumenta el pH en el medio. Las levaduras en crecimiento activo acidifican el medio a través
de una absorcion diferencial de iones y una secrecién directa de acidos organicos y diéxido
de carbono (Walker 1998). Por lo tanto, un aumento de pH les confiere un ambiente propicio
para que puedan colonizar y multiplicarse rapidamente y, subsecuentemente, inhibir al

patégeno por la falta de espacio y nutrientes (Droby et al., 2002).

Para M. pulcherrima, se ha determinado que una amplia gama de valores de pH (de 3,0 a
10,0) permite su crecimiento, aunque en un rango de 5,0 a 7,5 producen la mayor cantidad de
crecimiento del cultivo (Spadaro et al., 2010). Kuchen et al. (2021), evaluaron diferentes
factores fisicoquimicos con el fin de optimizarlos y mejorar los mecanismos biocontroladores
de Wickerhamomyces anomalus (BWal56) y Metschnikowia pulcherrima (BMp29) contra
Zygosaccharomyces rouxii (BZr6), una levadura que causa deterioros en la industria
vitivinicola. En la combinacion con M. pulcherrima, un pH elevado tuvo un impacto negativo
sobre la levadura patégena (BZr6), este comportamiento podria estar influenciado por la alta
tolerancia de Z. rouxii a valores de pH bajos debido al caracter acidéfilo del género
Zygosaccharomyces (Martorell et al., 2007). Sin embargo, el crecimiento de M. pulcherrima
fue 6ptimo a valores de pH mas altos, exprensado un mejor biocontrol, lo que es coincidente
con los resultados de otros autores tales como Martorell et al. (2007), Stratford et al. (2013) y

Wang et al. (2016), esto se encontraria relacionado a una mayor competitividad en términos
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de espacio y nutrientes escasos por parte de este organismo biocontrolador, como por ejemplo
en relacion a los iones férricos (Oro et al., 2014; Sipiczki, 2020).

Ademas de contemplar como las condiciones de pH originadas por el bicarbonato afectan
el desarrollo del microorganismo biocontrolador, se debe considerar si dichas condiciones
interfieren a su vez con los patégenos. Se conoce que aquellos del género Penicillium infectan
en forma mas eficiente en un ambiente con pH bajo y se ha encontrado que reducen el pH del
tejido en las lesiones por descomposicion en la fruta a medida que se desarrolla (Prusky et
al., 2004). Conway et al. (2007), evidenciaron que la alcalinizacién local de las heridas en
frutos de manzana con soluciones de bicarbonato de sodio aumenté el pH del sitio de la herida
de 4,4 a 7,1y redujo la descomposicion causada por P. expansum. Esto podria ser un aspecto
positivo para considerar la aplicacion de bicarbonato se sodio a fin de brindar un ambiente
menos propicio para la germinacion de conidios por modulacion del pH en la herida del fruto.
Ademas, estos autores destacan que la combinaciéon de M. pulcherrima con soluciones de
bicarbonato de sodio al 2% p/v redujo significativamente la descomposicion causada por P.
expansum en frutos de manzana a 1°C. Yao et al. (2004), también observaron que la actividad
de Cryptococcus laurentii o Trichosporon pullulans contra pudriciones en poscosecha
causadas por P. expansum y Alternaria alternata en peras se incrementd cuando las levaduras
se combinaron con bicarbonato de sodio al 2 % p/v. En relacion al presente trabajo de tesis
se destaca que a través de las herramientas brindadas por MSR se optimizé la aplicacion
combinada con bicarbonato de sodio minimizando la concentracion aplicada en comparacion

con otros reportes.

Adicionalmente, Spadaro et al. (2010), realizaron ensayos de eficacia respecto al
aislamiento BIO126 de M. pulcherrima en frutos de manzana, contra los patégenos P.
expansum y B. cinerea, y los resultados fueron mas prometedores contra el moho gris que
contra el moho azul. Estos autores, explican estos resultados a través del ritmo de crecimiento
mas rapido que presenta P. expansum en relaciéon a B. cinerea. Esto también podria explicar
porgue en este trabajo la longitud del tubo germinal fue bastante mayor en PSS6 en relacion
a B97.

