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SUMMARY

This work is focused to the selection, identification and characterization of native yeasts for the biological
control of postharvest diseases of apples and oranges. In previuos work (Pianzzola et al., 2004; Wozniak,
2003) native strains of pathogens were selected based on aggressiveness and fungicide resistance. Biological
control assays for antagonists selection were performed against those selected pathogenic strains. Based on the
selection results three native strains were identified. They were able to control postharvest rots caused by P.
expansum and Botrytis cinerea in Red Delicious apples stored at 0-1ºC. Two of them were also able to control
the development of rots caused by P. digitatum and P. italicum in Washington Navel oranges at 5ºC. The selected
antagonists were not able to grow at temperatures higher than 34ºC, so it would not be probable that they could
colonize human body. It is supposed that nutrient or space competiiton is the main mechanism by which the
antagonists act, since it was demonstrated that they could colonize fruit wounds effectively. However one of
the antagonists was also able to produce enzymes that can hydrolize pathogen cell walls.
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RESUMEN

Este trabajo plantea la búsqueda, selección, identificación y caracterización de levaduras nativas para el control
biológico de enfermedades en postcosecha de manzanas y naranjas. En trabajos previos (Pianzzola et al., 2004;
Wozniak, 2003) se han caracterizado y seleccionado según su agresividad y resistencia a fungicidas, cepas
nativas de patógenos postcosecha de estos frutos. Contra dichas cepas es que se han realizado los ensayos de
biocontrol en la búsqueda de antagonistas efectivos que disminuyan la aparición de síntomas en estrategias
preventivas. Se han identificado tres cepas nativas de levaduras capaces de controlar el desarrollo de podredum-
bres causadas por Penicillium expansum y Botrytis cinerea en manzanas Red Delicious en almacenamiento a 0-
1ºC en atmósfera normal. A su vez dos de estas cepas son capaces también de controlar el desarrollo de
Penicillium italicum y Penicillium digitatum en naranjas Washington Navel almacenadas a 5ºC. Los
microorganismos antagonistas son incapaces de crecer a temperaturas mayores de 34ºC y por lo tanto no sería
posible que colonizaran el cuerpo humano. Se plantea que el mecanismo de acción principal sería la competencia
por nutrientes o espacio ya que los tres antagonistas son muy buenos colonizadores de heridas de fruta. Sin
embargo se demostró que una de las cepas produce enzimas capaces de degradar paredes de hongos.
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INTRODUCCIÓN

Las frutas y hortalizas son susceptibles de ser atacadas
por diferentes patógenos luego de cosechadas. El control
de estas enfermedades se ha basado históricamente en la
aplicación de fungicidas de síntesis química. Sin embargo,
en la actualidad, es muy reducido el número de principios
activos efectivos autorizados para su uso en esta etapa,
debido principalmente a consideraciones toxicológicas.
Esto ha generado dificultades a la hora de instrumentar
estrategias de manejo anti-resistencia (Brent & Hollomon,
1998). Se ha confirmado la presencia de patógenos resis-
tentes a los fungicidas más comúnmente utilizados
(Wozniak, 2003; Monteiro et al., 1997; Delgado & Pérez,
1998; Eckert, 1987). A su vez se ha incrementado la con-
ciencia pública acerca de los riesgos a la salud y al medio
ambiente que puede traer consigo el uso de fungicidas.
Un nuevo concepto de calidad ha surgido. Los consumi-
dores ya no consideran solamente la estética del produc-
to, sino que exigen que el mismo esté libre de residuos
tóxicos y que haya sido producido siguiendo prácticas
sustentables y respetuosas del medio ambiente. Para po-
der dar respuesta a estas demandas se desarrollaron en
diferentes países programas de Producción Integrada (PI)
y de Buenas Prácticas Agrícolas (BPA). Estos Programas,
mediante la integración de los agricultores con los servi-
cios de extensión y los centros de investigación,
implementan la producción comercial de frutas y hortali-
zas de alta calidad minimizando el uso de plaguicidas y sus
efectos secundarios (Mondino, 2003; Núñez et al., 2003;
Giantini 2003). En este contexto, el control biológico de
enfermedades de postcosecha ha demostrado ser una al-
ternativa promisoria factible de ser incorporada en Siste-
mas de Manejo Integrado.

