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RESUMEN

La mala calidad y deficiente comercializaciéon de la manzana
(Malus domestica Borkh) producida en la Sierra de Querétaro,
México se deben en parte al almacenamiento indebido del producto
durante el cual ocurren pérdidas, principalmente por dafios provo-
cados por Penicillium expansum Link, causante de la pudricion azul.
Una alternativa ecoldgica para controlar ésta y otras pudriciones es
el uso de levaduras antagénicas, las cuales pueden desarrollarse a
bajas temperaturas por tiempos prolongados. La capacidad antagé-
nica de diversas levaduras, recuperadas y aisladas de frutos y pro-
ductos naturales, contra P. expansum fue evaluada in vitro e in vivo
y sobre manzanas obtenidas en Cadereyta, Querétaro. Las levaduras
mas sobresalientes fueron identificadas mediante el sistema Biolog®.
La cepa 16-212 mostr6 el mas alto porcentaje de inhibicion sobre
P. expansum a 96 h de incubacién in vitro (67 %). En los experimen-
tos in vivo sobre frutos, las cepas Svtt y 23-61 mostraron el mayor
poder antagénico. No se observé correlacion alguna entre el antago-
nismo in vitro y sobre los frutos (r = 0.11). El método Biolog® per-
mitié la identificacion de 5-vtt como Candida incommunis, con una
similitud (IS) = 0.72 y con 95 % de confiabilidad; de 38-432 (Debar-
yomices hansenii C, IS = 0.53) y de 35-111 (Cryptococcus albidus, IS
= 0.58). La cepa 26-224 (Torulaspora spp.) se identifico mediante
manuales especializados. Biolog® resulté un método eficiente para
identificar la mayoria de cepas de levadura estudiadas.

Palabras clave: Malus domestica, levaduras, control bioldgico, in-
hibicion.

SUMMARY

Low quality and inadequate marketing of apple (Malus domes-
tica Borkh) produced in the highlands of Querétaro, México are
partly due to an inadequate product storage during which losses
ocurr, most of them due to the “blue mould” caused by Penicillium
expansum Link. An ecologic alternative for controlling this and
other decays is the use of antagonistic yeasts with ability to grow at
low temperatures for long periods of time. The antagonistic potential
of isolated yeasts against P. expansum was evaluated in vitro and in
vivo on apples obtained in Cadereyta, Querétaro. The most effective
yeast strains were identified by using the Biolog® system. Strain 16-
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212 showed the highest inhibition against P. expansum after 96 h of
in vitro incubation (67 %). On fruits experiments in vivo, strains 5vtt
and 23-61 showed the highest antagonism. No correlation between
the in vitro and in vivo antagonisms was observed (r = 0.11). The
Biolog® system allowed the identification of 5-vtt (Candida incom-
munis), with a similarity index (SI) of 0.72 and 95 % de probability,
of 38-432 as Debaryomices hansenii (SI = 0.53) and 35-111 as
Cryptococcus albidus (SI = 0.58). Strain 26-224 (Torulaspora spp.)
was also identified through specialized handbooks. Biolog® probed
to be an efficient method to identify most of the studied yeast
strains.

Index words: Malus domestica, yeasts, biological control, inhibi-
tion.

INTRODUCCION

Entre los frutales de clima templado, el manzano (Ma-
lus domestica Borkh) ocupa en México el primer lugar en
superficie con 59 826 ha (SAGARPA, 2006). En las zo-
nas altas del centro del pais crece en temporal o secano,
como en San Joaquin y Cadereyta del Estado de Queréta-
ro. La manzana de la region es de baja calidad, de acuer-
do con la Norma Oficial Mexicana para fruta fresca de

manzana, (NMX-FF-061-SCFI-2003), y se comercializa a

precios bajos y en pequefia escala, lo que en parte se debe
al intermediarismo y al desconocimiento del almacena-
miento en frio, de modo que una mejora de la calidad
permitiria al productor obtener mejores precios al dispo-
ner de un periodo mas amplio para comercializarla.

Durante el almacenamiento ocurren pérdidas debidas
principalmente a dafios producidos por hongos, de los
cuales més de 80 % son atribuidas a la pudricion azul
ocasionada por Penicillium expansum Link que es capaz
de desarrollarse por debajo de 0 °C (Spotts et al., 1999).
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Los frutos atacados manifiestan un olor a humedad y las
zonas de lesién consisten de masas blandas. Las esporas
pueden llegar a sobrevivir durante largas temporadas en
contenedores de madera, paredes, techos de frigorificos,
etc., donde el hongo puede crecer y reproducirse (Snow-
don, 1990).

