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CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LEVADURASAISLADASDE LA
FILOSFERA DE MORA.

RESUMEN

Con € proposito de aislar levaduras de la fil6sfera de mora de Castilla, se muestrearon
hojas sanas en cuatro cultivos ubicados en los municipios de El Colegio y San Antonio
del Tequendama (Provincia del Teguendama, Departamento de Cundinamarca), se
realizé € proceso de aidamiento mediante un lavado individual de cada hoja en 50ml de
Tween 80 a 0.1%, con una agitacion de 250rpm durante 90 minutos y la posterior
siembra de 250ul de la suspension concentrada'y 100ul de ladilucion 10™ en Agar Malta
acidificado a pH de 5 con é&cido clorhidrico y se incubaron durante 48 horas a 30°C. Del
total de las muestras se seleccionaron 47 aislamientos de levaduras diferentes, de acuerdo
con sus caracteristicas macro y microscopicas, para un promedio de 10 aislamientos de
levaduras por cultivo. A estas levaduras se les evalud su habilidad para crecer a diferentes
rangos de temperaturas (5°C hasta 45°C), de pH (pH 3 hasta pH 10), y altas
concentraciones de glucosa (50% p/v y 60% p/v). Se determiné que el rango 6ptimo de
temperatura para € desarrollo de la mayoria de las levaduras fue de 25°C a 30°C, sin
embargo, los aisamientos CTS004B, CTLOO1A, CTS002A, CTS012B y CTS022A
presentaron alto crecimiento a 35°C, 37°C, 40°C, 42°C y 45°C respectivamente. De igual
forma, se determind que e pH 6ptimo para el desarrollo de la mayoria de las levaduras
estuvo ente 3y 4, sin embargo, esto no condiciond su crecimiento en otros valores de pH,
aunque fue significativamente menor. Las atas concentraciones de glucosa afectaron
negativamente el desarrollo de las levaduras, sin embargo, los aislamientos CTLOO1B vy
CTS005B se destacaron por presentar el mayor crecimiento tanto a 50% (p/v) como a

60% (p/v) de glucosa.
Después de redlizar un andlisis de agrupamiento se seleccionaron los aidamientos

CTLO01B, CTLO06B, CTS021A, CTS009B y CTS012B por presentar e mejor

comportamiento en cada una de | as pruebas realizadas.
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ABSTRACT

With the aim of isolating yeasts from Blackberry phylosphere, heathy leaves were
sampled in four commercial crops located in the municipalities of El Colegio and San
Antonio del Tequendama (Province of the Tequendama, Department of Cundinamarca),
the phyllosphere analysis was performed by individual washing of each leaf in 50ml of
Tween 80 to the 0,1%, with an agitation of 250rpm during 90 minutes, inoculating 100ml
of the initial suspension (10% and dilution 10™ in Petri dishes containing Saboureaud
sacarose Agar. Of the total of the evaluated samples 47 different isolates were selected,
according with their microscopic and macroscopic characteristics, for a total average of
10 isolates per culture. The yeasts abilities to grow under different temperatures ranging
from 5°C to 45°C, pH ranging from pH 3 to pH 10, and the glucose concentrations 50%
and 60% were evaluated. The optimal growth temperature for most of the isolates ranged
from 25°C to 30°C, nevertheless the isolates CTS004B, CTLOO1A, CTS00A, CTS012B
and CTS02A presented maximum growth at 35°C, 37°C, 40°C, 42°C and 45°C
respectively, whereas optimal pH for growth most of the isolated yeasts was obtained in
pH 3 and pH 4. Although high glucose concentrations negatively affected the
development of the majority of yeasts, isolates CTLO01B and CTS005B presented good
growth at 50% and 60% of glucose.

The scatler plots anaysis (cluster) allowed to select isolates CTLO01B, CTLOO6B,

CTS021A, CTS009B and CTS012B, due to the ability to growth under the different

evaluated condition.
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1. INTRODUCCION

La filésfera de todas las especies vegetales, incluyendo las acuaticas, esta asociada con una
microflora propia sobre las hojas, que puede ser habitada tanto cuaitativa como
cuantitativamente por una diversidad de microorganismos entre los que se incluyen los
hongos, en su mayoria levaduras. Estas Ultimas han adquirido propiedades especificas que les
permiten vivir en un ambiente que est4 continuamente expuesto a cambios climéticos
teniendo que resistir asi, ala exposicion directa de |os rayos solares, periodos de desecacién y

temperaturas extremas.

Ademas de desarrollar mecanismos de adaptacion frente a condiciones adversas, muchas
levaduras utilizadas como agentes de control biolégico en la filGsfera se destacan por crecer
de forma saprofitica, utilizando una amplia variedad de sustratos, rangos de pH, temperatura

y bajas cantidades de agua disponible.

El estudio de la biodiversidad de levaduras habitantes de ambientes naturales extremos tales
como lafilésfera, puede ser realizada de acuerdo con su estructura (composicion de especies)
0 por su funcién (interacciones entre patdgenos y sus antagonistas en la filésfera). Dentro de
este Ultimo aspecto, la busqueda de microorganismos adaptados al ambiente foliar permitiria
hacer una contribucion significativa en € desarrollo de bioplaguicidas utilizados para €

control de patégenosfoliares.

Los microorganismos habitantes de las superficies foliares tales como los patdgenos, sus
antagonistas, los simbiontes y |as interacciones entre estos, juegan un papel importante en €
desarrollo y produccion de las plantas y su estudio, puede aportar datos valiosos referidos al
papel de las mismas en esos ambientes y a sus mecanismos de adaptaciéon. A la vez que
congtituyen una fuente para obtener, a través de modernos procesos biotecnolégicos,
compuestos quimicos o bioldgicos de origen natural que sustituyan paulatinamente a los
obtenidos por métodos quimicos tradicionales, de alto costo e impacto en el ambiente y cada

vez més rechazados por |os consumidores.

En este aspecto, las levaduras que habitan lafilosfera, gracias alos multiples mecanismos de

adaptacion que han desarrollado a lo largo de la evolucion, pueden ser utilizadas en varios
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campos industriales y biotecnolégicos, por resistir condiciones de osmolaridad extrema,
como las que se presentan en los frutos, ya sea por acumulacion de sustratos compatibles o
por pérdida o absorcion de agua, dependiendo de la concentracion de azlcar presente en
determinado momento. Ademas de esto, |as levaduras principalmente tienen la capacidad de
crecer en hébitats donde hay azlicares, pueden vivir en simbiosis con animales como
insectos, su temperatura de crecimiento esta comprendida entre 5 a 37°C, se pueden
desarrollar de acuerdo con las condiciones de oxigeno del medio en € que se encuentren y

pueden soportar amplias variaciones de pH comprendidas entre 2.8 a8,5.

Recientemente, este grupo también ha despertado gran interés por su potencia uso como
agentes de control bioldgico, especies como Pichia membranifaciens, Pichia anomala, Pichia
onychis, Candida oleophila, Candida sake y Cryptococcus laurentii entre otras, han mostrado
un efecto biocontrolador frente a fitopatdégenos tales como Botrytis cinerea, Rhizopus

stolonifer y Alternaria alternata.

Botrytis cinerea, agente causa de la enfermedad del moho gris, puede afectar
aproximadamente 235 especies de plantas pertenecientes a una amplia variedad de familias,
ataca los 6rganos aéreos de las plantas y puede causar enfermedad tanto en condiciones de
campo e invernadero como en postcosecha, ademés puede desarrollarse desde zonas

tropicales y subtropical es hasta zonas templ adas.

El moho gris es una de las principales limitantes del cultivo de mora de Castilla, fruta que ha
cobrado especia interés, debido a aumento en la demanda en los Ultimos afios, con una tasa
de crecimiento de 15.3% anual y un rendimiento promedio a nivel naciona de 11 toneladas
por hectérea, ubicando a los departamentos de Cundinamarca, Santander, Huila, Antioquia,

Vdle, Narifio y Tolima, como los mayores productores de esta fruta en Colombia.

Aungue se han usado fungicidas quimicos para € control de esta enfermedad, esta estrategia
presenta limitaciones debido a la aparicidn de cepas resistentes y a los riesgos que pueden
presentar para la salud humana causado por € uso inadecuado de éstos, generando residuos
en los frutos que alargo plazo causan enfermedades. Como una aternativaa control quimico
se ha propuesto € método de control bioldgico, por o tanto, € presente trabgjo pretende

contribuir a través dd estudio de la biodiversidad de la fil6sfera de plantas de mora con la
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seleccion de cepas de levaduras adaptadas a una amplia gama de condiciones

medioambiental es que puedan posteriormente ser utilizadas para el control de B.cinerea.
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2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADESDE LA FILOSFERA

El tallo, las hojas y los frutos de las plantas son e hébitat de poblaciones microbianas
epifitas. Bacterias heterdtrofas y fotosintéticas, hongos (particularmente levaduras), liquenes
y agunas agas se desarrollan regularmente en estas superficies aéreas de las plantas (Atlas,
2002).

El habitat adyacente ala superficie de las hojas de las plantas se conoce como filésfera, y €
habitat que se encuentra directamente sobre la superficie de la hoja es € filoplano (Atlas,
2002). Las hojas, congtituyen la estructura aérea dominante de la planta, con
aproximadamente 6.4 x 10% km? de &rea superficial que puede ser colonizado por diversos
microorganismos. Son consideradas como un ambiente hostil, debido a las répidas
fluctuaciones en las condiciones fisicas y nutricionales caracteristicas de ésta, y son un
hébitat dinamico con variables ambientales ciclicas y no ciclicas, incluyendo temperatura,
humedad relativa, lluvia, vientos y radiacion solar, que pueden diferir a lo largo de la
superficie foliar por diferentes causas como posicion de la hoja y facilidad de difusion
(Andrews, 1992; Lindow, 2003).

Los nutrientes del filoplano que son utilizados por los microorganismos para su desarrollo,
pueden originarse endégenamente, como en el caso de los exudados de las hojas que se
estiman en un rango menor a los 100ug/ml, o exdgenamente, a partir de particulas de suelo,
polvo, idnes , solutos de la lluvia, muerte de microorganismos y excremento de insectos
(Andrews, 1992).

La composicién, cantidad y calidad de los nutrientes, entre los que se incluyen diversos
carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos, azlcares, acoholes, € ementos minerales traza,
vitaminas y hormonas, a igual que compuestos antimicrobianos tales como fenoles y
terpenoides, son afectados por la especie de la planta hospedera, la edad de la hoja, su

estado fisiolégico y nutricional, a igual que la presencia de tejido dafiado, afectando asi en
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determinado momento el crecimiento de una determinada poblacion de microorganismos
(Andrews, 1992; Jacques, 1994; Y ang, 2000).

Los nutrientes, no solo son importantes por ser sustrato microbiano sino también por sus
efectos directos sobre la sintesis de antibidticos y sider6foros sobre el filoplano. La
concentracion y limitacién de estos depende también de factores como régimen de humedad
y época, y se considera que la mayor concentracion de nutrientes se encuentra en la zona
abaxia de las hojas y frecuentemente también son concentrados sobre venas y paredes de las

células epidérmicas (Andrews, 1992; Lindow, 1996).

La colonizacién de la fil6sfera, se realiza en funcidn del inoculo disponible, ambiente y el
hospedero. Parece haber una temprana preponderancia de bacterias, seguida por un agudo
incremento en € nimero de levaduras y eventuamente un incremento en hongos
filamentosos. Este patron es afectado por efectos locales tales como e grado de infestacion

de insectos, précticas de cultivo y eventos climéticos (Andrews, 1992; Y ang, 2000).

En términos espaciales, € patron de colonizacion sobre las hojas es localizado y heterogéneo,
los sitos preferidos son alo largo de las venas y en las ranuras de | as paredes de las células
epidérmicas, posiblemente por la concentracion de nutrientes, proteccion a la erosiéon y
retencion de agua. Cuando bacterias y levaduras crecen en hojas en cultivo, después de 30
horas se presenta una diferenciacion en la cua las levaduras colonizan las paredes
anticlinal es principalmente sobre lalamina, mientras que las bacterias se concentran sobre las
paredes anticlinales a lo largo de las venas, estomas y cerca de las glandulas (Andrews,
1992).

En términos de biodiversidad, los ecologistas microbianos han dedicado mucho esfuerzo a
investigar la diversidad de microorganismos presentes en la superficie de las hojas y a
estudio de las interacciones entre las especies. En diversos trabajos de investigacion se han
reportado més de 85 especies diferentes de microorganismos en 37 géneros de plantas, entre

los que se encuentran: centeno, aceituna, remolachay trigo (Y ang, 2000).

Ademés de los factores ya mencionados, que intervienen en la colonizacion de la superficie

foliar y por ende en la biodiversidad, se debe tener en cuenta que este proceso implica una
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dindmica de inmigracién, emigracién, crecimiento y muerte de los microorganismos, en la
gue se considera e grado de multiplicacion de éstos, para mantener la poblacion (Jacques,
1994).

Por otra parte, la influencia del indculo disponible presente en € aire, juega un papel muy
importante como fuente de inmigracioén hacia nuevas hojas. En un estudio realizado por
Jacques y colaboradores (1994), en el que se evaluaron las diferentes edades y posiciones de
las hojas, respecto a los microorganismos presentes, se encontré que estos dos factores
influyen tanto en la densidad de poblacién como en la diversidad, ya que las hojas vigas
soportan una cantidad mayor de microorganismos gque la hojas nuevas, y € nimero de estos
va aumentando con la edad de la planta. Por otro lado, en las hojas internas se ha reportado

una menor densidad de microorganismos que la que se encuentra en la parte externa.

No sdlo la posicion de la hoja juega un papel importante en la diversidad, sino también la
ubicacion del cultivo. En un estudio realizado por Lindow y colaboradores (1996), en € que
se evaud la influencia de inmigracién sobre hojas de naranja Navel, se encontré que la
presencia de otras especies de plantas alrededor del cultivo por evaluar, estuvo relacionado
con una mayor diversidad con respecto a las que se encontraban rodeadas solamente por

plantas de la misma especie.

A pesar de que € aire no es la Unica fuente de inmigracion de microorganismos, debido ala
presencia de insectos como vectores, este factor tiene una gran influencia, aunque se ve
afectado por ladireccion, lavelocidad y la capacidad de carga del viento. Ademés de esto, se
debe tener en cuenta que la eficiencia de liberacién de microorganismos es bagja, |0 que hace
necesario recorrer una mayor cantidad de &rea foliar que permita recuperar un nimero

suficiente de microorganismos para transportar (Lindow, 1996).

Los microorganismos liberados a partir de las plantas, aparentemente pueden mantenerse
viables por periodos de tiempo suficientes como para ser transportados mas de 100m, y la
capacidad de carga de células microbianas inmigrantes, puede ser aproximadamente de 1.000
células por dia. Sin embargo, este valor no garantiza la capacidad de colonizacién de la

superficie foliar, ya que depende también de las caracteristicas de las células inmigrantes de
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mantener la viabilidad frente a las condiciones de estrés encontradas durante su transporte
(Lindow, 1996).

Una vez trasportadas las células y depositadas en las nuevas hojas, los diferentes
microorganismos deben tener la capacidad de mantener su poblacion frente a las nuevas
condiciones. Esto se debe a que no todas las especies de plantas proporcionan las mismas
caracteristicas, encontrandose asi que especies de plantas como las citricas y los érboles de
oliva, soportan relativamente una menor poblacién microbiana comparadas con otras. La
razon por la cual se presenta esta diferencia no es clara hasta e momento, pero se relaciona
con la presencia de una cuticula cerosa gruesa, la cual puede limitar la difusion de nutrientes

dentro de la hoja, afectando asi |a multiplicacion de éstas (Lindow, 1996).
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2.1.1 Factores Nutricionales

En un estudio llevado a cabo por Mercier y Lindow (1999), los nutrientes, especialmente los

azUcares, juegan un papel importante en la colonizacion de la superficie foliar.

La poblacion de microorganismos sobre las plantas, bgjo condiciones favorables, es
determinada en gran medida por la disponibilidad de fuentes de carbono mas que por
componentes de nitrégeno inorganico, debido a que estos se van agotando con €l transcurso
de la colonizacién. Inicialmente se puede establecer que en promedio, alrededor de 2.5ug de
azUcares y de 1.4ug de glucosa presentes sobre la superficie foliar, son detectadas por gramo
de hojas no colonizadas, aunque este valor puede variar con la especie de planta y con su
estado nutricional. La glucosa, fructosa y sacarosa son los azlicares predominantes, pero
también, una pequefia cantidad de otros azlcares como galactosa y otros no identificados,

pueden estar presentes sobre las superficies de las hojas (Andrews, 1992; Mercier, 1999).

Muchos nutrientes del filoplano originados exdgenamente, como es el caso de la ligamaza
secretada por ciertos insectos que se nutren de la savia de las plantas, del excremento de
pajaros e insectos y del polen, influyen sobre las comunidades microbianas que colonizan la
filosfera. Los efectos de la ligamaza sobre ciertas especies de levaduras (principamente
Sporobolomyces roseus) muestran la preferencia de estos microorganismos de colonizar
sitios con una elevada concentracion de azlcares. De igua forma se puede establecer que
estos nutrientes exdgenos pueden también servir como alimento para otros insectos, los
cuales depositan sustratos complejos como polen, contribuyendo con la disponibilidad de
nutrientes, lo que a su vez eleva la poblacion microbiana y bacteriana a menos

temporalmente (Andrews, 1992)

Mercier y Lindow en 1999, después de detectar la presencia de azlcares residua es en plantas
con una ata poblacion microbiana, y de relacionar ésta con la limitacion de agua libre y
difusion de nutrientes sobre la superficie de la hoja, establecieron la hipétesis de que €l factor
gue més limita el crecimiento de microorganismos no es la presencia de nutrientes como tal,

sino la disponibilidad de estos.
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Ademas de la produccién de diversos carbohidratos, aminoécidos, &cidos organicos,
azlcares, alcoholes, elementos mineraes traza, vitaminas y hormonas, las plantas también
emiten una serie de compuestos volétiles, tales como fenoles y terpenoides, como resultado
del metabolismo secundario, los cuales han sido objeto de estudio por su posible uso como
fuente de carbono para los microorganismos, a igual que por sus propiedades

antimicrobianas contra algunas bacterias y hongos (Abanda, 2005; Andrews, 1992).

Abanday colaboradores en e 2005, encontraron gque compuestos como el alcohol Benzilico,
e 2-feniletanal, e R,S-linalool y el honanal son los mayores volatiles producidos en Fragaria
ananassa (fresa), siendo €l alcohal benzilico y el 2-feniletanol liberados desde la cuticula, y €
R,S-lindol y el nonala liberados por las glandulas tricomas, mas densamente colonizadas

comparado con los liberados por otros sitios de la superficie de lahoja.

En genera, se concluyd que algunos microorganismos pueden utilizar los voldtiles de las
plantas tales como & nonanal, que son emitidos por las glandulas tricomas como una fuente
de energia, lo que explica e hecho de que las glandulas sean densamente colonizadas. Por
otro lado, aunque la mayoria de los volétiles pueden ser metabolizados y biotransformados,

no pueden ser utilizados como Unica fuente de carbono (Abanda, 2005).

Asi como los volétiles pueden contribuir en € crecimiento de algunos microorganismos sobre
las hojas, también pueden inhibir € crecimiento de otros, favoreciendo que una poblacion
especifica sobresalga més que otra. Este es el caso del R,S-inalol, € cual de 1 a 10ppm
puede inhibir el crecimiento del hongo fitopatégeno B. cinerea, y a concentraciones mayores
de 1000ppm inhibe completamente el crecimiento de bacterias. Efectos similares se presentan
con € nonanad, y € benzil alcohol, que también son volétiles emitidos por plantas. Por otro
lado se establecid que e 2 feniletanol, permite € crecimiento de colonias bacterianas, a

inhibir el crecimiento del micelio del hongo fitopatdgeno B. cinerea (Abanda, 2005).

