XXVI jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES SALER TERAGELIDRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

29. Ciencia, tecnologia e innovacién

Comportamiento de Clavispora lusitaniae 146 contra Penicillium digitatum, agente
causal del moho verde en limén

Pereyra Martina Maria®; Diaz, Mariana Andrea®, Cérdoba, Josefina Maria?; Sepulveda Tusek

Milena®

martinapereyra30@gmail.com;

®Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiolégicos - Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas.
®Citricola San Miguel S. A.
Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia
Universidad Nacional de Tucuman
Director: Julian Rafael Dib

idib@fbgf.unt.edu.ar

Resumen

Clavispora lusitaniae 146, fue aislada previamente de la superficie de limones y ha
demostrado ser un potente antagonista contra Penicillium digitatum, principal patégeno
postcosecha causante del moho verde, el cual afecta considerablemente la produccién
global de limones. Actualmente, esta enfermedad es combatida con fungicidas quimicos
como el imazalil y el tiabendazol, que a pesar de su eficiencia, han demostrado ser nocivos
tanto para el medio ambiente como para la salud humana. El objetivo de este trabajo fue
estudiar aspectos del efecto biocontrolador de C. lusitaniae 146 contra P. digitatum. Se pudo
observar mediante microscopia electrénica que C. lusitaniae tiene la capacidad de colonizar
heridas. Ademas se demostré que las células de la levadura inactivadas por calor pierden su
eficacia biocontroladora. Mediante estudios de la actividad antagonista relacionados a la
fase de crecimiento de la levadura, se observd que la maxima actividad antagonista se
alcanza después de la fase exponencial de crecimiento. Los resultados de esta investigacion
proponen a C. lusitaniae como un posible antagonista en el control biolégico postcosecha de
P. digitatum, agente causal de una de las principales enfermedades postcosecha de
limones.
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Introduccién A nivel mundial, nuestro pais tiene una
posicion destacada en la produccion de
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citricos, especialmente en la de limon,
donde Argentina produce el 15,42% de
esta fruta a nivel mundial. Tucuméan esta
posicionado como el centro productor mas
importante de limon del NOA y de
Argentina, con una produccion anual de
1.3 millones de toneladas de fruta fresca,
cifra que representa el 88% del total del
limén nacional, y concentra el 77%
(38.020 ha) de la superficie total de la
Argentina destinada al cultivo de este
citrico (Federcitrus, 2017). La provincia
destina el 70% del total de limén
producido a la industria, y el 30% restante
se comercializa como fruta fresca, para
cubrir la demanda del mercado externo e
interno. Tanto en lo que hace a la
produccién primaria como industrial, la
actividad limonera de Tucuman es
estructuralmente exportadora.

Los destinos de la fruta son los Paises
Bajos, Espafia, Rusia, ltalia y Grecia,
sumados al recientemente  abierto
mercado de los Estados Unidos (Reporte
agroindustrial, 2017).

Después de la cosecha, los citricos son
susceptibles al ataque de patégenos
sapréfitos o parasitos, principalmente
hongos, debido a su alto contenido en
agua y nutrientes, y porque han perdido la
mayor parte de la resistencia intrinseca
que los protege durante su desarrollo en
el arbol (Wilson y Wisniewski, 1989; Arras
y Arru, 1999). Durante el periodo de
postcosecha los limones pueden ser
atacados por distintas especies de
hongos, siendo Penicillium digitatum, el
hongo predominante y causante del
‘moho verde” en la fruta, una
podredumbre blanda y humeda que
deteriora rapidamente el fruto (Garrén,
1996). Para controlar esta enfermedad, el
uso de fungicidas de sintesis es el método
mas utilizado debido al bajo costo,
facilidad de aplicacion y efectividad. Entre
los principales fungicidas autorizados se
menciona el tiabendazol y el imazalil. Sin
embargo, al tratarse de poblaciones
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fungicas biolégicamente dinamicas, con
frecuencia ocurre la aparicion de cepas
resistentes a estos fungicidas, limitando
su eficacia (Sanchez-Torres y Tuset,
2011). Ademas, su uso se esta volviendo
cada vez mas restringido debido a su alta
toxicidad residual, sus efectos
carcinégenos, sus largos periodos de
degradacién y a la polucion ambiental que
generan. Por este motivo es necesario la
implementacion de métodos alternativos
de bajo impacto ambiental y riesgo
minimo para la salud humana (Tripathi y
Dubey 2004; Palou y col., 2008). En los
Gltimos afios el uso de levaduras, hongos
y bacterias como control biolégico viene
siendo una prometedora alternativa para
el control de enfermedades postcosecha
(Eckert y Ogawa, 1988; Droby y col.,
1991; Wisniewski y Wilson, 1992; Zhang y
col.,, 2005; Droby, 2006; Korsten, 2006;
Droby y col.,, 2009). Entre éstos, las
levaduras, especialmente aquellas con
fenotipo killer han mostrado tener un gran
potencial (Coelho y col., 2007; Santos y
Marquina, 2004, El-Tarabily y
Sivasithamparam, 2006).