El uso de fungicidas para el control de pudriciones es
poco aceptado cuando se usa mal debido a la limitacién de
ingredientes activos autorizados, a la toxicidad de los
productos y a la posible aparicion de cepas del hongo re-
sistentes a dichos productos (Francés et al., 2006); pero
existen productos aceptados por las normas internaciona-
les, como Fecundal® (i.a., imazalil) cuya efectividad de-
pende del ingrediente activo, su concentracion y el destino
del producto (Ghosoph et al., 2007). Una alternativa es la
utilizaciéon de levaduras antagdnicas capaces de crecer a
bajas temperaturas y por tiempos prolongados (Usall
et al., 2001). Se han detectado numerosas cepas de leva-
duras con capacidad antagdnica contra enfermedades de
poscosecha, pues al ser inoculadas en conjunto con el
hongo sobre manzanas heridas restringen el desarrollo de
éste después de un periodo de incubacion (Usall et al.,
2000).

Candida sake (CP-1) ha dado buenos resultados en el
control de la pudricién azul, sola o en combinacién con
Pantoea agglomerans (CPA-2) (Nunes et al., 2002) y a
nivel comercial en formulaciones liquidas o liofilizadas en
manzanas y peras (Pyrus communis L.) provenientes de
distintas regiones (Torres et al., 2006). Esta levadura ha
sido sometida a tratamientos térmicos para inducirle ter-
motolerancia y mejorar su viabilidad (Caflamas et al.,
2008). Metchnikowia pulcherrima se ha combinado con
tratamientos térmicos y atmoésferas modificadas (Janisie-
wicz et al., 2003) o con fungicidas naturales (Spadaro et
al., 2004), y en ambos casos se ha logrado un efecto si-
nérgico en el control de la pudricién azul y de otros hon-
gos. Sin embargo, los elevados costos de importaciéon de
los productos y su inconsistente respuesta cuando son
probados en regiones distintas a las de su origen (Torres
et al., 2006), han frenado su uso universal. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar la capacidad antagdnica
de levaduras recuperadas de productos naturales (vinos) y
de la superficie de frutos de manzana producidos en la
Sierra de Querétaro contra Penicillium expansum Link,
asi como estudiar la correlacion entre el antagonismo in
vitro de las levaduras y el observado in vivo sobre frutos,
e identificar a las levaduras sobresalientes.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la cepa de P. expansum y de las cepas de
levadura

La cepa del hongo Penicillium expansum Link utiliza-
da fue seleccionada en la regién por su virulencia sobre
manzanas ‘Golden Delicious’ y registrada con la clave
CFNL2016. La cepa se mantuvo en papa-dextrosa agar
(PDA), y sobre frutos para mantener su virulencia. Los
indculos se obtuvieron por recuento de conidios viables
con la técnica de vaciado en placa en medio NYDA (caldo
nutritivo, 8 g L?; extracto de levadura 5 g L*; dextrosa
10 g L''; agar 15 g L™); con dicho recuento se calculd la
dilucién para obtener la concentracién requerida (Vifias
et al., 1998).

Las levaduras se aislaron a partir de muestras de man-
zana colectadas en la regioén o de velos de vinos. La recu-
peracion se hizo con diluyente de peptona estéril. La sus-
pension obtenida se sembr6 en PDA adicionado con Rosa
de Bengala a 0.6 % y solucion de ampicilina, y se incubd
a26 + 1 °C, por 3 a5 d (Fernandez, 2000). Las colonias
de levaduras seleccionadas con base en su morfologia
contrastada fueron purificadas por siembras en NYDA, y
se adicion6 solucion de ampicilina (100 mcg mL" de me-
dio) (French y Hebert, 1980). Los cultivos puros fueron
transferidos a tubos inclinados que contenian medio NY-
DA, e incubados (26 + 1 °C por 48 h); después se colocd
aceite mineral estéril sobre el cultivo y los tubos fueron
almacenados a 1 °C hasta su utilizaciéon. Las suspensiones
de las levaduras se obtuvieron por cultivo en caldo nutri-
tivo-dextrosa para levaduras (NYDB: NYDA sin agar)
durante 48 a 72 h a 26 £ 1 °C y 200 rpm de agitacién. El
NYDB fue centrifugado a 10 000 rpm por 10 min y las
células se resuspendieron en agua desionizada estéril. Di-
luciones decimales a partir del concentrado fueron sem-
bradas por extension en superficie en NYDA a26 + 1 °C
para determinar el nimero de células viables (Vifas et
al., 1998).