Para evaluar la biodiversidad microbiana de la fil6sfera, se debe tener en cuenta que las
plantas cubren una significativa porcion del globo terrestre, y que cada una produce una gran
cantidad de hojas que son habitadas, tanto cuantitativamente como cualitativamente, por
diversos agregados microbianos. La cantidad de carga microbiana que puede soportar cada

una de estas hojas pude estar entre 1y 10 millones de microorganismos / cm?, lo que permite
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apreciar la importancia de este ecosistema, teniendo en cuenta que las diferentes especies de

plantas pueden atraer diferentes especies de colonizadores (Hirano, 2000; Lindow, 1996).

Entre los microorganismos que se han podido recuperar a partir de la superficie de las hojas,
se han reportado bacterias como Cichorium endiva var. latifolia, Pseudomonas mesophilica,

M ethyl obacterium mesophilicum (Jacques, 1994) y Pseudomonas syringae (Hirano, 2000).

La superficie de las hojas de plantas de clima templado, se caracteriza por ser colonizada por
diversidad de levaduras, cominmente rosadas o0 rojas, principalmente por especies de
Rhodotorula spp. y Sporobolomyces spp. y levaduras de color blanco como Cryptococcus
spp. (Buck, 1999). También se han reportado levaduras pertenecientes al género de Candida,
Pichia y Sporobolomyces, del cua se descubrieron cuatro nuevas especies (Wang, 2004),
levaduras del género de Tapian, y se han caracterizaron cinco nuevas especies de Laria
(Inécio, 2003).

2.1.2 Radiacion U.V

La radiacion solar, es un importante factor ambiental en la filésfera. Esta incluye la luz
visible, la radiacion ultravioleta (UVR), y la radiacion infrarroja (Lindow, 2004). La
radiacion UV delaluz solar que alcanza la atmdsferaterrestre, esta subdividida en longitudes
de onda de UVA (320-400 nm) y UVB que es la de mayor energia (280 a 320 nm) y la que
causa € efecto inhibitorio en los microorganismos y dafios directos en e ADN. La UVA,
causa solo un dafio indirecto a DNA, a través de procesos tales como la catdlisis, por la
formacion de especies reactivas de oxigeno, gue interactian con e DNA, ocasionando la

ruptura de sus proteinas (Jacobs, 2001).

Los rayos UV no tienen actividad ionizante, es decir no producen iones inestables o radicaes
libres que interactlen con la materia viva de forma destructiva, pero provocan cambios
quimicos en las moléculas absorbentes, de modo que aparecen moléculas ateradas
denominadas genéricamente fotoproductos, los cuales originan la inactivacion de
macromoléculas; aunque e ADN dispone de mecanismos para reparar algunas de estas

modificaciones potencialmente lesivas (Atlas, 2002; 1&fez, 1998).
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La inactivacion de proteinas o del ARNm en general no produce efectos de letalidad, ya que
existen muchas copias de cada uno de estos tipos de macromoléculas, y se pueden volver a
sintetizar. En cambio, lainactivacion del Unico cromosoma de la bacteria tiene efectos letales

primarios y efectos mutagénicos secundarios (lafiez, 1998).

Los fotoproductos generados por la luz UV en e ADN se derivan principalmente de
alteraciones en las bases pirimidinicas (citosina, timina), resultando en la formacion de
fotoproductos como pirimidina (6-4)pirimidinonay €l ciclobutano pirimidina. Estas |esiones
del ADN, resultan en un blogueo en la replicacion de éste y en la transcripcion del ARNm,
[legando a ser letal, en células que no cuenten con un mecanismo eficiente de reparacion
(lafez, 1998; Jacobs, 2001).

Se ha encontrado que entre los microorganismo que habitan la filosfera, se presentan
diferentes sensibilidades frente a la radiacién UV. Por otro lado se ha observado una gran
abundancia de levaduras y bacterias pigmentadas en la superficie de las hojas, lo cud
probablemente se debe a su tolerancia contra la exposicion directa a los rayos solares (Atlas,
2002; Jacaobs, 2001).

Entre las estrategias que presentan los microorganismo para sobrevivir en este ambiente, se
encuentra un eficiente mecanismo de reparacion del ADN y la evasion debido a su ubicacion

en sitos de sombra o dentro de gldndulas o cavidades estomal es (Jacobs, 2001).

2.1.3 Colonizacién dela Fil6sfera

Los eventos iniciales que permiten la adherencia microbiana a la superficie de las hojas,
involucran en primera instancialas fuerzas fisicoquimicas no especificas eirreversibles, entre
los microorganismos y las superficies una vez yuxtapuestas. El balance entre las fuerzas
atractivas de London van der Waalsy las fuerzas el ectrostéticas, las cuales son usualmente de
repulsion, resultan en una débil atraccion a determinada distancia. Adicional a esto, las
fuerzas fisicoquimicas, incluyendo las interacciones hidrof dbicas 0 uniones quimicas, pueden

resultar en unafuerte adherencia en esta primera fase (Buck, 1999).
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Una vez se halogrado pasar la primera etapa de adherencia, viene la segunda fase, la cual es
dependiente del tiempo y frecuentemente especifica. En esta etapa muchos microorganiSmos
tienen la capacidad de formar biopeliculas que proporcionan resistencia frente a condiciones
de estrés, cambios metabdlicos y enemigos potenciales. De igual forma, se cree que estas
biopeliculas ayudan a que las células se mantengan adheridas a la superficie foliar (Morris,
1998).

Uno de los métodos més utilizados para recuperar microorganismos a partir de hojas, es por
medio de un lavado con tampon, ya que permite una dilucion consecutiva en medios de
cultivo, para obtener asi un aisamiento y una posible caracterizacién e identificacion, ademés
de remover casi € 80% de los posibles colonizadores foliares, incluyendo aquellos que
forman biopeliculas, que en € caso de las bacterias constituyen cerca de un 10 a 40% de la
poblacién total (Morris, 1998).

La mayoria de los microorganismos recuperados, son sembrados en cajas sobre medios
especificosy las diferentes colonias son identificadas por métodos morfol 6gicos, bioguimicos
y moleculares, a igua que pueden ser analizados por la utilizacién de diferentes recursos de

carbono y nitrégeno (Y ang, 2000).

2.1.4 Colonizadores

Se han redizado estudios de taxonomia numérica para identificar los microorganismos
presentes en €l filoplano, y en elos se ha determinado que las poblaciones principaes de la
filosfera de las hojas de algunos pinos son més eficientes en la utilizacion de azlicares y
acoholes como fuentes de carbono, que las poblaciones bacterianas que viven en las capas
del mantillo y que presentan mayores actividades lipolitica y proteolitica. Esto demuestra la
gran diversdad de microorganismos que pueden habitar las superficies de especies de
plantas, y que pueden tener un potencial uso en diferentes areas industriales o biolégicas
(Atlas, 2002).

Las levaduras son habitantes frecuentes de las hojas de las plantas. Las poblaciones de

Sporobolomyces roseus, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus

laurentii, Torulopsis ingeniosa y Aureobasidium pullulans son frecuentes en la filosfera,
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siendo Sporobolomyces el hongo que mejor se desarrolla sobre ésta. Este Ultimo produce
unas esporas que se proyectan de una hoja a otra, facilitando asi el proceso de dispersion
(Atlas, 2002).

También se han aislado de la fil6sfera muchos hongos de otros grupos, como ascomicetes,
basiodiomicetes y bacterias actinomicetes, siendo algunos de estos adoctonos y otros

asociados con enfermedades de |a planta hospedera (Atlas, 2002).

L os microorganismos epifitos de la superficie de las plantas estan directamente expuestos a
los cambi os climéticos mencionados anteriormente, teniendo que resistir asi, los rayos solares
directos, periodos de desecacion y de temperaturas extremas. Los epifitos que crecen meor
tienen pigmentos y una pared celular especializada que |os protege, asi como otros caracteres
gque les permiten resistir estas condiciones ambientales adversas. Estos microorgani smos
también muestran una gran variedad de mecanismos de descarga de esporas que posibilitan

su traslado desde la superficie de la planta hacia otra (Atlas, 2002).

2.1.5 Interacciones sobre el Filoplano

Entre las poblaciones microbianas de la superficie de las plantas se dan interacciones
positivas y negativas. Un gemplo de éstas es € crecimiento de levaduras osmdfilas, las
cuales disminuyen la concentracién de azlicares, y el habitat se hace adecuado para la
invasion por otras especies microbianas. Por otro lado, los écidos grasos insaturados
producidos por las levaduras pueden inhibir el desarrollo de poblaciones Gram positivas en
las superficie de los frutos y las poblaciones bacterianas que se desarrollan en este mismo
habitat dependen de factores de crecimiento tales como la tiamina y € é&cido nicotinico,
producidos por las levaduras, las cuaes también dependen de factores de crecimiento

producidos por bacterias que colonizan la superficie (Atlas, 2002).

Se debe tener en cuenta que los hongos presentes sobre e filoplano, no necesariamente
compiten por e mismo sustrato y espacio. (Lindow, 2004). Las interacciones que pueden
presentarsen entre los hongos pueden ser de cuatro tipos. competencia, parasitismo, antibiosis

y sinergismo (Lindow, 2002).
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En e control biologico de fitopatdégenos la competencia por nutrientes, por gemplo, tiene
resultados importantes especificamente contra hongos necrotréficos no especificos. De
acuerdo con Kessel (1999, citado por Lindow, 2004), €l biocontrol puede obtenerse en lafase
saprofita del patégeno, cuando éste compite por nutrientes, para su desarrollo y produccion

de enzimas necesarias para lainvasion delostejidos (Lindow, 2004)

La antibiosis se presenta tanto en bacterias como en hongos, y puede ser eficiente para
controlar fitopatogenos necrotoficos o biotréficos. En genera la mayoria de los hongos
liberan metabolitos secundarios con actividad antifingica como es el caso de la levadura
Pseudozyma flocculosa, que se encuentra naturalmente sobre las superficie de las hojas y

presenta actividad biocontrol adora sobre diferentes hospederos (Lindow, 2004).

El parasitismo o €l ataque directo de un antagonista hacia un patégeno, puede ser empleado
para el biocontrol de fitopatdégenos necrétrofos o biotroficos, € gemplo mas conocido entre
los microorganismos con este mecanismo de accion es Trichoderma spp. € cua ha sido
merecedor de una mayor atencién, ya que su actividad resulta en una combinacién de
micoparasitismo con otros mecanismos tales como produccion de metabolitos, contra
diversos patdgenos del suelo, entre ellos Phytophthora nicotianae, Phytophthora capsici,
Rhizoctonia solani y Pythium spp (Lindow, 2004; Stefanova, 1999).

Varias enzimas degradadoras de la pared celular involucradas en e proceso de
micoparasitismo, tales como proteasas, manasas, laminarinasay quitinasas han sido asociadas
con € antagonismo egercido por Trichoderma harzianum a igual que la induccién de
resistencia local por parte de éste Ultimo en la planta, logrando reducir la enfermedad
producida por B. cinerea (Elad, 2004).

La actividad de las exo y endo-poligalacturonasas, pectin-metil estereasas, liasas, quitinasas,
3-1,3-glucanasas y cutinasas, producidas por este fitopatdgeno son reducidas en presenciade
T39, el cua produce proteasas sobre las hojas, reduciendo asi la germinacidn y patogenicidad
de las enzimas liberadas por € patdgeno y por ende € subsecuente desarrollo de la
enfermedad. Trichoderma harzianum tiene la capacidad de producir vol&tiles tales como
Trichozianinas A1y B1, los cuaes inhiben la germinacion de las esporas y la elongacion de
lahifas de B. cinerea (Elad, 2004).
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2.1.6 Relacion entrelas caracteristicas Topogr éficasde las Hojas y presencia de
Micr oor ganismos

Cada hoja es un érgano de nutricion especiaizado, cuyo papel es lafotosintesis, proceso que
reguiere un suministro continuo de agua, energia radiante y bioxido de carbono (Villé, 1998).
Consta de 3 componentes generales. la epidermis, el meséfilo y los vasos vasculares (figura
1).
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Figura 1 TopografiadelaHoja (Curtis, 2001)

Los microorganismos colonizadores de la filésfera, se ubican sobre la superficie de la
epidermisy en los espacios intracel ulares (apoplastos) del mesofilo sin penetrar las células de
la planta. Generalmente los apoplastos son colonizados por microorganismos patégenos, mas
que por los saprofitos, mientras que ambos, tanto patégenos como saprofitos, pueden ocupar

la superficie de la epidermis (Hiriano, 2000).

Lacuticulaes el primer punto de contacto entre los microorganismos inmigrantesy las hojas.

Esta es una capa cerosa que tiene diferentes estructuras cristalinas tridimensionales, la cual
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cambia con la edad de la hoja. Es € mayor componente estructural de la hoja y esta
constituido por una mezcla de &cidos grasos e hidroxi, principalmente con cadenas de C16-
C18. También pueden presentarse ceras, que consisten en largas cadenas de hidroxicarbonos,
alkilester, acoholes primarios libres y &cidos grasos embebidos dentro o sobre la cuticula
(Andrews, 1992; Lindow, 2003).

La cuticula es considerada una barrera paraimpedir la penetracion a interior de las hojas por
parte de los microorganismos. Sin embargo la penetracién microbiana no sélo ocurre por
aberturas naturales como los estomas, sino también por fuerzas fisicas o por la degradacion
de los componentes mediante la excrecion de enzimas, como pectinasas (degradan la pectina:
acido galacturénico), celulasas (B 1-4 glucano), cutinasas, etc. De otro lado cabe resaltar que
la mayoria de las areas de las hojas, contienen pequefias cantidades de nutrientes que pueden
estar presentes en sOl0 UNOS pocos sitios, por esta razdn la mayoria de inmigrantes de las
hojas, se encuentran en un ambiente oligotropico con limitado crecimiento y actividad
metabdlica, mientras otras, pueden estar en sitios con abundantes nutrientes (Lindow, 2003,
2004).

Ademas de la cuticula, la hoja estd rodeada por una pequefia capa, en la cua, la humedad
emitida por los estomas puede ser secuestrada, de tal modo que alivia un poco € estrés de

agua a que estén sujetos los microorganismo (Andrews, 1992).

Los habitantes del filoplano, tienen la capacidad de colonizar sitios donde puedan evadir la
radiacion solar como los estomas (figura 1) o apoplastos, y colonizar las glandulas tricomes
gue les proporcionan |os nutrientes necesarios para su desarrollo tales como azlcares, aceites,
resinas, saes, terpenos o pigmentos (Andrews, 1992) y pueden alterar la superficie en la que
se encuentran, mediante la produccién de compuestos con propiedades surfactantes (Lindow,
2003).

Debido a la naturaleza hidrofébica de la cuticula, es probable que ésta incremente la
humedad permitiendo la solubilizacién y difusién de sustratos, volviéndolos mas facilmente
disponibles para los microorganismos. Sin embargo, los biosurfactantes pueden facilitar €

movimiento de los microorganismos sobre la filGsera, ya que e film creado por éstos podria
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llevar a los habitantes a través de la superficie a &reas donde los nutrientes son mas
abundantes (Lindow, 2003).

La produccion de polisacéaridos extracelulares (EPS) por la mayoria de los microorganismos
delafilésfera, cumple lafuncion de protegerlos de la desecacion y de la presion osmética del
medio circundante. Adicionalmente los EPS también protegen la asociacion planta-
microorganismo de las especies reactivas de oxigeno que a menudo son encontradas sobre

éstas e incrementan la concentracién de nutrientes para su desarrollo (Lindow, 2003).

2.2 GENERALIDADESDE LASLEVADURAS

Las levaduras son organismos unicelulares importantes en e sector biotecnolégico e
industrial. Son esenciales en la produccion de agunos alimentos y bebidas, tales como pan,
cerveza, vino y sidra. También pueden estar involucradas en la degradacion de algunos
aimentos, por procesos de fermentacion o contaminacion durante la poscosecha de frutas
(Senses-Ergul, 2005).

2.2.1 Clasificacion

L as levaduras son microorganismos que se encuentran clasificados dentro de los Ascomicetos
y Basidiomicetos, no obstante las levaduras no forman un grupo muy definido, ya que no son
una entidad taxondmica natural que guarde uniformidad morfol6gica (Kreger, 1984, citado

por sarmiento 2003).

En un estudio realizado por Santosy colaboradores (2004), sobre la evaluacion de 42 cepas
de levaduras pertenecientes a 20 especies aidadas de diferentes sustratos, como posibles
agentes biocontroladores contra Botrytis cinerea, encontraron una incidencia antagénica del
11% para levaduras del filum ascomicota y del 3,6% para las levaduras del filum
Basidiomycota, frente a 18 cepas diferentes de Botrytis cinerea.. Esto muestra la amplia
variedad de levaduras que pueden ser aisladas y utilizadas contra patdégenos de plantas,

teniendo en cuenta que dentro del filum ascomycota se incluyen méas de 300 especies.
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2.2.2 Caracteristicas Fisiologicas

2.2.2.1 Temperatura

La temperatura de crecimiento de la mayoria de las levaduras esta comprendida entre 5 y
37°C. El vaor optimo se sitla hasta los 28°C. Sin embargo estas temperaturas no son
rigurosamente las Optimas de crecimiento de las levaduras cuando se encuentran en sus
ambientes naturales (Bu'lock, 1991, citado por Villamil 1999). Las levaduras que habitan la
superficie de las hojas, estén expuestas a temperaturas maximas que van de 40°C a 55°C bgo
condiciones de luz intensa, y a temperaturas minimas de 5°C a 10°C durante la noche
(Hiriano, 2000).

De modo general las levaduras no son microorganismos termofilicos, sin embargo la
termodestruccién comienza desde los 52°C, siendo las células en la fase exponencial méas

sensibles que las células en la fase estacionaria (Parry, 1986, citado por Sarmiento 2003).

2.2.2.2 Presion Osmdéticay Actividad de Agua

La mayor parte de las levaduras cominmente encontradas crece mejor en medios que
disponen de gran cantidad de agua. Algunas levaduras son osmotolerantes y soportan una
actividad de agua (Aw) del orden de 0.65 (Zygosacharomyces rouxii), valor a que ningin

otro microorganismo puede desarrollarse (Villamil, 1999).

El efecto de la presion osmética varia de una cepa a otra. EI mecanismo de resistencia de las
levaduras en medios con actividad de agua baja se explica por la acumulacion en la célulade
polioles para minimizar la diferencia de presion osmética entre la célula y € medio
(Sarmiento, 2003).

Ademés del papel de la minimizacion de la diferencia de presién osmética sobre la
membrana citoplasmética, los polioles tienen una funcién sobre el desempefio de las enzimas.
Schobert en 1987 emitio la hipotesis que sugiere, que los grupos hidroxilo de los polioles,
podrian formar una capa de hidratacién arededor de los polimeros intracelulares cuando las
células son cultivadas en medio con bgjo Aw (Schobert 1987, citado por Sarmiento 2003).
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Muchas levaduras crecen en presencia de concentraciones de solutos, como azlcares o sal,
superiores a agquellas en que crecen la mayoria de las bacterias. Los valores de Aw pueden
variar cuando cambian las propiedades nutritivas del substrato, pH, temperatura,

disponibilidad de oxigeno y presencia de sustancias inhibidoras (Villamil, 2003).

