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LEVADURAS COMO AGENTES DE BIOCONTROL PARA LA PUDRICION OJO
DE BUEY CAUSADA POR PHLYCTEMA VAGABUNDA EN UN HUERTO DE
MANZANAS ORGANICAS

YEASTS AS BIOCONTROL AGENTS FOR BULL'S EYE ROT CAUSED BY
PHLYCTEMA VAGABUNDA IN AN ORGANIC APPLE ORCHARD

Palabras indice adicionales: Control biolégico, Malus domestica, Neofabraea
vagabunda, Postcosecha.

RESUMEN

La pudricion Ojo de buey, causada por Phlyctema vagabunda es una importante
enfermedad de postcosecha en manzanas. Las principales estrategias de control
consisten en la aplicacion de fungicidas sintéticos, los que representan un gran
riesgo para la salud humana. Esto ultimo a derivado en la necesidad de buscar
alternativas de control, como el control biol6gico, el cual es una de las opciones mas
prometedoras. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad
biocontrolodora de las levaduras Vichniacosima victoriae EPL 29.5 y Meyerozyma
guilliermondii M11, pretratadas con trehalosa a distintas concentraciones, contra P.
vagabunda. Los aislados de levadura EPL 29.5 mas M11 pretratadas con 1,5 % de
trehalosa redujeron un 100 % la incidencia y severidad de P. vagabunda en
manzanas 'Cripps Pink'. La aplicacion de la mezcla de levaduras sobre las
manzanas en precosecha, no redujo la enfermedad en la postcosecha, ya que a los
5 meses de almacenamiento a 0°C no se observaron diferencias en la incidencia de
Ojo de Buey entre las manzanas tratadas y el control. Al evaluar el efecto curativo
de las levaduras sobre la incidencia natural de Ojo de buey, se observé que estas
redujeron la incidencia de P. vagabunda en un 10 % luego de 3 meses de
almacenamiento de la fruta a 0°C, pero a los 5 meses no se observaron diferencias

en la incidencia de la enfermedad, con respecto al control.

SUMMARY
Bull's eye rot, caused by Phlyctema vagabunda, is an important postharvest disease

of apples. The main control strategies consist of the application of synthetic



fungicides, which represent a great risk to human health. The latter has led to the
need to look for control alternatives, such as biological control, which is one of the
most promising options. The objective of this research was to evaluate the biocontrol
capacity of the yeasts Vichniacosima victoriae EPL 29.5 and Meyerozyma
guilliermondii M11, pretreated with trehalose at different concentrations, against P.
vagabunda. Yeast isolates EPL 29.5 plus M11 pretreated with 1.5 % trehalose in
vivo reduced the incidence and severity of P. vagabunda on 'Cripps Pink' apples by
100 %. When the yeast mixture was applied to apples pre-harvest, it was observed
that after 5 months of storage at 0°C, no differences in the incidence of walleye were
observed between the treated apples and the control. When evaluating the curative
effect of yeasts on the natural incidence of walleye, it was observed that they
reduced the incidence of P. vagabunda by 10 % after 3 months of storage of the fruit
at 0°C. At 5 months of storage, no differences were observed in the incidence of the
disease in the fruit with respect to the control.

INTRODUCCION

En Chile, la manzana (Malus domestica Borkh) es un cultivo de gran importancia
econdémica con 29.035 ha plantadas, de las cuales, 2.650 ha corresponden a
produccién organica (Eguillor, 2022). Durante el afio 2022 se exportaron 602.478
toneladas, equivalentes a USD 518,4 millones FOB (ODEPA, 2023), el 3,3 %
corresponde a produccion organica (USD 24 millones FOB) (ODEPA, 2023). Los
principales cultivares exportados fueron las del tipo Gala y Cripps Pink con una
participacion del 47 y 17 % respectivamente (Asoex, 2023) Los principales destinos
de la manzana chilena fueron Colombia (14 %), EE. UU. (12 %) y Brasil (10 %)
(ODEPA, 2023).