En la actualidad existen por lo menos dos formulaciones
comerciales a base de levaduras utilizadas para el control
biológico de enfermedades en postcosecha de frutas. Ellas
son Aspire basado en Candida oleophila producida en
Estados Unidos y Yield Plus basado en Cryptococcus
albidus producida en Sudáfrica. Sin embargo, el desarro-
llo de una formulación nacional basada en cepas
autóctonas seleccionadas por su capacidad de controlar
patógenos nativos altamente agresivos sería importante.
La misma estaría basada en recursos genéticos propios y
podría ser desarrollada por industrias nacionales, dismi-
nuyendo la dependencia tecnológica en este tipo de
insumos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Fruta

Se utilizaron manzanas variedad Red Deliciuos y naran-
jas Washington Navel sin tratamientos químicos luego de
la cosecha.

Patógenos

Para realizar los ensayos de control biológico se utiliza-
ron cepas de patógenos previamente identificados y se-
leccionados por su alta agresividad y por resistencia a
fungicidas (Pianzzola, 2004; Wozniak, 2003).

En el caso de manzanas se utilizaron cepas nativas de
Penicillium expansum y Botrytis cinerea y en el caso de
naranjas, cepas nativas de Penicillium italicum y
Penicillium digitatum. Las cepas se mantuvieron en Potato
Dextrose Agar (PDA) a 5ºC.

Caracterización de flora superficial de la
fruta

Los antagonistas se aislaron de la superficie de frutas
sanas. En el caso de las manzanas se utilizaron 20 frutos
que habían estado almacenados durante 6 meses a 0ºC en
atmósfera convencional. En el caso de citrus se utilizaron
20 limones almacenados durante 1 mes a 5ºC. Cada fruto se
sumergió en suero fisiológico estéril y se agitó en agitador
a 130 rpm por 10 minutos. Cien microlitros de la suspen-
sión resultante y dos diluciones seriadas de la misma, se
plaqueron en superficie en PDA con cloranfenicol
(25µg ml-1) y Tripticase Soy Agar. Las placas se incubaron
a 25ºC durante 5 días. Se seleccionaron las colonias con
diferentes características macroscópicas y se reaislaron
en PDA o TSA según correspondiera. En el caso de las
manzanas, los aislamientos predominantes se identifica-
ron a nivel de género. Para la identificación de hongos
filamentosos se utilizó la clave de Pitt (1999). En el caso de
levaduras y bacterias se utilizaron la clave de Kurtzman &
Fell (1998) y el Manual de Bergey (Krieg & Holt, 1984),
respectivamente.

Selección de antagonistas

Se realizó una selección en dos pasos. En un primer
paso se cultivaron todos los aislamientos en PDA o TSA
según correspondiera a 5ºC durante 15 días. Aquellos
microorganismos capaces de crecer en esas condiciones
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se seleccionaron para continuar el trabajo. El segundo
paso de selección consistió en realizar ensayos de control
biológico sobre fruto a la temperatura de almacenamiento
correspondiente a cada tipo de fruto. Los microorganismos
aislados de manzana fueron probados en primera instan-
cia en manzana contra las cepas seleccionadas de P.
expansum y Botrytis cinerea, mientras que los
microorganismos aislados de limones se ensayaron en
naranja contra las cepas seleccionadas de P. italicum y P.
digitatum.

Ensayos de biocontrol

Para la realización de los ensayos de biocontrol se uti-
lizaron frutas sanas, recién cosechadas. Las frutas se des-
infectaron superficialmente con etanol al 70% y se deja-
ron secar a temperatura ambiente. Se realizaron 5 heridas
en cada fruta en la zona ecuatorial. Cuatro heridas se ino-
cularon con 10 µl de una suspensión de antagonistas de
concentración 107 ufc mL-1 y la herida restante se inoculó
con agua destilada estéril. Luego de 24 horas a temperatu-
ra de incubación (0ºC en el caso de las manzanas y 5ºC en
el caso de las naranjas) cada herida se inoculó con 10 µl de
suspensión de patógenos de concentración 104 conidia
mL-1. La fruta se almacenó durante 1 mes a 5ºC en el caso
de las naranjas y durante tres meses a 0ºC en el caso de las
manzanas. Se realizaron 25 repeticiones por tratamiento.
Una vez finalizado el período de incubación se examina-
ron todas las heridas en busca de síntomas de enferme-
dad; se midieron los diámetros de las lesiones (severidad)
y se calcularon los porcentajes de incidencia y severidad,
los cuales se definieron como:

           Nº heridas con enfermedad x 100
                                            Nº heridas totales

     Promedio diámetro de lesión en heridas
    con antagonista x 100

                         Promedio diámetro de lesión en heridas
    control

Para analizar la variable severidad se consideraron sólo
las heridas en las cuales se presentó la enfermedad. El
análisis se realizó con el procedimiento GLM del paquete
estadístico SAS V 8. La variable incidencia se analizó con
el procedimiento GENMOD del paquete estadístico SAS
V 8, según un modelo lineal generalizado, considerando
que la variable tiene distribución binomial. Se contrasta-
ron los agentes biocontroladores contra el control.

Los microorganismos capaces de controlar la inciden-
cia de enfermedad, en un 70% o más, fueron selecciona-
dos. En segunda instancia con los aislamientos seleccio-

nados se realizaron ensayos confirmatorios utilizando por
lo menos 75 repeticiones por tratamiento.

Identificación de las cepas seleccionadas

Los microorganismos seleccionados como biocontro-
ladores se identificaron a nivel de especie según clave de
Kurtzman & Fell (1998). Su identidad fue corroborada me-
diante amplificación y secuenciación de la región ITS1-
5.8SrDNA-ITS2 con posterior comparación de la secuen-
cia con secuencias depositadas en GenBank (URL:http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el servidor BLAST del
National Centre of Biotechnology Information (NCBI). La
amplificación de la región mencionada se realizó a partir
del ADN de las cepas obtenido mediante purificación se-
gún protocolo de Schena et al. (1999). Los amplicones se
obtuvieron por reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando los primers ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) sin-
tetizados por BioSynthesis Company (Lewisvile, TX). La
reacción de PCR se realizó en un equipo termociclador
automático Perkin Elmer, modelo 2400, utilizando el kit de
amplificación Ready-to-Go (Amersham Pharmacia Biote-
ch, Piscataway, NJ). Para desnaturalizar el ADN, la mezcla
de reacción se calentó 2 minutos a 94ºC, y se continuó con
35 ciclos seguidos de una etapa final de extensión de 10
minutos a 71ºC. Cada ciclo consistió en las siguientes eta-
pas: desnaturalización de 40 segundos a 95ºC, hibridación
de 1 minuto a 54ºC y extensión de 2 minutos a 72ºC. La
secuencia de los productos de PCR purificados fueron rea-
lizadas por la Compañía Macrogen Inc. (Corea).

Caracterización de las cepas seleccionadas

Para cada una de las cepas seleccionadas se determinó
la temperatura óptima de crecimiento. Para ello se realiza-
ron curvas de crecimiento a diferentes temperaturas (5ºC,
25ºC, 30ºC y 37ºC) en medio YNB + 2% glucosa con agita-
ción constante (150 rpm) con un inóculo inicial de 1x10 5

ufc /mL. A partir de cada curva de crecimiento se determi-
nó la velocidad de crecimiento de la fase exponencial y se
graficaron las diferentes velocidades en función de la tem-
peratura, para cada antagonista. Se determinó temperatura
óptima y máxima de crecimiento, definidas como la tempe-
ratura a la cual la velocidad de crecimiento (µ) es máxima y
la temperatura por encima de la cual no se observa creci-
miento.