2.2.2.3 Oxigeno

Todas las levaduras son aerébicas, cuando €l oxigeno esta presente, éstas crecen
eficientemente a partir de carbohidratos del medio para producir la biomasa 'y CO,. Sin
embargo cuando no hay oxigeno o éste disminuye, las levaduras cambian a metabolismo
anaerobio o fermentativo, que se traduce en la formacion de menor cantidad de biomasa y
produccién de alcohol (Brock. 1997, citado por Sarmiento 2003).

El oxigeno también interviene en la sintesis de esteroles y del &cido nicotinico. Si estos
compuestos estan presentes en el medio, las levaduras pueden desarrollase en anaerobiosis
total. En el caso contrario para la supervivencia de las levaduras son necesario 0.0015 mg de
oxigeno por gramo de biomasa para llevar a cabo la sintesis de los esteroles (Bouix 2000,
citado por Sarmiento 2003).

2.2.2.4 pH

El pH Optimo para el crecimiento de las levaduras varia de 4,5 a 6,5 aunque muchas especies
toleran grandes variaciones de pH 2.8 - 3a 2 - 8,5. Entre estos, los valores del pH intracelular
variaentre 5.8 a 6.8 (Jagnow, 1991, citado por Villamil 1999).

L os &cidos organicos tienen efecto inhibidor en su formadisociada, € lon H* no penetraen la
célula pero € acido no disociado RCOOH puede hacerlo. La sensibilidad de una levadura a
un &cido organico depende asi del pH y de la capacidad de la levadura de metabolizar o
eiminar €l &cido s éste penetrala célula. Es por esto que los &cidos sorbico y propidnico son
mas inhibidores que los acidos acéticos, citricos y léctico (Rose, 1987, citado por Sarmiento
2003).



2.2.2.5 Nutricion

Las levaduras para su crecimiento necesitan fuentes de carbono organico y nitrégeno
mineral u organico. Algunas ademas necesitan de varias vitaminas (tiamina, biotina, inositol,

acido pantoténico, etc.) y otros factores de crecimiento (Villamil, 1999).

El carbono es el compuesto mayoritario de la célula de levadura: arededor del 50% del peso
seco; a su vez los compuestos carbonados son utilizados por las levaduras como fuente de

carbono y energia (Sarmiento, 2003).

Todas las levaduras utilizan la D-glucosa, la D-fructosa 'y la D-manosa. El carbono se puede
suministrar en forma de azlcares, aldehidos, sales de algunos acidos organicos, glicerina o

etanol y ocasionalmente, en otraforma dependiendo del tipo de levadura (Villamil, 1999).

Entre las levaduras, la capacidad de utilizar ciertos compuestos carbonados varia; algunas
pueden utilizar una amplia gama de compuestos pero otras asimilan solamente un nimero
pequefio de ellos. Las fuentes de carbono como los glucidos simples como las hexosas, 10s
disacaridos y los trisac&ridos son metabolizados por un gran nimero de levaduras (Bouix,
2000, citado por Sarmiento 2003).

Ninguna levadura es capaz de oxidar € metano; sin embargo varias especies de |os géneros
Candida, Hansenula, Pichiay Torulopsis pueden usar el metanol (Veenhuis, 1983, citado por
Sarmiento 2003).

Todas las levaduras son capaces de utilizar nitrégeno en forma de i6n amonio. Los iones
amonio pueden ser aportados en € medio por € cloruro amonico, € nitrato amonico, €
fosfato amonico, y sobre todo € sulfato aménico, que es € mejor compuesto pues aporta a
mismo tiempo & azufre necesario para la sintesis de ciertos aminoacidos. También se puede
adicionar urea, peptona u otros derivados proteinicos solubles (Bouix, 2000, citado por
Sarmiento 2003, Villamil, 1999).
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El fésforo es un elemento particularmente importante en el proceso vital de las levaduras,
desempefia un papel muy importante en la produccion de etanol a partir de azlcares,
interviene en la formacién de fosfatos, hexosay trioxa. Se encuentra en los &cidos nucleicos,

en lalecitinay en otros componentes de las células de lalevadura (Villamil, 1999).

El potasio es el elemento mineral cualitativamente més importante en lalevadura ya que tiene
papeles fisiolégicos muy importantes. Actla como Catién Regulador, estimula la
fermentacion y la respiracion, y actta como efector de numerosas enzimas. Por otro lado €
azufre estd presente en algunas vitaminas, €l 60% esta incorporado en las proteinas y € 5%
esta en forma de sulfato inorganico libre y € resto en forma de enlace bisulfito y en
aminoacidos sulfatados libres (Bouix, 2000, citado por Sarmiento 1999).

El magnesio es necesario para el funcionamiento de un centenar de enzimas del metabolismo;
juega € papel de activador de las enzimas glicaliticas, de estimulador de la sintesis de los
acidos grasos, de regulador de las ATPasas de las membranas y participa con € potasio en la
penetracion del fosfato. Igualmente esta implicado en la estructura de los ribosomas, de las
membranas celulares y de los &cidos nucleicos; éste es aportado en los medios de cultivo en

forma de sulfato o de cloruro de magnesio (Bouix, 2000, citado por Sarmiento).

El calcio no esindispensable parae crecimiento, sin embargo, es utilizado durante lafase de
crecimiento y se incorpora en las paredes y en las membranas citoplasméticas. Su papel a
nivel de las membranas es de favorecer e mantenimiento de la integridad celular en entornos
hostiles ( Maiorella, 1984, citado por Sarmiento).

El Zinc es un cofactor de enzimas como la Aldosa y es indispensable en la glicdlisis.
También es necesario en la sintesis de vitaminas como lariboflavinay estimula la accion del
magnesio. Por otro lado € manganeso permite un aumento del nivel de nitrégeno, de la
sintesis de las proteinas y del rendimiento celular en general (Bouix, 2000, citado por
Sarmiento 2003).
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2.2.2.6 Ecologia

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza jugando un papel muy
importante en la dinamica biologicay quimica de los suelos, plantas, animales y agua donde
son activas competidoras de nutrientes, actlan como antagonistas y en asociaciones
simbidticas. Al parecer éstas producen acidos grasos que inhiben el crecimiento de bacterias
Gram negativas y otras veces actlan como cooperadores suministrando nutrientes o sustratos

degradados a otros microorgani smos (Alexopoul os, 1996, citado por Sarmiento 2003).

Las levaduras se encuentran principalmente en habitats donde hay azlicares, por gemplo
frutas, floresy la corteza de los &rboles. Algunas especies viven en simbiosis con animales

COmo insectos y otras son patdgenas (Brock, 2004; Villamil, 1999).

Estos microorganismos pueden vivir también, en lugares acondicionados o en agquellos que
tienen una gran vegetacion como bosques, selvas, pastizales, matorrales entre otros, ya que
pueden hallarse asociadas a exudados de las plantas que les proporcionan nutrientes, o
pueden colonizar los frutos como saprofitos, aprovechando su alto contenido de azlcares
(Fuller, 1992, citado por Sarmiento).

2.2.3 Clasificacion e I dentificacion

Las propiedades fisiolégicas de las levaduras sirven en gran medida para describir e
identificar géneros y en menor medida las especies de éstas. La prueba méas usada para la
identificacion rutinaria de levaduras es la fermentacion de azlcares o fuentes de carbono y €
crecimiento sobre diferentes fuentes de nitrégeno, vitaminas, perfiles de crecimiento a
diferentes temperaturas y a altas concentraciones de azlcar, hidrélisis de ureay resistencia a

antibioticos (Kurtzman, 1999).

Varias levaduras tienen la habilidad de fermentar azlcares y producir diéxido de carbono
tales como Kluyveromyces, Saccharomyces y Zygosaccharomyces, que fermentan la glucosa
principalmente, mientras que otras levaduras como Rhodosporifium y Sterigmatomyces no

fermentan ningun azucar perceptiblemente (Kurtzman, 1999).
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Dentro de las pruebas de identificacion, se encuentran las de asimilacion de compuestos de
carbono; basadas en la habilidad de las levaduras para crecer aerébicamente sobre
determinados sustratos carbonados como Unica fuente de energia, las de asimilacion de
compuestos de nitrégeno; que determinan la capacidad de las levaduras de crecer sobre una
amplia variedad de fuentes de nitrégeno, tales como nitrato, nitrito y glucosamina, a igual,
gue el crecimiento sobre vitaminas especificas para el desarrollo de determinadas especies 'y
e crecimiento sobre un medio con alta presién osmética, ya que muchas especies de
levaduras pueden desarrollarse bien en concentraciones de glucosa entre 50 y 70% tales como

Zygosacharomyces rouxii y Z. Médllis (Kurtzman, 1999).

2.2.4 Aplicaciones en tecnologia

Los microorganismos que habitan la superficie de las hojas, tales como Alternaria aternata,
Cladosporium sp., Cryptococcus neoformans, Gaeumannomyces graminis var. graminis,
Monilina fructicola y Oidendro sp. (Wang and Casadavell, 1994; Rehnstrom and free, 1997,
Frederick, et al., 1999; Henson et a ., 1999; Kawamura et al., 1999, citado por Lindow,
2004), han desarrollado mecanismos que les han permitido sobrevivir en este ambiente, uno
de estos mecanismos es la produccion de pigmentos oscuros como |os B-carotenos, que los
protege no sélo contra las radiaciones solares, sino también contra lisis enzimatica y

temperaturas extremas (Lindow, 2004).

El interés por estos pigmentos ha llevado a que un grupo de cientificos de la Universidad
Nacional del Comahue (UNCo) redlice estudios para determinar los mecanismos de
proteccién de las levaduras frente a la exposicion intensa a los rayos ultravioletas y utilizar
éstos como protectores solares (UV) (Libkind, 2005).

Los avances hasta e momento sefialan la existencia de una mayor proporcién de levaduras
que acumulan pigmentos carotenoides en las aguas transparentes de las lagunas de gran altura
del Parque Naciona Nahuel Huapi (PNNH), donde se reciben radiaciones solares de alta
intensidad. Los ensayos de laboratorio realizados han demostrado que la resistencia a la

radiacion UV-A y UV-B de digtintas especies de levaduras pigmentadas es mayor frente ala
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de levaduras no pigmentadas. En el Laboratorio de Microbiologia Aplicada y Biotecnologia
del CRUB encontraron dos tipos de metabolitos secundarios, los carotenos y las
micosporinas, que podrian estar vinculados a mecanismos de fotoproteccion. De esta forma,
las levaduras nativas podrian convertirse en fuente natural de estos compuestos que se
acumulan como respuesta a la exposiciéon a los rayos UV-B, y asi adquirir enorme valor para
el mercado cosmético (Libkind, 2005).

Entre los carotenoides que acumulan las levaduras nativas esta el beta-caroteno, un pigmento
de uso industrial que se encuentra en la zanahoria y tiene propiedades antioxidantes al
desactivar las especies que aceleran € envejecimiento celular producidas como respuesta a
una exposiciéon solar excesiva. La investigacion comprobd ademas que de los pigmentos
carotenoides, que ofrecen mayor resistenciaalaradiacion UV-B a incrementar la proporcion
de pigmentos, las levaduras acumulan un compuesto conocido como micosporina-
glutaminol-glucésido (MIC). Este compuesto no habia sido reportado anteriormente en
levaduras y su funcion todavia no es clara. Sin embargo, las micosporinas debido a sus
propiedades quimicas (molécula plana), pueden bloguear € paso de la radiacién UV-B
(pantalla solar) (Libkind, 2005).

Otro mecanismo de adaptacion con € que cuentan las levaduras de la filosfera, es su
capacidad para realizar cambios estructurales al interior de la célula como respuesta a un
cambio brusco generado por una baja actividad de agua o estrés osmético. Estos cambios
inician un proceso de proteccidn, reparacidn y recuperacion, de las funciones normales de las
células frente a un estrés osmético, permitiéndole a la célula sobrevivir mientras otros
microorganismos como las bacterias mueren. Esta caracteristica las convierte en elementos
claves para llevar a cavo procesos industriales como la degradacion de compuestos vegetales
especiamente en la industria azucarera, 0 para su uso como agentes de control bioldgico en

condiciones de campo ya que pueden adaptarse a las condiciones ambientales (Mager, 2002).

La adherencia de las levaduras a la superficie de las hojas, esta relacionada con su habilidad
para colonizar este habitat, y esta habilidad puede ser usada para proveer una proteccion
natural a la planta contra los diferentes patdgenos (Lindow, 2004). La mayoria de las
levaduras tiene la capacidad de producir una cdpsula de exopolisacarido (EPS) que les ayuda

a adherirse a la superficie foliar, esta sustancia ha demostrado ser Util en la industria de
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aimentos, asi como en procesos industriales por su estabilidad diferencid y su

comportamiento fisico en solucion (Kurtzman, 1999).

Varias especies del género de Pichia (Hansenula) tales como P. capsulata, producen grandes
cantidades de fosfomananos a partir de glucosa bgo condicione aerobias y otras como
Aureobasidium pullulans producen pululano, un polimero linear de repetidas unidades de
maltriosa conectados por enlaces a-(1-6), que es Util como floculador de arcilla en procesos
de metalGrgica, como cobertura para empacar productos alimenticios o farmacéuticos, como

pegamento y en la mano factura de fibras especiales (Kurtzman, 1999).

La exploracion de la biodiversidad de las levaduras de ambientes naturales extremos puede
aportar datos valiosos referidos a papel de las mismas en esos ambientes y a sus mecani Smos
de adaptacion. A la vez que constituyen una fuente para obtener, a través de modernas
biotecnologias, compuestos quimicos de origen natural que sustituyan paulatinamente a los
obtenidos por métodos quimicos tradicionaes, de ato costo e impacto en e ambiente y

crecientemente rechazados por |os consumidores (Libkind, 2005).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La continua aparicion de cepas resistentes a los fungicidas utilizados para € control de
Botrytis cinerea, agente causal de la “podredumbre gris”, que afecta mas de 235 especies
vegetales distintas causando serias pérdidas econdmicas antes y después de la cosecha, ha
llevado a la redlizacion de numerosos estudios sobre la biologia de B. cinerea, las
interacciones en las que éste participa y la implementacién de nuevas herramientas para su

control.

Como una alternativa a control quimico se ha propuesto € uso de microorganismos que
tengan la capacidad de reducir la densidad poblacional o la actividad patogénica de hongos
fitopatégenos. Dentro de los estudios realizados en busca de nuevos microorganismos que
puedan ser usados como agentes de control bioldgico, se ha encontrado que las levaduras
presentes en lafildsfera poseen propiedades importantes que les permiten ser usadas para este
fin; debido a que la mayoria son inocuas para € hombre, animales y vegetaes, tienen
mecanismos especiales de adaptacién al medio ambiente como son los cambios bruscos de
temperatura, radiaciéon U.V y osmolaridad entre otros y son féciles de cultivar dada su

versatilidad fisiol 6gica.

Con base en lo anterior, € objetivo de este trabgjo es & estudio de la biodiversidad de
levaduras presentes en la fil6sfera de mora, uno de los cultivos frutales de mayor importancia
en nuestro pais, cuyo principal limitante es Botrytis cinerea, con €l fin de seleccionar aquellas
levaduras que presenten una mayor adaptacion a condiciones medioambientales como primer
paso en la busgueda de microorganismos que puedan tener accidn antagonica frente a este

patdgeno y que puedan ser utilizadas como base de un futuro bioplaguicida.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

= Caracterizacion fisiologica de levaduras aisladas de la fil dsfera de mora.

4.2 OBJETIVOSESPECIFICOS:

= Conformar una coleccion de aislamientos de levaduras filosféricas de mora
procedentes de cultivos de dos municipios productores de mora de Cadtilla, en la

provincia del Tequendama en el departamento de Cundinamarca.

e Sedleccionar aislamientos nativos de levaduras por su tolerancia a crecer a diferentes

rangos de temperaturas, pH y altas concentraciones de azlicar.
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ETAPASDE DESARROLLO DEL TRABAJO




5.MATERIALESY METODOS

Este Trabajo se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Control Biolégico de la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA), ubicado en el centro

de Investigacién Tibaitata, Municipio de Mosguera (Cundinamarca).

5.1 Localizacion delos sitios de muestreo

El muestreo se realiz6 en los municipios de San Antonio y El Colegio, dos de los principales
municipios productores de mora de Castilla en la provincia del Tequendama, departamento
de Cundinamarca (ANEXO 7).

El municipio de San Antonio, presenta una atitud de 1503m, con una temperatura promedio

de 20°Cy dista 56 Km de Bogota (www.cundinamarca.gov.co).

En este municipio las muestras se tomaron de dos cultivos de mora de Castilla establecidos
bagjo e sistema de monocultivo. El primer cultivo tenia una extension aproximada de 1
hectérea, con una densidad de siembra de 2300 plantas y una edad de 3 afos. El segundo
cultivo tenia una extension aproximada de 2 hectéreas, con una densidad de siembra de 2.500

plantasy unaedad de 7 afos.

El municipio del Colegio, presenta una atitud de 990m, con una temperatura promedio de

23°Cy dista 61 Km de Bogota (www.cundinamarca.gov.co).

En este municipio las muestras se tomaron en la vereda de La Victoria, seleccionando dos
cultivos de mora de Castilla establecidos bgjo € sistema de monocultivo. El primer cultivo
tenia una extension de 1 hectérea, con una densidad de siembra de 2000 plantas y una edad
de 3 afios, mientras que la extension del segundo cultivo era de 1.5 hectéreas, con una

densidad de siembra de 3500 plantas y una edad de 1 afio.

De cada uno de los cultivos seleccionados, se registré la informacion agrondmica
correspondiente a problemas fitosanitarios y de manejo del cultivo (ANEXO 1) y de cada

municipio los cultivos sel eccionados tenian una distancia aproximada de 1.5 Km entre ell os.



5.2 Recoleccidn del material vegetal

De cada uno de los cultivos, se colectaron 100 muestras (una muestra corresponde a una
hoja) colectadas de plantas sanas, recorriendo € area del cultivo en zig-zag, tomando cada

una de las muestras de puntos distantes.

Las muestras se empacaron individualmente en bolsas de papel y se transportaron en una
nevera de icopor. Unavez en €l laboratorio, este materia se almacend en un cuarto frio a una

temperaturade 8°C durante 24 horas, para su posterior andlisis.

5.3 Aidamiento delevadurasfilosféricas

El aislamiento de las levaduras a partir de las hojas, se realizd siguiendo €l procedimiento
operativo estandar (POE) previamente estandarizado en el Laboratorio de Control Biol6gico
de CORPOICA. Este consistié en un lavado individual de cada una de las hojas en 50ml de
una solucién de Tween 80 al 0.1% dejandose en agitacion durante 90 minutos a 150rpm. Una
vez redlizado € lavado se sembraron 500uL de la suspension madre y 100ul de la dilucion
10" en Agar Malta (AM) acidificado a pH 5.0 con HCI 0.1IN, dgjandolo en incubacion a
25°C durante 48 a 72 horas en compl eta oscuridad. Posteriormente se realizo6 el aislamiento y
la purificacion de las colonias de levaduras que se desarrollaron. Estas levaduras se
crioconservaron a —70°C, siguiendo € POE para la crioconservacién de levaduras
desarrollado en CORPOICA por € sistema de Bancos de Germoplasma de Microorgani smos

con Interés en Control Bioldgico.

5.4 Caracterizacion Funcional delas Levaduras

5.4.1 Caracterizacion macr oscopica

Se determinaron las caracteristicas macroscopicas relacionadas con el color, formay textura

de las colonias de cada una de las levaduras aisladas.
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5.4.2 Caracterizacion microscopica

Se determinaron las caracteristicas microscopicas relacionadas con la forma de las células de
levaduras, presencia de filamentos y germinacion, mediante observaciones a microscopio
optico.

