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Se buscé el aislamiento de levaduras de muestras de miel de la Provincia de Jujuy, Argentina, con el objetivo de
utilizarlas in vitro como antagonistas de mohos patdgenos pre- y poscosecha, de diferentes cultivos de interés,
como, citricos, maiz, mani y cafia de azucar. Se utilizé miel, ya que la misma puede actuar como medio selectivo
de cepas inocuas y tolerantes a distintos estrés abiodticos, como bajo pH, elevada presion osmética, presencia de
fitoquimicos, entre otros. Se logré aislar un total de 15 levaduras de 25 muestras de mieles. Las levaduras fueron
identificadas como: Candida parapsilosis, Zygosaccharomyces baili, Zygosaccharomyces mellis,
Zygosaccharomyces rouxii, Tausonia pullulans, Lachancea thermotolerans, Lachancea fermentati, Torulaspora
delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae. Todos los géneros se encontraron descriptos como presentes en la
miel, provenientes, ya sea, de fuentes primarias de contaminacion o del ambiente circundante. De los
aislamientos obtenidos se probd el antagonismo in vitro, por disminucién del crecimiento micelial de los mohos:
Penicillium italicum, P. ulaiense, Aspergillus parasiticus y Fusarium sacchari. Lachancea thermotolerans, fue el
Unico aislamiento que presentd antagonismo hacia todos los mohos ensayados. Candida parapsilosis manifesto
antagonismo hacia P. italicum; Lachancea fermentati hacia P. ulaiense; Z. mellis frente P. ulaiense y uno de los
aislamientos de T. delbrueckii frente a P. italicumy P. ulaiense. Se podrian utilizar las levaduras antagonistas en
futuros ensayos in vivo, en vistas al disefio de un biofungicida activo contra mohos patégenos de cultivos, en la
etapa de produccién a campo o durante el almacenamiento.
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(2020). Yeasts isolated from honeys as antagonists of crop pathogenic molds. Rev. Fac. Agron. Vol 119 (2):
1-11. https://doi.org/10.24215/16699513e054

The isolation of yeasts from honey samples from the Province of Jujuy, Argentina, was sought with the aim of
using them in vitro as antagonists of pre- and postharvest pathogenic molds of different crops of interest, such as,
citrus fruits, peanut and sugar cane. Honey was used, since it can act as a selective medium for innocuous
strains, and tolerant to different abiotic stresses, such as low pH, high osmotic pressure, presence of
phytochemicals, among others. A total of 15 yeasts were isolated from 25 honey samples. Yeasts were identified
as: Candida parapsilosis, Zygosaccharomyces baili, Zygosaccharomyces mellis, Zygosaccharomyces rouxii,
Tausonia pullulans, Lachancea thermotolerans, Lachancea fermentati, Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces
cerevisiae. All genera were founded to be described as present in honey, originated from either primary sources
of contamination, or the surrounding environment. Of the isolates obtained, antagonism was tested in vitro, by
decreasing the mycelial growth of molds: Penicillium italicum, P. ulaiense, Aspergillus parasiticus and Fusarium
sacchari. Lachancea thermotolerans, was the only isolation that presented antagonism towards all the molds
tested. Candida parapsilosis presented antagonism towards P. italicum, Lachancea fermentati towards P.
ulaiense, Z. mellis against P. ulaiense, and one of the isolates of T. delbrueckii against P. italicum and P.
ulaiense. Antagonistic yeasts could be used, in future in vivo tests, in view of the design of an active biofungicide
against crop pathogenic molds, at field production stage, or during storage.
Key words: yeasts; molds; pathogenic; preharvest; postharvest
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INTRODUCCION

Las especies fungicas son agentes etioldgicos de un
gran numero de enfermedades pre- y postcosecha de
cultivos (Chen et al.,, 2007). Muchas especies del
género  Fusarium son fitopatbgenas causando
enfermedades como marchitamiento vascular, necrosis
de raices y tallos y, ademas, producen durante el
almacenamiento de granos, micotoxinas como la
beauvericina y fumonisina, que son perjudiciales para la
salud animal (Leslie & Summerell, 2006; Moretti et al.,
2007; Doll & Danicke, 2011; Viswanathan et al., 2011).
Entre los cultivos afectados se encuentran maiz y cafa
de azucar (Ploetz, 2006; Viswanathan et al., 2011).

Otro género productor de micotoxinas es Aspergillus,
cuyas especies A. flavus y A. parasiticus son las
principales productoras de aflotoxinas, que son
carcinogénicas para humanos y animales (Williams et
al., 2004; Pitt & Hocking, 2009) y pueden estar
presentes en diferentes etapas de la cadena de
comercializacién del mani (Martins et al., 2017).