Se determinó la sensibilidad de los microorganismos a
los fungicidas utilizados comercialmente para evaluar la
posibilidad de combinarlos con cantidades reducidas de
los fungicidas dentro de un esquema de Producción Inte-
grada. Para ello se determinó la concentración inhibitoria

% incidencia =

% severidad =
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mínima (CIM) de cada fungicida para cada antagonista. El
ensayo se realizó utilizando placas de PDA con concentra-
ciones crecientes de los fungicidas. En cada placa se ino-
cularon en forma puntual, 10 µL de suspensiones de
106 conidias/ml de los antagonistas seleccionados. Se in-
cubaron a 25ºC durante 72 horas y se observó si había
crecimiento macroscópico. La CIM se definió como la mí-
nima concentración de fungicida capaz de inhibir el creci-
miento de los antagonistas. Las concentraciones de
fungicida ensayadas fueron las siguientes: 0.125, 0.25, 0.5,
1 y 2 ppm de imazalil; 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 ppm
de iprodione y 8, 16, 128, 256 y 512 ppm de tiabendazol. Las
concentraciones fueron seleccionadas basándose en los
resultados obtenidos con las cepas nativas de los diferen-
tes patógenos aislados previamente (Pianzzola et al., 2005;
Wozniak, 2003). Se determinó la sensibilidad a quitosano
de los antagonistas seleccionados. Para ello se determinó
la CIM de quitosano capaz de inhibir a los antagonistas. El
ensayo se realizó en medio líquido, en tubos conteniendo
5 mL de YNB + 2% de glucosa con concentraciones cre-
cientes de cloruro de quitosano (0.25 %,  0.5 %, 1 %, 2 %).
Cada tubo se inoculó con 10 µL de una suspensión de
1x10 7 ufc / ml de cada antagonista. Los tubos se incubaron
a 25ºC durante 3 días. Se evaluó crecimiento como apari-
ción de turbidez.

Mecanismos de acción. Cultivos duales

Para estudiar la producción de metabolitos antifúngicos
difusibles por parte de las cepas antagonistas, se realiza-
ron cultivos duales de los antagonistas y los patógenos
en PDA y en Agar Jugo de Manzana (Vero et al., 2002).

Se colocó un disco de micelio de cada hongo patógeno
en el centro de la placa y luego se sembró por estría a 3 cm
de distancia, la cepa antagonista. Como control se utiliza-
ron placas sembradas solamente con los patógenos. Se
comparó visualmente y se determinó inhibición del creci-
miento de los patógenos por parte de los antagonistas
comparado con las placas control.

Inhibición de la germinación

Se estudió si los microorganismos antagonistas produ-
cían algún efecto en la germinación de las conidias de las
cepas nativas de patógenos en estudio. El ensayo se rea-
lizó en tubos conteniendo 5 mL de jugo de manzana estéril
los cuales fueron inoculados con 100  l de suspensión de
la cepa antagonista en suero fisiológico a una concentra-
ción de 1 x107 ufcml-1 y 100  l de suspensión de conidias del
patógeno a la misma concentración.

Como control se empleó medio estéril inoculado sola-
mente con la suspensión de conidias. Los tubos se incu-

baron entre 12-18 horas a 25º C. Las conidias se observa-
ron microscópicamente, y se evaluó el porcentaje de
germinación. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Colonización de heridas

Se estudió la capacidad de los antagonistas seleccio-
nados de crecer y sobrevivir en el sitio de infección (heri-
das) en determinadas condiciones de temperatura y tiem-
po. Para ello se realizaron heridas en frutas sanas del modo
ya descrito en los ensayos de biocontrol. Cada herida fue
inoculada con 10  L de una suspensión del antagonista de
1x10 7 ufc / mL.

La fruta se almacenó en cámara fría a 1º C durante 3
meses. El porcentaje de humedad se mantuvo elevado por
el agregado continuo de agua sobre el piso de la bandeja.
Se utilizaron 5 manzanas por tratamiento, cada manzana
presentaba 6 heridas y cada tratamiento tenía 3 repeticio-
nes. A lo largo del tiempo se tomaron muestras de las heri-
das. Para cada tiempo se extrajeron 3 heridas de 3 manza-
nas diferentes. Las heridas se retiraron del tejido circun-
dante con bisturí, se colocaron en tubos con suero fisio-
lógico estéril por 5 ml, y se homogeneizaron en Vortex durante
1 minuto. Se realizaron las diluciones correspondientes y se
plaquearon en PDA, incubándose por 48 horas a 25º C.

Se determinó el número de microorganismos viables
como unidades formadoras de colonia (ufc) por herida,
construyéndose curvas de crecimiento para cada antago-
nista. En cada caso, se determinó la curva de mejor ajuste
con sus respectivos errores (intervalo de confianza 95 %),
para todos los puntos menos el inicial. Cada curva se trazó
utilizando los promedios de cada repetición. El tiempo cero
representa la cantidad de microorganismos con la cual se
inoculó cada herida.