5.4.3 Caracterizacién Fisioldgica

Las levaduras aidadas fueron evaluadas por su habilidad para crecer a diferentes rangos de

pH, temperaturay atas concentraciones de glucosa.

Los valores de pH evaluados fueron: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10, las temperaturas evaluadas
fueron: 5°C, 10°C, 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 42°Cy 45°C, la osmotolerancia se evalud
de acuerdo con su habilidad para crecer en presencia de altas concentraciones de glucosa
(50% y 60%).

El medio de cultivo base utilizado para el desarrollo de estas pruebas fue caldo Saboureaud.
Para la prueba de pH el medio Saboureaud se gjusto con écido clorhidrico 0.1N para los pH
acidos y con hidroxido de sodio 0.1IN para los pH acalinos, para la prueba con atas
concentraciones de azlcar, € medio Saboureaud se gustd adicionando glucosa a una
concentracion de 50% y 60%, y en la prueba de temperaturas el medio Saboreaud no fue

modificado.

5.4.3.1 Preparacion del inéculo

El in6culo de cada una de las levaduras se obtuvo a partir de cultivos de 18 horas de edad en
Agar Extracto de Mdlta - Levadura (YM), incubado a 30°C. A partir de estos cultivos se

realizd una suspension de cada levadura en agua destilada estéril, ajustando la concentracion
alX 10° células. ml™.
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5.4.3.2 Prepar acion de microplacas

Se adicionaron 150ul de caldo Saboureaud (modificado segun la prueba) en cada pozo de la
microplaca y 50ul del inéculo de cada levadura por triplicado, es decir tres pozos por
levadura. El blanco consistié en tres pozos con 150ul de caldo Saboureaud con 50ul de agua

estéril. El esqguema de inoculacion se presentaen laFigura 2.

Una vez inoculadas las microplacas se agitaron en un agitador orbital a 100rpm durante 3
minutos, posteriormente se incubaron a 30°C durante 48 horas, excepto las microplacas
correspondientes a la prueba de crecimiento a diferentes temperaturas, donde las placas
correspondientes a 5°C y 10°C se incubaron en cuartos frios y para las temperaturas restantes

en incubadoras independientes.
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Figura 2. Esquema deinoculacién delaslevaduras en las micr oplacas de 96 pozos.

A. Inoculacion de las levaduras en la prueba de crecimiento a diferentes rangos de pH.

B. Inoculacion de las levaduras para | as pruebas de crecimiento de las levaduras a diferentes

temperaturas y a altas concentraciones de azUcar.
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5.4.3.3 Lectura de microplacas

Pasadas las 48 horas de incubacion, las placas se agitaron en un agitador orbital a 100rpm
durante 3 minutos y posteriormente se realizo su lectura en un lector de Elisa marca ASY S
Hitech model o Expert 96 a una longitud de onda de 405 nm. L os datos arrojados por € lector

correspondieron a la absorbancia obtenida en cada uno de |os pozos.

5.4.3.4 Interpretacion delosresultados

Para estimar el crecimiento de cada levadura se promediaron los datos de absorbancia
obtenidos en los tres pozos en los cuales se inocul §, y posteriormente a este valor se le restd
e valor obtenido al promediar los datos de los tres pozos del blanco. Los valores finales
fueron evaluados mediante un andlisis de agrupamiento para seleccionar las levaduras que
presentaron un mejor crecimiento en cada una de las pruebas fisiol 0gicas; adicionalmente, 1os
datos generados servirdn para llevar a cabo la identificacion mediante € sistema de

identificacion de levaduras BioloM ICS.

6. RESULTADOSY DISCUSION
6.1 Aislamiento delevadurasfilosféricas

De los cuatro cultivos de mora de Castilla muestreados en la provincia del Tequendama, se
recuperaron de cada hoja minimo una y maximo tres levaduras equivalentes a un promedio

de 100 levaduras por cultivo.

Resultados similares fueron obtenidos por Behrendt y colaboradores (2004), quienes a
evaluar las comunidades microbianas de la filésfera, determinaron que e promedio de
levaduras aisladas por muestra, es generalmente menor a 10 UFC. g de hojas, presentando

atavariabilidad entre las réplicas de una misma muestra.

De igua forma Nout y colaboradores (1997), a evaluar la biodiversidad de levaduras sobre
plantas de maiz en cultivos de Illinois, aislaron un total de 220 levaduras a partir de 1.5 Kg de
muestra (aproximadamente 300 hojas), las cuales fueron agrupadas de acuerdo con sus

caracteristicas macroscopicasy otras propiedades tales como el olor.
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Dd totd de las levaduras aidadas a partir de la fil6sfera de mora se seleccionaron 47
accesiones, las cuales presentaron diferencias macro y microscopicas, la distribucion segun la

ubicacion geogréfica se presentaen laFigura3 (ANEXO 3).

47 LEVADURAS

20 Municipio de El 27 Municipio de San
Colegio Antonio

CTSB

10 10 11 16

Figura 3: Distribucion de las levaduras aisladas, provenientes de la provincia del
Tequendama. CTLA: Vereda La victoria, cultivo 1, CTLB: cultivo 2. CTSA: San
Antonio, cultivo 1, CTSB: cultivo 2. (Fuente: Autor).

La mayor cantidad de levaduras aisladas (equival ente a 16) se encontrd en € segundo cultivo
del municipio de San Antonio (La Aurora), esto podria estar influenciado por la presencia de
plantas de pldtano y maiz intercaladas entre las plantas de mora, que pudieron gercer un
efecto migratorio de microorganismos de una planta hacia la otra (las hojas u otra estructura
de lafilosfera); en contraste, para e primer cultivo de este municipio y los dos cultivos del
municipio de “El Colegio”, los cuales se desarrollan como monocultivos, se aislaron entre 10

y 11 aislamientos de levaduras aparentemente diferentes.

Resultados similares fueron obtenidos por Lindow y Andersen (1996), quienes a evaluar la
influencia inmigratoria sobre hojas de naranja Navel, encontraron que la presencia de otras
especies de plantas alrededor del cultivo estuvo relacionada con una mayor diversidad
microbiana, comparada con las plantas de naranja que sdlo se encontraban rodeadas por

plantas de la misma especie.
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Por otra parte, en un estudio realizado por Jacques y colaboradores (1994), se evaud la
microflora presente en diferentes estados fisiologicos de las hojas, encontrando que este
factor influye tanto en la densidad de poblacion, como en la diversidad, ya que las hojas
senescentes soportan una cantidad mayor de microorganismos que la hojas jévenes, y €

ndmero de estos va aumentando conforme aumenta la edad de la hoja.

Teniendo en cuenta lo anterior y con el fin de obtener un nimero significativo de
aidamientos de levaduras y una mayor diversidad, las hojas seleccionadas para este estudio
correspondieron a hojas sanas verdes y fueron sometidas a un lavado en 50ml de Tween 80 a
0.1% durante 90 minutos a 150rpm, técnica que ha demostrado ser efectiva para la
recuperacion de levaduras, debido a que permite el desprendimiento de células que estan

firmemente adheridas ala superficie de las hojas (Buck et al., 1999).

El lavado de las hojas, aunque es un método indirecto (Andrews et al., 2002) es uno de los
maés utilizados, ya que permite aislar microorganismos mediante diluciones sucesivas en
medios de cultivos especificos como el agar malta, en este caso especifico para hongos y
levaduras ya que inhibe el crecimiento de bacterias heterétrofas que son los grupos
predominantes de la filésfera (Behrendt et al., 2004). En este trabgjo |a poblacion epifita de
levaduras de las hojas de mora, se obtuvo mediante un lavado y una dilucién consecutiva
(entre 10° y 10™ ) tal como lo indicaron Gonzéles y colaboradores en 1996 (citado por
Giraldo et al., 2004).

Los cultivos seleccionados para realizar la toma de las muestras presentaban diferencias en
cuanto ala extension, nimero de plantas y manejo agronémico; sin embargo, compartian los
mismos problemas fitosanitarios, principamente laincidencia de enfermedades tales como €l
moho gris producida por Botrytis cinerea y la antracnosis producida por Colletotrichum

gloesporioides (Anexo 1 A-D).

Para el control de estas enfermedades en €l cultivo de mora se utilizan fungicidas de sintesis
quimica como Iprodione, € cual inhibe la germinacion y el crecimiento micelial interfiriendo
en la sintesis y transmisién de mensgjes genéticos del DNA y en la mitosis, asi como en €
proceso de respiracion celular; Benomyl, el cual inhibe la esterol 1,4 a-dimetilasa, durante la

sintesis del ergosterol, importante en la formacion de las membranas del hongo y Dithane,
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gue actla afectando la respiracion celular, es decir e ciclo de Krebs, inhibiendo €
metabolismo energético ocasionando una reduccion en la produccion de ATP, afecta la
biosintesis de los componentes de la membrana inhibiendo la sintesis de &cidos grasos y
fosfolipidos, ademés interfiere en la germinacién de las esporas y reduce el crecimiento del
micelio (Stehmann y De Waar. 1996). Estos fungicidas también pueden reducir la micoflora
nativa sobre la filésfera, disminuyendo asi la cantidad de los microorganismos que pudieran
tener actividad biocontroladora contra B. cinerea y C. gloesporioides (Buck et al., 2002,
Girado et al., 2004).

Por otro lado, la repetida exposicion a los fungicidas aplicados a intervalos de 7 a 15 dias
segun la época del afio en cada uno de los cultivos, puede resultar en la aparicion de cepas
resistentes tanto del patdgeno como en la poblacién de levaduras sobre € filoplano (Fokkema
et al., 1987, citado por Buck et al., 2002), 0 en una reduccion en la poblacion total de
levaduras, que puede atribuirse a la sensibilidad de algunas especies frente a determinados
productos quimicos, como por egemplo e Benomyl, que reduce la poblacion de
Sporobolomyces roseus y Aureobasidium pullulans, pero no causa ningun efecto sobre
Cryptocccus spp., posiblemente por la resistencia adquirida a este producto (Buck et al.,
2002). Aungue en este trabajo no se realizd un andisis de poblacion de levaduras relacionado
con € uso de los diferentes fungicidas empleados para el control de enfermedades en lamora
de Cadtilla, se cree que el empleo de estos en los diferentes cultivos estuvo relacionado con €

numero de aislamientos obtenidos (ANEXO 2).

Aungue los dos municipios muestreados presentaban diferencias en cuanto a la temperatura,
atitud y precipitacion (Anexo 2), los cultivos seleccionados no presentaban grandes
diferencias en cuanto a mango agrondmico realizado por los agricultores (podas y
fertilizacion), ya gque los fungicidas empleados y su frecuencia de aplicacion para el control
de las enfermedades eran los mismos en cada finca, (Anexo 2). No se presenté una gran
diferencia en cuanto a nimero de accesiones de levaduras aidadas y seleccionadas por sus

caracteristicas macro y microscopicas entre 10s cultivos muestreados.
Esta cantidad de aidamientos puede deberse a que las diferentes especies de plantas, atraen a

un grupo especifico de microorganismos, de acuerdo por 1o propuesto por Atlas (2002), quien

establecio que las poblaciones principales de la fil6sfera de las hojas de algunas especies de
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pinos son més eficientes en la utilizacion de azlicares y alcoholes como fuentes de carbono,
comparéndolas con las poblaciones que viven en las capas del mantillo y que presentan

mayores actividades lipoliticay proteolitica.

Esto fue confirmado por Nout y colaboradores (1997), quienes a estudiar la biodiversidad de
levaduras de maizales de lllinois, encontraron que la mayoria de los aslamientos
correspondian a Candida guilliermondii (55%), Candida zeylanoides (24%), Candida
shehatae (11%) y Debaryomyces hansenii (3%). De igual forma también se presentaron
Trichosporon cutaneum, Cryptococcus albidus var. aerius, y Pichia membranifaciens, lo cua

también fue reportado por Buck y colaboradores en un estudio similar (1999).

Ademés de la especificidad en e establecimiento de ciertas especies de microorganismos a
determinadas especies de plantas, cabe resdtar que la principal fuente de inmigracion de
microorganismos de una planta a otra es e aire, aungque se vea influenciada por la direccion,
velocidad y la capacidad de carga de éste (Lindow, 1996). Dado que este factor no fue
medido en € presente trabgjo, no se puede relacionar directamente con los resultados
obtenidos, sin embargo es posible que la presencia de otros cultivos asociados a la mora
(maiz y plétano) en lafincaLa Aurora del municipio de San Antonio del Tequendama hayan

podido contribuir con € mayor nimero de levaduras encontradas.

Es importante destacar que los dos municipios muestreados tienen una dtitud de 990 msnm
y 1503 msnm, con temperaturas de 23°C y 20°C para El Colegio y San Antonio
respectivamente, y las veredas en |as cuales se realizaron |os muestreos se encuentran cerca al
sistema montafioso de la cordillera central, 1o que hace que no haya una ata circulacion
atmosférica, influenciando la distribucion microbiana tanto en la cantidad como en la
variedad (Universidad de Antioquia, 1998). Sin embargo, € numero total de levaduras
seleccionadas aparentemente diferentes (47) basandose en sus caracteristicas macro y
microscopicas es significativo, ya que las levaduras no son un grupo predominante sobre €l
filoplano (Behrendt et al., 2004).

Ademés de las levaduras, en la mayoria de las muestras analizadas se aislaron hongos como

Cladosporium sp., Fusarium sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp.
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6.2 Caracterizacion morfoldgica

Inicialmente se seleccionaron las levaduras aidadas a partir de cada cultivo de acuerdo con la

coloracion que presentabala colonia (Tabla 1, figuras4y 5).

La mayoria de levaduras presentaban colonias de color blanco (23), crema (17) y en menor
proporcion rosadas (6), cremosas, regulares, opacas y convexas 0 puntiagudas (umbilicadas)
(Tablal, ANEXO 3).

Resultados similares fueron obtenidos por Nout y colaboradores (1997) y por Buck y Burpee
(2002), quienes reportaron que la mayoria de levaduras aidladas a partir de plantas de maiz y
plantas de geranios, presentaban una superficie suave, margenes regulares y consistencia

cremosa, a igual que color blanco y cremoso con el olor que las caracteriza.

Tabla 1. Agrupacion delas colonias de levadur as aisladas de acuer do con su color.

CULTIVO | COLORDE LA COLONIA No DE COLONIAS
MUNICIPIO

1 Color blanco
El Colegio Color crema

2 Color blanco
Color crema
color rosado

1 Color blanco
San Antonio Color rosado

2 Color blanco
Color rosado
Color crema
Color negro

= =
PENMNPFBwwsw

Fuente: Autor

Estos resultados concuerdan con lo expuesto por Buck (2002), quien sefiala que la superficie
de las hojas de plantas de clima templado se caracteriza por presentar diversidad de levaduras
principal mente rosadas o rojas, que en general pertenecen a especies del género Rhodotorula
spp. ¥ Sporobolomyces spp., Y levaduras de color blanco como Cryptococcus spp., Pichia
spp. y Candida spp. (Buck et al., 1999).




El predominio de las colonias de color blanco o cremafrente alas rosadas, en cada uno delos
cultivos muestreados en los dos municipios, pudo estar influenciado por las condiciones
climéticas caracteristicas de la zona, tales como cielos nublados y lluvias constantes (estas
condiciones se presentaron durante los meses de octubre y noviembre, periodo en el cual se
realiz6 el muestreo).

En un estudio realizado por la Universidad Nacional del Comahue (UNCo) en Argentina en
las lagunas del Parque Nacional Nahuel Huapi (PNNH) gue se encuentra a una altitud de 767
msnm Yy donde la radiacion solar es constante, se obtuvo una mayor proporcion de levaduras
gque acumulan pigmentos, comparado con €l nimero de levaduras pigmentadas encontradas
en los dos municipios muestreados de Cundinamarca (7 levaduras pigmentadas del total de
las 47 levaduras seleccionadas), no presentandose diferencias entre e municipio de San
Antonio, € cual presentala mayor altitud con respecto al municipio de El Colegio (Tabla 1)
(Libkind, 2000).

De otro lado, las levaduras que presentaban colonias de color crema, predominaron frente a

las rosadas (17 levaduras crema del total de las 47 levaduras sel eccionadas) encontrandose e

mayor nimero de éstas en el cultivo dos (La Aurora) del municipio de San Antonio.
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Figura 4: Agrupacion por color de la colonia de las levaduras aisladas de cultivos de
mora de Castilla en los municipios de San Antonio del Tequendama y EI Colegio
(Cundinamar ca). Fuente: Autor.

Sin embargo, aunque la atitud de cada uno de los municipio de Cundinamarca es mayor
comparéndola con la de las lagunas del parque Nacional Nahuel Huapi, no se encontré un
nimero mayor de levaduras rosadas o rojas, probablemente por las condiciones de cielos
nubl ados predominantes en estos municipios, evitando asi que las levaduras estén expuestas a
la radiacién solar constante, favoreciendo € establecimiento y desarrollo de levaduras no
pigmentadas en la fil6sfera de diferentes especies vegetal es. Adicionamente, se debe tener en
cuenta gque la produccion de pigmentos es un mecanismo de fotoproteccion de las levaduras a
la exposicion intensa a los rayos ultravioleta (Libkind, 2005). Es importante considerar que
no solo la produccién de pigmentos es una estrategia de proteccién frente alaradiacion UV,
yaque la evasion a sitos de sombra o dentro de glandulas o cavidades estomales, a igud que
la produccion de cdpsulas arededor de |as colonias son estrategias de proteccion frente a esta

radiacion, como en el caso de lalevadura del género Cryptococcus (Jacobs, 2001).
De otro lado, en el segundo cultivo muestreado en el municipio de San Antonio (CTSB), se

ais6 una levadura cuya colonia se desarrolla inicialmente con una coloracion rosa, pero a

cabo de 6 dias de incubacion las colonias tomaron una coloracion negra. Después de
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caracterizar esta levadura de acuerdo con sus caracteristicas macro y microscopicas se
determind que este microorganismo pertenece a género Aureobasidium, el cual puede
aidarse con frecuencia de las estructuras de la filosfera de agunas especies vegetales
(Andrews et al., 2002). Estos autores a evaluar la biologia poblacional de Aureobasidium
pullulans sobre superficies de hojas de manzana, confirmaron gque este microorganismo es un
habitante comin de las hojas y uno de los mayores colonizadores de la fil 6sfera, ubicandose
preferiblemente sobre |as venas o sitios de heridas de las hojas, en forma de blastosporas y

clamidosporas, o como hifas y pseudohifas ocasionamente.

Figura 5. Diferencias entre las colonias de las levadur as aisadas de la fil ésfera de mor a.
A: Colonias de color blanco, redondas, convexas, regulares y opacas. B: Colonias de
color rosado, redondas, convexas, regulares y brillantes. C: Colonias inicialmente de
color rosado que posteriormente setornan a un color negro.

Fuente: Autor.
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6.2.1 Caracterizacion Microscopica

La mayoria de las levaduras son ovaladas o cilindricas que se dividen por gemacion,
comunmente no desarrollan micelio, sino que permanecen en estado unicelular durante todo
el ciclo de crecimiento, sin embargo algunas pueden presentar pseudomicelio debido a las

condiciones en las que se les cultive (Madigan et al., 2004).

Al caracterizar microscopicamente las levaduras seleccionadas se encontraron todas las
formas tipicas de levaduras: cilindricas, ovaladas y redondas, siendo estas Ultimas las mas
predominantes (Figura6 — ANEXO 3, 3D).

