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Resumen: Con el fin de identificar los organismos benéficos y patogenos asociados a la fruta fina, se aislaron levaduras y
hongos patigenos a partir de cerezas, frambuesas y zarzamoras de tres zonas productoras de fruta fina en Patagonia Sur.

Se obtuvieron 308 aislamientos de levaduras y 50 de hongos patégenos. La identificacion molecular evidencio la presencia
de levaduras ya reportadas como organismos benéficos y de hongos patégenos de poscosecha de diferentes frutas, simila-

res a los de frutas finas de otros paises.
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Introduccion

En Argentina la produccién de frutas finas se concentra
principalmente en Entre Rios, Tucuman, Mendoza, Neu-
quén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz. En Patagonia Sur (sur
de Rio Negro, Chubut y Santa Cruz), existen aproximada-
mente 325 ha implantadas con cerezos, 170 ha con frambue-
sas y 21 ha con zarzamoras (Caminiti 2005, Raffo et al. 2006).

Las frutas finas presentan un limitado tiempo de alma-
cenamiento en poscosecha, de 45 a 60 dias en el caso de
las cerezas y 7 para las frambuesas y zarzamoras, debido
al aumento de su metabolismo luego de la cosecha lo que
conlleva un cambio organoléptico y de apariencia acompa-
flado con un aumento en la susceptibilidad a ser atacadas
por hongos causantes de pudriciones (Candan 2006). En
Argentina se han identificado diversos mohos asociados a
estos frutos, como Alternaria, Botrytis, Penicillium y Rhizo-
pus (Nome et al. 2012), y no existe ningun fungicida regis-
trado para su control en poscosecha. Una de las estrategias
de control se basa en el uso del hydrocooling con agua clo-
rada previo a conservarlas en cdmaras a 0 °C.

Actualmente, la re-evaluacion del uso de fungicidas
quimicos en la agricultura ha derivado en que sean pocos
los permitidos en el pais debido a sus efectos nocivos so-
bre la salud humana y el medio ambiente, y ha promovido

el inicio de estudios sobre levaduras antagonistas como
agentes de control bioldgico (ACB) de hongos: en alma-
cenamiento de granos (Olstorpe et al. 2010), en partes
aéreas de plantas (Mildemberg & Flores 2008), en posco-
secha de frutas (Visintin et al. 2006, Robiglio et al. 2011,
Lutz et al. 2012). Las levaduras son organismos muy pro-
metedores como ACB y en fruta fina, se han evaluado di-
ferentes especies con capacidades biocontroladoras, como
Rhodotorula colostri en moras de Colombia (Medina et al.
2009), Aureobasidium pullulans en cerezas de Italia (Sche-
na et al. 2003), Kloeckera apiculata en cerezas de Turquia
y Metschnikowia fructicola, en cerezas de Turquia y en
frambuesas de Italia (Karabulut et al. 2005; Prodorutti et
al. 2006). En Argentina también se han evaluado levadu-
ras como ACB, por ejemplo Kluyveromyces thermotole-
rans (Ponsone et al. 2011) aislada de uvas en Mendoza,
A. pullulans, R.mucilaginosa, Cryptoccocus albidus, Pichia
membranifaciens y Cryptoccocus victoriae aisladas de pe-
ras de Neuquén y Rio Negro (Robiglio et al. 2011, Lutz et
al. 2013) pero aun no existen antecedentes sobre diversi-
dad de levaduras, patdgenos, ni ACB para fruta fina.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la diversidad de
hongos patdgenos y levaduras indigenas asociados a la pos-
cosecha de cerezas, frambuesas y zarzamoras de Patagonia
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Sur, como punto inicial para detectar agentes de biocontrol
de las principales podredumbres de poscosecha en fruta fina.

Materiales y métodos
Sitios de muestreo

Las cerezas se obtuvieron de establecimientos comer-
ciales de la Comarca del Paralelo 42°, Trevelin y Gaiman,
mientras que las frambuesas y las zarzamoras de estableci-
mientos de la Comarca del Paralelo 42°. Las frutas fueron
cosechadas a madurez comercial y conservadas a 0° en ca-
maras adecuadas hasta su utilizacion.

Aislamiento de levaduras

Para cerezas, frambuesas y zarzamoras se realizaron
aislamientos de levaduras epifiticas a diferentes tiempos
de conservacion, segiin Venturini et al. (2002) (Figura 1A).
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Para cerezas se adaptd la metodologia de Venturini et al.
(2002) con el fin de obtener levaduras endofiticas del tejido
interno de las frutas (Figura 1B), y la de Lutz et al. (2012)
para obtener aislamientos a partir de frutas sanas, sin sin-
tomas de enfermedad, heridas artificialmente (Figura 1C).
Las muestras de frutas se agitaron en agua destilada estéril y
se sembraron 100 pl de las aguas de lavado en medio especi-
fico para levaduras. Luego de 14 dias a 4 °C se seleccionaron
las colonias por frecuencia de aparicién y morfologia.