Las mayores pérdidas de esta fruta estan asociadas a pudriciones causadas
principalmente por hongos como Botrytis cinerea, Penicillium expansum vy
Phlyctema vagabunda (Lolas y Diaz, 2016), este ultimo es el mas importante, ya
que, afecta principalmente a cultivares de cosecha tardia como 'Cripps Pink' (Soto-
Alvear et al., 2013). En Chile, P. vagabunda fue reportada por primera vez en 2005

(Henriquez, 2005), y fue descrito como el agente causal primario de la enfermedad



Ojo de buey, hasta la deteccion de Neofabraea perennans en 2020 (Gonzalez et al.,

2020).
La infeccion de la fruta ocurre en el huerto durante toda la temporada (Henriquez

et al., 2004) y es favorecida por abundantes lluvias y temperaturas cercanas a los
20°C (Lolas, 2005). Los sintomas aparecen en la postcosecha después de 3-5
meses de almacenamiento en frio, observandose lesiones individuales o numerosas
en una sola fruta (Spotts et al., 2009). Las incidencias alcanzan un 30 % después
de 120 dias de almacenamiento en camaras de frio (Lolas, 2005), sin embargo, en
la produccion organica la incidencia puede ser de 80-90 %. El patdégeno ingresa por
heridas o cavidades lenticelares, las lesiones son circulares necréticas, suelen ser
planas o ligeramente concavas de color marrén con anillos concéntricos y los tejidos
afectados son relativamente firmes y se desprenden facilmente del tejido sano
(Soto-Alvear et al., 2013).

Las estrategias de control para esta enfermedad incluyen la eliminacién de restos
de poday fruta madura dejada después de la cosecha (Wenneker y Thomma, 2020),
ademas de la aplicacion de hidréxido de cobre, fosfito de potasio (Soto-Alvear et al.,
2012) o el fungicida de contacto fludioxonil con el cual la incidencia de la
enfermedad sigue estando cercana al 35 % (Lolas et al., 2016). Sin embargo, la
creciente preocupacion sobre el riesgo que representa el uso de fungicidas para la
salud humana, la contaminacion ambiental y el desarrollo de resistencia a los
fungicidas (Jurick et al., 2017), ha conllevado a la busqueda de nuevas estrategias
de control para las enfermedades de postcosecha, que sean respetuosas con el
medio ambiente y seguras para el consumo humano, bajo esta premisa la
alternativa mas estudiada es el control biolégico (Syed Ab Rahman et al., 2018).

El control bioldgico consiste en la reduccién de la densidad de in6culo o de las
actividades productoras de enfermedad de un patégeno o parasito, en un estado
activo o dormante, por uno 0 mas organismos, realizado de manera natural o a
través de la manipulacion del ambiente, del hospedero o de los antagonistas del
patdgeno (Baker y Cook, 1974). La utilizacion de microorganismos antagonistas ha
sido reconocida como una de las alternativas promisorias al uso de fungicidas

(Spadaro y Droby, 2016). Entre estos microorganismos las levaduras han



demostrado ser efectivas frente a los principales patdégenos asociados a las
pudriciones en manzanas (Sanzani et al., 2021; Gomomo et al., 2022; Sepulveda
et al., 2022; Settier-Ramirez et al., 2022).

La aplicacién de microorganismos antagonistas no siempre provee un control de
enfermedades de postcosecha comercialmente aceptable (Qin et al., 2015), por
tanto, el biocontrol por parte de las levaduras debe ser mejorado antes de
desarrollar una alternativa econdmicamente factible (Zhou et al., 2014). En este
sentido distintos estudios han demostrado que el pretratamiento con trehalosa
mejora la capacidad biocontroladora de las levaduras frente a diferentes patdégenos
(Apaliya et al., 2018; Nie et al., 2019; Dhanasekaran et al., 2021).