En cuanto a las pérdidas postcosecha de frutas por
mohos, se han reportado pérdidas de entre el 25% y
50% (Nunes, 2012). Entre las principales enfermedades
que afectan a este grupo de frutas son mohos del
género Penicillium (Pitt & Hocking, 2009). Estos hongos
son patégenos de heridas y causan una podredumbre
que deteriora rapidamente las caracteristicas
organolépticas de la fruta (Nunes, 2012).

Para controlar estas enfermedades, el uso de
fungicidas sintéticos es el método méas comun, debido a
su costo relativamente bajo, facilidad de aplicacién y
efectividad. Sin embargo, su efectividad se ve limitada
debido a la alta frecuencia de aparicion de cepas
resistentes (Chen et al., 2007; Sanchez-Torres & Tuset,
2011). Ademas, su uso es cada vez mas restringido
debido a su alta toxicidad residual, efectos
carcinogénicos, degradacién y contaminaciéon ambiental
generada (Tripathi & Dubey, 2003; Palou et al., 2008).
En los ultimos 20 afos, las levaduras han ganado
potencial como agentes de control biolégico de mohos,
debido a su répida tasa de crecimiento, no producen
esporas alergénicas o0 micotoxinas y poseen
necesidades nutricionales simples (Hua et al., 1999;
Nally et al., 2012; Guo et al., 2014). Por este motivo, es
factible utilizar levaduras antagbnicas para combatir
mohos patégenos en frutas y verduras, como
alternativa para reducir, o incluso reemplazar, a los
fungicidas sintéticos (Janisiewicz et al., 2000; Sharma
et al., 2009; Droby et al., 2009).

Asimismo, varios mecanismos de accidon estan
involucrados en los procesos de control biolégico de
patégenos fungicos. Los mismos, se basan
generalmente en la capacidad de adherirse a sitios
especificos, colonizar heridas y competir por nutrientes
(Liu et al., 2013a); secretar enzimas especificas como
glucanasas y quitinasas con accion litica en la pared
celular de hongos (Castoria et al., 2001; Hu et al,
2017); inducir resistencia en la planta (Yao & Tian,
2005); inhibicion del crecimiento micelial de mohos por
metabolitos difusibles y volatiles (Huang et al., 2011;
Lutz et al., 2013); formar un biofilm en la superficie
interna de heridas (Giobbe et al., 2007) y la produccion
de toxinas ‘killer, letales para otras levaduras
susceptibles (Marquina et al., 2002), asi como para las

Levaduras antagonistas de mohos

hongos filamentosos y bacterias (Platania et al., 2012;
Bajaj et al., 2012; Al-Qaysi et al., 2017).

El uso de la miel para el tratamiento de enfermedades
data de unos 2000-2100 afos a. C.; incluso Aristételes
(384-322 a. C.) la describi6 como buena para el
tratamiento de heridas (Mandal & Mandal, 2011;
Vallianou et al., 2014).

Las propiedades antimicrobianas, se le han atribuido
principalmente al perdxido de hidrogeno y a varios
compuestos fitoquimicos, como flavonoides, fenoles y
acidos organicos; por este motivo tiene un ndmero
reducido de microorganismos, y sélo se encuentran
viables, aquellos que estan adaptados a estas
condiciones (Snowdon & Cliver, 1996; Bakier, 2009;
Gomes et al., 2011; Velasquez Giraldo et al., 2013).
Ademas, la alta osmolaridad y baja actividad agua no
permiten el desarrollo de microorganismos que
provienen de fuentes de dificil control, como el polvo, el
aire, el suelo y el néctar (Snowdon & Cliver, 1996;
Spencer & Spencer, 1997; Vazquez-Quifiones et al.,
2018).

Los microorganismos presentes en la miel pueden
influenciar su estabilidad y calidad higiénica (Vica et al.,
2009). Entre los microorganismos presentes en la miel,
han sido reportados, bacterias, levaduras y mohos; y
géneros como Penicillium, Mucor, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces y
Torulaspora, son responsables de su fermentacion,
cuando el contenido de humedad supera el 19-20%
(Snowdon & Cliver, 1996; Codex Alimentarius, 2001).
Fusarium'y Aspergillus también fueron descriptos como
frecuentes en muestras de miel (Vica et al., 2009).