Aislamiento de hongos

Se realizaron aislamientos a partir de frutas que
presentaron sintomas de enfermedad en condiciones
de poscosecha. Se colocaron porciones de tejido me-
dio agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron en ca-
mara de crecimiento durante 10 dias (Figura 1D, E y F).
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Figura 1. Esquema de las estrategias empleadas para el aislamiento de: A) levaduras epifiticas, B) levaduras endofiticas, C) levadu-
ras obtenidas a partir de fruta sana herida (aislamiento selectivo), D) frutas enfermas, E) aislamiento e F) incubacién de hongos.
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Evaluacion del crecimiento de levaduras en condiciones de
almacenamiento productivo

Se realizé una evaluacién preliminar de la capacidad
de crecimiento a 0 °C (temperatura de conservacion de las
cerezas) de los 308 aislamientos en cajas de Petri y se selec-
cionaron los de crecimiento mds rdpido para identificarlos
molecularmente (Figura 2).
Identificacion

Las levaduras se identificaron por secuenciacion del
dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S, utilizando los pri-
mers NL1 y NL4 siguiendo la metodologia de Valente et
al. (1999). Los hongos se identificaron morfologicamen-
te segun sus caracteristicas macro y microscopicas (Pit &
Hocking 2009) y molecularmente por secuenciacién de
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Figura 2. Crecimiento de diferentes aislamientos de levaduras a
0 °C. Escala: +/+ rdpido, +/- lento, -/+ muy lento, - nulo.

regiones ITS y beta-tubulina del ADN nuclear, con los pri-
mers ITS 1y 4 y Bt2A y Bt2B siguiendo las metodologias
de White et al. (1990) y Kim et al. (2007), respectivamente.

Las secuencias de levaduras y hongos patégenos se iden-
tificaron consultando la base de datos GenBank utilizando
la opcion de busqueda BLASTn (Altschul et al. 1997). Las
similitudes superiores al 98 % fueron tratadas a nivel de es-
pecie, mientras que para consensos entre 90 y 98 % la iden-
tificacion fue a nivel de género.

Resultados

Aislamiento e identificacién de las levaduras

Se obtuvieron 308 aislamientos de levaduras provenien-
tes de frambuesas, zarzamoras y cerezas. La frecuencia de
aislamientos obtenidos por sitio de muestreo y las especies
identificadas hasta el momento se detallan en la Tabla 1.
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Aislamiento e identificacion de hongos

Se obtuvieron 50 aislamientos de hongos de las frutas con
sintomas de enfermedad, 13 a partir de frutas de Gaiman, 22 del
Paralelo 42 y 15 de Trevelin. Alternaria, Mucory Penicillium fue-
ron los géneros que presentaron mayor diversidad de especies.
Las especies identificadas por sitio de muestreo y las frecuencias
de aparicion se detallan en la Tabla 1.

Discusion

A partir de los tres tipos de frutas analizadas en este traba-
jo, se obtuvieron 308 aislamientos de levaduras, distribuidos
en 7 géneros y 13 especies y 50 aislamientos de mohos poten-
cialmente patogénicos distribuidos en 12 géneros y 19 especies

La determinacién taxondmica de levaduras mostré que
Cystofilobasidium macerans y A. pullulans fueron las Gnicas
especies identificadas comunes a los tres sitios de muestreo.
Ademas, A. pullulans fue la inica especie identificada comtn
a los tres tipos de fruta, todas ellas provenientes del Paralelo
42°. Este sitio fue el que mostrd la mayor diversidad de espe-
cies, esto puede deberse a que las cerezas y frambuesas obte-
nidas en los establecimientos de la zona son producidas de
forma organica y las zarzamoras se producen naturalmente
de forma asilvestrada. Asimismo, A. pullulans fue la tnica
especie aislada tanto con técnicas de aislamiento para leva-
duras como con la asociada a frutas enfermas, para obtener
los hongos patdgenos. Esto concuerda con su distribucién
cosmopolita y con los diferentes roles que puede adoptar,
entre ellos, como saprobio en alimentos en descomposicion
(Pitt & Hocking 2009).

Algunas de las especies identificadas en el presente tra-
bajo ya fueron identificadas en aislamientos de la superficie
de frutas en otros paises, destacandose A. pullulans y Rhodo-
torula colostri por haber sido aisladas y probadas como ACB
sobre patdgenos poscosecha que afectan a frutas finas en
Italia y Colombia, respectivamente (Schena et al. 2003, Me-
dina et al. 2009). Por otro lado A. pullulans, Cystofilobasi-
dium infirmominiatun, Cryptococcus wieringaey C. victoriae
fueron caracterizadas como ACB en peras en condiciones
de poscosecha en Patagonia (Robiglio et al. 2011, Lutz et al.
2012). Ademas, algunas especies identificadas en este traba-
jo, fueron asociadas a frutos de rauli (Nothofagus nervosa)
donde podrian actuar como agentes promotores del creci-
miento y/o ACB contra patégenos que afectan a esta especie
forestal (Fernandez et al. 2012). Se identificaron también es-
pecies de levaduras psicrofilas, como Guehomyces pullulans,
Cryptococcus albidosimilis, C. friedmannii, Cystofilobasidium
capitatum, C. infirmominiatum, C. macerans, y Mrakiella cr-
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Tabla 1. Especies de levaduras y hongos aislados de diferentes sitios de muestreo y hospedantes.
* indica especies de levaduras y mohos que también se identificaron para cerezas del Paralelo 42°. # indica que la especie también

fue identificada para cerezas y zarzamoras del Paralelo 42°.