La trehalosa es un disacarido no reductor compuesto por dos subunidades de
glucosa unidas por un enlace a-1,1-glicosidico (Kosar etal., 2019), que en
levaduras funciona generalmente como metabolito protector frente a diversos tipos
de estrés (Li y Tian, 2006); como por ejemplo, frente al estrés oxidativo, la trehalosa
exdgena en la levadura aumenta la expresion de los genes que codifican para las
enzimas Tiorredoxina Reductasa y Catalasa (Nie et al., 2019); en el estrés por calor
estabiliza proteinas y membranas celulares (Péter et al., 2021); en el estrés por
desecacion protege las proteinas citosoélicas, ya que la trehalosa tiene la capacidad
de formar un cristal liquido amorfo dentro de las células en ausencia de agua (Kim
et al., 2018); en el estrés por congelacion se sugiere que la trehalosa actia como
un sustituto del agua que rodea las biomoléculas en condiciones de baja actividad
de agua, ayudando a mantener sus estructuras tridimensionales al proporcionar
hidrogeno (Chen y Gibney, 2022).

MATERIALES Y METODOS

Estudio en laboratorio

Los estudios se realizaron en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan.

Fruta

Se utilizaron mazanas ‘Cripps Pink’ sin heridas visibles, cosechadas desde un
huerto organico de la Region de Nuble. En el momento de su utilizacion las

manzanas se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 0,5 %



durante 5 minutos, se enjuagaron 3 veces con agua destilada, se depositaron en
bandejas y se secaron al aire.

Patdgeno y obtencion de in6culo

El patdégeno utilizado corresponde a un aislado de P. vagabunda, el cual se obtuvo
desde la coleccion de microrganismos del laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad de Concepcion, Campus Chillan.

Para la obtencién del in6culo de P. vagabunda, se cortaron discos de 5 mm de
diametro de micelio del hongo en crecimiento activo. Estos se sembraron en placa
Petri con 20 mL de medio Agar Tomate (AT) e incubados en oscuridad a 5 °C por
14 dias (Cameldi etal.,, 2017). Las conidias se obtuvieron por raspado de la
superficie, luego fueron suspendidas en agua destilada estéril y se ajustaron a una
concentracion de 5 x 10° conidias mL, empleando para ello una camara de
Neubauer.

Levaduras antagonistas y obtencion de in6culo

Se utilizaron las especies de levaduras Vichniacosima victoriae EPL 29.5 y
Meyerozyma guilliermondii M11, las cuales fueron seleccionadas por su actividad
antagonista frente a P. vagabunda (Sepulveda etal., 2022). Estas levaduras
pertenecen a la coleccion de microrganismos del laboratorio de fitopatologia de la
Universidad de Concepcion, Campus Chillan.

Para la obtencion del in6culo las levaduras se cultivaron en medio caldo Melaza,
a 20 °C por 72 horas en agitacion constante a 150 rpm. Posteriormente, los cultivos
se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se
lavaron dos veces con agua destilada estéril. Finalmente, las suspensiones se
ajustaron a una concentracion de 1 x 10° células mL, mediante una camara de
Neubauer.

Determinacion de la eficacia de biocontrol de las levaduras V. victoriae EPL
29.5y M. guilliermondii M11 pretratadas con trehalosa sobre Ojo de buey

Los aislados M11 y EPL 29.5 se cultivaron en medio de caldo melaza enriquecida
con trehalosa en concentraciones 0 %, 1 %, 1.5 %, 2 % y 2.5 % (Tabla 1), bajo las
condiciones que se describen en el apartado anterior. Posteriormente a manzanas

'Cripps Pink' sanas se le realizaron 2 heridas de 3 mm de diametro y 15 mm de



profundidad en el eje ecuatorial utilizando una punta de micropipeta estéril y se
inocularon con 20 pL de la mezcla 50/50 de los aislados M11y EPL 29.5, de acuerdo
con cada tratamiento (Tabla 1) (Apaliya et al., 2018), 24 h después las heridas se
inocularon con 20 pL de una suspension del patdgeno (5 x 10° conidias mL1). En el
tratamiento control, los 20 yL de la mezcla de levaduras mas trehalosa fueron
reemplazados por agua destilada estéril. Luego de 15 dias de almacenamiento a
20°C se determind la incidencia y severidad de la pudricion mediante las férmulas

descritas por Vero et al. (2002).