Si bien, la mayor parte de las levaduras en la miel no
pueden crecer o se encuentran como viables pero no
cultivables (VPNC), debido principalmente a la alta
concentraciébn de azucar y antimicrobianos (Déak,
2008); se detect6 la produccion de etanol en algunas
muestras de miel almacenada; indicando que hay
ciertos tipos de levaduras, que pueden haber sufrido
una domesticacion natural, y convertir los carbohidratos
en etanol, aun bajo alto estrés de azicar (Liu et al.,
2016); y otros tipos de estrés, como, fitoquimicos
provenientes del néctar (Herrera et al., 2009; Herrera et
al., 2010).

En el presente trabajo se busco aislar distintas especies
de levaduras, en lo posible inocuas, y tolerantes a
diferentes estrés inherentes a la miel, por su naturaleza
antimicrobiana; y que puedan presentar antagonismo
hacia mohos patégenos pre- y poscosecha de cultivos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

El muestreo se efectué en apiarios pertenecientes a
productores de la zona este de la Provincia de Jujuy, en
la zona de valles, yungas y chaco, durante la época
estival de 2008-2009. La toma de muestras de miel se
realiz6 en panales operculados (miel madura) y sin
opercular (miel inmadura) de Apis mellifera L. Se
tomaron aproximadamente 200 g en envases estériles.
Para controlar la medida de la acidez o alcalinidad de
las muestras de miel se utilizé6 un medidor de pH Testo
206-pH2.
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Los solidos solubles totales de las muestras de miel
(°Brix) fueron medidos a 20°C utilizando un
refractometro de mano Westover RHB-18, las muestras
se diluyeron cuatro veces con agua destilada. A partir
de los °Brix obtenidos se calculé el porcentaje de
humedad (%H) segun tablas de Chataway (Canadian
Food Inspection Agency, 2019)

Aislamiento de levaduras

Se llevaron a cabo en el laboratorio de la Céatedra de
Microbiologia Agricola, de la Facultad de Ciencias
Agrarias (FCA), Universidad Nacional de Jujuy (UNJu).
Se utilizd miel recién recolectada o almacenada por un
periodo no mayor a 3 meses. Se efectud por la técnica
de estrias en placas de Petri, utilizando los medios agar
extracto de malta (MEA ¢/l: extracto de malta 20;
peptona 1; glucosa 20; agar 20), agar dicloran rosa
bengala cloranfenicol (DRBC g/L: glucosa 10; peptona
5; fosfato dihidrégeno de potasio 1; sulfato de magnesio
0,5; solucion de rosa bengala al 5% p/v 0,5 ml;
cloranfenicol 0,1; dicloran 0,2% p/v en etanol 1 ml; agar
15), agar dicloran 18% glicerol (DG18 g/L: glucosa 10;
peptona 5; fosfato dihidrégeno de potasio 5; sulfato de
magnesio 0,5; cloranfenicol 0,1; dicloran 0,2% p/v en
etanol 1 ml; glicerol 220; agar 15), agar czapek glicerol
(G25N g/L: fosfato monohidrogeno de potasio 0,75;
soluciéon de czapek 7,5 ml; extracto de levadura 3,75;
glicerol 250; agar 15) (Pitt & Hocking, 2009). Las
levaduras aisladas, fueron mantenidas a 4°C en MEA.

Identificacion de las levaduras

La identificacion se realiz6 a través de pruebas
fisiolégicas siguiendo la metodologia de Déak (2008)
con modificaciones. Se utiliz6 medio base con nitrégeno
(g/L: sulfato de amonio 5, fosfato dihidrégeno de
potasio 5, sulfato de magnesio 0,5) al que se le agregd
los diferentes compuestos carbonados en una
concentracién de 0,02 g/ml para observar la asimilacion
de azucares o polialcoholes (glucosa, galactosa,
celobiosa, lactosa, maltosa, melibiosa, trehalosa,
melezitosa, rafinosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, meso-
eritritol, myo-inositol, manitol).

Para la prueba de asimilacion de fuentes de nitrégeno,
se utiliz6 medio base con carbono (g/L: glucosa 10;
fosfato dihidrogeno de potasio 1; sulfato de magnesio
0,5). Luego se agregd como fuentes nitrogenadas:
nitrato de sodio y cadaverina, en una concentracién de
0,001 g/ml.

También se realizaron pruebas de fermentacion de
azlcares (glucosa y sacarosa), hidrolisis de la urea,
crecimiento en medio con 0,01% de cicloheximida y
asimilacién de lisina. Asimismo, se evalué el
crecimiento en medios con diferente concentracion de
azucar, sal y acidos organicos segun Pitt & Hocking
(2009).