Sitio Hospedante Numero de Especies de levaduras Numero Especies de hongos
levaduras de hongos
Alternaria alternata
Cystofilobasidium macerans Alternaria arborescens
Cerezas 97 Cystofilobasidium infirmominiatum 13 Aureobasidium pullulans
c Filobasidium capsuligenum Fusarium avenaceum
g Guehomyces pullufans Fusarium sp
T Penicillium crustosum
o Ulocladium sp
Alternaria rosae
Cystofilobasidium macerans Aureobasidium pullulans
Cerezas Cystofilobasidium capitatum Chaetomium funicola
Cladosporium macrocarpum
Fusarium sp
Mucor circinelloides
367 22 » )
Mucor piriformis™
Frambuesas Aureobasidium pullulans# Penicillium crustosum™
Cryplococcus victoriae™ Penicillium simplicissimum
R Cystofilobasidium infirmominiatum™
g Cryptococcus albidosimilis Botrytis cinerea*
© Zarzamoras Cryptococcus friedmannii Mucor fragilis
:1; Cryptococcus wieringae
= Rhodotorula fujisanensis
o Rhodotorula colostri
Alternaria arborescens
Aureobasidium pullulans
Chaetomium funicola
Cystofilobasidium capitatum Cladosporium macrocarpum
Cystofilobasidium macerans Epicoccum nigrum
Cerezas 217 Guehomyces pullulans 15 Fusarium avenaceum
Mrakiella cryoconiti Penicillium commune
= Penicillium crustosum
T Mucar piriformis
E Trichoderma citrinoviride

yoconiti previamente aisladas de ambientes extremos, como
lagos patagonicos y aguas antdrticas y glaciares (Bhadra et
al. 2008, Libkind et al. 2009, Song et al. 2009, Thomas-Hall
et al. 2010). Esto concuerda con su capacidad para crecer a
bajas temperaturas y destaca la importancia de aislar y se-
leccionar los antagonistas en condiciones de bajas tempe-
raturas para obtener individuos adaptados a esos ambientes
(Sangorrin et al. 2014).

Los géneros de hongos identificados han sido repor-
tados en Argentina como patogenos de citricos, frutos de
pepita, trigo, lipulo y fruta fina (Nome et al. 2012). Los pa-
tégenos que afectan la fruta dependerian de las condicio-
nes ambientales propias de cada sitio. Las especies de los
géneros Mucor y Penicillium fueron aisladas mayormente en
la comarca del Paralelo 42° donde existe un “microclima”
calido y humedo que favorece el desarrollo de estos mohos.
En Gaiman, donde el clima es seco, los géneros Alternaria
y Ulocladium fueron mas frecuentes; esto concuerda con
la estructura morfologia que tienen estos taxones que les
confiere mayor tolerancia a climas mas calurosos y secos.

Ulocladium consortiale

Si bien se supone que los mohos aislados a partir de tejido
enfermo son los responsables de generar la pudricidn, esto
se confirma solamente con estudios de virulencia. Dichos
estudios, para los patdgenos aislados en este trabajo, fue-
ron realizados por nuestro grupo donde se demostr6é que
las especies Mucor piriformis, Penicillium crustosum y P. sim-
plicissimum son altamente patogénicas para las frutas finas
almacenadas hasta su comercializacion (Lopez et al. 2013).
Ademas de la obtencién de hongos patdgenos, se aislaron
cepas de Aureobasidium, Epicoccum, Trichorderma'y Ulocla-
dium, géneros con especies reconocidas por su capacidad
biocontradora; este resultado presenta otros organismos a
ser evaluados como ACB para fruta fina en la region.

Este primer estudio realizado para identificar la mico-
biota asociada a la fruta fina de Patagonia Sur, proporciona
la base sobre la cual se realizardn pruebas de confrontacion
entre las levaduras y los hongos patdgenos de poscosecha
en busca de agentes de biocontrol en estos tipos de frutos.

La obtencion de levaduras con capacidad antagénica
contra hongos patoégenos de fruta fina permitird obtener
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un método econdémico y saludable con el medio ambiente,
como también posibilitard el desarrollo de una formulacién
comercial natural basada en microorganismos biocontrola-
dores de enfermedades de poscosecha.
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