Producción de enzimas líticas

Se estudió la producción de enzimas (quitinasas y
β -1,3-glucanasas) capaces de hidrolizar las paredes de los
hongos patógenos. Los microorganismos seleccionados
se hicieron crecer en YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco)
suplementado con paredes (1mg/mL) de Penicillium
expansum como única fuente de carbono. Se incubaron a
25º C durante 15 días. El sobrenadante obtenido se filtró
por filtro de 0,22  µm. En el filtrado se ensayaron las activi-
dades enzimáticas.

Las paredes de hongo para suplementar el medio se
prepararon según técnica de Rey (1998). La determinación
de la actividad β-1,3 glucanasa se realizó utilizando lami-
narina (Sigma, St. Louis, MO) como sustrato según técni-
ca de Castoria et al. (1997), determinándose luego la canti-
dad de azúcares reductores liberados por el método de
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Nelson y Somogyi (Nelson, 1944; Somogyi, 1952). Se defi-
nió una unidad de enzima como los micromoles de azúca-
res reductores liberados por ml por minuto. La actividad
exoquitinasa se determinó utlizando p-nitrofenil-N-Acetil
β-D-glucosamina (Sigma, St. Louis, MO) como sustrato
siguiendo técnica descrita por Mahadevan y Crawford
(1997). Luego de la incubación de la enzima con el sustrato
durante 24 horas a 25ºC, se determinó por espectrofotome-
tría la cantidad de p-nitrofenol liberado. Se definió una
unidad de enzima como los micromoles de p-nitrofenol li-
berados por ml de muestra por minuto de reacción.

RESULTADOS

La cantidad de microorganismos en la superficie de fru-
tos, tanto manzanas como limones fue del orden de 106 ufc
por fruto. Se recuperaron en forma predominante levadu-
ras y bacterias, pero también hongos filamentosos de los
cuales la mayoría fueron identificados dentro del género
Cladosporium. En el caso de manzanas, la especie
bacteriana ampliamente predominante fue Enterobacter
agglomerans, mientras que la mayoría de las levaduras
pertenecía a los géneros Aureobasidium, Rhodotorula y
Cryptococcus.

Se trabajó con 20 aislamientos en el caso de manzanas y
25 aislamientos en el caso de naranjas. En ambos casos,
aproximadamente el 80% de los aislamientos fueron capa-
ces de crecer a bajas temperaturas. De los aislamientos
seleccionados en manzana solamente uno fue capaz de
controlar en más de 70% la incidencia de Penicillium
expansum y Botrytis cinerea. En el caso de las naranjas se
seleccionaron 2 aislamientos. Los tres aislamientos selec-

cionados resultaron levaduras. El aislamiento selecciona-
do en manzana (cepa B) fue identificado como
Aureobasidium pullulans y su identidad fue corroborada
por comparación de secuencias encontrándose un 100%
de similitud con secuencias de cepas pertenecientes a esa
especie depositadas en el Genbank. Los aislamientos se-
leccionados en limones (cepas PL9 y PL1) fueron identifi-
cados como Leucosporidium scotii y Cystofilobasidium
infirmominiatum. Las secuencias de la región ITS1-ITS2
presentaron un 100% y un 99% de similitud con secuen-
cias de cepas pertenecientes a esas especies depositadas
en el Genbank. La Figura 1 muestra los resultados del en-
sayo de biocontrol, utilizando 75 repeticiones, realizado
en naranjas utilizando como agentes biocontroladores las
cepas PL1 y PL9. Las cepas PL1 y PL9 resultaron también
efectivas como agentes de biocontrol de Penicillium
expansum y Botrytis cinerea en manzana. Sin embargo la
cepa B seleccionada en manzana no resultó buen antago-
nista de Penicillium digitatum y Penicillium italicum en
naranja. La Figura 2 muestra el resultado del ensayo de
biocontrol en manzana utilizando como antagonistas di-
chas cepas y la cepa B aislada de manzana. Se puede ob-
servar que las cepas aisladas de limones lograron proteger
también las heridas de manzana del ataque de patógenos
poscosecha, resultando tan eficientes como la cepa aisla-
da de manzana. La Figura 3 muestra la severidad de la en-
fermedad en las heridas de manzana protegidas por los
diferentes antagonistas en comparación con el control,
registradas en el mismo ensayo. Se puede ver que en to-
dos los casos la severidad de los síntomas causados por
ambos patógenos fue significativamente menor en las he-
ridas protegidas por los antagonistas.
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Figura 1. Incidencia de podredumbre cau-
sada por P. digitatum o P.italicum en heri-
das de naranja control y protegidas por las
cepas antagonistas PL1 y PL9. Letras dife-
rentes indican diferencias significativas
con el control (P=0.05).
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Caracterización de antagonistas