Bioensayos

Para los bioensayos in vitro se colocé en cajas de Petri
60 x 10 mm estériles 1 mL de una concentracién de 1 x
10’ UFC mL" de cada levadura a evaluar, mas 8 mL de
NYDA a 45 °C; el medio se homogeneizd y se dejo soli-
dificar. Posteriormente se inocularon 5 pL. de una suspen-
sién de 1 x 10* UFC mL™" de P. expansum en cada uno de
tres puntos equidistantes de la placa. Las placas fueron
incubadas a 26 + 1 °C y los didmetros de crecimiento del
hongo se midieron a las 48, 72, 96, 120 y 144 h.
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Para los bioensayos in vivo sobre frutos se emplearon,
510 manzanas del cv. ‘Golden Delicious’, sumergidos en
hipoclorito de sodio a 1.5 % durante 30 s y luego secados
en campana de flujo laminar por 10 min. En la zona ecua-
torial de la superficie de los frutos se hicieron tres perfo-
raciones equidistantes en forma de cubo (3 mm por lado)
con un escalpelo estéril. En las heridas se depositaron
25 ulL de la suspension de la levadura y se dejo secar
nuevamente. Posteriormente, se inocularon 20 pL de la
suspension del hongo en las heridas y los frutos se coloca-
ron en frascos de plastico desinfectados e incubados a
26 + 1 °C; luego se determind el didmetro de la lesion
después de 4, 8 y 12 d de incubacioén (Usall ef al., 2001).

Identificacion de las cepas de levadura sobresalientes

Se utiliz6 el sistema de identificaciéon Biolog® (Biolog
Microstation Mod NE- 10137’, Molecular Devices). Co-
lonias de las levaduras de tres resiembras de 48 h a 26
+ 1 C en NYDA se removieron del agar con un hisopo
estéril y se transfirieron a un tubo con 18 mL de solucién
salina estéril (NaCl a 0.85 %). La turbidez del tubo se
ajust6 a 47 + 2 % de transmitancia (T) a 590 nm en un
espectrofotometro Mod 7550 UV-Vis (Mel de México S.
A. de C. V.) con ajuste previo a 100 % T con solucién
salina. Los pozos de la microplaca bioldgica para levadu-
ras (YT, por sus siglas en inglés) fueron inoculados con
100 pL de la suspension de levaduras y la placa se cubrié
e incub6 por 72 h a 26 + 1°C (Biolog Inc., 2001). Las
cepas que no pudieron ser identificadas por el sistema
fueron reconocidas a nivel de género con la ayuda de ma-
nuales de identificacién y de expertos (Malloch, 1981).

Analisis de los datos

El disefio experimental usado fue uno completamente
al azar con tres repeticiones, en donde una caja de Petri
fue una unidad experimental para los experimentos in vi-
tro. Los ensayos in vivo tuvieron cinco repeticiones y la
unidad experimental fue una manzana. La variable de res-
puesta fue en ambos casos el didmetro de desarrollo del
hongo en tiempos distintos. Asimismo, se llevé a cabo un
andlisis de correlacién entre los resultados obtenidos in
vitro e in vivo y sobre fruto con 37 levaduras. Los datos
fueron analizados con el programa estadistico para com-
putadora “JMP” version 4 (Castafio y Dominguez, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
Bioensayos in vitro

La cepa 16-212 inhibi6 en 58 % el crecimiento diame-
tral del hongo a 48 h de incubacién. Otras cepas que in-
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hibieron més de 40 % el crecimiento diametral del hongo,
fueron: 44-311, 35-111, 44-511 y 6-51. A las 72 h, la ce-
pa 16-212 inhibi al hongo en 71 % y a las 96 h en 67 %.
La cepa 35-113, con 54 % de inhibicién a las 96 h, conti-
nu6 como una de las mejores en este ensayo (Cuadro 1).
De las 37 levaduras evaluadas, 31 inhibieron significati-
vamente el crecimiento de P. expansum después de 120 h
de incubacién. Janisiewicz (1987) evalud in vitro mas de
800 antagonistas, y selecciond a 97 para ensayos posterio-
res in vivo.

Bioensayos sobre frutos

De 147 cepas de levaduras recuperadas de las manza-
nas, 104 llegaron a concentraciones superiores a
1 X 10’ UFC mL"' después de 72h de incubacién en
NYDB y fueron agrupadas en varias series para su eva-
luacién sucesiva con base en consideraciones de indole
practica como la capacidad del agitador y la disponibili-
dad de células viables en un momento determinado. Se
seleccionaron las mejores cepas de cada serie para una
prueba confirmatoria de antagonismo.