B:40 X

C: 100 X

A:40X

Figura 6 Diferencias microscopicas de las células de levadur as aisladas de la fil6sfera de
mora A. Céulasovaladas, B. célulasredondas, C. levaduras gemando.

Fuente: Autor.

Aunque en este trabgjo no se tuvieron en cuenta las caracteristicas de los brotes, se puede

sefidar que los brotes polares se pueden atribuir a algunas levaduras pertenecientes al grupo
de los basidiomicetos y los multipolares a grupo de |os ascomi cetos segin Y arrow, (1948).



De la misma forma se encontraron tres aisamientos de levaduras que producen
pseudomicelio, las accesiones codificadas como CTS004B, CTS015B aisladas del segundo
cultivo del municipio de San Antonio y la accesién CTL004B aidada del primer cultivo del

municipio de El Colegio, veredalLaVictoria.

6.3 Caracterizacion Fisiologica

Las levaduras aidadas que presentaron diferencias morfolégicas en cuanto a sus
caracteristicas tanto macro como microscopicas, fueron caracterizadas fisiol égicamente por
su habilidad para crecer en rangos de pH de 3 a 10, temperaturas entre 5 y 45°C y altas

concentraciones de glucosa (50% y 60% p/v).

6.3.1 Efecto delatemperatura sobre el crecimiento delaslevaduras

Al evaluar el crecimiento de las levaduras seleccionadas a diferentes temperaturas que
pueden presentarse sobre e filoplano de algunas especies vegetales (5°C, 10°C, 25°C, 30°C,
35°C, 37°C, 40°C, 42°C, 45°C), en la mayoria de €ellas se observd que se presentd
crecimiento, de acuerdo a la magnitud de la absorbancia leida a 405nm después de 48 horas
de incubacion, obteniéndose el crecimiento Optimo en el rango de 25 a 37°C (Anexo 4 —

Figura7).

A 5°C €l crecimiento de todos los aislamientos de levaduras fue menor en comparacion con
las demas temperaturas evaluadas, presentando valores de absorbancia de 0.010 a 0.341,
mientras que a 30°C, se presentd e mayor crecimiento de 27 de los 46 aidamientos de
levaduras, obteniendo valores de absorbancia hasta de 1.033 (ANEXO 4 - Figura8y 11).

Los aislamientos de levaduras que presentaron los valores mas altos de crecimiento a 5°C
corresponden alos abtenidos a partir de las muestras colectadas en |os cultivos del municipio
de El Colegio, siendo la levadura CTLOO3A, la que present6 € mayor crecimiento del total
de los 46 aislamientos seleccionados, con una absorbancia de 0.341, mientras que los
aisamientos provenientes del municipio de San Antonio presentaron crecimientos inferiores,
destacandose para este municipio € aidamiento CTS016A € cual presentd una absorbancia
de 0.170 (ANEXO 4-Figura 8).
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Figura 8: Efecto de la temperatura 5°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 10: Efecto de la temperatura 25°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 11: Efecto de la temperatura 30°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 12: Efecto de la temperatura 35°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 13: Efecto de la temperatura 37°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 14: Efecto de al temperatura 40°C en el crecimiento de las levaduras
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Figura 16: Efecto de la temperatura 45°C en el crecimiento de las levaduras



A medida que la temperatura aumento el crecimiento de las levaduras también o hizo (Figura
7), los resultados obtenidos a evaluar el crecimiento a 10°C, mostraron una relacion
directamente proporcional entre el crecimiento y la temperatura. Sin embargo, se mantuvo la
tendencia presentada a los 5°C, donde los aisamientos del municipio de El Colegio
presentaron mayor crecimiento en e que e valor de absorbancia més ato fue de 0.441
registrado por el aislamiento CTLOO6B, mientras que para el municipio de San Antonio €
aisamiento CTS007B fue el que obtuvo e maximo de absorbancia con un valor de 0.235
(Anexo 4 - Figura 9).

A 25°Cy 30°C € crecimiento de las levaduras de los dos municipios fue mayor debido a que
probablemente se encontraban en los rangos éptimos de crecimiento, a 25°C el aislamiento
CTS021A presentd e mayor crecimiento correspondiente a una absorbancia de 0.878,
seguido por los aidamientos CTS012B, CTLOO1A, y CTS009B con una absorbancia de
0.868, 0.788 y 0.739 respectivamente (Anexo 4 - Figura 10). A 30°C & comportamiento de
estos aidamientos fue similar ya que aumenté la absorbancia conforme aumentd la
temperatura. Este resultado era de esperarse ya que aunque las levaduras tienen un amplio
rango de crecimiento a diferentes temperaturas, la éptima de crecimiento se encuentra entre
28°C y 35°C. El aisdamiento CTLOO1B presentd € mayor crecimiento a 30°C, con una
absorbancia de 1.033, de igual forma los aislamientos CTLOO1A, CTLOO5A, CTLOOBA,
CTLOO09A, CTS013A, CTS014A, CTS015A, CTS021A, CTS022A, CTS024A, CTS009B y

CTS012B, presentaron valores de absorbancia entre 0.622 y 0.985. (ANEXO 4 —

Figurall).

Después de redlizar €l andlisis de agrupamiento (clUster), se obtuvo que a 35°C, 4 de
los 46 aislamientos presentaron mayor crecimiento con respecto a los demas, estas
fueron CTS004B, CTS009B, CTLO001B, CTS012B, CTS007B con vaores de
absorbancia entre 0.938 y 1.018 (Figura 12 — ANEXO 4). Sin embargo, se present6
un descenso en e crecimiento de la mayoria de las levaduras, con respecto a
observado a 30°C.

A 37°C, continud la disminucion en el crecimiento de las levaduras, sin embargo los
aislamientos CTLOO1A, CTS016A, CTLOO3B presentaron € mayor crecimiento a
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esta temperatura, con una absorbancia de 0.947, 0.918 y 0.906 respectivamente.
(Anexo 4 - Figura 13).

A 40°C, 42°C y 45°C se observo e efecto negativo que las atas temperaturas tienen
sobre el desarrollo de las levaduras ya que se presentaron 10s crecimientos mas bajos,
donde los valores maximos de absorbancia obtenidos fueron de 0.845 a 40°C para €
aislamiento CTS022A, 0.565 a 42°C para € aislamiento CTS012B y 0.399 a 45°C
para € aisamiento CTS022A, valores relativamente menores comparados con |os
obtenidos a 30°C (Figuras 14,15y 16).

Por otro lado, se han reportado levaduras como Saccharomyces teluris que crecen a
una temperatura de 48°C (Kurtzman y Fell, 1999). Teniendo en cuenta esto y la
capacidad de las levaduras para crecer en un amplio rango de temperaturas, hacen
posible que en la filosfera de mora existan levaduras adaptadas para tolerar las
variaciones de temperatura, permitiendo su supervivencia y la colonizacion de las
distintas estructuras que conforman lafilésfera.

Después de redlizar un analisis de agrupamiento para seleccionar los aislamientos de
levaduras que presentaran mayor crecimiento en todos los rangos de temperatura
evaluados, se encontré que la levadura que presentd un mejor comportamiento fue el
aislamiento CTS012B obtenido del municipio de San Antonio (Figura 17).
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Figura 17. Andliss de agrupamiento del efecto global de la temperatura sobre €
crecimiento de 47 aislamientos de levaduras. L os grupos de crecimiento se obtuvieron al
aplicar un andlisisde cluster. Fuente: Autor.

Los resultados obtenidos en la prueba de temperatura coinciden con lo reportado por
Bu'lock, 1991 (citado por Villamil, 1999) que establece que |a temperatura estimada
para el crecimiento de las levaduras, se encuentra entre 5°C y 37°C siendo € optimo
28°C. Aungue temperaturas inferiores a 15°C o superiores a 37°C no son las 6ptimas
para € crecimiento de la mayoria de levaduras, éstas pueden presentarse en la
filosfera; por esta razon las levaduras han desarrollado mecanismos que les han
permitido desarrollarse y establecerse en este habitat (Bu'lock, 1991, citado por
Villamil, 1999), llegando a estar algunas mejor adaptadas que otras como es el caso
del aislamiento CTS012B.

El principa efecto de las atas temperaturas sobre las células es la desintegracion de
la membrana y la integridad de su pared. Sin embargo, se sabe que los
microorganismos incluyendo las levaduras, regulan la composicion lipidica de la
membrana en respuesta a la temperatura a la que estan expuestas, con € fin de
obtener una fluidez 6ptima entre € interior y & exterior de la célula para un
funcionamiento celular normal (Swan et al., 1997).

Es probable que las levaduras que fueron expuestas a altas temperaturas y lograron
mantenerse viables, hayan incrementado € grado de saturacion en cuanto a la
cantidad de lipidos en la membrana, ya que las cdlulas con menos fluidez en su
membrana son mas tolerantes a calor (Swan et al., 1997). Sin embargo, s las
levaduras hubieran sido expuestas al mismo tiempo a estrés osmético, la temperatura
hubiera gjercido un efecto negativo en la habilidad de la célula de sobrevivir a estas
condiciones, debido a que no habria contado con la fluidez necesaria, que le
permitiera una rgpida restauracion de la homeostasis celular bgo las nuevas
circunstancias (Beney et al., 2000, Willem et al., 2002).
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La termotolerancia adquirida se debe a una adaptacion de la membrana a una forma
mas termoestable, aungque se ha demostrado en varias ocasiones, que la fluidez de la
membrana y la composicion lipidica de los fosfolipidos de una célula normal y una

termotol erante son similares (Swan et al., 1997).

Teniendo en cuenta que las pruebas se realizaron cuando las células se encontraban
en su fase exponencial, cabe resaltar que la composicion de acidos grasos en la
membrana de las células que son expuestas a estrés térmico presenta pequefios
cambios, tales como un aumento leve en la cantidad de acido palmitico y en larigidez
determinada por € grado de saturacién, siendo esta Ultima mayor en células de lafase
exponencial, en la cual son mucho mas sensibles a caor, s se comparan con las
células de la fase estacionaria, que han demostrado ser mas tolerantes (Swan et al.,
1997).

Aunque en este trabgjo no se tuvo en cuenta la composicion ni la fluidez de
membrana, es importante sefidar que a igual que ésta Ultima, la tolerancia a estrés
térmico varia entre especies de levaduras y que no puede inferirse basandose en la
composicion lipidica de la membrana o en la fluidez de membrana (Swan et
al.,1997). Esto explicaria & hecho de que algunas levaduras aisladas en este trabajo
presentaran un mayor crecimiento que otras, ain cuando fueron expuestas a 42°C tal
y como sucedio con las levaduras CTS005B y CTS012B y a 45°C con la levadura
CTS022A, las cuaes presentaron mayor crecimiento con respecto a resto, lo que
indica que pueden estar mejor adaptadas a temperaturas atas empleando algunos de
los mecani smos anteriormente mencinados (Figura 15 - 16).

Respecto a la integridad de la pared durante el estrés térmico, se ha reportado que la
ruta PKC MAP kinasa es la mas importante en la transduccion de sefides
involucradas en mantener la integridad en la pared celular, esta ruta es activada no
solo bajo condiciones de estrés hiperosmatico, sino también a el evadas temperaturas,

al igua que por e dafio causado por ésta, lo cua resulta en una alteracion
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compensatoria, mediante varios mecanismos, tal como la saturacion de los &cidos
grasos (Willem et al. 2002).

En general, se puede establecer que la activacion de las rutas (PKC y HOG - Glicerol
en respuesta a la osmolaridad) en respuesta a condiciones de estrés lleva a la
expresion de genes especificos. Estos genes codifican la produccion de enzimas
involucradas en procesos necesarios tanto para laintegridad de la pared celular como
de lamembrana, por medio de la sintesis de alguno de sus componentes como son |os
acidos grasos de la membrana (Willem et al. 2002), de igual forma estas rutas estén
involucradas en larepresion o expresion de genes, |o que resulta en un incremento en
la produccion de glicerol o de trealosa, sustancias importantes en la estabilidad de la
membrana y en la supervivencia de la célula durante la rehidratacion (Swan et al.
1997).

Por otro lado, cuando los microorganismos se desarrollan a bajas temperaturas como
a5°C, e crecimiento tiende a ser lento y a disminuir, debido a que las células pueden
experimentar periodos de latencia. A bajas temperaturas, € metabolismo microbiano
incluyendo €l de las levaduras, se ve afectado, ya que las reacciones quimicas
involucradas en el metabolismo celular se detienen o se realizan lentamente. Cabe
destacar que los limites de actividad para la mayoria de las enzimas involucradas en
el metabolismo celular estéan entre los 10°C y 50°C (Universidad Auténoma
Metropolitana, 2002), |o que explica por qué a 10°C se observé un mayor crecimiento
delaslevaduras (Anexo 4).

El comportamiento de las levaduras a las temperaturas evaluadas fue similar, siendo
Optimas entre 25°C y 37°C. Sin embargo, cabe resaltar que los mejores crecimientos
atemperaturas superiores a 37°C se obtuvieron con los aislamientos obtenidos de l0s
cultivos del municipio de San Antonio, levaduras que a su vez presentaron valores
bajos de crecimiento a 5°C, mientras que los aislamientos obtenidos de los cultivos

del municipio de El Colegio presentaron mayor crecimiento a 5°C y menor
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crecimiento a partir de 37°C, comparando con el crecimiento de obtenido de los
aislamientos del municipio de San Antonio (ANEXO 4 — Figura 7), es de destacar
gue la diferencia entre la temperatura de un municipio y otro es de 3°C, con un
maximo de 23°C para El Colegio, es probable que aungue las levaduras eval uadas no
estén expuestas a altas temperaturas en estos municipios, es posible que agunas
cuenten con algun tipo de mecanismo que les ayude a soportar altas temperaturas,

como los mencionados anteriormente.

6.3.2 Efecto del pH en e crecimiento delaslevaduras

Con respecto a crecimiento observado en funcion del pH se observd que cada
aislamiento de los cuatro cultivos muestreados, tuvo un pH Optimo diferente al
comparar sus valores (ANEXO 5), sin embargo, la mayoria de las levaduras se
desarrollaron mejor aun pH entre 3 'y 4 (ANEXO 5), tanto para los aislamientos del
municipio de El Colegio, como paralos del municipio de San Antonio. Este resultado
concuerda con lo obtenido por Saporito-Irwin y colaboradores (1994), quienes
encontraron que Candida albicans en su fase de levadura es favorecida por pH bajos,
y por Teixido y colaboradores (1998), quienes establecieron que &l pH adecuado para

el crecimiento de C. sake fue de 5y de 6 para C. guilliermondi.

A pH 3, los aislamientos CTLO02A, CTLOO08A, CTL0O07B, CTSO003A, CTS004A,
CTS014A, CTSO19A, CTS024A y CTS015B presentaron su maximo crecimiento,
con una absorbancia de 0.068 hasta 0.781 (ANEXO 5 - Figura 18).

A pH de 4, los aislamientos CTL003, CTLO0O5A, CTLO07A, CTLO11A, CTLO003B,
CTLO008B, CTS002B, CTS004B y CTS012B presentaron su maximo crecimiento
correspondientes a valores de absorbancia de 0.368 hasta 1.061, siendo por |o tanto €
optimo de pH para el crecimiento de estas levaduras (ANEXO 5 - Figura 19).
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Levaduras
Figura 21: Efecto del pH 6 en el crecimiento de las levaduras
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Levaduras
Figura 23: Efecto del pH 8 en el crecimiento de las levaduras
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Levaduras
Figura 25: Efecto del pH 10 en el crecimiento de las levaduras
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A pH de 5, los aislamientos CTL006B, CTL001B, CTL004B, CTS022A, CTS007B,
CTS013B y CTS016B, presentaron su maximo crecimiento correspondientes a una
absorbancia de 0.307 hasta 1.077, donde e mayor crecimiento lo presento e
aislamiento CTL006B, siendo por lo tanto el pH éptimo para €l crecimiento de estas

levaduras (Anexo 5 - Figura 20).

A pH de6, 7,8y 10 solo 4, 3, 5y 1 aislamientos de levaduras respectivamente
presentaron su éptimo desarrollo, donde los valores maximos de crecimiento fueron
de 1170 apH 6y 1.179 apH 7 para la levadura CTLOO6B, y de 1.037 apH 8 y
0.920 a pH 10 para la levadura CTLOO1B. Es importante destacar que esas dos
levaduras presentaron su maximo desarrollo a pH neutro y alcalino (ANEXO 5 -
Figura2l, 22, 23y 25).

Sin embargo, aunque cada levadura tuvo un pH Optimo de crecimiento diferente
(Anexo 5), esto no condiciono su crecimiento a otros valores de pH, ya que a realizar
el andlisis de agrupamiento con los datos normalizados, se encontré que 5 de los
aislamientos CTLO01B y CTLO06B del municipio de El Colegio, y CTS021A,
andisis de agrupamiento con los datos normalizados, se encontré que 5 de los
aislamientos CTLOO1B y CTLOO6B del municipio de El Colegio, y CTS021A,
CTS009B y CTS012B del municipio de San Antonio respectivamente, presentaron

mayor crecimiento en los pH bésicos respecto alos pH acidos. (ANEXO 5).
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EFECTO GLOBAL DEL pH SOBRE
EL CRECIMIENTO DELAS LEVADURAS
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Figura 26. Analisis de agrupamiento del efecto global del pH sobre el crecimiento de las
levaduras. L os gr upos de crecimiento se obtuvieron al aplicar un analisisde cluster.
Fuente: Autor.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Fredlund y colaboradores (2002),
quienes a evaluar las caracteristicas fisiol 6gicas de la levadura Pichia anomala J121,
evidenciaron crecimiento en valores de pH que iban desde 2 a 12.4, encontrando que
al medir €l pH final después de la incubacion fue el mismo. Sin embargo, apH 11y
12.4, descendio a pH de 8.0 y 9.0 respectivamente. Estos resultados son similares a
los obtenidos en este estudio a pH de 9 en e cua 10 de las 46 levaduras evaluadas
presentaron su maximo desarrollo (ANEXO 5 - Figura 24). Aunque en este trabajo
no se tomo & pH fina es posible que estas levaduras hayan tenido la habilidad de
cambiar  pH acaino a un pH méas adecuado segin las caracteristicas de cada
levadura, logrando asi alcanzar un optimo crecimiento (Fredlund et al., 2002)

Por otro lado, se hareportado que la radiacion solar induce mucosidad en |as colonias
de levaduras gque se encuentran sobre e filoplano de diferentes especies vegetales
como una forma de proteccién, debido a aumento en la sintesis y acumulacion de
exopolisacéridos, que son hidratos de carbono complegos que se excretan y acumulan
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por fuera de las células dandole al cultivo un aspecto mucoso que puede contribuir a
laformacion de agregados microbianos (Libkind et al., 2000).

Las biopeliculas que conforman los agregados microbianos entre 1os que se incluyen
hongos y levaduras, estan conformadas en un 75% por un exopolimero denominado
glicocdlix, en este compuesto las diferentes células se organizan en colonias
adheridas a varias superficies, ya sean animadas o inanimadas. El exopolimero es
producido por los mismos microorganismos y forma una matriz adherente en la que
estos gquedan atrgpados y comienzan a organizarse en colonias con diferentes
requerimientos metabdlicos. Una de las caracteristicas de estos agregados es la
heterogeneidad, 10 que las hace organizaciones Unicas que pueden estar conformadas
por bacterias, hongos y protozoos, habiéndose demostrado que estos agregados
poseen diferentes microambientes con condiciones de pH, tension de oxigeno y
concentracion de iones, carbono y nitrogeno diferentes a ambiente donde se
encuentran, de esta forma los microorganismos gque se encuentran en los agregados
pueden habitar en las estructuras de la filosfera aun cuando las condiciones en las que

Se encuentren sean adversas (Betancourt et al., 2004).