La temperatura óptima de crecimiento de todos los an-
tagonistas seleccionados fue de 25ºC, mientras que la tem-
peratura máxima de crecimiento en los tres casos fue de
aproximadamente 34ºC. Por lo tanto ninguno de los tres
antagonistas crece a temperaturas mayores de 34ºC, ob-
servándose muerte microbiana cuando fueron incubados
a 37ºC. Los tres antagonistas fueron capaces de crecer en
presencia de 512 ppm de tiabendazol e iprodione. Con res-
pecto al imazalil la cepa B mostró una concentración
inhibitoria mínima de 1ppm, mientras que los otros dos
antagonistas (cepas PL1 y PL9) fueron capaces de crecer
en presencia de la concentración máxima ensayada de

imazalil: 2ppm. Estas dos cepas a su vez no crecieron en
presencia de quitosano, mientras que la cepa B presentó
una CIM a quitosano de 2 %.

Mecanismos de acción

Ninguna de las cepas de antagonistas seleccionadas
presentó inhibición de los patógenos en cultivos duales,
por lo tanto no se constató la producción de metabolitos
antifúngicos difusibles para ninguna de las cepas, en las
condiciones del ensayo.

La cepa B (Aureobasidium pullulans) fue capaz de in-
hibir la germinación de conidias de P.expansum. El cuadro
1 muestra el porcentaje de conidias germinadas en el con-
trol y en presencia de la cepa antagonista.
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Figura 2. Incidencia de podredumbre causada por Botrytis
cinerea y Penicillium expansum en heridas de manzana
control y protegidas por las cepas antagonistas B, PL1 y
PL9. Letras diferentes indican diferencias significativas con
el control (P=0.05).

Figura 3. Severidad de la podredumbre ocasionada por
Botrytis cinerea y Penicillium expansum en heridas de
manzana control y protegidas por las cepas antagonistas
B, PL1 y PL9. Letras diferentes indican diferencias signifi-
cativas con el control (P=0.05).

Tratamiento % conidias germinadas (promedio) 

Control 71 % 

Ensayo 1 30 % 

Ensayo 2 25 % 

Ensayo 3 25 % 

Cuadro 1. Porcentaje de conidias germinadas en presencia y ausencia
(control) de la cepa anatagonista B
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Las tres cepas antagonistas seleccionadas fueron ca-
paces de colonizar heridas de manzana, manteniéndose
viables durante el período del ensayo (3 meses) en condi-
ciones de almacenamiento (0ºC-1ºC). Las Figuras 4, 5 y 6
muestran la variación de la población de cada uno de los
antagonistas en las heridas de manzanas. En los tres ca-
sos la población se mantiene viable dentro del orden de
inoculación. Se demostró que la cepa B (Aureobasidium
pullulans) es capaz de crecer en presencia de paredes del
patógeno (P. expansum) como única fuente de carbono y
de producir enzimas (quitinasas y glucanasas) que degra-
dan paredes fúngicas. Se pudo detectar la producción de
0,47UE de exoquitinasa y 63 UE de  β-1,3 glucanasa. Los
otros dos antagonistas seleccionados no crecieron en las
condiciones del ensayo.

DISCUSIÓN

El método de selección de antagonistas resultó efecti-
vo. La primera selección por frío redujo el número de aisla-
mientos a probar en ensayos de control biológico. Esta
estrategia facilitó el trabajo, ya que en cada ensayo de
biocontrol se deben realizar por lo menos 20 repeticiones
para tener resultados analizables estadísticamente.