Tabla 1. Tratamientos utilizados en el ensayo in vivo

Tratamientos Concentracion de trehalosa (%)
TO (Control) Agua destilada
T1 0
T2 1
T3 15
T4 2
T5 2,5

e st

Diametro promedio de heridas tratadas con el antagonista
X
Diametro promedio de las heridas inoculadas en el control

Severidad (%)

Para determinar la eficacia de biocontrol de las levaduras pretratadas con
trehalosa se utilizé un disefio completamente al azar, donde la unidad experimental
fueron 6 manzanas con 2 heridas cada una y cada tratamiento tuvo tres
repeticiones.

Estudios en campo

Ubicacion del campo experimental. El ensayo en campo se realizd en un huerto
comercial de manzanas organicas (Malus domestica) var. Cripps Pink,
perteneciente a la Agricola Santa Isabel de Cato SA, ubicada en la comuna de Cato,
Region de Nuble (36°33’ S, 71°41° W; a 229 m.s.n.m.).

Obtencion de in6culo. Las levaduras se activaron en medio Caldo Levadura:

Peptona Dextrosa (CLPD), a 20 °C por 72 horas en agitacién. Luego de este




periodo, se tomaron 5 mL del in6culo y se depositaron en botellas de 1 L
conteniendo 500 mL de caldo melaza y/o 500 mL de caldo melaza con 1,5 % de
trehalosa. Se mantuvieron a 20 °C por 72 horas en agitacion. Finalmente, las
levaduras se precipitaron mediante centrifugacion a 4000 rpm por 10 minutos. Las
células de levadura se contabilizaron en una camara Neubauer y en campo se
resuspendieron en agua, quedando a una concentracion de 1 x 107 células mL™.

Efectividad de la aplicacion en campo de levaduras V. victoriae EPL 29.5y M.
guilliermondii M11 pretratadas con trehalosa sobre la enfermedad Ojo de buey
Arboles var. ‘Cripps Pink’ se le aplico 1L de la mezcla de levaduras, de acuerdo con
cada tratamiento (Tabla 2), 60, 45, 34, 19 y 15 dias antes de la cosecha (Leibinger
et al., 1997). En el tratamiento control, la mezcla de levaduras fue reemplazada por
el manejo del huerto (Serenade Aso y Microlife Bio Potasio). Las manzanas de los
arboles tratados fueron cosechadas y almacenadas durante 5 meses a 0°C mas 15
dias a 20°C (Soto-Alvear et al., 2013), para luego determinar la incidencia de la

enfermedad obtenida en cada tratamiento.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en ensayo de campo.

Tratamientos Descripcion

TO (control) (Serenade Aso 6 L/ha! + Microlife Bio Potasio 4 L/hat)
Mezcla 50/50 de levaduras V. victoriae EPL 29.5y M.
guilliermondii M11

Mezcla 50/50 de levaduras V. victoriae EPL 29.5y M.

guilliermondii M11 pretratadas con trehalosa al 1.5 %

T1

T2

Durante la postcosecha se realizaron muestreos peridédicos para determinar la
poblacién total de levaduras en la fruta. Para ello, se utilizaron 12 manzanas
seleccionadas desde 3 cajas por cada tratamiento. Los muestreos en campo fueron
realizados después de cada aplicacion (5 muestreos) y durante el almacenamiento
de la fruta en camara de frio se realizaron muestreos cada 45 dias (3 muestreos).

Para determinar la eficacia de biocontrol de las levaduras, se utilizé un disefio de
bloques completamente al azar, los bloques se distribuyeron en el sentido de las

hileras, dispuestas con orientacion norte a sur y se establecieron 9 repeticiones



donde la unidad experimental correspondié a un arbol. Las evaluaciones se
realizaron a los arboles centrales, para evitar el efecto borde.

Evaluacion del efecto curativo de las levaduras pretratadas con trehalosa
sobre laincidencia natural de Ojo de buey.