En el Grupo 1 (Cuadro 2) dos cepas (23-61 y 35-111)
redujeron significativamente el crecimiento del hongo
después de 4 d de incubacién, con inhibiciones de 35 y
34 %, respectivamente, por lo cual fueron retenidas para
la prueba confirmatoria. A 8 d de incubacién la cepa 23-
61 fue la dnica que superd al testigo (24 % de inhibicidn).
Janisiewicz (1987) mantuvo en incubacién por 14 d a
manzanas heridas y protegidas con una cepa potencial-
mente antagdénica de Pseudomonas spp. y logré un nivel
de inhibicién de 70 %, muy superior al aqui obtenido. De
cuatro levaduras sobresalientes in vifro presentes en este
grupo, unicamente la 35-111 inhibié el crecimiento del
hongo, mientras que la cepa 16-212, que fue la mejor
in vitro, no tuvo efecto alguno sobre el desarrollo in vivo
del hongo en el fruto.

En el Grupo 2 (Cuadro 3) destaco la cepa 26-224 con
57 % de inhibicion a los 4 d de incubacién, aunque esta-
disticamente fue igual que otras tres cepas. Esta fue la
mas sobresaliente a 8 y 12 d, debido a que inhibi6 el cre-
cimiento del hongo en 45 y 28 %, respectivamente (Figu-
ra 1), aunque fue estadisticamente igual a otras cinco le-
vaduras. En el Grupo 3 las cepas 44-514 y 35-33 y 44-
513 resultaron superiores al testigo después de 8 d de in-
cubacién, pero con niveles de inhibicién relativamente
bajos (11, 9y 8 %, respectivamente) (Cuadro 4).

En el Grupo 4 tres cepas redujeron el crecimiento de
P. expansum significativamente a 8 d de incubacién: 30-
41 en25 %,y 14-22 y 18-11 en 22 % (Cuadro 5); las dos
primeras fueron retenidas para la prueba confirmatoria.
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Las cepas 30-41 y 14-22 fueron de las pocas que en los
experimentos in vivo sobre frutos inhibieron significati-
vamente a P. expansum después de 12 d de incubacién.
En el Grupo 5 ocho cepas redujeron significativamente el
crecimiento del hongo, y destacé 38-432 con 65 %, 41 %
y 27 % de inhibicién a 4, 8 y 12 d, respectivamente
(Cuadro 6), por lo que fue retenida para la prueba con-
firmatoria.

En el Grupo 6 siete cepas tuvieron un comportamiento
significativo y la 33-213 mostré la mejor respuesta con
una inhibicién relativamente modesta (36 %) a los 4 d de
incubaciéon (Cuadro 7); a los 8 d ninguna cepa mostrd
efecto sobre P. expansum. En el Grupo 7 (Cuadro 8), s6-
lo 4bco y 5Svtt, recuperadas de velos de vinos, fueron su-
periores al testigo después de 4 d, con porcentajes de in-
hibicién importantes (65 y 57 %, respectivamente); a los
8 d de incubacioén solo la primera super6 al testigo.
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Control 2(0-7_1 Ol

Figura 1. Desarrollo de la lesién causada por P. expansum en man-
zanas ‘Golden Delicious’ en presencia de la cepa de levadura 26-224,
después de 12 d de incubacion a 26 °C.

Cuadro 1. Promedios del desarrollo diametral (mm) de P. expansum en funcion de la cepa de levadura en medio PDA, en cuatro tiempos de

incubacién.