Algunas levaduras, tales como las del género Cryptococcus, Pichia y Rhodotorula
tienen la capacidad de formar capsulas (Martin-Mazuelos y Vaverde-Conde, 2006)
gue actian como escudo y les confiere ciertas ventgas adaptativas a la céula
permitiendo que puedan desarrollarse bajo condiciones desfavorables como las que se
pueden presentar en la filésfera. Entre los componentes de la capsula de polisacaridos
de las levaduras, se han encontrado fosfomananos en ciertas especies de Pichia
(Hansenula spp.), mananos lineales con enlaces alternados de -(1-3) y B-(1-4) en
algunas especies de Rhodotorula y un heteropolisacarido acido que contiene xilosa,

manosay &cido glucordnico en Cryptococcus (Fell, 1999).

El efecto que causa e pH en las células se encuentra a nivel de las proteinas o

enzimas, las cuales poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino -
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NH2; tiol -SH; imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus aminoécidos. Segun €
pH del medio en e que las levaduras se encuentran, estos grupos pueden tener carga
el éctrica positiva, negativa o neutra. Como la conformacién de las proteinas depende,
en parte, de sus cargas eléctricas, habra un pH en € cua la conformacion seréla méas
adecuada para la actividad correspondiente (Universidad Autonoma Metropolitana,
2002). Sin embargo, en genera, €l pH Optimo para € crecimiento de las levaduras
variade 4,5 a 6,5 aungue muchas especies toleran grandes variaciones de pH que van
desde 2.8 a8,5.

Aungue no se tomé e vaor del pH final para ninguno de los aislamientos, es
probable que muchos de estos |o hayan cambiado, especialmente cuando crecian en
pH alcalinos, los cuaes pudieron haber sido modificados a valores mas bajos, debido
al metabolismo de las levaduras, razon por la que pudo presentarse crecimiento de las
levaduras aisladas en los diferentes valores de pH evaluados a pesar de que € pH
intracelular de las levaduras se encuentre entre 5.8 y 6.8 (Jagnow, 1991, citado por
Villamil 1999).

Por otro lado, cabe resatar que la habilidad para crecer en un amplio rango de pH,
puede explicarse por la existencia de sistemas intercambiadores en la membrana
plasmética de las levaduras, los cuales pueden intercambiar iones a través de los
sistemas secundarios (uniportadores cationicos, simportadores cation/sustrato) o
intercambiadores (antiportadores M+/H+). Este mecanismo universal de entrada y
salida de iones a través de las membranas bioldgicas, mantiene los movimientos de
potasio y protones, permitiendo que & pH intracelular se mantenga regulado, a
permitir €l reingreso de los protones mediante un intercambio catién/proton y la
sdida de sodio 0 potasio para mantener la homeostasis de estos iones (Ramirez y
Pefia, 2000).

Aungue €l estudio de los sistemas intercambiadores en la levadura es reciente, se han

podido identificar genes como € Sod2, que codifican para la produccién de
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intercambiadores tales como Nat+/H+ (Ramirez y Pefia, 2000). Estos genes pueden
ser activados por una respuesta general a estrés, donde factores transcripcionales
tales como e Msn2/Msn4 mediadores de la respuesta a estrés en general que se
encuentran en € citoplasma, pueden activarse inmediatamente y translocarse al
nucleo, donde se unen a elementos de control de estrés, en promotores de un largo
nimero de genes de respuesta bajo determinadas circunstancias. Esto resulta en un
cambio temporal drastico en e perfil de transcripcion de las células de levaduras,
pudiendo asi sintetizar las proteinas necesarias 0 elementos necesarios para

sobrellevar las nuevas circunstancias (Willem et al., 2002).

6.3.3 Efecto de altas concentraciones de glucosa (50% (p/v) y 60% (p/v)) sobre €l

crecimiento delaslevaduras

Al evaluar el efecto de altas concentraciones de glucosa (50% (p/v) y 60% (p/v))
sobre €l crecimiento de las levaduras, se encontré que estas afectaron el crecimiento,
siendo su desarrollo menor comparado con € crecimiento obtenido en e medio
convencional Saboureaud, € cual tiene una concentracion de glucosa de 2%
(ANEXO 6 - Figura 11). Sin embargo, € crecimiento de las levaduras fue mayor a
una concentracién de glucosa de 50% (p/v) comparado con € crecimiento obtenido
con una concentracion de 60% (p/v). A ambas concentraciones de azUcar se
destacaron los aislamientos CTL0O01B Y CTS005B, los cuales presentaron el mayor
crecimiento con valores de absorbancia de 0.468 y 0.304 para50% y de 0.265 y 0.446
para 60% respectivamente (ANEXO 6 - Figuras 27 y 28).

Después de redizar € andlisis de agrupamiento con los datos normalizados, se
destacé la levadura CTLOO1B obtenida del municipio de El Colegio, la cua presentd
la mayor absorbancia (0.468) para 50%, y la mayor absorbancia (0.446) para 60%, en

comparacion con las demas levaduras evaluadas (Anexo 6 — figura 29).
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Figura 27: Efecto de la concentracion de glucosa 50% en el crecimiento de las levaduras
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Levaduras
Figura 28: Efecto de la concentracion de glucosa 60% en el crecimiento de las levaduras
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EFECTO GLOBAL DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA %
SOBRE EL CRECIMIENTO DE 47 AISLAMIENTOS DE LEVADURAS
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Figura 29. Andlisis de agrupamiento del efecto global de las concentraciones de
glucosa (50% (p/v) y 60% (p/v)) sobre e crecimiento de 47 aislamientos de
levaduras. Los grupos de crecimiento se obtuvieron al aplicar un andlisis de clUster.

Fuente: Autor.

El descenso en € crecimiento de las levaduras bgo las condiciones de
concentraciones de glucosa evaluadas pudo ser consecuencia de la respuesta primaria
hacia € estrés osmético a que estuvieron expuestas continuamente las levaduras
(Willem et al., 2002). Resultados similares fueron obtenidos por Erasmus y
colaboradores (2003), quienes encontraron que €l estrés osmotico redujo
significativamente e crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en jugo de uva, que

tenia una concentracion de azlcar del 40% (w/v).

Se debe tener en cuenta que las levaduras que habitan la filosfera estan expuestas a
continuas fluctuaciones ambientales que afectan su desarrollo, siendo una de las méas
limitantes la actividad de agua (Ay). Sin embargo, las levaduras han desarrollando
mecanismos de defensa frente a cambios repentinos en la Ay, |0 que puede

relacionarse con la capacidad que poseen agunas para desarrollarse mejor gque otras
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en ambientes con poca Ay, tal y como ocurre sobre el filoplano, donde la A, puede

variar dentro de una misma hoja.

Las levaduras tienen la capacidad de responder rapidamente a estrés provocado por
las concentraciones de azlicar en € medio en € que se encuentran mediante una serie
de mecanismos, entre los que se distinguen: 1) cambios celulares inmediatos, que
ocurren como consecuencia de las fuerzas fisico-mecanicas que se presentan bgo
estas condiciones; 2) procesos de defensa primaria que buscan dar proteccion a la
célula, reparacion y recuperacion, al igual que 3) eventos adaptativos que permiten la
restauracion de la homeostasis celular bgjo las nuevas circunstancias (Willem et al.,
2002).

Al momento de inocular cada uno de los pozos con la levadura, las células
rapidamente pierden agua intracelular, llevando asi a la pérdida de turgencia y a
recogimiento de ésta (Willem et al., 2002). En e momento en e que la célula se
recoge, se cree que la membrana plasmatica se tuerce y se dtera la actividad de
ciertas proteinas tales como las encargadas de los canales mecanosensitivos (Markus
et al., 2000).

Después de la pérdida de turgencia, la estimulacion de la ruta HOG (High osmolarity
gliceral), hace que las células ingresen agua hacia el citoplasma desde las vacuolas,
con €l fin de compensar parcialmente la pérdida de agua (Markus et al., 2000, Willem
et al., 2002).

Esta pérdida de agua también afecta la hidratacion de las biomoléculas, y lleva a un
agrupamiento de tal modo que altera la conformacion y actividad de las proteinas,

debido a que pierden sus sitios activos (Markus et al., 2000).

Sin embargo, segun seala severidad del estrés osmético, € citoesgueleto puede |legar
a colapsar, conllevando a una despolarizacion de los parches de actina (Willem et al.,
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2002), siendo € citoesqueleto una red de fibras proteicas, cuya funcion es modelar y
organizar e citoplasma, donde muchas de las moléculas individuales de éste se
adhieren al citoesgueleto (Audesirk, 1997).

La respuesta primaria de las células de levadura frente a continuo estrés osmético,
consiste en varios eventos moleculares que son activados por los cambios celulares
repentinos. En primerainstancia, la célulatemporalmente detiene € crecimiento, pero
hasta e momento no es claro en qué punto especifico del ciclo celular se detiene €
crecimiento. Sin embargo, este bloqueo ha sido reportado a nivel de la G1 (primera
fase del ciclo celular en la que existe crecimiento celular con sintesis de proteinas y
de ARN), probablemente por una baja transcripcion de genes que codifican para
ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas CIn3p-Cdc28p, que son sintetizadas para
fosforilar las serinas y treoninas de proteinas diana y desencadenar asi 10s procesos
celulares necesarios parala continuacion del ciclo (Willem et al., 2002).

Deigua forma, esta restriccion ha sido reportada a nivel de G2, por la inhibicion de
la Clb3p-cdc28p. No es claro hasta el momento por qué las células detienen e
crecimiento durante el ciclo, pero probablemente es parte de un mecanismo
estratégico de regjuste, requerido para un apropiado acondicionamiento a las nuevas

condiciones en las que se encuentran (Willem et al., 2002).

En segunda instancia, con € fin de buscar una recuperacion en la turgencia celular,
las células producen glicerol como soluto compatible (Erasmus et al., 2002), € cua
es formado como un subproducto durante la fermentacion de etanol por muchas
levaduras en concentraciones entre 2.5 y 3.6% de la produccién total de etanol
(Petrovska et al., 1999). Por otro lado, € metabolismo del glicerol cumple un papel
muy importante en e balance redox a igual que en la biosintesis de fosfolipidos
(Willem et al., 2002).

En tercera instancia, la ruta HOG MAP Kinasa (Glicerol en respuesta a la

osmolaridad) es activada resultando en una rgpida fosforilacion y en una
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translocacion nuclear de la MAP kinasa Hoglp, encargada de regular tanto la
represion como la activacion de genes tales como e gen GPD1, €l cual codifica para

laexpresion de laenzimadglicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Willem et al., 2002).

Se puede entonces establecer que factores como € pH, la temperatura y las dtas
concentraciones de glucosa (esta Ultima relacionada con e A, y € estrés osmético)
gjercen una gran influencia en e desarrollo y supervivencia de las levaduras, ya que
como se observOo en los resultados anteriormente descritos |la mayoria de los

aislamientos tienen un rango Optimo de estos factores para su crecimiento.

Sin embargo, las levaduras CTLO01B, CTL006B, CTS021A, CTS009B y CTS012B,
presentaron e meor comportamiento a exponerse a condiciones extremas de
crecimiento. Estas levaduras a habitar la fil0sfera estdn expuestas a un ambiente
variable afectado por la disponibilidad y calidad de nutrientes, la temperatura, pH y
especialmente a la actividad de agua (Hohmann y Magger 1997, Hohmann 2002), lo
que pudo desarrollar en ellas mecanismos de adaptacion a cada uno de estos factores,

permitiéndol es habitar este nicho.

Teixidd y colaboradores (1997) reconocieron la importancia del conocimiento de la
interaccion entre los tres factores mencionados anteriormente y llevaron a cabo un
estudio en que determinaron que la levadura Candida sake tiene un alto grado de
toleranciaala Ay, que vade 0.90 a 0.92, presentando un rango optimo de crecimiento
aunaA, entre 0.90 a0.995 en unasolucién de glicerol atemperaturas de 4°Cy 37°C
respectivamente y a una A, de 0.92 a 0.995 a 10°C y 30°C en una solucion de NaCl
respectivamente. Esta levadura ha demostrado ser un buen agente de control
bioldgico frente a un amplio rango de fitopatbgenos como Botrytis cinerea bgjo
condiciones de poscosecha. Su habilidad para crecer a bajas temperaturas y un bajo
Ay, puede estar involucrada en su desempefio como agente biocontrolador.

Asi mismo Fredlund y colaboradores (2002), al evaluar las caracteristicas fisiol 6gicas

de Pichia anomala J121, encontraron que presentaba buen crecimiento bago



condiciones de anaerobiosis en un rango de temperatura desde 3°C hasta 37°C, en un
rango de pH que iba desde 2 hasta 12.4 y en una actividad de agua de 0.92 empleando
NaCl y de 0.85 con glicerol. Estalevadura es un eficiente agente de control biologico

utilizado en poscosecha para el control de B. cinerea y Penicillium digitatum.

De otro lado, en € Laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica se han aislado y
seleccionado cepas nativas de levaduras tales como Pichia onychis (cepa Lv 027 y
Lv 031), aisladas a partir de cebolla de bulbo y con las cuales se han obtenido
porcentajes de control superiores a 85% contra Botrytis alli en poscosecha de cebolla
de bulbo tanto a 6°C como a 22°C (Garcia et al., 2001); teniendo en cuenta lo
anterior, es posible que alguno de los aislamientos de levaduras evaluados y
seleccionados en este trabajo sea un potencial agente de control biologico para ser

utilizado bajo condiciones de cultivo comercia y bajo condiciones de poscosecha

Después de realizar un andlisis de agrupamiento de los datos obtenidos para cada una
de las pruebas realizadas se encontré que los aislamientos CTL001B, CTLOO6B,
CTS021A, CTS009B y CTS012B, que corresponden a las levaduras Candida
kunwiensis, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus humicola, Dipodoscus tetrasperma
y Cryptococcus laurentii respectivamente, fueron los que mostraron un mejor
comportamiento en todas las pruebas realizadas, quizas porque a diferencia de las
demés levaduras evaluadas estos aislamientos poseen mecanismos especiales que les

hayan permitido desarrollarse bajo condiciones extremas.

Es posible que algunas de las levaduras seleccionadas sean eficientes agentes de
Control Biologico, sin embargo, es necesario readlizar bioensayos tendientes a
determinar su potencial como biocontroladores, tanto bagjo condiciones de laboratorio
como en condiciones de cultivo y de poscosecha.
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7. CONCLUSIONES

e Se encontrd una predominancia de las levaduras de color blanco respecto a las
pigmentadas en la fil0sfera de las plantas de mora de |os cultivos muestreados en

los municipios de El Colegio y San Antonio del Tequendama.

e Latemperatura Optimapara el crecimiento de la mayoria de las levaduras aisladas
de cultivos de mora de Castilla en los municipios de El Colegio y San Antonio del
Tequendama esta entre 25°C y 30°C:

e Las levaduras aisladas presentaron diferentes rangos de pH Optimos para su

crecimiento.
e Se seleccionaron los aislamientos CTL001B, CTL006B, CTS021A, CTS009B y

CTS012B, por presentar el mejor comportamiento ante condiciones extremas de

temperatura, pH y concentracion de azlcar.
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. RECOMENDACIONES

Identificar hasta especie las levaduras seleccionadas por presentar e meor

comportamiento en |as pruebas realizadas en este trabgjo.

Estandarizar una técnica sencilla, eficiente y reproducible para determinar la
tolerancia a la radiacion ultravioleta con cada uno de los aislamientos de
levaduras.

Determinar la actividad biocontroladora de las |evaduras seleccionadas contra los
principales patdgenos foliares de mora; es decir, Botrytis cinerea y Colletotricum

gloesporioides.
Llevar a cabo estudios para determinar la compatibilidad de las levaduras
seleccionadas frente a los diferentes fungicidas e insecticidas frecuentemente

utilizados en &l cultivo de mora de Castilla.

Redlizar estudios orientados en la formulacién de un bioplaguicida a base de las

|levaduras sel eccionadas.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. MEDIOSDE CULTIVO

MEDIO YM (EXTRACTO DE LEVADURA - EXTRACTO DE MALTA)

Agar — agar 159
Extracto de Malta 39
Extracto de Levadura 39
Dextrosa 10g
Peptona 59
Agua 1000ml

MEDIO SABOUREAUD LiQUIDO

Sacarosa 39
Neopeptona 29
Agua 1000ml
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ANEXO 2
ENCUESTAS
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FECHA 5 de Diciembre de 2005

LUGAR Municipio de San Antonio

FINCA LaAurora

PROPIETARIO | Fabio Martinez

CULTIVO DE MORA DE CASTILLA

INFORMACIONGENERAL

) 3 fanegadas

AREA CULTIVADA

DENSIDAD DE | 6.000 plantas aproximadamente
SIEMBRA

EDAD DEL CULTIVO

FERTILIZACION

e Quimico: Triple 5 cadames (Liquido)
e Organico: Estiércol de cerdo seco mezclados con cal

e Cdfox, melaza (cada 3 meses)

PROBLEMAS FITOSANITARIOS

ENFERMEDADES e Botrytis
e Paoazul
METODOS DE
CONTROL
METODOS
CULTURALES e Podacada 3 meses
e Plateo
QUIMICOS Cadames
EMPLEADOS e Agrofin®
(PRODUCTOSY e Derosd®
FRECUENCIA) e Nitrato Potésico
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e Eninvierno cada 20 Dias

PLAGAS

e Pigo

EXPERIENCIA EN CONTROL BIOLOGICO

¢(CUAL?

No
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FECHA 21 de Octubre de 2005

LUGAR Municipio El Colegio / Provinciadel Tequendama/ VeredalaVictoria
FINCA Los Angeles

PROPIETARIO | Manuel M. Gonzélez

CULTIVO DE MORA DE CASTILLA

INFORMACIONGENERAL

AREA CULTIVADA

1 Fanegada

DENSIDAD
SIEMBRA

DE | 2.000 plantas

EDAD DEL CULTIVO |3 afios aproximadamente

FERTILIZACION - Abono Organico (cada 20 dias)

e Vikingo®
e Urea
e Abono 10:30:10

PROBLEMASFITOSANITARIOS

ENFERMEDADES e Antracnosis

e PaoAzu
e Botrytis

METODOSDE
CONTROL

METODOS
CULTURALES

e Podacada 20 dias

QUIMICOS
EMPLEADOS

(PRODUCTOSY

e Derosa® (cadames)
e Fluorescencia®
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FRECUENCIA) e Monitor® (paralapolilla)

PLAGAS

e Paomilla

EXPERIENCIA EN CONTROL BIOLOGICO

¢(CUAL? |No
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FECHA 21 de Octubre de 2005

LUGAR Municipio San Antonio/ Provinciadel Tequendama

FINCA Nueva Y ork

PROPIETARIO | Alfonso Rincon

CULTIVO DE MORA DE CASTILLA

INFORMACIONGENERAL

) 1 fanegada
AREA CULTIVADA
DENSIDAD DE | 2.300 — 2.500 aproximadamente
SIEMBRA
EDAD DEL CULTIVO | 5 afios aproximadamente
FERTILIZACION e Abonos quimicos como triple 15
e Vitaminas: Busa®
e Nutrifolia®

PROBLEMASFITOSANITARIOS

e PadoAzul
ENFERMEDADES e Encrespamiento

e Botrytis
e Antracnosis

METODOSDE
CONTROL

METODOS
CULTURALES e Podacada 3 meses
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QUIMICOS

EMPLEADOS e Dithane®
(PRODUCTOSY e Monitor®

FRECUENCIA)

PLAGAS

EXPERIENCIA EN CONTROL BIOLOGICO

¢(CUAL?