El fenotipo Kkiller fue identificado por
primera vez en Saccharomyces cerevisiae
(Bevan y Makower, 1963) y luego
descripto en varios géneros diferentes de
levaduras (Magliani y col., 1997; Wang y
col., 2007). Estas toxinas son capaces de
inducir la muerte de otras levaduras,
hongos filamentosos e incluso bacterias
(Hashem, 2009; Goretti, 2009). Pero
ademas, existen otros mecanismos
involucrados en el efecto bioprotector de
estas levaduras, entre los cuales la
capacidad para colonizar heridas (Mercier
y Wilson, 1994) y la competencia por
nutrientes son, probablemente, los mas
importantes (Lima y col., 1997; Spadaro y
col, 2002; Ippolito y col., 2011).

En estudios preliminares llevados a cabo
por Pérez y col. (2016), una cepa de
levadura nativa killer fue aislada e
identificada como Clavispora lusitaniae
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146, la cual mostré tener una elevada
actividad antagonista contra P. digitatum
en ensayos in vitro e in vivo usando
limones. Sin embargo, resta conocer si la
accion biocontroladora de C. lusitaniae
esta relacionada con mecanismos
involucrados en sus funciones vitales o si
ésta levadura en su estado inactivo puede
ejercer el mismo efecto. Ademas, es de
gran interés conocer el comportamiento
de la levadura contra cepas resistentes de
P. digitatum a fungicidas sintéticos,
pudiendo ser considerada como una
potencial alternativa en el control biol6gico
de este fitopatdgeno en el limon.

Objetivos

Estudiar el comportamiento de C.
lusitaniae en los efectos de biocontrol en
el limén contra P. digitatum.

Materiales y Métodos

Microorganismos, condiciones de
cultivo y fruta

La cepa de levadura Clavispora lusitaniae
146 (numero de acceso KY442860) fue
previamente aislada y caracterizada como
lo describe Pérez y col. (2016). La
eleccién de esta cepa estuvo basada en
su elevada actividad biocontroladora in
vivo contra P. digitatum, de acuerdo a
estudios preliminares realizados en
limones (Pérez y col.,, 2016; 2017). Se
utilizé medio YEPD (extracto de levadura
5 g/L, peptona 5 g/L y dextrosa 40 g/L, pH
4.5-5.0) para hacer crecer la levadura.
Las cepas de P. digitatum utilizadas,
pertenecen a la coleccién de patégenos
citricos del Laboratorio de Fitopatologia de
la Citricola San Miguel SA (Tucuman,
Argentina). Los limones Eureka [Citrus
limon (L.) Burm] utilizados en este estudio,
corresponden a fruta fresca cosechada de
campos locales de la provincia de
Tucuman, los cuales no recibieron ningun
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tratamiento  postcosecha y  fueron
utilizados inmediatamente después de la
cosecha o almacenados a 8 °C por no
mas de 4 dias.

Colonizacion de herida

Para evaluar la capacidad de C. lusitaniae
146 en colonizar heridas, se llevé a cabo
la técnica descripta por Parafati y col.
(2015) con algunas modificaciones. En
primer lugar, se desinfectdé la fruta con
alcohol 70% y se les realiz6 una herida en
la zona ecuatorial. Posteriormente, los
limones fueron sumergidos en la
suspension de levadura y, después de 24
hs de incubacibn a 25 °C y 90% de
humedad, se los sumergi6 en una
suspension de esporos de P. digitatum
(1x10° esporas/mL) y se los incubd
durante 7 dias en bolsas de plastico en las
mismas condiciones anteriormente
descriptas. Con ayuda de un bisturi estéril,
se tomaron muestras de tejido
conteniendo la herida a los 0,5y 7 dias de
incubacibn y se las colocaron en
microtubos con 1 mL de una solucion
salina de Tween80 (0.85% NaCl y 0.01%
Tween 80). Luego de una agitacién de 20
min, se realizaron diluciones sucesivas de
cada muestra, las que fueron sembradas
posteriormente en placas conteniendo
medio YEPD agarizado, adicionado con
ampicilina (100 mg/L) y cloranfenicol (50
mg/L) para evitar el crecimiento de
bacterias. Las colonias de levadura fueron
contadas después de un periodo de
incubaciéon de 48 hs a 25 °C y se calculo
el log UFC. Se realizaron tres repeticiones
para cada tratamiento.