Cepa Tiempo de incubacion in vitro
48 hd 72h 96 h 120 h

16-212 3.47' a? 3.67a 433 a 593 a
44-311 4.43 b 5.57 abcd 6.53 bede 6.77 abc
35-111 4.47 be 5.27 ab 6.50 bed 6.83 abc
44-511 4.83 bed 5.60 bede 6.30 be 6.80 abc
6-51 4.85 bed 5.35 abc 6.30 be 6.60 abc
35-114 5.17 bede 5.87 bedefg 7.50 bedefg 8.77 defg
35-12 5.37 cdef 5.67 bedef 6.47 bed 7.83 bedefg
14-422 5.37 cdef 6.13 bcdefgh 7.53 bedefg 7.57 abcde
44-514 5.60  defg 5.90 bedefg 6.83 bedefg 7.63 abcdef
1-1 5.73 defgh 6.20 bcdefgh 6.90 bedefg 7.70 abcdefg
35-411 5.73  defgh 6.13 bcdefgh 6.80 bcdefg 7.47 abcde
14-421 6.00 efghi 6.57 bedefghij 7.20 bedefg 7.60 abcdef
38-13 6.03 efghi 6.53 bcdefghij 7.53 bedefg 8.37  cdefg
35-113 6.07 efghi 6.37 bedefghi 6.20 b 6.37 ab
14-212 6.07 efghi 6.23 bcdefgh 7.27 bedefg 7.93 bedefg
23-512 6.07 efghi 6.47 bedefghi 6.80 bedefg 7.13 abcd
44-512 6.17 fghij 6.60 bedefghij 8.17 fg 9.53 g
23-413 6.17 fghij 6.70 bcdefghij 8.00 efg 7.97 bedefg
16-31 6.21 fghij 7.10 defghij 11.63 h 12.67 h
14-43 6.37 ghij 6.40 bcedefghi 6.70 bcdef 7.07 abed
16-33 6.53 hijk 7.00  cdefghij 12.33 hi 13.87 hi
35-410 6.54 hijkl 6.57 bedefghij 6.69 bcdef 7.07 abed
23-412 6.57 hijkl 6.70 bcdefghij 6.90 bcedefg 7.43 abcde
35-33 6.83 ijklm 7.47 ghij 7.77  cdefg 8.30  cdefg
35-53 7.03 jklmn 7.77 hij 7.83 defg 8.73 defg
35-412 7.03 jklmno 8.11 jk 8.27 g 9.13 efg
23-61 7.07 jklmno 7.37 ghij 7.87 defg 8.37  cdefg
35-112 7.17 klmno 7.23 efghij 7.77  cdefg 8.90 defg
44-313 7.30 Imno 7.47 ghij 7.75  cdefg 8.07 bedefg
16-52 7.33 Imno 7.67 hij 8.03 fg 8.07 bcdefg
14-316 7.4 Imnop 7.27 fghij 7.50 bedefg 7.83 bedefg
35-413 7.47 mnop 7.93 ij 8.07 fg 9.43 fg
16-213 7.50 nop 9.60 kl 12.66 hi 14.20 hij
44-411 7.57 nop 10.80 Im 12.63 hi 14.20 hij
35-521 7.83 op 11.90 mn 13.30 i 15.57 ij
44-412 7.85 op 10.07 1 13.30 i 14.33 hij
Testigo 8.27 Pq 12.73 no 13.17 i 15.20 ij
35-522 9.03 13.67 o 15.08 j 15.90 j

! Medias obtenidas de nueve datos individuales. > Medias con letras iguales, dentro de columnas, no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Teixidé et al. (1998) obtuvieron 68 % de inhibicién
con una cepa de Candida sake aislada de manzana y adap-
tada posteriormente para resistir bajas actividades de
agua, a los 7 d de incubacion, resultado que supera lo ob-
tenido aqui con las levaduras mas sobresalientes.

Cuadro 2. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura del Grupo 1, a
tres tiempos de incubacion.

Tiempo de incubacién in vivo

Cepa

4d 8d 12d
23-61" 1.50% a° 2.96 a 4.11 ns
35-111 1.54a 3400 4.85
18-511 1.63 ab 3350 4.80
14-211 1.71 abc 3.52b 5.14
18-514 1.74 abc 3.53b 5.11
16-41 1.75 abc 3.25b 4.93
35-112 1.79 abc 3.72b 5.08
35-114 1.99 abc 3.28b 4.95
35-113 2.03 abc 3.89 be 5.52
23-412 2.06 abc 3.39b 4.67
23-512 2.08 abc 351b 5.14
44-511 2.20 abc 3.86 bc 4.74
44-311 2.29 be 3.82bc 5.08
Testigo 2.32 be 3.87 be 5.32
14-316 2.32bc 3.74b 5.18
16-214 2.34 bc 3.84 b 5.11
16-212 2.35bc 391c 5.54
16-33 2.37 be 3.78 be 5.30
16-213 2.39¢ 3.89 be 5.20

"Las cepas retenidas para la prueba confirmatoria estdn marcadas en
negritas. *Medias provenientes de 15 datos individuales. *Medias con
letras iguales en cada columna, no son estadisticamente diferentes (Tu-
key, 0.05). ns = No significancia.

Cuadro 3. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura del Grupo 2, a
tres tiempos de incubacion.