Se seleccionaron tres cepas autóctonas capaces de con-
trolar la aparición de síntomas en heridas de manzana ino-
culadas con cepas agresivas de P. expansum y Botrytis
cinerea. Dos de las cepas seleccionadas resultaron tam-
bién buenos antagonistas de P. digitatum y P. italicum en
heridas de naranja, llegándose a niveles de protección
mayores o iguales al 80%. Cepas de Aureobasidium

Figura 4. Curva de crecimiento del antagonista PL1 en
heridas de manzana a 1ºC.

Figura 5. Curva de crecimiento del antagonista B en heri-
das de manzana a 1ºC.

Figura 6. Curva de crecimiento del antagonista PL9 en
heridas de manzana a 1ºC

pullulans ya han sido identificadas como agentes de control
biológico en postcosecha de frutas (Ippolito & Nigro, 2000).
Sin embargo no existen antecedentes de cepas de
Leucosporidium scotii y Cystofilobasidium infirmominiatum
como controladores biológicos. Cepas de estas especies han
sido aisladas de ambientes fríos como el suelo de la Antártida
y no se han descrito como patógenos humanos (Kurtzman
& Fell, 1998). Por otra parte, es importante destacar que
los tres antagonistas seleccionados son incapaces de cre-
cer a temperaturas mayores de 34ºC por lo cual serían in-
capaces de colonizar el cuerpo humano.

Las tres cepas seleccionadas fueron capaces de crecer
en presencia de tres de los fungicidas más utilizados en
nuestro país para el tratamiento postcosecha de citrus y
manzanas. Los niveles de sensibilidad de las cepas fue-
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ron iguales al de las cepas de patógenos que resultaron
resistentes a los fungicidas en tratamiento sobre fruta
(Wozniak, 2003). De acuerdo a estos resultados sería posi-
ble combinar el uso de los antagonistas con menores do-
sis de fungicidas en estrategias de manejo integrado. La
cepa de Aureobasidium pullulans fue capaz de crecer en
presencia de quitosano al 1%. Esto haría factible una apli-
cación conjunta de dicha cepa con quitosano de forma de
potenciar la acción controladora.

Los estudios de los mecanismos de acción demostra-
ron que las tres cepas eran capaces de colonizar las heri-
das de manzanas manteniéndose los niveles de la pobla-
ción inicial durante tres meses. Estos resultados sugieren
que las heridas estarían protegidas por lo menos durante
ese período de tiempo, ya que el número de antagonistas
presentes es el necesario como para que ocurra el
biocontrol. En los tres casos se observa una disminución
inicial en el número de microorganismos inoculados en las
heridas. Esta disminución es muy marcada en la cepa B y
menos en las otras dos cepas antagonistas. Esto puede
deberse según Castoria et al. (2003) a la presencia de espe-
cies reactivas del oxígeno (peróxido e ion superóxido) ge-
neradas como reacción del fruto a la aparición de una heri-
da. El diferente comportamiento de las distintas cepas ino-
culadas podría estar en relación con su tolerancia al estrés
oxidativo.

La acción biocontroladora de la cepa de Aureobasidium
pullulans podría deberse además a su capacidad de pro-
ducir enzimas capaces de hidrolizar paredes de hongos.
Esta cepa además, inhibió la germinación de conidias de P.
expansum en jugo de manzana. Ninguno de los antagonis-
tas seleccionados produjo sustancias antifúngicas capa-
ces de difundir e inhibir el crecimiento de los patógenos en
cultivo dual, en ninguno de los medios ensayados. Las
sustancias antifúngicas son metabolitos secundarios por
lo que su producción es muy dependiente de las condicio-
nes en que se encuentre creciendo el organismo produc-
tor. La no producción de dichas sustancias en PDA o Agar
Jugo de Manzana no asegura que las mismas no se pro-
duzcan en las heridas de fruta.

Para continuar este trabajo las cepas antagonistas se-
rán combinadas con otros tipos de medidas de control que
lleven a una disminución del uso de fungicidas de síntesis
química. Es el primer paso hacia una formulación que po-
dría ser desarrollada completamente en nuestro país.
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