Manzanas cv. 'Cripps Pink' sanas fueron sumergidas en una suspension de
levaduras de acuerdo con cada tratamiento (Tabla 3). Posteriormente las manzanas
fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas durante 5 meses a 0°C mas
15 dias a 20°C (Soto-Alvear et al., 2013). Luego de este periodo se determind la

incidencia de la pudricion con las formulas descritas anteriormente.

Tabla 3. Tratamientos utilizados en el ensayo de postcosecha.

Tratamientos Descripcion

TO (control) Sin sumergir
T1 Mezcla 50/50 de V. victoriae EPL 29.5 y M. guilliermondii M11
Mezcla 50/50 de V. victoriae EPL 29.5 y M. guilliermondii M11

pretratadas con trehalosa al 1.5 %

T2

Durante todo el ensayo se realizaron muestreos periddicos para determinar la
poblacion total de levaduras en la fruta. Se utilizaron 12 manzanas desde 3 cajas
por tratamiento. Los muestreos fueron realizados cada 30 dias (5 muestreos).
Se utilizo un disefio experimental de blogues completamente al azar, donde la
unidad experimental fue una caja con 100 manzanas y se establecieron 7
repeticiones.
Determinacion de las poblaciones de levaduras. Para evaluar la poblacion de
levaduras epifitas en la fruta cosechada en cada uno de los ensayos descritos
anteriormente, las manzanas fueron lavadas superficialmente con 5 mL de solucién
salina al 0,9 %. La suspension obtenida fue diluida y de esa dilucion se sembré 100
uL en medio Agar Levadura Peptona Dextrosa (ALPD) que contenia 0,05 g/L* de
estreptomicina y cloranfenicol. Las placas fueron incubadas a 20 °C por 3 dias para
determinar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por manzana.

Para determinar la poblacion de levaduras endofitas en la fruta cosechada en los

ensayos descritos anteriormente, las manzanas fueron desinfectadas



individualmente y se trataron segun el siguiente esquema: etanol al 70 % por 30
min; hipoclorito de sodio al 2 % por 30 min; etanol al 70 % por 30 s; y agua destilada
estéril durante 10 minutos (Glushakova y Kachalkin, 2017). Parte del exocarpo fue
removido con un bisturi y macerado con 5 mL de tampon fosfato (0.5 M; pH 6.5),
100 uL de la suspensién obtenida se sembré en medio ALPD que contenia 0,05 g/L-
! de estreptomicina y cloranfenicol. Las placas se incubaron a 20 °C por 7 dias para
determinar las UFC por manzana.

Analisis estadistico

Los datos cuantitativos obtenidos se sometieron a la prueba de Shapiro-Wilks para
verificar su normalidad y a la prueba de Barlett para comprobar la homogeneidad
de varianzas u homocedasticidad. Los datos que no presentaron distribucién normal
fueron transformados utilizando la funcién y = arcoseno(x/100)Y2. Posteriormente a
la transformacion, los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia del 5 % (p < 0,05). Para la separacion de
medias se utilizo la prueba de Tukey (p <0,05). Todos los datos determinados fueron
analizados con el software estadistico INFOSTAT version 2020e (FCA-UNC,
Cordoba, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de la eficacia de biocontrol de las levaduras V. victoriae EPL
29.5 y M. guilliermondii M11 pretratadas con trehalosa sobre la enfermedad

Ojo de buey

Al evaluar la actividad antagonista de la mezcla de levaduras V. victoriae EPL 29.5
y M. guilliermondii M11 pretratadas con trehalosa a distintas concentraciones (Tabla
1) se pudo observar que en todos los tratamientos se redujo la incidencia de Ojo de
buey en manzanas entre 79 y 100 %; mientras que para la severidad entre 87 %y
100 %, siendo todos los tratamientos estadisticamente distintos al control (p < 0,05
segun la prueba de Tukey) (Figura 1). Los aislados EPL 29.5 mas M11 redujeron la
incidencia en un 79 %y la severidad en un 93 % cuando la fruta fue almacenada a
20 °C durante 15 dias (Figura 1). La utilizacion de la mezcla de estas especies de

levaduras como agentes de biocontrol para la enfermedad Ojo de buey no ha sido
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reportado anteriormente. Sin embargo, Sepulveda et al. (2022), informé que V.
victoriae EPL29.5 era capaz de reducir la incidencia y severidad de Ojo de buey en

un 60 % y 70 %, respectivamente.