Microscopia electrénica de la herida
colonizada

Se evalud la capacidad de C. lusitaniae
146 en colonizar heridas basandose en lo
propuesto por Mekbib y col. (2011). Las
muestras que se habian tomado a los 0, 5
y 7 dias de incubacion, fueron fijadas por
inmersion con el fijador de Karnovsky
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(buffer fosfato pH 7.2, 1.7%
glutaraldehido, 2.7% paraformaldehido)
por 24 hs (Karnovsky, 1965). Luego, se
deshidrataron las muestras utilizando una
serie de concentraciones de etanol y se
pasaron por acetona al 100% dos veces
antes del secado en puntos criticos con
CO; (Denton Vacuum). Los tejidos secos
se montaron en talones de aluminio, se
recubrieron con oro (JEOL lon Sputter
JFC 1100, EE. UU.) y se observaron
usando un microscopio electrénico de
barrido Zeiss SUPRA 55VP (SEM)
(Oberkochen, Alemania).

Actividad antagonista de C. lusitaniae
inactivada por calentamiento contra P.
digitatum

Los frutos fueron desinfectados y heridos
como se describio anteriormente. Se
prepararon dos suspensiones de la
levadura en concentraciones adecuadas.
Una de ellas se inactivd por tratamiento
térmico, lo cual se logr6 manteniendo las
células de levadura a 70 °C durante 30
minutos. La suspension que no fue
calentada se utiliz6 como control. Luego,
se sumergieron los limones en las
suspensiones y se los colocaron en bolsas
plasticas. Después de las 24 hrs de
incubacién a 25 °C y 90% de humedad, se
inocularon los limones con la suspension
de esporos de P. digitatum y se incubaron
en las mismas condiciones por 5 dias.
Ademas, se utilizaron 20 frutos como
testigos, los cuales fueron heridos y
sumergidos so6lo en la suspension del
patdégeno. Se realizaron 4 repeticiones de
15 frutos, evaluandose asi un total de 60
limones por cada tratamiento.

Efecto biocontrolador de C. lusitaniae
contra una cepa de P. digitatum
resistente a imazalil

Para evaluar el efecto biocontrolador de la
cepa C. lusitaniae 146 contra un aislado
de P. digitatum previamente reportado
como resistente al imazalil, se procedi6 a
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desinfectar y herir los limones tal como se
describié anteriormente. Luego, se los
sumergié en la suspension de levadura y
se incubd a 25 °C durante 24 hrs. Al cabo
de dicho tiempo, los limones fueron
sumergidos en la suspensién de esporos
de P. digitatum resistente a imazalil, e
incubados en condiciones de elevada
humedad durante 5 dias. Como control se
utilizé la misma cantidad de limones
inoculados primero con la levadura y
luego con la cepa de P. digitatum
sensible. Se realizaron 4 repeticiones de
15 frutos, evaluandose asi un total de 60
limones por cada tratamiento.

Eficiencia de C. lusitaniae 146 en la
proteccion de heridas en sus distintas
fases de crecimiento

Se evalué la eficiencia en la protecciéon de
heridas de C. lusitaniae en sus distintas
fases de crecimiento. Para esto, se dej6
crecer la levadura en YEPD durante y se
estudié su actividad antagonista in vivo a
distintos tiempos de incubacién: 12, 24, 48
y 72 hs. Para cada tiempo se procedi6 de
igual manera que los ensayos anteriores.

Resultados y Discusion

Observaciéon en el Microscopio
Electrénico de la herida colonizada

La microscopia electrénica de barrido
mostro el comportamiento de C. lusitaniae
146 en las heridas de limén inoculados
con P. digitatum. Estas imagenes
revelaron que la levadura colonizd la
herida, pudiéndose observar que en el dia
5 la superficie de la herida se encontraba
completamente cubierta por células de la
levadura. Los conidios de P. digitatum se
observaron tanto en la piel como en la
herida, pero ninguno habia germinado.
Por otro lado, en los frutos inoculados
Unicamente con P. digitatum, se pudo
observar en el dia 7 de incubacién, una
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gran cantidad de esporos germinados con
abundante micelio aéreo (Fig. 1).
Resultados similares fueron expuestos por
Mekbib y col. (2011), quienes sostienen
que el rpido crecimiento de Cryptococcus
laurentii y Candida sake en la herida de
una naranja resulta importante para la
supresion de la germinacion de P.
digitatum. Asimismo, Parafati y col.,
(2015) encontraron que el principal
mecanismo de accién de las especies
Metschnikowia pulcherrima,
Aureobasidium pullulans y
Wickerhamomyces anomalus en el control
de Botrytis cinerea en uva, es la
capacidad de éstas cepas para colonizar
las heridas.