Sin embargo, en relacion a los modos de accién de las sales, aunque no se puede excluir
gue un cambio en el valor del pH pueda afectar la actividad de los microorganismos (Mecteau
et al., 2002), para algunos autores su eficacia parece no ser solo una cuestién de pH, ya que
en ocasiones soluciones salinas con pH similar se comportaron de manera muy diferente
contra la podredumbre (Youssef y Roberto, 2014). De manera similar, se ha informado que

las soluciones equimolares del mismo pH preparadas a partir de carbonato o bicarbonato de
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sodio fueron mas efectivas que las preparadas a partir de sales de potasio o amonio, lo que
sugirio que los cationes y otros factores pueden tener un papel importante (Smilanick et al.,
1999).

Tanto B. cinerea como P. expansum han sido reportados como patégenos formadores de
biopeliculas (Rosero-Hernandez y Echeverri, 2020; Harding et al., 2010; Alfonso et al., 2020).
Estas pueden definirse como estructuras tridimensionales formadas por microorganismos,
compuestas por complejos de células vivas y muertas incrustadas en una matriz extracelular,
constituida principalmente por polisacaridos y acidos nucleicos, y adheridas a su entorno
(Shay et al., 2022). Esta matriz comprende un 50 a 90% de la biopelicula y, a su vez, los
polisacaridos que la forman pueden ser neutrales, aniénicos o catidnicos. En ocasiones, el
tratamiento de bacterias formadoras de biopeliculas, con presencia de polisacaridos aniénicos
en su matriz, consiste en la utilizacién de cationes que forman uniones cruzadas y disminuyen
la distancia célula sustrato (Gutiérrez, 2016). Por lo tanto, podria pensarse que los cationes
de sodio del bicarbonato actian de la misma manera respecto a las biopeliculas formadas por
B. cinerea y P. expansum, si bien se desconoce la composicion polimérica exacta de la matriz

extracelular de estos patégenos.

Cao et al. (2022), con el fin de clarificar alin mas los mecanismos tdxicos del estrés por
NaHCO:s e identificar los genes celulares especificos y las vias involucradas en la resistencia
a esta sal, realizaron un cribado de todo el genoma con NaHCOs, utilizando una biblioteca de
mutantes por delecién de Saccharomyces cerevisiae. Identificaron un total de 33 mutantes de
delecién con sensibilidad a NaHCOs. En comparacion con las cepas de tipo salvaje, estos
mutantes tenian importantes defectos de crecimiento en el medio que contenia NaHCO3;, Con
el fin de verificar si el NaHCO3; genera estrés salino y alcalino, Cao et al. (2022), compararon
las condiciones del medio externo de esta levadura bajo diferentes tipos de estrés. Provocaron
un aumento del pH externo (7,5), con aprox. 40 mM de NaHCOg3, y hallaron que la mayoria de
los mutantes perdieron su sensibilidad en placas de NaOH con el mismo pH. Por tanto, el
NaHCO; debe tener sus propios mecanismos de toxicidad en levaduras diferentes a los de
alcalinizacion. Ademas, los mutantes sensibles a NaHCO3z mostraron un crecimiento similar al
de la cepa de control cuando se expusieron a NaCl 40 mM (la misma cantidad molar de Na*
gque NaHCO; 40 mM), lo que indica que la influencia del Na* en el estrés por NaHCO3 es
mucho mas débil. Es razonable que las células de levadura tengan respuestas limitadas al
Na* 40 mM, ya que la levadura es altamente tolerante a este i6n (Rep et al., 2000; Yale y
Bohnert, 2001). Mas importante ain, cuando las células de levadura se expusieron tanto a

NaOH como a NaCl (Na* 40 mM, pH 7,15), el efecto del estrés en los mutantes sensibles a
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NaHCOs fue inesperadamente menor. Estos resultados sugieren que el NaHCOs; tiene un

mecanismo de citotoxicidad distinto en la levadura.