Figura 1. Incidencia y severidad de la enfermedad Ojo de buey en manzanas ‘Cripps
Pink’, tratadas con la mezcla de las levaduras V. victoriae EPL 29.5 y M.
guilliermondii M11 pretratadas a distintas concentraciones de trehalosa (T1= 0 %,
T2=1%, T3=1,5%, T4=2 % y T5= 2,5 %). Las manzanas fueron almacenadas a
20 °C por 15 dias.
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Letras distintas representan diferencia significativa entre tratamiento de acuerdo con la prueba de
Tukey (p < 0,05). Barras representan error estandar.

Cabe destacar que, cuando la mezcla de levaduras fue pretratada con trehalosa al
1,5 %, y aplicada en la fruta, se observé un 0 % de incidencia y severidad de Ojo de
buey (Figura 1). Distintos estudios han demostrado que el pretratamiento de
levaduras con trehalosa mejora la capacidad de control de las levaduras.
Dhanasekaran et al. (2021) reporté que al pretratar Sporidiobolus pararoseus con
trehalosa al 1,5 % registraba la menor incidencia de P. expansum (14,8 %) en uva
de mesa. En concordancia con lo anterior, Nie et al. (2019) indicaron que al pretratar
Candida oleophila con trehalosa al 1 %, obtuvieron un 30 % de incidencia de P.

expansum en peras, comparado con un 50 % con las levaduras sin pretratar.
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Mientras que Apaliya et al. (2018), informaban que al pretratar Hanseniaspora
uvarum con trehalosa al 2 % se redujo la incidencia de Aspergillus tubingensis y
Penicillum commune en uva de mesa a un 15 %, mientras que la levadura no
pretratada redujo la incidencia a un 23 %, cuando la fruta se almacend a
temperatura de 20 °C durante nueve dias.

El aumento en la capacidad biocontrolodora de las levaduras pretratadas con
trehalosa puede deberse a que este compuesto aumenta la actividad de la p-1,3-
glucanasa (Dhanasekaran et al., 2021), enzima que actta sobre los sitios -1,3-
glucano en la cadena de polisacaridos de las paredes del patdgeno; por lo tanto,
logra distorsionar las hifas y filtra los componentes citoplasmaticos causando su lisis
y la posterior muerte celular (Delali et al., 2021). Ademéas, se ha descrito que la
trehalosa protege las células de levadura frente al estrés oxidativo (Nie et al., 2019),
ya que, aumenta la expresion de los genes que codifican para la enzima
Tiorredoxina Reductasa y la enzima Catalasa que facilita la degradacion de H20:2 a
02y H20 (Mesquita et al., 2010).

Efectividad de la aplicacion en campo de levaduras V. victoriae EPL 29.5y M.
guilliermondii M11 pretratadas a distintas concentraciones de trehalosa sobre
la enfermedad Ojo de buey

Para determinar la efectividad de la mezcla de levaduras sobre la enfermedad Ojo
de buey, se realizaron tres evaluaciones a la incidencia de la pudricién, realizado
durante el periodo de almacenamiento en frio de la fruta. La primera fue a los 3
meses, debido a que se ha descrito que los sintomas de la enfermedad aparecen
luego de tres a cuatro meses de almacenamiento a una temperatura de 0°C, una
segunda medicion se realizé a los cinco meses de almacenamiento, cuando se saco
la fruta desde frio y una tercera luego de 15 dias a 20 °C, esto ultimo se realiz6 para
simular el periodo de la fruta en anaquel.