No
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FECHA 5 de Diciembre de 2005

LUGAR Municipio El Colegio/ Provinciadel Tequendama/ VeredaLa Victoria
FINCA VillaBibiana

PROPIETARIO | Dagoberto

CULTIVO DE MORA DE CASTILLA

INFORMACIONGENERAL

AREA CULTIVADA

1y mediafanegadas

DENSIDAD
SIEMBRA

DE | 3.500 plantas aproximadamente

EDAD DEL CULTIVO |12 meses

FERTILIZACION

No dieron informacion

PROBLEMASFITOSANITARIOS

ENFERMEDADES

No dieron informacion

METODOSDE

CONTROL

METODOS
CULTURALES

No dieron informacién

QUIMICOS
EMPLEADOS
(PRODUCTOSY
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FRECUENCIA)

No dieron informacion

PLAGAS

No dieron informacién

EXPERIENCIA EN CONTROL BIOLOGICO

ICUAL?

No dieron informacion
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ANEXO 3

EL COLEGIO/CULTIVONo1

COLORDE LA CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
COLONIA | CODIGO | MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
Puntiagudas, pequefia, Redondas
Blanco CTLOO02B | redondas, regulares, opacas.
Convexa, pequefia, redonda, Redondas
Blanco CTLO008B seca, opaca, regular.
Puntiaguda, pequefia, opaca, Redondas
Blanco CTLOOS5B cremosa, regular.
Puntiaguda, pequefia, Redondas
Blanco CTLOO1B | cremosa, opaca, redonda,
regular.
Convexa, peguefia, redonda, Redondas
Blanco CTLOO6B regular, opacas, secas.
Puntiaguda, pequefia, Redondas ovaladas con
Blanco CTLO04B regular, opaca, redonda. pseudomiceleo
Puntiaguda, pequefia, Ovaladas
Blanco CTLOO3B | cremosa, opaca, regular,
redonda.
Puntiaguda, redonda, Ovaladas acilindricas
Crema CTLOO7B | cremosa, Irregular, opaca.
Puntiaguda, mediana, Cilindricas
Crema CTLOO9B | cremosa, opaca, irregular.
Convexa, pequefia, Redondas
Crema CTLO10B | brillante, cremosa, regular,

redonda.
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ANEXO 3-A

EL COLEGIO/CULTIVO No2

COLORDE LA CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
COLONIA | CODIGO | MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
Puntiaguda, pequefia, Cilindricas aovaladas
Blanco CTLOO5A | cremosa, opaca, regular, (predominan las formas
redonda. cilindricas).
Convexa, cremosa, opaca, Redondas a ovaladas
Blanco CTLOQ9A redonda, regular. (predominando laforma
redonda).
Convexa, pequefia, Redondas
Blanco CTLOO1A irregular, opaca, secas.
Convexa, redonda, opaca, Redondas a ovaladas
Blanco CTLO10A regular, cremosa, (predominando |as redondas)
Convexa, peguefia, redonda, Redondas a ovaladas
Rosada CTLOO8A brillante, cremosa.
Convexa, redonda, regular, Redondas
Rosada CTLO11A opaca, cremosa.
Puntiaguda, pequefia, Redondas a ovaladas
Rosada CTLOO3A | cremosa, opaca, regular,
redonda.
Puntiaguda, pequefia, Ovadadas
Crema CTLOO7A | irregular, cremosa, opaca.
Convexa, pequefia, Redondas
Crema CTLOO6A | cremosa, brillante, redonda,
regular.
Secas, irregulares, Cilindricas
Crema CTLOO2A concavas.
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ANEXO 3 -B

SAN ANTONIO/CULTIVO No 1

COLORDE LA CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
COLONIA | CODIGO | MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
Puntiaguda, pequefia, Redondas
Blanco CTS009B | cremosa, opaca, redonda,
regular.
Puntiaguda, pequefia, Redondas
Blanco CTS017B | cremosa, opaca, redonda,
regular.
Puntiaguda, pequefia, Redondas
Blanco CTS014B | redonda, regular, cremosa,
opaca
Puntiaguda, redonda, Redondas a ovaladas
Blanco CTS012B | regular, pequeiia, cremosa,
opaca.
Convexa, redonda, Redondas
Blanco CTS007B | pequefias, opacas, regular.
Puntiaguda, pequefas, Redondas
Blanco CTS003B | opacas, cremosas, redondas,
regulares.
Puntiagudas, cremosas, Redondas con formacion de
Blanco CTS004B | opacas, secas, irregulares. speudomicelio
Convexa, cremosa, opaca, Cilindricas aovaladas con
Blanco CTS015B irregular, pequeia. formacion de spseudomicelio
Puntiagudas, pequefias, Redondas
Blanco CTS005B | redondas, cremosas, opacas,
irregular.
Puntiagudas, pequefias, Cilindricas
Blanco CTS002B opacas, secas.
Puntiaguda, pequefia, opaca, Cilindricas
Blanco CTS016B secas, irregulares.
Convexas, secas, Ovaladas
Rosado CTS001B |irregulares, opacas, grandes.
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ANEXO 3-C

SAN ANTONIO/CULTIVO No 2

COLORDE LA
COLONIA

CcODIGO

CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS

CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS

Blanco

CTS021A

Puntiaguda, pequefias,
cremosas, opacas, redondas,
regulares.

Redondas a ovaladas

Blanco

CTS019A

Convexas, pequeiias,
cremosas, brillantes,
redondas, regulares.

Redondas

Rosado

CTS002A

Puntiaguda, grandes,
redondas, regulares, secas,
brillantes.

Cilindricas

Rosado

CTS009A

Puntiaguda, pequefia,
cremosa, opacas, redondas,
regulares.

Redondas a ovaladas

Crema

CTSO003A

Puntiaguda, mediana,
brillante, regular, cremosa,
redonda.

Redondas

Crema

CTS020A

Convexa, brillante,
cremosa, regular, pequefia,
redonda.

Redondas

Crema

CTSO17A

Convexa, pequefia,
cremosa, opacas, regular,
redonda.

Cilindricas

Crema

CTS015A

Convexa, pequefia,
cremosa, brillante, redonda,
regular.

Redondas

Crema

CTSO01A

Puntiaguda, pequefia,
redonda, cremosa, opaca,
regular.

Redondas

Crema

CTS016A

Convexa, pequefia, seca,
redonda, regular.

Cilindricas

Crema

CTS022A

Puntiaguda, pequefia,
cremosa, opaca, redonda,
regular.

Redondas

Crema

CTS013A

Convexa, pequefia,
brillante, cremosa, regular,
redonda.

Redondas
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Convexa, redonda, pequefia, Ovaladas
Crema CTS024A | regular, cremosa, opaca.
Convexa, peguefia, redonda, Ovaladas
Crema CTSO04A | cremosa, opaca, regular.
Puntiaguda, pequefia, Ovaladas acilindricas
Crema CTS014A redonda, regular, opaca.
Convexa, pequeia, Ovaladas
Crema CTS007A | cremosa, brillante, redonda,

regular.

109




ANEXO 3-D

Caracteristicas microscopicas de algunas levaduras
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ANEXO 4

EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS

TEMP °C 5°C 10°C 25°C 30°C B5RE 37°C 40°C 42°C 458C
LEVADURA [Crecimiento Crecimiento [Crecimiento JCrecimiento |Crecimiento JCrecimiento [Crecimiento Crecimiento  JCrecimiento
CTLOO1A 0.251 0.291 0.788 0.832 0.734 0.709 0.566 0.219 0.038
CTLOO2A 0.021 0.152 0.332 0.379 0.092 0.278 0.119 0.022 0.017
CTLOO3A 0.341 0.347 0.343 0.469 0.355 0.268 0.167 0.043 0.028
CTLOO5A 0.145 0.213 0.424 0.772 0.056 0.043 0.049 0.033 0.015
CTLOO6A 0.087 0.147 0.300 0.361 0.168 0.088 0.042 0.022 0.021
CTLOO7A 0.142 0.184 0.302 0.322 0.296 0.256 0.126 0.045 0.022
CTLOO8A 0.281 0.286 0.428 0.746 0.275 0.242 0.126 0.058 0.017
CTLOO9A 0.202 0.265 0.616 0.711 0.662 0.651 0.448 0.175 0.046
CTLO10A 0.078 0.126 0.403 0.514 0.734 0.808 0.350 0.221 0.196
CTLO11A 0.295 0.300 0.351 0.455 0.228 0.205 0.038 0.027 0.016
CTLO01B 0.170 0.220 0.314 1.033 0.960 0.947 0.147 0.044 0.014
CTLO02B 0.174 0.220 0.640 0.835 0.749 0.032 0.033 0.000 0.000
CTLO03B 0.125 0.161 0.545 0.782 0.859 0.906 0.286 0.075 0.003
CTL004B 0.255 0.328 0.624 0.646 0.870 0.882 0.605 0.047 0.029
CTLOO5B 0.079 0.124 0.594 0.897 0.614 0.439 0.024 0.020 0.015
CTLO06B 0.285 0.441 0.673 0.738 0.777 0.787 0.176 0.094 0.014
CTLOO7B 0.022 0.030 0.116 0.594 0.361 0.034 0.039 0.009 0.001
CTLO08B 0.113 0.176 0.501 0.673 0.537 0.511 0.126 0.071 0.018
CTLO009B 0.058 0.059 0.217 0.020 0.012 0.029 0.036 0.030 0.001
CTLO10B 0.100 0.149 0.342 0.504 0.278 0.231 0.204 0.066 0.005
CTSO001A 0.014 0.099 0.217 0.304 0.057 0.044 0.033 0.025 0.014
CTS002A 0.006 0.025 0.072 0.250 0.149 0.015 0.010 0.007 0.002
CTSO003A 0.008 0.009 0.022 0.020 0.020 0.015 0.004 0.003 0.001
CTSO004A 0.020 0.020 0.035 0.482 0.219 0.094 0.031 0.023 0.007
CTSO007A 0.010 0.196 0.265 0.456 0.057 0.037 0.019 0.019 0.011
CTSO009A 0.021 0.159 0.083 0.364 0.176 0.133 0.120 0.000 0.000
CTSO013A 0.022 0.211 0.317 0.792 0.142 0.035 0.046 0.026 0.015
CTSO014A 0.146 0.156 0.437 0.622 0.938 0.799 0.044 0.032 0.018
CTSO015A 0.117 0.227 0.763 0.897 0.667 0.235 0.172 0.141 0.027
CTSO016A 0.170 0.160 0.159 0.316 0.772 0.918 0.030 0.023 0.000
CTS019A 0.006 0.066 0.114 0.222 0.068 0.001 0.008 0.006 0.002
CTS020A 0.000 0.014 0.216 0.496 0.769 0.000 0.016 0.014 0.006
CTSO021A 0.110 0.111 0.878 0.985 0.794 0.745 0.723 0.389 0.080
CTS022A 0.047 0.093 0.446 0.706 0.830 0.828 0.845 0.399 0.043
CTS024A 0.038 0.085 0.397 0.695 0.651 0.818 0.571 0.176 0.032
CTS001B 0.011 0.010 0.032 0.010 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000
CTS002B 0.021 0.110 0.381 0.440 0.459 0.423 0.049 0.048 0.008
CTS003B 0.002 0.095 0.463 0.483 0.580 0.456 0.024 0.023 0.016
CTS004B 0.006 0.114 0.446 0.551 1.018 0.637 0.080 0.079 0.027
CTS005B 0.055 0.095 0.567 0.614 0.274 0.580 0.554 0.526 0.132
CTS007B 0.040 0.235 0.366 0.588 0.910 0.358 0.060 0.014 0.005
CTS009B 0.129 0.218 0.739 0.834 0.989 0.872 0.723 0.226 0.108
CTS012B 0.121 0.153 0.868 0.951 0.944 0.801 0.660 0.565 0.101
CTS013B 0.071 0.158 0.374 0.511 0.372 0.270 0.037 0.030 0.018
CTS015B 0.082 0.111 0.523 0.556 0.540 0.513 0.050 0.036 0.005
CTS016B 0.091 0.103 0.353 0.386 0.383 0.407 0.037 0.028 0.008
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ANEXO 5

EFECTO DEL pH EN EL CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS

O PIO O O
pH 3 4 5 6 7 8 9 10
LEVADURA Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento

CTLOO1A 0.657 0.680 0.767 0.694 0.797 0.707 0.807 0.709
CTLOO2A 0.542 0.413 0.343 0.320 0.296 0.312 0.518 0.306
CTLOO3A 0.419 0.441 0.399 0.361 0.320 0.347 0.293 0.324
CTLOO5A 0.394 0.423 0.321 0.299 0.305 0.321 0.268 0.289
CTLOO6A 0.256 0.294 0.307 0.305 0.236 0.239 0.275 0.173
CTLOO7A 0.546 0.646 0.607 0.540 0.337 0.374 0.311 0.251
CTLOO8A 0.410 0.388 0.396 0.376 0.363 0.363 0.337 0.344
CTLOO9A 0.610 0.622 0.729 0.670 0.712 0.693 0.781 0.673
CTLO10A 0.512 0.395 0.506 0.438 0.418 0.652 0.404 0.460
CTLO11A 0.352 0.368 0.306 0.312 0.285 0.300 0.281 0.288

O PIO O O
CTL001B 0.734 0.751 1.016 1.010 1.030 1.037 1.004 0.920
CTLO002B 0.264 0.601 0.681 0.685 0.686 0.711 0.660 0.511
CTLOO3B 0.610 0.712 0.562 0.382 0.363 0.368 0.434 0.404
CTL004B 0.476 0.782 0.839 0.610 0.611 0.685 0.666 0.640
CTLOO5B 0.463 0.508 0.572 0.551 0.563 0.580 0.551 0.535
CTLO06B 0.912 0.736 1.077 1.170 1.179 0.939 0.852 0.814
CTLO07B 0.068 0.001 0.004 0.001 0.001 0.006 0.004 0.006
CTLOO8B 0.462 0.700 0.574 0.374 0.308 0.281 0.283 0.246
CTLO09B 0.001 0.002 0.008 0.011 0.012 0.009 0.014 0.013
CTLO10B 0.257 0.338 0.349 0.452 0.451 0.488 0.257 0.350

EFECTO DEL pH EN EL CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS
O PIOD AN ANTONIO
3 4 5 6 7 8 9 10
LEVADURA Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
CTSO001A 0.070 0.187 0.085 0.101 0.068 0.039 0.597 0.363
CTS002A 0.260 0.200 0.250 0.232 0.143 0.197 0.274 0.242
CTSO003A 0.283 0.128 0.023 0.207 0.166 0.103 0.052 0.099
CTSO004A 0.378 0.333 0.363 0.263 0.209 0.199 0.365 0.191
CTSO007A 0.485 0.432 0.244 0.270 0.755 0.200 0.355 0.204
CTSO009A 0.026 0.106 0.170 0.136 0.053 0.031 0.226 0.067
CTSO013A 0.538 0.635 0.391 0.543 0.571 0.466 0.773 0.352
CTS014A 0.781 0.701 0.671 0.650 0.541 0.409 0.739 0.419
CTSO015A 0.731 0.749 0.770 0.767 0.488 0.456 0.929 0.508
CTSO016A 0.156 0.193 0.136 0.135 0.171 0.161 0.223 0.121
CTS019A 0.694 0.488 0.124 0.384 0.058 0.075 0.387 0.037
CTS020A 0.333 0.421 0.374 0.434 0.272 0.206 0.433 0.295
CTS021A 0.743 0.732 0.804 0.936 0.911 0.852 1.314 0.669
CTS022A 0.537 0.443 0.653 0.591 0.576 0.530 0.445 0.228
CTS024A 0.693 0.501 0.487 0.534 0.547 0.484 0.455 0.271
O PIOD AN ANTONIO

CTS001B 0.023 0.020 0.022 0.359 0.017 0.022 0.031 0.027
CTS002B 0.572 0.610 0.502 0.320 0.252 0.221 0.234 0.182
CTS003B 0.363 0.449 0.485 0.489 0.403 0.482 0.518 0.569
CTS004B 0.433 0.573 0.562 0.286 0.226 0.194 0.166 0.206
CTS005B 0.494 0.532 0.642 0.857 0.636 0.600 0.551 0.572
CTS007B 0.499 0.525 0.535 0.530 0.386 0.490 0.429 0.441
CTS009B 0.753 0.866 0.832 0.934 0.872 0.839 0.815 0.829
CTS012B 0.724 1.061 0.855 0.899 0.836 0.871 0.905 0.871
CTS013B 0.196 0.262 0.347 0.324 0.341 0.288 0.249 0.276
CTS015B 0.699 0.474 0.515 0.344 0.259 0.241 0.194 0.212
CTS016B 0.608 0.459 0.669 0.315 0.184 0.203 0.155 0.166
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ANEXO 6

GLUCOSA
O O O
O (] (J
Crecimiento Crecimiento

[CTLOOIA 0.194 0.148
CTLO02A 0.046 0.042
CTLOO3A 0.090 0.082
CTLOO5A 0.115 0.105
CTLOO6A 0.030 0.022
CTLOO7A 0.014 0.005
CTLOO8A 0.118 0.108
CTLO09A 0.154 0.127
CTLO10A 0.157 0.136
CTLO11A 0.088 0.086

O O O
CTLooie | 0.468 0.446
CTLO002B 0.336 0.333
CTLO03B 0.306 0.274
CTLO004B 0.224 0.186
CTLO05B 0.227 0.220
CTLO06B 0.299 0.273
CTLOO7B 0.021 0.000
CTLO08B 0.255 0.243
CTLO09B 0.000 0.000
CTLO10B 0.104 0.100

113




ANEXO 6-A

GLUCOSA
O AN ANTONIO
ONYA (] (J
Crecimiento [Crecimiento

CTSO001A 0.011 0.006
CTS002A 0.012 0.000
CTSO003A 0.008 0.000
CTSO004A 0.015 0.003
CTSO007A 0.015 0.003
CTSO009A 0.002 0.000
CTSO013A 0.012 0.002
CTSO014A 0.052 0.021
CTSO015A 0.140 0.083
CTSO016A 0.014 0.000
CTS019A 0.000 0.000
CTS020A 0.007 0.005
CTS021A 0.164 0.103
CTS022A 0.032 0.015
CTS024A 0.050 0.018

O AN ANTONIO
[CTS001B 0.004 0.000
CTS002B 0.158 0.059
CTS003B 0.072 0.057
CTS004B 0.160 0.124
CTS005B 0.304 0.265
CTS007B 0.066 0.052
CTS009B 0.157 0.127
CTS012B 0.215 0.160
CTS013B 0.120 0.089
CTS015B 0.143 0.061
CTS016B 0.080 0.078

114




ANEXO 7

Mapa de la ubicacién delos municipios
Departamento de Cundinamarca/ Provincia El Tequendama

Gualiva

da?ﬂm%a
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CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LEVADURASAISLADAS DE

LA FILOSFERA DE MORA

L1Z ALEJANDRA URIBE G'., ALBA MARINA COTES P,

JMMY ALEXANDER ZAPATA N3

Resumen. Con € proposito de aislar levaduras de la fil6sfera de mora de Castilla,
se muestrearon hojas sanas en cuatro cultivos ubicados en los municipios de El
Colegio y San Antonio del Tequendama (Provincia del Teguendama,
Departamento de Cundinamarca), se realizo el aislamiento de éstas mediante un
lavado individual de cada hoja en 50ml de Tween 80 a 0.1%, en agitacion de
250rpm durante 90 minutos y la siembra de 100ul de la suspension inicia y
dilucion 10™. Del total de las muestras se seleccionaron 47 aislamientos de
levaduras diferentes, de acuerdo con sus caracteristicas macro y microscopicas,
aislando en promedio 10 levaduras por cultivo. A estas levaduras se les evalud su
habilidad para crecer a diferentes rangos de temperaturas (5°C hasta 45°C), de pH
(pH 3 hasta pH 10), y atas concentraciones de glucosa (50% y 60%). Se
determind que €l rango éptimo de temperatura para €l desarrollo de la mayoria de
las levaduras fue de 25°C a 30°C, sin embargo los aislamientos CTS004B,
CTLOO1A, CTS002A, CTS012B Y CTS022A presentaron alto crecimiento a
35°C, 37°C, 40°C, 42°C y 45°C respectivamente. De igua forma se determind
que e pH optimo para €l desarrollo de la mayoria de las levaduras se encuentra
ente pH 3y pH 4, sin embargo esto no condiciond su crecimiento en otros valores

de pH, & cua fue significativamente menor. Las altas concentraciones de glucosa

! Estudiante de Microbiologia Industrial, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota E-mail: liz_aug
@yahoo.com.mx.