A su vez, Cao et al. (2022), se identificaron 33 genes importantes para la resistencia al
NaHCOs. Estos se encuentran relacionados principalmente con la pared celular, la
sefializacion del calcio, la mitofagia, el transporte intracelular y las vias del ciclo celular. Los
autores mencionan que, se han identificado 238 genes resistentes a los &lcalis y 64 genes
resistentes a las soluciones salinas en la levadura. Sin embargo, sélo doce genes se
superpusieron con los del andlisis de NaHCOs. Esto implica nuevamente que el NaHCOs3
puede tener un modo de accién especifico y que las respuestas celulares al NaHCO3 difieren
tanto del estrés salino como del estrés alcalino, a pesar de que se identificaron varios genes
compartidos. Estos doce genes comunes, son necesarios para la sintesis y organizacion de
la pared celular; por lo tanto, especulamos que el NaHCO; podria causar dafio en esta
estructura celular y provocar la activacion de factores estresantes de la superficie celular, que

luego activan un conjunto de efectores que regulan las vias de sefializacion posteriores.

Los resultados obtenidos por Cao et al. (2022), evidencian también que la alcalinizacién
perturba la absorcion de nutrientes por parte de las células, y esto puede resultar en la
activacion de genes relacionados con la adquisicion de los mismos. Estos autores,
identificaron genes asociados con respuestas a la falta de fosfato, por lo que indican que el
NaHCOs; puede tener un efecto negativo sobre la homeostasis de los nutrientes en la levadura,
al igual que el estrés alcalino. Teniendo en cuenta que S. cerevisiae, el microorganismo
utilizado en este trabajo, constituye un modelo para organismos flingicos, podria interpretarse

gue el NaHCOs; intervendria en la homeostasis de los nutrientes de B. cinerea 'y P. expansum.

Por otra parte, la mitofagia adecuada es fundamental para las mitocondrias y la
homeostasis celular, ya que son organulos que intervienen en la produccion de energia celular
y en especies reactivas de oxigeno (Cao et al., 2022). La proteasa Ymel i-AAA mitocondrial
de levadura funciona en el sistema de control de calidad mitocondrial al degradar las proteinas
mitocondriales desplegadas o mal plegadas (Weber et al., 1996), y su actividad es necesaria
para la mitofagia (Wang et al., 2013 b). En el estudio de Cao et al. (2022), la eliminacién de
YMEL1 inhibié significativamente el crecimiento celular bajo estrés de NaHCOg3, lo que no se
observé en estudios previos de respuestas al estrés salino y alcalino; por lo tanto, la induccién
de mitofagia puede ser una respuesta especifica al NaHCOs y el funcionamiento normal de la
mitofagia bajo la influencia de esta sal puede desempefiar un papel importante en el

mantenimiento de la homeostasis celular.
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En contraposicion, aquellos tratamientos en los cuales el bicarbonato de sodio no tuvo una
incidencia significativa, la efectividad de este puede atribuirse a la combinacion de
mecanismos de las levaduras aplicadas, y ser dicha accion conjunta la que determina el éxito
del biocontrol a largo plazo, en términos de conservacion en cadmara frigorifica, tal como indicé
Droby et al. (2009) para la especie M. pulcherrima. La competencia por nutrientes y espacio
es considerada como el principal mecanismo de accién de las levaduras (Schaible y Kaufmann
2005; Spadaro y Droby 2016; Wisniewski et al., 2007); el cual depende de una asimilacion
mas eficiente de nutrientes, por parte del antagonista microbiano, en la zona de herida de los
frutos y una rapida proliferacién y colonizacion de estos sitios, en comparacion con los
organismos patdgenos. Sin embargo, los efectos de la competencia entre las levaduras
biocontroladoras y los patégenos fungicos, son frecuentemente reportados como
fungistaticos, dando como resultado una inhibicion de la germinacion conidial, pero con
posibilidades de germinacion en ausencia del antagonista y en un medio con condiciones
Optimas (Janisiewicz et al., 2000). Asimismo, el tratamiento con bicarbonato de sodio también
es considerado principalmente como fungistatico (Palou et al., 2001). Por lo tanto, seria mas
conveniente utilizar una combinacion de estrategias para alcanzar la eficacia de control de los

funguicidas quimicos sintéticos.