Se observé el crecimiento macroscopico y microscopico
de las colonias en medio de cultivo sélido MEA, medio
glucosa-peptona-extracto de levadura (GPY g/l
peptona 10; extracto de levadura 10; glucosa 40) y agar
papa-dextrosa (g/L: glucosa 20; agar 20; infusion de
papa 230 ml: agua destilada 770 ml) a los 3y 7 dias a
25-28 °C. Se tuvieron en cuenta -caracteristicas
macroscépicas como: superficie, forma, brillo,
consistencia, color, si producen cambio de color en el
medio, elevacion, margen, diametro, produccion de

pelicula. En cuanto a las caracteristicas microscopicas,
se observé: forma, gemaciéon, presencia de
pseudomicelio, tamafo; mediante un microscopio Zeiss
modelo 473011/9901. Las muestras microscopicas se
tifieron, con azul de algodén o lactofenol.

También se evaludé esporulacion por un lapso de 6
semanas utilizando agar Mc Clary (g/L: glucosa 1;
cloruro de potasio 1,8; acetato de potasio 8,2; extracto
de levadura 2,5; agar 15); los cultivos fueron
observados microscdopicamente con contraste de fases
o por tincién de Wirtz-Conklin.

Los resultados obtenidos con las claves taxondmicas
de Déak (2008), fueron comparados con claves y
fotografias de Kurtzman et al. (2011) y la Polyphasic
Identification del Westerdijk Fungal Biodiversity Institute
(2019). Los nombres cientificos fueron actualizados
segln la base de datos del Mycobank Database
(Robert et al., 2004), ultimo acceso en mayo de 2019.

Accion inhibitoria in vitro de levaduras sobre
mohos

Se probé el efecto antagonico de levaduras obtenidas
de mieles frente a mohos patégenos poscosecha de
citricos: Penicillium italicum Wehmer y P. ulaiense H.M.
Hsieh, H.J. Su & Tzean; y otros patdgenos de maiz,
mani y cana de azlcar: Aspergillus parasiticus Speare y
Fusarium sacchari (E.J. Butler) W. Gams. Todos
pertenecientes al cepario de la Catedra de
Microbiologia Agricola (FCA-UNJu).

Se utiliz6 la técnica de Hua et al. (1999) con
modificaciones, se sembraron las cepas de mohos en
MEA e incubaron a 25-28°C durante 7 dias. Luego se
tomaron conidios del centro de una colonia mediante un
asa y se colocaron en 5 ml de agar al 0,2%. La
suspensién de levaduras se prepard con aislados
mantenidos en MEA durante 48 h a 25-28°C. Se llevé a
una concentracién de 10° células/ml en agua estéril, por
recuento en camara de Neubauer.

Luego se sembrd la solucién de conidios mediante
punciones cada 1 cm a lo largo de una estria de 6 cm
de longitud en el centro de una placa de Petri de 9 cm
de diametro con MEA. Se incub6 a 25°C durante 24 h.
Pasadas las 24 h se sembrd 10 pL de la suspension de
levaduras en dos estrias de 6 cm ubicadas a ambos
lados y a 1,5 cm de la estria central que contenia el
moho.

Se realizd6 una siembra testigo, donde se sembr6 al
moho correspondiente, pero no a las levaduras. A los 7
dias se registrd el espesor del crecimiento del moho en
milimetros, y se comparo con el testigo. Las pruebas se
realizaron por duplicado.

Analisis estadistico

Con los datos de espesor en milimetros que registraron
los mohos, se realizé un andlisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett, mediante el paquete estadistico
Minitab versién 18.1. Las diferencias fueron aceptadas
como significativas cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 24 muestras de mieles de
Apis mellifera de apiarios de diferentes zonas
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productivas de la Provincia de Jujuy, una de las
muestras correspondié a Tetragonisca angustula
(Latreille) (abeja melipona) proveniente de Oran,
Provincia de Salta. Las muestras presentaron una
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medida del pH de entre 3,4 hasta 5,3 y una humedad
entre 17,5% hasta menos de 13,0%; aunque los
aislamientos de levaduras fueron obtenidos de
muestras de entre el 13,0 y 16,3% de humedad (Tabla

1).