Tiempo de incubacién in vivo

Cepa 4d 8d 12d

26-224 0.91 at 1.71 a 334 a
26-312 1.31 ab 2.26 ab 4.19 ab
33-211 1.38 ab 2.29 ab 3.94 ab
27-314 1.44 ab 2.46 abc 4.19 ab
14-421 1.59 bc 2.53 abc 441 b
14-212 1.60 bc 2.54 abc 4.18 ab
14-422 1.70 bc 2.62 bc 452 b
14-513 1.70 bc 2.73 bc 4.28 ab
14-514 1.70 bc 2.72 bc 452 b
14-424 1.77 be 2.66 bc 459 b
Testigo 2.12 ¢ 3.15 ¢ 4.64 b

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

En el Grupo 8 las cepas 26-115 y 27-110 redujeron la
lesién en s6lo 36 % después de 4 d de incubacién, y en el
Grupo 9 la cepa 27-117 present6 una inhibicion de 35 %
(datos no mostrados). No obstante, éstas no mostraron
efecto alguno ni a los 8 ni a los 12 d. Ninguna de las ce-
pas de estos dos grupos fue retenida para la prueba con-
firmatoria.
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Cuadro 4. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura del Grupo 3, a
tres tiempos de incubacion.

Tiempo de incubacién in vivo

Cepa 4d 8d 12d
44-514 1.18 a! 4.65a 5.12 ns
35-33 1.20 a 4.75a 5.34
44-513 1.29 ab 4.81a 5.36
44-312 1.37 ab 4.90 ab 5.51
38-13 1.51 ab 491 ab 5.33
35-12 1.53 ab 5.05b 5.54
44-515 1.54 ab 5.03b 5.67
Testigo 1.68 bc 5.24b 5.81
35413 1.70 ¢ 5.13b 5.52

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

Cuadro 5. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura del Grupo 4, a
diferentes tiempos de incubacion.

Cepa Tiempo de incubacion in vivo
4d 8d 12d

30-41 0.56 a' 2.65a 4.67 a
14-22 0.78 ab 2.75a 4.79 a
18-11 0.79 ab 2.71a 4.85 ab
37212 0.94 ab 3.00b 5.09b
18-512 0.98 b 2.88 ab 4.95b
26-313 0.99 b 2950 4.93b
14-43 1.01b 2.85 ab 4.82 ab
23-42 1.02 b 2.98b 5.02b
14-512 1.02 b 2.96b 4.98b
23-414 1.05 be 331b 5.57b
14-11 1.10 be 3.18b 5.23b
Testigo 1.43 ¢ 3.52b 5.54b

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

Cuadro 6. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcion de la cepa de levadura del grupo 5, a
diferentes tiempos de incubacion.

Cepa Tiempo de incubacion in vivo

4d 8d 12d
38-432 0.45 a 2.07a 395a
26-134 0.49 ab 2.44 ab 4.45 ab
33-222 0.79 abc 2.80 abc 4.66 ab
33-212 0.81 abc 2.97 be 5.04 be
7-42 0.82 bed 2.81 abc 4.83 ab
18-513 0.85 «cd 2.76 abc 4.82 ab
23-413 0.90 cde 3.11 bed 512 ¢
23-43 0.93 de 2.95 be 4.99 bc
6-51 0.97 de 2.84 abc 4.64 ab
21-24 0.98 e 3.16 bed 5.07 be
18-222 1.15 ef 3.18 «cd 4.91 be
Testigo 1.36 f 348 d 541 ¢

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

En total, se seleccionaron 12 cepas de levaduras para
la prueba confirmatoria, 10 de las cuales fueron obtenidas
de manzanas de San Joaquin y Cadereyta y dos de vinos
elaborados en laboratorio con uva producida en Queréta-
ro. Otros autores también han recuperado cepas de leva-
duras con capacidad antagénica de productos diferentes a
la manzana (Janisiewicz, 1987; Nunes et al., 2001).
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Cuadro 7. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura del Grupo 6, a
diferentes tiempos de incubacion.

Cepa Tiempo de incubacion in vivo

4d 8d 12d
33-213 1.08 a! 3.44 ns 4.66 ns
26-512 1.16 a 3.67 ns 4.96
33-221 1.17 a 3.44 ns 4.81
26-514 1.20 ab 321 ns 4.32
33-214 1.24 ab 3.68 ns 4.90
23-411 1.34 ab 3.64 ns 4.87
35-412 1.36 ab 3.69 ns 4.90
35-522 1.38 abc 3.90 ns 5.10
35-12 1.41 abc 3.84 ns 4.83
35-53 1.52 abc 4.01 ns 5.06
35-33 1.55 abc 3.80 ns 4.90
Testigo 1.69 ¢ 4.10 ns 5.25

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

Cuadro 8. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funciéon de la cepa de levadura del Grupo 7 a
diferentes tiempos de incubacion.