7.1.2. Antibiosis a diferentes concentraciones de cloruro férrico

Los resultados obtenidos al evaluarse este mecanismo de accion reflejan que, tanto para
B97 como para PSS6, el bicarbonato de sodio en una concentracion de 0,5% p/v es la variable
gue afecta significativamente y reduce ampliamente el porcentaje de crecimiento micelial de
los patégenos flngicos, resultando ain mas efectivo en B97 que en PSS6. Sin embargo,
respecto a B97, si bien ninguno de los aislamientos de M. pulcherrima analizados resultd ser
una variable significativa en el modelo, se puede observar en la Tabla 6 (Corridas 2, 4, 10 y
17) como en aquellos tratamientos experimentales en los que el bicarbonato de sodio no fue
aplicado, igualmente hubo una disminucion del 30 al 50% en el porcentaje de crecimiento

micelial de este patégeno.

Probablemente, las concentraciones variables de cloruro férrico (FeCls) utilizadas en este
ensayo, seleccionadas a través del disefio experimental de tipo Box- Behnken, resultaron
demasiado altas, lo cual impediria evidenciar una relacién de competencia por los iones
férricos, por parte de los aislamientos de M. pulcherrima, P. expansum y B. cinerea analizados.
Otra posibilidad es que el desarrollo de B97 y PSS6 fue inhibido mayoritariamente por la
alcalinizacién del medio, permitiendo que los aislamientos de M. pulcherrima compitan por
macronutrientes y espacio con mayor eficacia que los patégenos fungicos (Prusky et al., 2004;

Droby et al., 2002), en comparacion con la competencia por micronutrientes, como es el caso
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del hierro. Ademas, los resultados fueron méas prometedores contra el moho gris que contra
el moho azul, probablemente porque como ya se menciond P. expansum tiene una tasa de

crecimiento mayor (Spadaro et al., 2010).

Sin embargo, si consideraramos como unico tratamiento la utilizacion de bicarbonato de
sodio podria generar la induccion de resistencia por parte de ciertas fracciones poblaciones
patdégenas, debido a la presion de seleccion que ejerceria esta sal. Acs-Szabo et al. (2022),
reportaron que la cepa fungica AGSC12 de la especie Cyphellophora olivacea mostrdé una
tolerancia extrema al NaHCOs. Penicillium digitatum se inhibe completamente con 14,1 mmol
de NaHCOgs, mientras que Botrytis cinerea podria inhibirse con 50 mmol (Smilanick et al.,
1999; Turkkan et al., 2017). Letscher-Bru et al. (2013), evaluaron el efecto del NaHCO3 en 70
levaduras, mohos y dermatofitos diferentes, y encontraron que una concentracion de 10 g/L
de esta sal inhibia el crecimiento del 80% de todos los aislados de hongos. Sin embargo, de
acuerdo a los hallazgos de Acs-Szabo et al. (2022), la cepa aislada AGSC12 puede colonizar

incluso un medio que contenga NaHCO3; 1,1 M (~92,4 Q).

En caso de que surjan biotipos fangicos resistentes por la aplicacion de bicarbonato de
sodio, se generaria la necesidad de reemplazar el uso de este compuesto o de utilizar
concentraciones cada vez mayores, lo que a su vez podria afectar la palatabilidad del fruto y
la calidad de sus bayas. Kittemann et al. (2008), evaluaron diversos métodos GRAS, a
diferentes concentraciones, y su eficacia en el control de diferentes podriciones flngicas en
cerezas dulces. Estos autores reportaron que, al aumentar las concentraciones de
bicarbonato de sodio, el control de la pudricidn gris en cerezas aumentd en la mayoria de los
casos; asimismo no recomiendan una concentracién del 4% de esta sal ya que deja un
depdsito blanco en la superficie del fruto que podria afectar el valor estético del mismo.
Asimismo, Cocco et. al (2008), reportaron ablandamiento en frutos de naranja al utilizar un
tratamiento con bicarbonato de sodio al 3%. Por lo tanto, si bien en los experimentos aplicados
para evidenciar la competencia por hierro no se pudo comprobar la inhibicion de los patégenos
por parte de las levaduras, se destaca que la participacion de las mismas en un tratamiento
integrado, disminuye la probabilidad de desarrollo de poblaciones resistentes por el uso de

una Unica estrategia de control y evita propiedades organolépticas no deseadas en las bayas.