Muestra Origen T'p9 de pH  °Brix %H .Med".’ de Aislamiento/s Especie/s
miel aislamiento
1 Los Alisos 2 Madura 3,6 80,9 17,5 - - -
2 Los Alisos @ Madura 3,4 81,0 17,4 - - -
3 S.S.deJujuy® Madura 39 824 16,1 G25N 5.7 rorulaspora
4 LaAmona®  Madura 37 848 138 DG18 6 ;f,;;j;’a’,’g
5 S. S. de Jujuy @ Madura 3,6 82.3 16,2 - - -
6 Barcena ® Madura 38 893 13,0° MEA 9 Toriaspora
7 Barcena ® Inmadura 4,1 89,8  13,0* MEA 4 Lfgrcr’;i’r’,f:i
Lachancea
) N . thermotolerans;
8 Finca Escaro 2 Madura 5,3 86,2 13,0 MEA 3;10 Zygosaccharom
yces bailii
Zygosaccharom
i * . yces bailii;
9 Finca Escaro® Inmadura 4,7 86,0 13,0 MEA 2; 11 Zygosaccharom
yces rouxii
. Candida
10 Los Alisos @ Inmadura 4,0 82,2 16,3 MEA 1 parapsilosis
11 Los Alisos @ Madura 4,2 83,3 15,2 - - -
12 El Ceibal 2 Madura 3,9 85,6 13,0 - - -
13 Lobatén © Madura 3,5 86,4 13,0 - - -
14 Los Madura 49 856 13,0 - - -
Blancos @
15 El Remate ¢ Madura 4,5 82,3 16,2 - - -
16 Palpala ¢ Madura 4,4 82,0 16,5 - - -
17 Palpala 9 Madura 4.5 83,3 15,2 - - -
18 Sauce Huacho ¢  Madura 3,5 84,7 13,9 MEA 13 Zy}g/g::t;(;/evzirsom
19 El Fuerte © Madura 3,9 83,3 15,2 - - -
20 El Fuerte © Madura 4,3 86,1 13,0* - - -
21 El Fuerte ¢ Madura 4,0 84,6 14,0 MEA 12 Saf:f;’;;’/ fg’g; ces
22 El Fuerte ¢ Madura 4,1 844 142 MEA 14 Z‘Zl‘é’fié’c%la
23 El Fuerte © Madura 4,3 84,2 14,4 - - -
24 El Fuerte ¢ Madura 4,3 854 132 MEA 15 Z"er/‘g’f;fcokr”a
25 Oran Madura - - - MEA 8 Zygosaccharom

yces mellis

Tabla 1. Origen, tipo de miel (madura o inmadura), caracteristicas fisicoquimicas (pH, °Brix y %H), medio de aislamiento
(DG18, G25N 6 MEA), aislamiento/s (numerados del 1 al 15) y especie/s de levaduras identificadas de la totalidad de
muestras de miel. 2 Departamento Dr. Manuel Belgrano; ® Departamento Tumbaya,; ¢ Departamento Santa Barbara; ¢
Departamento Palpald; ¢ Departamento San Pedro; ' Departamento Oran, Provincia de Salta; * contenido de humedad
menor al 13%; ** ambos aislamientos fueron de la misma especie.
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De las 25 muestras de miel, se aisl6 un total de 15
levaduras, siendo el agar MEA el mas utilizado.
También se utiliz6 agar G25N en el caso de las
levaduras 5 y 6, y agar DG18 s6lo en el caso de la
levadura 6 (Tabla 1).

La levadura N°6, obtenido de la muestra N°4, fue
identificada como Tausonia pullulans (Lindner) X.Z. Liu,
F.Y. Bai, M. Groenewald & Boekhout. La misma, resulté
positiva para la prueba de la ureasa, manifestando ser
una levadura basidiomicética; el resto de los
aislamientos dieron resultado negativo a la misma
prueba. Ademas, presentd6 como caracteristicas
principales células con gemacion, coloracion beige,
pseudomicelio con endosporas, fermentacion ausente,
myo-inositol positivo, nitrato positivo.

Las levaduras N°1, 2, 3, 5,7, 8, 9, 10, 11, 13, 14 y 15,
no asimilaron nitrato y eritritol, no crecieron en
presencia de cicloheximida, pero si asimilaron manitol.
Las mismas fueron identificadas como (Tabla 1):
Levadura N°1: Candida parapsilosis (Ashford) Langeron
& Talice; Levadura N°2 y 10: Zygosaccharomyces bailii
(Lindner) Guilliermond; Levadura N°3: Lachancea
thermotolerans (Filippov); Levadura N°5, 7, 9, 14 y 15:
Torulaspora delbrueckii (Lindner) Lindner; Levadura
N°8 y 13: Zygosaccharomyces mellis Fabian & Quinet;
Levadura N°11: Zygosaccharomyces rouxii (Boutroux)
Yarrow.
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La diferenciaciéon entre Z. mellis y Z. rouxii, si bien se
dificulta utilizando técnicas estandares de crecimiento,
Z. rouxii es mas tolerante a cloruro de sodio,
permitiendo, asi, su separacibn en un medio que
contiene 16% de NaCl con 5% de glucosa. Z. baillii se
diferencié6 de ambas al presentar crecimiento en agar
con acido acético al 1%. T. delbrueckii, no se desarrolld
en presencia de cadaverina, por lo que sirvié de criterio
para diferenciarla de las especies nombradas
anteriormente.