A los tres meses de almacenamiento a temperatura de 0 °C de la fruta tratada con
la mezcla de levaduras, se puede observar que T1 fue capaz de reducir la incidencia
en un 21 %, mientras que en el tratamiento control se registré una incidencia de 67
% (Figura 2). Estudios previos han demostrado la eficacia de levaduras aplicadas

en campo para el manejo de patégenos de postcosecha. Cai etal. (2015)
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demostraron que la aplicacion en precosecha de H. uvarum redujo la incidencia

natural de la pudricion gris ocasionada por B. cinerea en frutillas.

Figura 2. Incidencia de la enfermedad Ojo de buey en manzanas ‘Cripps Pink’
tratadas en precosecha con una mezcla 50/50 de las levaduras V. victoriae EPL
29.5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL"Y (T1) o una mezcla 50/50 de las
levaduras V. victoriae EPL 29.5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mLY
pretratadas con trehalosa al 1,5 % (T3). La fruta cosechada se almacend por 5
meses a 0°C mas 15 dias a 20°C.
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Letras distintas representan diferencia significativa entre tratamiento de acuerdo con la prueba de
Tukey (p < 0,05). Barras representan error estandar.

Los resultados observados en este estudio pueden estar relacionados con la fecha
de aplicacion de los tratamientos con levaduras. Lolas et al. (2021) sefialaron que
las lenticelas de la manzana son susceptibles a la infeccion por P. vagabunda desde
120 dias previos a la cosecha y en este estudio las primeras aplicaciones fueron
realizadas 60 dias antes de la cosecha, quedando un periodo de la lenticela sin la
proteccion de las levaduras. Otra explicacion a los resultados observados podria ser
que, en la semana previa a la cosecha, se registraron precipitaciones de 115 mm
(Anexo 1), lo que podria haber favorecido la infeccidon de la fruta por P. vagabunda
(Giraud et al., 2021). Por lo que en futuras investigaciones se debera estudiar la
fecha mas adecuada para la aplicacion de levaduras.

Durante todo el ensayo se realizaron evaluaciones periédicas de las poblaciones

enddfitas y epifitas en la fruta. Se observd que la poblacion de levaduras epifitas
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aumentd en ambos tratamientos hasta la cuarta aplicacion, registrandose
poblaciones de 4 x 108 UFC manzana? en T1y de 3 x 10° UFC manzana-1 en T3
(Figura 3A). En la quinta evaluacion, la poblacién de levaduras disminuyo a 1 x 106
UFC manzana! en T1 y a 7 x 10° UFC manzana?! en T3 (Figura 3A). Esta
disminucién en la poblacién de levaduras epifitas podria haber sido causada por las
precipitaciones registradas entre la cuartay quinta aplicacion. La disminucién en las
poblaciones de levaduras en las manzanas, podria ser otro factor que contribuyo a
los resultados observados. Por otra parte, la poblacion de levaduras enddfitas en
T1 varié entre 50 y 4 UFC manzana para el muestreo 1 y 8 respectivamente.
Mientras que en el T3 las poblaciones variaron entre 20 y 8 UFC manzana para el

muestreo 1y 8 respectivamente (Figura 3B).

Figura 3. Poblacion de levaduras epifitas (A) y endéfitas (B) en manzanas ‘Cripps
Pink’ tratadas en precosecha con una mezcla 50/50 de las levaduras V. victoriae
EPL 29,5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL™ (T1) o una mezcla 50/50 de
las levaduras V. victoriae EPL 29,5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL1)
pretratadas con trehalosa al 1,5 % de trehalosa (T3). La fruta se almaceno por 5
meses a 0°C mas 15 dias a 20°C. Asterisco indica cosecha.
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Evaluacion del efecto curativo de las levaduras sobre laincidencia natural de
Ojo de buey.

En las manzanas tratadas con la mezcla de levaduras antes de ingresar en
almacenamiento en frio, se pudo observar que T1 redujo la incidencia de Ojo de
buey en un 10 % luego de tres meses de almacenamiento, comparado con el
tratamiento control. Luego de cinco meses de almacenamiento la incidencia de Ojo
de buey aumento a un 93 %, siendo estadisticamente (p < 0,05) igual al tratamiento
control (Figura 4). Por lo que, al aumentar el tiempo de almacenamiento de la fruta,

la efectividad de las levaduras sobre Ojo de buey disminuyo.