Cepa Tiempo de incubacion in vivo

4d 8d 12d
Svit 0.40 a 1.92a 3.72a
4bco 0.49 ab 2.31 ab 4.19 ab
27-119 0.65 abc 2.50 ab 4.11 ab
27-33 0.66 abc 2.73 ab 4.37 ab
33-41 0.69 abc 2.59 ab 4.42 abc
2-0 0.70 abc 2.74 abc 4.68 abc
44-313 0.77 abc 2.73 ab 4.60 abc
3-0 0.79 abc 291 be 4.78 bc
39-314 0.79 abc 2.75 be 4.57 abc
12 0.86 abcd 3.07 ¢ 4.58 abc
39-21 0.94 bed 3.06 bc 4.81 be
6-0 0.97 «cd 2.98 be 4.83 be
Testigo 1.12  cd 3.05 be 500 ¢
44-516 1.15 d 330 ¢ 5.18 ¢

Para los detalles, referirse al Cuadro 2.

En la prueba confirmatoria todas las levaduras super-
aron al testigo a 4 d de incubacién, y destacaron las cepas
23-61 y Svtt con 94 y 88 % de inhibicion, respectivamen-
te. La superioridad (P < 0.05) de estas cepas se mantuvo
hasta los 8 d en que obtuvieron 54 y 53 % de inhibicién.
A 12 d los porcentajes de inhibicién se redujeron a 30 y
23 %, respectivamente (Cuadro 9). Por su parte, las cepas
4bco y 38-432 fueron estadisticamente iguales a las arriba
mencionadas en todos los tiempos, con niveles aceptables
de inhibicion y contrastantes con la cepa 33-213.

Los niveles de inhibicion alcanzados por las cepas 23-
61 y Svtt después de 4 d de incubacién son comparables a
los obtenidos por dos cepas aisladas por Janisiewicz
(1987) tras 6 d de incubacion (90 %). Vinas et al. (1998)
después de 7 d de incubaciéon obtuvieron 40 % de cepas
con capacidad inhibitoria significativa (de 933 probadas),
10 % de las cuales redujeron el crecimiento del hongo en
mas de 50 %. En el presente estudio, a 8 d de incubacién
solamente 39 % de las levaduras logré inhibicién signifi-
cativa del patdgeno, y ninguna redujo el crecimiento del
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hongo en mas de 50 %, mientras que en la prueba con-
firmatoria sélo dos cepas superaron este nivel.

Cuadro 9. Desarrollo diametral (cm) de P. expansum en manzanas
‘Golden Delicious’ en funcién de la cepa de levadura a diferentes
tiempos de incubacion

Cepa Tiempo de incubacion in vivo

4d 8d 12d
23-61 0.11a' 1.35a 292a
Svtt 0.20 a 1.36 a 3.50 ab
38-432 0.62 ab 2.08 abc 3.79 ab
4bco 0.67 abc 2.01 ab 3.84 ab
35-111 0.73 abc 2.40 bc 4.17 ab
27-119 0.91 bed 2.62 be 4.18 ab
18-11 0.98 bed 2.63 bc 4.53 be
30-41 1.14 bed 2.54 be 4.31 be
26-312 1.22 bed 279 ¢ 4.38 bc
26-224 1.23 bed 286 ¢ 4.47 be
44-514 1.27 cd 2.8 ¢ 457 ¢
33-213 1.46 d 292 «cod 4.57
Testigo 1.70 e 2.92 d 454 ¢