7.1.3. Produccion de Compuestos Organicos Volatiles (COV)

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, los aislamientos Mp22 y Mp43, en
una concentracion de 5.107 cel/mL, en combinacion con bicarbonato de sodio, en una
concentracién de 0,5 % p/v, logran inhibir por completo el desarrollo de B. cinerea (B97). Estos

datos sugieren que estos aislamientos podrian controlar la pudricion gris a través de la
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produccion de compuestos organicos volatiles y este mecanismo de accion no se veria
influenciado negativamente por el bicarbonato de sodio. Parafati et al. (2015), evaluaron el
efecto inhibitorio de M. pulcherrima a través de sus COV en heridas de uva inoculadas
artificialmente con B. cinereay, en coincidencia con nuestros resultados in vitro, determinaron

que fue altamente eficaz para reducir la pudricion del moho gris.

Sin embargo, en el caso de P. expansum (PSS6), este mecanismo de accion no parece ser
aquel por el cual los aislamientos de M. pulcherrima reducen el porcentaje de crecimiento
micelial. En este caso, la Unica variable que logré una reduccion significativa en el desarrollo

fungico fue el bicarbonato de sodio en una concentracion de 0,5% p/v.

La actividad antagonica de los COV podria verse influenciada por el aumento de pH.
Oztekin et al. (2021) evaluaron la produccion de volatiles en distintos aislamientos de M.
pulcherrima a pH 4,5y pH 6,0 y los hallazgos de estos autores sugieren que la secrecion de
COV juegan un papel importante en el mecanismo de biocontrol de Metschnikowia sp. tal
como indicaron anteriormente Liu et al. (2019a). Asimismo, Parafati et al. (2015), indicaron
también que la inhibicion fungica en relacion a B. cinerea debida a los COV producidos por M.
pulcherrima fue significativamente mayor a pH 4,5 y varia de acuerdo al aislamiento utilizado.
Por lo tanto, es probable que la presencia de bicarbonato de sodio en el medio aumente el pH
del mismo (Droby et al.,, 2002; Spadaro et al., 2010) y reduzca la produccion de algun
compuesto volatil por parte de los aislamientos de M. pulcherrima utilizados en este trabajo.
Asimismo, cabe la posibilidad de que el desarrollo de PSS6 haya sido inhibido
mayoritariamente por la presencia de bicarbonato de sodio en el medio y la consecuente
alcalinizacién del medio, ya que, tal como se menciond anteriormente, los patdgenos del
género Penicillium infectan de forma mas eficiente en un ambiente con pH bajo (Prusky et al.,
2004).

Por otra parte, Yang et al. (2021), estudiaron la produccion de volatiles del aislamiento E1
de M. pulcherrima y sus resultados revelaron que este podria producir COV que logran inhibir
el crecimiento micelial de Peniciliium vismiae. De acuerdo al trabajo de dichos autores, los
COV predominantes producidos por E1, que exhibieron actividad antifingica, fueron, en orden
descendente de abundancia: 1-Hexanol > feniletil alcohol > 3-metil-1-butanol > acetato de
etilo. Previamente, Oro et al. (2018) informaron que el crecimiento de B. cinerea podria
inhibirse por completo con vapores de acetato de etilo a 8,97 mg/cm3, mientras que las
propiedades antifungicas del acetato de etilo en el estudio de Yang et al. (2021) no resultaron
tan significativas. Estos datos indican que la composicién quimica de cada mezcla de volatiles
y su efectividad puede variar no sélo de acuerdo al aislamiento de levadura utilizado, sino

también segun el patégeno antagonizado. Posiblemente, PSS6 sea impermeable a los COV
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producidos por los aislamientos de M. pulcherrima utilizados en este trabajo, bloquee los
receptores apropiados o inhiba activamente la produccién de algin COV especifico (Rajani et
al., 2021).