Figura 4. Incidencia de la enfermedad Ojo de buey en manzanas ‘Cripps Pink’
tratadas en postcosecha con una mezcla 50/50 de las levaduras V. victoriae EPL
29,5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL™1) (T1) o una mezcla 50/50 de las
levaduras V. victoriae EPL 29,5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL)
pretratadas con trehalosa al 1,5 % (T3). Las manzanas fueron almacenadas por 5
meses a 0°C més 15 dias a 20°C.
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Letras distintas representan diferencia significativa entre tratamiento de acuerdo con la prueba de
Tukey (p < 0,05). Barras representan error estandar.

La infeccién de la fruta ocurre en el huerto durante la temporada de crecimiento del
arbol (Henriquez et al., 2004). Sin embargo, se desconoce a dia de hoy el ciclo de
la enfermedad en Chile. Por lo tanto, al momento de la aplicacion de las levaduras,
las manzanas pudieron ya estar infectadas con el patdogeno. En este sentido,
Ngongang et al. (2021) reportaron que cuando la levadura Pichia kluyveri se aplicé
antes de la infeccion (efecto preventivo), el control de B. cinerea fue mas exitoso

gue cuando la infeccion ya estaba presente en la manzana (efecto curativo). Uno
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de los principales mecanismos de accion descritos para las levaduras es la
competencia por nutrientes y espacio (Droby et al., 2016), este mecanismo esta
relacionado con la capacidad de las células de levadura para proliferar rapidamente
en la fruta (Janisiewicz y Korsten, 2002). Como se observa en la Figura 5, la
poblacion de levaduras epifitas disminuy6 progresivamente durante el periodo de
almacenamiento en frio de la fruta, alcanzando poblaciones de 9 x 10*
UFC/manzana en T1 y 5 x 10* UFC/manzana en T3 (Figura 5A) después de 150
dias de almacenamiento; la poblacion de levaduras endéfitas en T1 disminuyo de
41 a 20 UFC/manzana durante el muestreo 1 y 5 respectivamente, en T3 la
tendencia se mantuvo, ya que, la poblacién de levaduras disminuy6 de 45 a 12

UFC/manzana durante el muestreo 1y 5 respectivamente (Figura 5B).

Figura 5. Poblacion de levaduras epifitas (A) y endéfitas (B) en manzanas ‘Cripps
Pink’ tratadas en postcosecha con una mezcla 50/50 de las levaduras V. victoriae
EPL 29,5y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL™t) (T1) o una mezcla 50/50 de
las levaduras V. victoriae EPL 29,5 y M. guilliermondii M11 (1 x 107 células mL-1)
pretratadas con trehalosa al 1,5 % (T3). Las manzanas fueron almacenadas por 5
meses a 0°C més 15 dias a 20°C.
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La baja poblacién de levaduras observada durante el periodo de almacenamiento
de la fruta podria explicar la incidencia de Ojo de buey registrada en las

evaluaciones.

CONCLUSIONES

1. La mezcla de levaduras antagonistas Vichniacosima victoriae EPL 29,5 y M.
guilliermondii M11 presentan actividad de biocontrol sobre P. vagabunda cuando
son aplicadas sobre manzanas ‘Cripps Pink’ en condiciones de laboratorio.

2. Vichniacosima victoriae EPL 29.5 y M. guilliermondii M11 pretratadas con
trehalosa y aplicadas en mezcla en manzanas ‘Cripps Pink’ en campo, reducen
la incidencia de P. vagabunda los primeros 3 meses de almacenamiento en frio.

3. Las poblaciones de levaduras epifitas y endofitas de las manzanas disminuyen

durante el almacenamiento de la fruta en frio.
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muestran por columnas y la temperatura media por lineas. Flechas indica aplicacion

de tratamientos.

Anexo 1. Condiciones climaticas durante el ensayo de campo. Precipitaciones se
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Asteriscos (*) indican fechas de muestreo. Fuente: Direccion Meteorolégica de Chile.