La levadura N°4, creci6 en presencia de 0,01% de
cicloheximida, es celobiosa positiva, e incapaz de
utilizar la lactosa, por lo que fue identificada como
Lachancea fermentati (H. Naganishi) Kurtzman.

La levadura N°12, fue identificada como
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen; al
presentar en medio GPY a los 7 dias, células globosas,
ovoidales o elongadas, y, principalmente, la ausencia
de asimilacion de manitol y lisina; asimilaciéon positiva
de maltosa, y crecimiento a 37°C.

Se registr6é el diametro de crecimiento en milimetros a
los siete dias de los mohos, sin la presencia de
levaduras (figura 2a, d, g, j), y versus las levaduras N°1,
2,3,4,5,6,7,8y9, elegidas al azar. La levadura N°3
identificada como L. thermotolerans, se probd contra
todas las cepas de mohos y manifesté antagonismo en
todos los casos (Figura 1a-d y Figura 2b, 2e, 2h).
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Figura 1. Diametros de crecimiento de los mohos versus levaduras y el testigo sin inocular a los 7 dias a 25°C. a)
Levaduras frente a Penicillium italicum; b) Levaduras frente a Penicillium ulaiense; c¢) Levaduras frente a Aspergillus
parasiticus; y d) Levaduras frente a Fusarium sacchari. ' Candida parapsilosis, 2 Zygosaccharomyces bailii, °
Lachancea thermotolerans, 4 Lachancea fermentati, ° Torulaspora delbrueckii, ¢ Tausonia pullulans, 7 Torulaspora
delbrueckii, 8¢ Zygosaccharomyces mellis, ° Torulaspora delbrueckii y T testigo sin levadura. * medias significativamente

diferentes a la media del testiao (b < 0.05).
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En cuanto a la levadura N°1 identificada como C.
parapsilosis presentd antagonismo solo frente a
Penicillium italicum (Figura 1a). La levadura N°4, L.
fermentati presenté antagonismo frente a P. ulaiense
(Figura 1b; Figura 2f) y produjo una leve disminucién
del crecimiento micelial a P. italicum (Figura 2c),
aunque no manifestd diferencias con el testigo (Figura
1a).

Levaduras antagonistas de mohos

También presentaron disminucién del crecimiento del
moho, la levadura N°8: Z mellis frente P. ulaiense
(Figura 1b) y la levadura N°9: T. delbrueckii frente a P.
italicumy P. ulaiense (Figura 1a y b). En la Figura 2I, se
observa como F. sacchari, invade casi toda la placa de
Petri donde se encontraba sembrada la levadura N°9,
no manifestando antagonismo.

igura 2. Crecimiento de los diferentes mohos versus levaduras a los 7 dias a 25°C. a) P. italicum (testigo); b) L.
lermotolerans (levadura N°3) frente a P. ltalicum; c) L. fermentati (levadura N°4) frente a P. ltalicum; d) P. ulaiense
estigo); e) L. thermotolerans (levadura N°3) frente a P. ulaiense; f) L. fermentati (levadura N°4) frente a P. ulaiense; g) A.
arasiticus (testigo); h) L. thermotolerans (levadura N°3) frente a A. parasiticus; i) Torulaspora delbrueckii (levadura N°5)
ente a A. parasiticus; j) F. sacchari (testigo); k) L. thermotolerans (levadura N°3) frente a F. sacchari; y ) Torulaspora

albrueckii (levadura N°7) frente a F. sacchari.
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DISCUSION

Todas las muestras de mieles presentaron una
humedad menor a 17,5%, habiendo una baja
probabilidad de fermentacién en almacenamiento a una
temperatura de 25°C; siempre que la humedad se
mantenga por debajo del 19-20% (Snowdon & Cliver,
1996; Codex Alimentarius, 2001; EI Sohaimy et al.,
2015). El rango de pH de las mieles (3,4-5,3) se
encontré en concordancia con el rango de pH de otras
mieles de origen floral de la regién noroeste de
Argentina y otras partes del mundo (Déak, 2008; Rios
etal., 2014).

La miel, generalmente, estd protegida del deterioro
microbiano al tener un contenido de azucar de mas del
80%, pH bajo y compuestos antimicrobianos, sin
embargo, es posible aislar levaduras provenientes de
fuentes primarias de contaminacién, como el néctar,
polen y abejas, pero, también de fuentes secundarias
durante la cosecha y manipuleo para su
comercializacién (Snowdon & Cliver, 1996; Déak,
2009).