Por dltimo, es posible también que la concentracion de levaduras utilizadas en este ensayo
haya resultado demasiado alta y por agotamiento veloz del medio, la produccion de volatiles
haya sido menor; ya que, incluso los mismos aislamientos microbianos pueden producir
diferentes COV dependiendo de factores ambientales, como la presencia de otros
microorganismos (Ezra et al., 2003; Wang et al., 2013; Lee et al., 2015; Van Agtmaal et al.,
2018; Raza et al., 2020).

7.2. indice de superposicion de nicho (NOI)

Los valores obtenidos en relacién con el indice de solapamiento de nicho (NOI), nos indican
gue los aislamientos fitopatégenos (B97 y PSS6) y los aislamientos de levaduras
biocontroladoras (Mp22, Mp36 y Mp43) efectivamente ocupan el mismo nicho lo que sefiala
una exclusion competitiva entre los microrganismos descriptos; a su vez, esta interaccién no

se veria afectada por la presencia de bicarbonato de sodio en el medio.

Por otra parte, existe una mayor capacidad por parte de los aislamientos de M. pulcherrima
de consumir las fuentes carbonadas y nitrogenadas evaluadas. Por el contrario, tanto B97
como PSS6, presentan dificultad para consumir acido tartarico y acido malico, tanto en
tratamientos con solucion fisiolégica como en aquellos con concentraciones de 0,25 y 0,5%
p/v de bicarbonato de sodio, y también melibiosa, a excepcion de PSS6 en el tratamiento con
solucion fisiol6gica. Estos aislamientos patdégenos tampoco lograron consumir fuentes tales

como sacarosa, glucosa y fructosa.

Existen diversos reportes acerca del consumo de estas fuentes carbonadas, mencionadas
anteriormente, por parte de hongos patégenos. Algunos sostienen que ciertos aislados de B.
cinerea pueden germinar en ausencia de una fuente de carbono o nitrégeno y otros aislados
presentar una mejor tasa de germinacion de conidios en presencia de fructosa y sacarosa
(Cotoras et al., 2009). Doehlemann et al. (2005) trabajaron con la cepa B05.10 de B. cinerea,
aislada de uva, e informaron que en el caso de esta especie existe una alta varibilidad
genotipica que se relacionaria con estas caracteristicas fenotipicas en términos de
metabolismo. Por otra parte, el efecto inhibidor de la germinacién por parte de la fructosa y la
glucosa ha sido reportado en estudios previos para B. cinerea y P. expansum (Piano et al.,
1997; Guetsky et al., 2002; Scherm et al., 2003; Lutz et al, 2013).
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Gramisci et al. (2018) evaluaron in vitro el perfil nutricional de B. cinerea y P. expansum, a
través de su capacidad para crecer en medio de jugo de pera suplementado o no con
diferentes nutrientes y encontraron que la fructosa y la glucosa per se inhibieron el crecimiento

in vitro de ambos patégenos en comparacion con el tratamiento control.

De igual manera, teniendo en cuenta un contexto de herida de fruto se hipotetiza que mas
alla de que exista o no requerimiento de estos azlcares para la germinacion de conidios del
patégeno, la interaccion de competencia con levaduras biocontroladoras, podria suceder con

mayor probabilidad por fuentes nitrogenadas que suelen ser limitantes.

7.3. Produccioén de sider6foros

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de casi todos los microorganismos
porque participa en procesos enzimaticos, en el metabolismo de oxigeno, transferencia de
electrones y sintesis de ADN y ARN (Ali y Vidhale, 2013). Los sideréforos son péptidos de
bajo peso molecular que oscilan entre 500 y 1000 Da. que enlazan especificamente al hierro

(Fe3+), facilitando la solubilizaciéon y el transporte de este ion (Aguado-Santacruz et al., 2012).

Las bayas de uva contienen un bajo contenido en hierro, por lo que el secuestro de hierro
por parte de levaduras biocontroladoras puede constituir un mecanismo de alta incidencia en
el proceso de biocontrol que estos microorganismos ejercen sobre hongos fitopatégenos. M.
pulcherrima es conocida por su capacidad para agotar el hierro como forma de inhibir el
crecimiento de hongos y bacterias; esta especie secreta el pigmento pulcherrimina, formado
no enzimaticamente a partir de acido pulcherriminico e iones férricos, y este parece ser el
agente inmovilizador de hierro mejor descrito (Cook y Slater, 1956; Mac Donald, 1965;
Arnaouteli et al., 2019; Sipiczki, 2020).