Fig. 1. Microscopia electrénica de barrido de
heridas de fruto de limén tratadas con C.
lusitaniae y P. digitatum a los 7 dias de
incubacion (A, By C) a 25 °C. (D) Herida
inoculada solo con P. digitatum después de 7
dias de incubacion.

Actividad antagonista de C. lusitaniae
inactivada por calentamiento contra P.
digitatum

La actividad antagonista de la cepa de C.
lusitaniae tanto viable como inactivada por
calor, se muestran en la Fig. 2. Se
observo que la cepa inactivada pierde su
actividad antifungica contra P. digitatum
en limén comparada con la levadura
viable, observandose diferencias
significativas en los porcentajes de
inhibicion de la enfermedad. Estos
resultados difieren de los obtenidos por
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Sun y col. (2018), quienes observaron que
las cepas Saccharomyces cerevisiae y
Rhodosporidium paludigenum
autoclavadas a 121 °C durante 20 min
inhiben significativamente la incidencia de
moho azul en peras, causada por el
patégeno Penicillium expansum.
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Fig 2. Eficiencia porcentual de C. lusitaneae
viable e inactivada por calor en el control de
P. digitatum en limon.

Efecto biocontrolador de C. lusitaniae
contra una cepa de P. digitatum
resistente a imazalil.

Para este ensayo se utiliz6 una cepa de P.
digitatum resistente a fungicidas y se tomo
como control una cepa sensible. En la
Figura 3 se puede observar que C.
lusitaniae tiene una eficiencia de
proteccion superior al 90%, ya sea tanto
frente a la cepa sensible como a la
resistente a fungicidas quimicos. En sus
estudios, Fogliata y col. (2000) mostraron
gue la levadura Candida oleophila, no
resultd eficiente en el control de una cepa
de P. digitatum resistente a imazalil
encontrada en un empaque citrico de la
provincia de Tucuman.
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Fig. 3. Efecto biocontrolador de C. lusitaniae
contra una cepa de P. digitatum sensible y
otra resistente a imazalil.

Evaluaciéon de la eficiencia de C.
lusitaniae 146 en sus distintas fases de
crecimiento

C. lusitaniae se dejo crecer durante 12,
24, 48 y 72 hs. Los resultados mostraron
diferencias significativas en la accion
biocontroladora de la levadura cuando se
encuentra en su fase exponencial de
crecimiento (12 hs). Al entrar en fase
estacionaria (24, 48 y 72 hs), la eficiencia
en el control de la enfermedad no mostr6
diferencias significativas (Fig. 4).
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Fig 4. Evaluacion de la eficiencia de C.

lusitaniae 146 en sus distintas fases de
crecimiento
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Conclusiones

La comprension del modo de accién es
importante para desarrollar una
formulacion apropiada de un producto
para control biolégico y un prerrequisito
para su registro. En este sentido, a lo
largo del presente trabajo pudimos
demostrar mediante microscopia
electrénica de barrido que C. lusitaniae
146 crece y coloniza heridas en limones
previniendo la infeccion de P. digitatum.
Asimismo, se determin6 que la viabilidad
de la levadura es esencial para el efecto
biocontrolador de la misma, observandose
una disminucién significativa del nivel de
proteccion de herida por parte de las
células no viables, permitiéndonos
acentuar aun mas la teoria de
competencia por espacio y nutrientes
como un posible mecanismo de accion.
Por otro lado, se observé que la levadura
alcanza su maximo nivel de eficiencia en
proteccion de heridas cuando se
encuentra en fase estacionaria de
crecimiento.

Como sabemos, en la actualidad las
enfermedades producidas por distintos
tipos de patdgenos postcosecha en
limones se controlan con diversos
productos quimicos, los cuales entre otros
efectos negativos causan problemas en la
salud alimentaria de las personas,
polucion del medio ambiente y resistencia
en patdgenos. Una forma de sobrellevar
estos problemas ha sido encontrar
microorganismos antagonistas que
puedan ser usados efectivamente como
agentes de control biolégico aplicados en
este caso, durante el periodo
postcosecha.

En este sentido se ensay6 la cepa 146
frente a diferentes tipos de fitopatégenos,
sensible y resistente. Pudimos observar
gue la levadura se mostrd igualmente
eficiente contra ambos, lo que denota una
gran ventaja con respecto a los fungicidas
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quimicos, posicionando a C. lusitaniae
como una potencial alternativa al uso de
los mismos.

Es asi, que en base a los resultados
obtenidos, podemos sugerir a C. lusitaniae
146 como un prometedor agente
biocontrolador de enfermedades flungicas
postcosecha de limon.
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