En este trabajo se buscé el aislamiento de levaduras
provenientes de fuentes primarias de contaminacion de
la miel, resistentes a estrés abidtico y osmotolerantes;
es decir, que no posean un requerimiento absoluto de
solutos no i6nicos (como la glucosa) para su viabilidad
y sean capaces de tolerar un amplio rango de
concentracién de azucares (Dakal et al., 2014). Los
organismos osmofilicos tienen un requisito absoluto de
solutos entre 10-60 % (p/p) de glucosa, por lo tanto, no
crecen en medios de cultivo convencionales (Dakal et
al., 2014; Cade? et al., 2015).

El agar MEA, es el medio mas simple para crecimiento
y enumeracion de levaduras (Pitt & Hocking, 2009) y el
agar DG18 se usa particularmente en productos con
una actividad agua intermedia, pues el agar czapek-
glicerol so6lo permite el crecimiento de levaduras
osmdfilicas que asimilan nitratos (Déak 2008; Pitt &
Hocking, 2009). Si bien algunas especies
osmotolerantes del género Zygosaccharomyces pueden
desarrollarse en medios que no posean una baja
actividad agua después de un periodo de adaptacion
(Déak, 2008; Bubnova et al., 2014), otras especies y
géneros se pueden aislar directamente desde su habitat
sin la utilizacién de medios selectivos (Spencer &
Spencer, 1997; Sipiczki, 2003; Saksinchai et al., 2012).

Los géneros Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces, Candiday Torulaspora suelen ser
descriptos como presentes en la miel (Raspor & Zupan,
2006; Kurtzman & James, 2006; Pitt & Hocking, 2009).
Z. mellis, es una especie que puede llegar a fermentar
concentraciones de azucar como las normalmente
presentes en la miel, donde otras levaduras se verian
inhibidas por efecto de la alta presiéon osmética (Liu et
al., 2016).

T. pullulans, es repetidamente identificada en suelo,
hojas y frutos, como una especie dominante (Zhang et
al.,, 2017; Wang et al., 2018). Los géneros descriptos
presentes en miel en general son encontrados en el
polen, néctar, suelo, polvo y flores; ya que son
dispersados con la ayuda de agentes como el viento y
los insectos, en este caso abejas (Olaitan et al., 2007).

Se procedié a probar el antagonismo de algunas de las
levaduras aisladas, contra mohos descriptos como
patégenos poscosecha de citricos (P. italicum y P.
ulaiense) y otros patégenos precosecha de maiz, mani
y cana de azUcar (A. parasiticus y F. sacchari). Estos
géneros de mohos, también, son los mas comidnmente
encontrados en miel de abejas y polen (Gonzalez et al.,
2005; Kacaniova et al., 2012; Salgado Silva et al.,
2017).

Se ensay6 el antagonismo de levaduras de miel frente
a mohos patégenos, porque suelen emplearse
levaduras de distinto origen (flores, frutos, filoplano,
suelo, raices, insectos, agua de mar), en el control
biolégico de los de los mismos (Liu et al., 2013a; Liu et
al., 2013b; Kurtzman & Sugiyama, 2015; Perez et al.,
2016). Ademas, al tratarse de levaduras
osmotolerantes, generalmente inocuas y con capacidad
de mantenerse viables en las condiciones
antimicrobianas de la miel (Snowdon & Cliver, 1996;
Aurongzeb & Azim, 2011; Vazquez-Quinones et al.,
2018) y del néctar de las plantas, en presencia de
fitoquimicos y alta presion osmética (Herrera et al.,
2009; Herrera et al., 2010), serian buenas candidatas
para ser utilizadas en el control de mohos patégenos,
en ensayos a campo, o durante el almacenamiento de
granos y semillas.

La levadura N°3 L. thermotolerans, resulté efectiva para
el control in vitro de todos los mohos testeados. Esta
especie, también fue aislada de la microbiota epifita de
plantas de vid, siendo antagonista de A. carbonarius y
A. niger, responsables de la acumulacion de
micotoxinas en uvas (Bleve et al., 2006). La levadura
N°1, C. parapsilosis limitd el crecimiento sélo de P.
italicum pero no de los demas hongos. En trabajos
previos, en la Provincia de Jujuy, se encontré6 que
especies del mismo género (C. versatilisy C. cantarellii)
aisladas de citricos, resultaron entre las mas activas in
vitro, frente a P. digitatum (Benitez Ahrendts & Carrillo,
2004): También, en otro trabajo en el noroeste
argentino  (Provincia de Tucuman) se encontrd
antagonismo mayor o igual al 40%, en reduccién del
diametro de crecimiento micelial de Penicillium italicum
y P. citri, por accion de C. catenulata, y otras especies
aisladas de frutos y hojas de citricos (Perez et al.,
2016).