De acuerdo a Fernandez- San Millan et al. (2022), M. pulcherrima podria producir otros
sideréforos y se podria especular también que el 2,3- dihidroxibenzoato (2,3-DHB) podria ser
uno de ellos. De acuerdo a este Ultimo trabajo mencionado, el sideroforo producido por las
cepas nativas Mp-22 y Mp-30 (Fernandez-San Millan et al., 2021) aisladas de frutos de Vitis
vinifera, seria secretado en mayores concentraciones cuando la levadura se encuentra en
presencia del patégeno B. cinerea, lo que indicaria la importancia en la interaccion levadura-
hongo. Ademas, los autores corroboran la actividad antifingica del 2,3-DHB frente a B.

cinerea, aunque solo en condiciones in vitro.
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Por otra parte, Vero et al. (2009), indicaron que una cepa de Aureobasidium pullulans (ApB)
produjo compuestos que podrian actuar como sideréforos cuando se cultivan en medios con
bajo contenido de hierro y estos compuestos afectaron significativamente el crecimiento de B.
cinerea, pero no el de P. expansum, lo que podria deberse a la menor sensibilidad a la escasez
de hierro por parte de este patégeno del género Penicillium (Saravanakumar et al., 2008). Por
lo tanto, es posible que los efectos antagénicos de M. pulcherrima sobre diferentes mohos
patégenos resulten de los disimiles requerimientos de hierro de estos hongos para su

crecimiento y desarrollo.

Los antecedentes mencionados coincidirian parcialmente con los resultados obtenidos en
este trabajo, en el cual el ensayo sobre produccion de sideréforos en los tres aislamientos de
M. pulcherrima analizados, resultd positivo, incluso a bajas temperaturas, a diferencia de los
trabajos mencionados anteriormente que reportan la sintesis de estos compuestos quelantes

de hierro a temperatura ambiente.

8. CONCLUSIONES

e La inhibicion de germinacion de conidios por agotamiento de nutrientes y espacio es
un mecanismo de accién compatible con el uso de bicarbonato de sodio, respecto al
aislamiento Mp36 de M. pulcherrima analizado y en relacion a los aislamientos de B.
cinerea y P. expansum analizados en este trabajo, a 2+1°C. Ademas, esta sal, no
interfirid con el consumo, por parte de las levaduras, de las fuentes nutricionales

analizadas, en el rango de temperaturas mencionado anteriormente.

e En la evaluacion de la competencia por hierro se pudo evidenciar cualitativamente,
gue los tres aislamientos evaluados de M. pulcherrima fueron capaces de quelar el i6n
férrico in vitro en medio de cultivo CAS-HDTMA a 2+1°C.

e La produccion de compuestos volatiles antifingicos es un mecanismo de accion
compatible con el uso de bicarbonato de sodio en los aislamientos Mp22 y Mp43

analizados, en relacién al aislamiento de B. cinerea evaluado en este trabajo, a 2+1°C.

A modo de sintesis, podemos mencionar que los aislamientos de M. pulcherrima
analizados, en una concentracion de 5.107 cel/mL, en combinacidn con bicarbonato de sodio
al 0,25% plv, inhiben satisfactoriamente, in vitro y a 2+1°C, el desarrollo de los aislamientos
de P. expansum y B. cinerea evaluados. Esta sal inorganica puede constituir una herramienta

gue complemente el control biolégico de las levaduras evaluadas.
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9. PROYECCIONES

Si bien en este trabajo se describen una serie de factores que en combinacion resultan
tratamientos eficaces a la hora de disminuir el desarrollo fungico, a temperaturas compatibles
con las empleadas en camaras frigorificas, éstos aln se encuentran sujetos a una validacién
in vivo, con el fin de alcanzar mayor precision, fiabilidad y poder garantizar la calidad y
seguridad del fruto luego de su aplicacién.
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