Para los detalles, referirse al Cuadro 2

Correlacion entre los bioensayos in vitro e in vivo en
frutos

Las tnicas correlaciones significativas observadas se
presentaron entre distintos tiempos de incubacion dentro
de un mismo tipo de experimento, especificamente entre
el crecimiento diametral in vitro del hongo a las 96 h y a
las 120 h (r = 0.98, P <0.05) (Cuadro 10). La correla-
cion entre la incubacién in vitro por 72 h y la incubacion
in vivo por 8 d sobre fruto, fue muy baja (r = 0.11,
P <0.05) (Figura 2). La ausencia de correlacion entre el
comportamiento de las levaduras in vitro e in vivo y en
frutos, coincide sensiblemente con Janisiewicz (1987)
quien no detect buena respuesta en fruto de cepas de le-
vadura que habian destacado en pruebas in vitro. Lo ante-
rior probablemente se deba a que entre los diversos meca-
nismos de accién que las levaduras pueden ejercer sobre
el patégeno, éste es capaz de generar respuestas de defen-
sa en el tejido del hospedero, como Pichia guillermondii
(US-7) que induce la sintesis de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL; EC: 4.3.1.5) y de la fitoalexina ‘Sco-
paron’ en la piel de fruto (Wilson ef al., 1994). Es proba-
ble que in vivo en presencia del fruto las levaduras sobre-
salientes primordialmente induzcan algin mecanismo de
resistencia en el hospedero, mientras que in vitro la in-
hibicién del crecimiento del hongo se deba fundamental-
mente a una competencia por nutrientes y por espacio,
como lo han sugerido diversos autores (Janisiewicz, 1987,
Vinas et al., 1998; El-Ghaouth ef al., 2002; Nunes et al.,
2001).
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Cuadro 10. Coeficiente de correlacién simple de Pearson entre los tiempos de analisis in vitro, sobre fruto y velocidad de crecimiento.

In vitro In vitro In vitro

In vitro

48 h 2 h 96 h 120 h Fruto 4 d Fruto 8 d Fruto 12 d
Invitro 48 h 1 0.8827* 0.6727 0.6344 -0.1939 0.0898 -0.0065
Invitro 72 h 0.8310%* 0.7875% -0.1298 0.1103 0.0364
In vitro 96 h 0.9831%* 0.0594 0.0385 0.0633
Invitro 120 h 0.1267 0.1294 0.1451
Fruto 4 d 0.1661 0.2750
Fruto 8 d 0.8011°*
Fruto 12 d

* Coeficientes de correlacion significativos (P < 0.05).
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Figura 2. Correlacion entre el desarrollo de P. expansum a 72 h in
vitro con el in vivo en fruto a los 8 d.

Identificacion de las cepas con mayor capacidad anta-
gonica

El sistema de identificacién Biolog® permiti6 la iden-
tificacion de cuatro de las seis cepas de levaduras con el
mayor poder antagénico en los experimentos en frutos
(Cuadro 11). Se requiere un indice de similitud (IS) con la
base de datos del sistema de al menos 0.5 para que la lec-
tura sea considerada confiable (Biolog Inc., 2001). La ce-
pa 26-224 pudo ser identificada por medio de la observa-
cién de su morfologia colonial y microscépica y la 23-61
no se logrd identificar.

Cuadro 11. Identificacién de las levaduras sobresalientes en ensayos
en frutos

Cepa Especie Similitud % de 90nfianza
Biolog (IS) Biolog

5 vt Candida incommunis 0.723 95
38-432 Debaryomices hansenii C 0.528 92
35-111 Cryptococcus albidus 0.584 90

4 bco Pichia membranaefaciens DNM 100

26- 224 Torulaspora spp. NR NR
23-61 - - -

DNM = Dato no mostrado por el sistema; NR= No reconocida.

Candida incommunis (correspondiente a la cepa 5-vtt,
indice de similitud (IS) = 0.72; 95 % de confiabilidad) no
ha sido reportada ain como antagonista potencial en en-
fermedades de poscosecha, aunque otras especies de Can-
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dida han sido reportadas como agentes potenciales de con-
trol de dafios en poscosecha. Debaryomyces hansenii (ce-
pa 38-432, IS = 0.53) ha sido reportada como antagénico
potencial contra pudriciones de citricos, tomate (Lycoper-
sicum sculentum L.), naranja (Citrus sinensis L.) y lim6n
(Citrus limon L.) (El-Ghaouth et al., 2002). Cryptococcus
albidus (35-111, IS = 0.58) ha sido reportada como agen-
te de control de moho azul y gris en manzana y otros fru-
tos, y contra la pudriciéon de Mucor en peras (Zhang et
al., 2004).

CONCLUSIONES

De las levaduras analizadas in vitro 82 % mostraron
actividad contra el crecimiento de Penicillium expansum
Link. La cepa 16-212 mostré el mayor poder antagénico
in vitro sobre el hongo con 67 % a las 96 h. In vivo, las
cepas 23-61 y 5Svtt tuvieron 54 y 53 % de inhibicién sobre
P. expansum en frutos respectivamente, después de 8 d de
incubaciéon. No hubo correlacién entre el antagonismo
in vitro de las levaduras sobre P. expansum comparado el
antagonismo in vivo. El sistema Biolog® fue capaz de
identificar a nivel de especie a cuatro de las seis mejores
cepas evaluadas.
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