Asimismo, cepas de C. catenulata, C. famata, C. sake,
C. versatillis, K. marxianus 'y T. delbrueckii, presentaron
algun tipo de antagonismo frente a los mohos de la
podredumbre de las uvas, Rhizopus stolonifer, A.
terreus, A. versicolor, A. caelatus y P. commune,
mediante inhibicion del crecimiento micelial, exclusién
competitiva, produccion de enzimas liticas de pared,
inhibicion de la germinacion de esporas y produccién de
sider6foros (Nally et al., 2015). Por lo que serian
necesarios otros ensayos in vitro, para poder
determinar la naturaleza del antagonismo de las
levaduras aisladas, hacia los mohos.

La levadura N°4, L. fermentati presenté antagonismo
frente a P. ulaiense (Figura 1b), y disminucion del
crecimiento micelial frente a P. italicum (Figura 2c),
aunque no suficiente para detectarse diferencias con el
testigo (p < 0,05), por la produccién de algiin metabolito
(Castoria et al., 1997).
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También presentd disminucién del crecimiento del
moho, la levadura N°8 Z mellis, aislada de miel de
abeja melipona, frente P. ulaiense (Figura 1b). Este
género de levaduras se encuentra descripto en mieles y
abejas meliponas sanas; y junto a otras especies de
levaduras, actuarian en relaciones mutualistas con las
mismas, por ejemplo, deshidratar los granos de polen,
para retardar su deterioro (Ganter, 2006; Morais et al.,
2013).

Se encontrd que las levaduras N°5, 7 y 9, identificadas
como T. delbrueckii, al ensayarse su actividad frente a
P. italicumy P. ulaiense, sélo la levadura N°9 manifesté
actividad hacia P. italicum; en las mismas condiciones
de experimentacion. Este hallazgo, estuvo en
concordancia con Suzzi et al. (1995), donde se observa
que la actividad de biocontrol de levaduras del vino,
contra mohos patégenos, es una caracteristica
relacionada con la cepa y no depende Unicamente de la
especie 0 género de la levadura. Nally et al. (2015)
también observd un comportamiento diferencial de
cepas como antagonistas de mohos aislados de uvas
en descomposicién, por ejemplo, de tres cepas de T.
delbrueckii; dos presentaron exclusion competitiva por
produccion de metabolitos frente a Penicillium
commune.

Si bien se utilizé miel para el aislamiento de bacterias
productoras de antibidticos con actividad hacia
patégenos de abejas (Sabaté et al., 2009), este es el
primer trabajo donde se utilizé esta aproximacion para
la selecciébn de levaduras antag6nicas de mohos
patdégenos pre- y poscosecha de diversos cultivos,
como citricos, maiz, mani y cafa de azlcar.

Los resultados de este estudio, indican que en la
microbiota asociada a mieles de la provincia de Jujuy
hay levaduras antagonistas de mohos patégenos pre- y
poscosecha, posiblemente a través del mecanismo de
exclusién competitiva de nutrientes o por produccién de
algun metabolito 0 enzima litica de pared fungica; por lo
que son necesarias otras pruebas in vitro para elucidar
la naturaleza del antagonismo.

CONCLUSION

Se logro6 aislar un total de 15 levaduras de 25 muestras
de mieles de la provincia de Jujuy. Todas pertenecieron
a géneros normalmente presentes en mieles, o
ambiente circundante. De los aislamientos obtenidos,
cinco presentaron antagonismo hacia mohos descriptos
como patégeno pre- y poscosecha de cultivos.

El antagonismo se observd por disminucion del
crecimiento micelial de los mohos. Las levaduras que
tuvieron accién antagbénica fueron: Lachancea
thermotolerans frente a Aspergillus parasiticus,
Fusarium sacchari, Penicillium italicum y P. ulaiense.
Candida parapsilosis frente a P. italicum, Lachancea
fermentati frente a P. ulaiense, Z. mellis frente a P.
ulaiense, y T. delbrueckii frente a P. italicum y P.
ulaiense.

Se podrian utilizar las levaduras antagonistas, en
futuros ensayos in vivo, en vistas al disefio de un
biofungicida activo contra mohos patégenos de cultivos,
en la etapa de produccién a campo, o durante el
almacenamiento.

Levaduras antagonistas de mohos
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