2 Ph.D. Fitopatologia. Investigadora. Laboratorio Control Biol6gico. MIP. C.1. Tibaitaté-Corpoica. E-
mail: cotesprado@hotmail.com.
% Microbidlogo Agricola Veterinario. Laboratorio Control Bioldgico. MIP. C.I. Tibaitat&Corpoica. E-
mail: J.zapata@javeriana.edu.co
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afectaron negativamente e desarrollo de las levaduras, sin embargo los
aslamientos CTLOO1B Y CTSO005B se destacaron por presentar e mayor

crecimiento tanto a 50% como a 60% de glucosa.

Después de redizar € andlisis de agrupamiento se seleccionaron los aislamientos
CTLO01B, CTLO06B, CTS021A, CTS009B y CTS012B por presentar e mejor

comportamiento en cada una de las pruebas realizadas.

Palabras claves. Adaptacion. Ambientes extremos. Filosfera. Levaduras. PH.

Osmotolerancia. Temperatura.

Summary. With the aim of isolating yeasts from Blackberry phylosphere, healthy
leaves were sampled in four commercial crops located in the municipalities of El
Colegio and San Antonio del Tequendama (Province of the Tequendama,
Department of Cundinamarca), the phyllosphere analysis was performed by
individual washing of each leaf in 50ml of Tween 80 to the 0,1%, with an
agitation of 250rpm during 90 minutes, inoculating 100ml of the initia
suspension (10°%) and dilution 10 in Petri dishes containing Saboureaud sacarose
Agar. Of the total of the evaluated samples 47 different isolates were selected,
according with their microscopic and macroscopic characteristics, for a total
average of 10 isolates per culture. The yeasts abilities to grow under different
temperatures ranging from 5°C to 45°C, pH ranging from pH 3 to pH 10, and the
glucose concentrations 50% and 60% were evaluated. The optimal growth
temperature for most of the isolates ranged from 25°C to 30°C, nevertheless the
isolates CTS004B, CTLOO1A, CTS00A, CTS012B and CTSO2A presented
maximum growth at 35°C, 37°C, 40°C, 42°C and 45°C respectively, whereas
optimal pH for growth most of the isolated yeasts was obtained in pH 3 and pH
4. Although high glucose concentrations negatively affected the development of
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the majority of yeasts, isolates CTLOO1B and CTS005B presented good growth at
50% and 60% of glucose.

The scatler plots anaysis (cluster) alowed to select isolates CTLOO01B,
CTLO006B, CTS021A, CTS009B and CTS012B, due to the ability to growth under
the different evaluated condition.

Key words: Adaptation. Extreme Atmospheres. Phyllosphere. Leavenings. pH.

Temperature.

INTRODUCCION

La fil6sfera de todas las especies vegetales, incluyendo las acuaticas, esta asociada
con una microflora propia sobre las hojas, que puede ser habitada tanto
cualitativamente como cuantitativamente por una diversidad de microorganismos,
entre los que se incluyen a los hongos, en su mayoria levaduras. Estas Gltimas han
adquirido propiedades especificas que les permiten vivir en un ambiente que esta
continuamente expuesto a cambios climaticos teniendo que resistir asi, a la
exposicion directa de los rayos solares, periodos de desecacion y de temperaturas
extremas, tanto atas como bgjas.

Ademas de desarrollar mecanismos de adaptativos frente a condiciones adversas,
muchas levaduras utilizadas como agentes de control biolégico en la filosfera se
destacan por crecer de forma saprofitica, utilizando una amplia variedad de sustratos,

rangos de pH, temperaturay bgjas cantidades de agua disponible.

El estudio de la biodiversidad de levaduras habitantes de ambientes naturales
extremos tales como la filésfera, puede ser realizada de acuerdo con su estructura
(composicion de especies) o por su funcion (interacciones entre patdgenos y sus

antagonistas en la filésfera). Dentro de este Ultimo aspecto, la blusqueda de
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microorganismos adaptados al ambiente foliar permitiria hacer una contribucién
significativa en e desarrollo de un bioplaguicida utilizado para e control de

patogenos foliares.

Los microorganismos habitantes de las superficies foliares tales como los patdgenos,
sus antagonistas, los simbiontes y las interacciones entre estos, juegan un papel
importante en €l desarrollo y produccién de las plantas, y su estudio, puede aportar
datos valiosos referidos al papel de las mismas en esos ambientes y a sus mecani smos
de adaptacion. A la vez que constituyen una fuente para obtener, a través de
modernos procesos biotecnoldgicos, compuestos quimicos o biolégicos de origen
natural que sustituyan paulatinamente a los obtenidos por métodos quimicos
tradicionales, de alto costo e impacto en e ambiente y crecientemente rechazados por

|os consumidores.

En este aspecto, las levaduras que habitan la filésfera, gracias a los multiples
mecanismos de adaptacion que han desarrollado a lo largo de la evolucidn, pueden
ser utilizadas en varios campos industridles y biotecnologicos, por resistir
condiciones de osmolaridad extrema, como las que se presentan en los frutos, ya sea
por acumulacién de sustratos compatibles o por pérdida o absorcion de agua,
dependiendo de la concentracion de azlcar presente en determinado momento.
Ademas de esto, las levaduras principalmente tienen la capacidad de crecer en
habitats donde hay azlcares, pueden vivir en simbiosis con animales como insectos,
su temperatura de crecimiento esta comprendida entre 5 a 37°C, se pueden desarrollar
de acuerdo con las condiciones de oxigeno del medio en € que se encuentren y

pueden soportar amplias variaciones de pH comprendidas entre 2.8 a8,5.
Recientemente, este grupo también ha despertado gran interés por su potencial uso

como agentes de control biolégico, tales como Pichia membranifaciens, Pichia

anomala y Pichia onychis entre otras, las cuales muestran un efecto biocontrolador
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frente a fitopatdgenos tales como Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer y Alternaria
alternata respectivamente.

Botrytis cinerea, agente causa de la enfermedad del moho gris, puede afectar
aproximadamente 235 especies de plantas pertenecientes a una amplia variedad de
familias, ataca los érganos aéreos de las plantas y puede causar enfermedad tanto en
condiciones de campo e invernadero como en postcosecha, ademas puede

desarrollarse desde zonas tropicales y subtropical es hasta zonas templadas.

El moho gris es una de las principaes limitantes del cultivo de mora de Castilla,
fruta que ha cobrado especial interés, debido a aumento en la demanda en los dltimos
anos, con una tasa de crecimiento de 15.3% anual y un rendimiento promedio a nivel
nacional de 11 toneladas por hectérea, ubicando a los departamentos de
Cundinamarca, Santander, Huila, Antioquia, Vale, Narifio y Tolima, como los

mayores productores de esta fruta en Colombia.

Aungue se han usado fungicidas quimicos para su control, éste se ha visto limitado
debido ala aparicion de cepas resistentes y a los riesgos que pueden presentar parala
salud humana y animal. Como una alternativa de control quimico se ha propuesto €l
método de control bioldgico, por o tanto, € presente trabajo pretende contribuir a
través del estudio de la biodiversidad de la filosfera con la seleccion de cepas de
levaduras adaptadas a una amplia gama de condiciones medioambiental es que puedan
posteriormente ser utilizadas para el control de B.cinerea.

Materiales y Métodos

Localizacion de los sitios de muestreo

El muestreo se reaiz6 en los municipios de San Antonio y El Colegio, dos de los
principales municipios productores de mora de Castilla en la provincia del
Tequendama, departamento de Cundinamarca.
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Recoleccion del material vegetal
De cada uno de los cultivos, se colectaron 100 muestras (una muestra corresponde a

una hoja) colectadas de plantas sanas, recorriendo €l area del cultivo en zig-zag,

tomando cada una de las muestras de puntos distantes.

Las muestras se empacaron individual mente en bolsas de papel y se transportaron en
una nevera de icopor. Una vez en e laboratorio, este material se amacend en un

cuarto frio aunatemperaturade 8°C durante 24 horas, para su posterior andlisis.

Aislamiento de levaduras filosféricas
El aidamiento de las levaduras a partir de las hojas, se redizd siguiendo €

procedimiento operativo esténdar (POE) desarrollado en el laboratorio de Control
biol6gico de CORPOICA. Este consistié en un lavado individual de cada una de las
hojas en 50ml de una solucion de Tween 80 a 0.1% dejandose en agitacion durante
90 minutos a 150rpm. Una vez realizado el lavado se sembraron 500uL de la
suspension madre y 100ul de la dilucién 107 en Agar Malta (AM) acidificado a pH
5.0 con HCI, degjandolo en incubacion a 25°C durante 48 a 72 horas en completa
oscuridad. Posteriormente se realizd €l aislamiento y la purificacion de las colonias de
levaduras que se desarrollaron. Estas levaduras se crioconservaron a —70°C,
siguiendo € POE para la crioconservacion de levaduras desarrollado en CORPOICA
por e sistema de Bancos de Germoplasma de Microorganismos con Interés en

Control Biolégico.

Caracterizacion Funcional de las Levaduras

CARACTERIZACION MACROSCOPICA
Se determinaron las caracteristicas macroscopicas relacionadas con € color, formay

textura de las colonias de cada una de |l as levaduras aisladas.

121



CARACTERIZACION MICROSCOPICA
Se determinaron las caracteristicas microscopicas relacionadas con la forma de las

células de levaduras, presencia de filamentos y germinacion, mediante observaciones

a microscopio 6tico.

Caracterizacion Fisiologica

Las levaduras aisladas, fueron evaluadas por su habilidad para crecer a diferentes
rangos de pH, temperaturay atas concentraciones de glucosa.

Los rangos de pH evaluados fueron: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9y 10, las temperaturas evaluadas
fueron: 5°C, 10°C, 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 42°C y 45°C, laosmotolerancia se
evalud de acuerdo con su habilidad para crecer en presencia de altas concentraciones
de glucosa (50% y 60%).

El medio de cultivo utilizado para e desarrollo de estas pruebas fue caldo
Saboureaud, modificado para obtener sus condiciones de acuerdo con la prueba por
realizar. Parala evaluacion del crecimiento de las levaduras a diferentes rangos de pH
el medio Saboureaud se gjusté con acido clorhidrico para los pH é&cidos y con
hidréxido de sodio para los pH acalinos, para la evaluacion de crecimiento a atas
concentraciones de azUcar, €l medio Saboureaud se gjustd adicionando glucosa al
medio a concentracion de 50% y 60%, y en la evaluacion del crecimiento a diferentes

temperaturas el medio Saboreaud no fue modificado.

Preparacion del inéeculo

El in6culo de cada una de las levaduras se obtuvo a partir de cultivos de 18 horas de
edad de cada una de éstas en Agar Extracto de Malta - levadura (YM), incubado a

30°C. A partir de estos cultivos se realizé una suspension de cada levadura en agua

destilada estéril, ajustando la concentracion a1 X 10° células. mi™.
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Preparacién de microplacas

Se adiciond 150ul de caldo Saboureaud (modificado segin la prueba) en cada pozo
de la microplaca y 50ul del inéculo de cada levadura por triplicado, es decir tres
pozos por levadura. El blanco consisti6 en tres pozos con 150ul de caldo Saboureaud
inoculado con 50ul de agua estéril. Para cada prueba por levadura se contd con tres

repeticiones. El esquema de inoculacion se presentaen lafigura 1.

Una vez inoculadas las microplacas se agitaron en un agitador orbital a 100rpm
durante 3 minutos, posteriormente se incubaron a 30°C durante 48 horas, excepto las
microplacas correspondientes a la prueba de crecimiento a diferentes temperaturas,
donde las placas correspondientes a 5°C y 10°C se incubaron en cuartos frios y para

las temperaturas restantes en incubadoras independientes.

A. B
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Figura 1. Esquema de inoculacion de las levaduras en las microplacas de 96

POZO0S.

A. Inoculacién de las levaduras en la prueba de crecimiento a diferentes rangos de
pH.

B. Inoculacion de las levaduras para las pruebas de crecimiento de las levaduras a

diferentes temperaturas y a altas concentraciones de azlcar.
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L ectura de microplacas

La lectura de las microplacas se realiz0 pasadas las 48 horas de inoculacion, las
placas se agitaron en un agitador orbital a 100rpm durante 3 minutos; posteriormente
serealiz6 su lecturaen € lector de Elisa marca ASY S Hitech modelo Expert 96 a una
longitud de onda de 405 nm. Los datos arrojados por €l lector correspondieron a la

absorbancia obtenida en cada uno de los pozos.

I nter pretacion de los resultados

Para estimar € crecimiento de cada levadura se promediaron |os datos de absorbancia
obtenidos en los tres pozos en los cuales se inocul 6, y posteriormente a este valor se
le restd € valor obtenido a promediar los datos de los tres pozos del blanco. Los
valores findes fueron evauados mediante un andlisis de agrupamiento para
seleccionar las levaduras que presentaron un mejor crecimiento en cada una de las
pruebas fisioldgicas, para su caracterizacion metabdlica e identificacion por €

sistema de identificacion de levaduras BioloMICS.
RESULTADOSY DISCUSION

Aislamiento de levadur asfilosféricas

De los cuatro cultivos de mora de Castilla muestreados en la provincia del
Tequendama, se recuperaron de cada hoja minimo una y maximo tres levaduras

equivaentes a un promedio de 100 levaduras por cultivo.

Resultados similares fueron obtenidos por Behrendt y colaboradores (2004), quienes
al evaluar las comunidades microbianas de lafil0sfera, determinaron que el promedio
de levaduras aisladas por muestra, es generamente menor a 10 UFC. g™ de hojas,

presentando alta variabilidad entre las réplicas de una misma muestra.
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Deigual forma Nout y colaboradores (1997), al evaluar la biodiversidad de levaduras
sobre plantas de maiz en cultivos de lllinois, obtuvieron un total de 220 levaduras
aisladas y posteriormente purificadas a partir de 1.5 Kg de muestra, las cuales fueron
agrupadas de acuerdo con sus caracteristicas macroscopicas y otras propiedades tales

como €l olor.

Del total de las levaduras aisladas a partir de la filosfera de mora, se seleccionaron 47
accesiones, las cuaes presentaron diferencias macro y  microscopicas,

distribuyéndose de la siguiente manera (Figura 2).

47 LEVADURAS

20 Municipio de El 27 Municipio de
Colegio

CTSR

10 10 11 16

Figura 2: Distribucion de las levaduras aisladas, provenientes de la provincia del
Tequendama. CTLA: La victoria, cultivo 1, CTLB: cultivo 2. CTSA: San Antonio
cultivo 1, CTSB: cultivo 2.

La mayor cantidad de levaduras aisladas equivalente a 16 se encontro en e segundo
cultivo del municipio de San Antonio (La Aurora), esto podria estar influenciado por
la presencia de plantas de pldano y maiz intercaladas entre las plantas de mora,
pudiendo gercer un efecto migratorio de microorganismos de una planta hacia la otra
(las hojas u otra estructura de la filésfera), comparado con los resultados obtenidos

para € primer cultivo de este municipio y los dos cultivos del municipio de El
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Colegio, los cuaes se desarrollan como monocultivos, en estos cultivos se aislaron

entre 10 y 11 aislamientos de levaduras aparentemente diferentes.

Resultados similares fueron obtenidos por Lindow y Andersen (1996), quienes a
evaluar la influencia inmigratoria sobre hojas de naranja Navel, encontraron que la
presencia de otras especies de plantas alrededor del cultivo estuvo relacionada con
una mayor diversidad microbiana, comparada con las plantas de naranja que solo se

encontraban rodeadas por plantas de la misma especie.

Por otra parte, en un estudio realizado por Jacques y colaboradores (1994), se evalud
lamicroflora presente en diferentes estados fisiol 0gicos de las hojas, encontrando que
este factor influye tanto en la densidad de poblacion, como en la diversidad, ya que
las hojas senescentes soportan una cantidad mayor de microorganismos gue la hojas
jovenes, y e nimero de estos va aumentando conforme aumenta la edad de la hoja.

Con € fin de obtener un niumero significativo de aislamientos de levaduras y una
mayor diversidad, las hojas seleccionadas para este estudio correspondieron a hojas
sanas verdes, sometidas a un lavado en 50ml de Tween 80 a 0.1% durante 90
minutos a 150rpm, técnica que ha demostrado ser efectiva para la recuperacion de
levaduras, debido a que permite e desprendimiento de células que estan firmemente
adheridas ala superficie de las hojas (Buck et al., 1999).

El lavado de las hojas, aunque es un método indirecto (Andrews et al., 2002) es uno
de los més utilizados, ya que permite aislar microorganismos mediante diluciones
sucesivas en medios de cultivos especificos como e agar malta, en este caso
especifico para hongos y levaduras ya que inhibe € crecimiento de bacterias
heterétrofas que son los grupos predominantes de la fil6sfera (Behrendt et al., 2004).
En este trabgo la poblaciéon epifita de levaduras de las hojas de mora, se obtuvo
mediante un lavado y una dilucién consecutiva (entre 10° y 10 ) tal como lo indico
Gonzdlesy colaboradores en 1996 (citado por Giraldo et al., 2004).
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Los cultivos seleccionados para redlizar la toma de las muestras presentaban
diferencias en cuanto a la extensién, nimero de plantas y mangjo agronémico; sin
embargo, compartian los mismos problemas fitosanitarios, principamente la
incidencia de enfermedades tales como e moho gris producida por Botrytis cinerea 'y

la antracnosis producida por Colletotrichum gloesporioides.

Para € control de estas enfermedades en e cultivo de mora se utilizan fungicidas de
sintesis quimica como Iprodione, € cua inhibe la germinacion y € crecimiento
micdlial interfiriendo en la sintesis y transmision de mensajes genéticos del DNA y
en lamitosis, asi como en e proceso de respiracion celular; Benomyl, € cual inhibe
la esterol 1,4 a-dimetilasa, durante la sintesis del ergosterol, importante en la
formacion de las membranas del hongo y Dithane, que actla afectando la respiracion
celular, es decir el ciclo de Krebs, inhibe el metabolismo energético ocasionando una
reduccion en la produccion de ATP, afecta la biosintesis de los componentes de |la
membrana inhibiendo la sintesis de acidos grasos y fosfolipidos, ademas interfiere en
la germinacion de las esporas y reduce €l crecimiento del micelio (citado por Zapata,
2003). Estos funguicidas también pueden reducir la micoflora nativa sobre la
filosfera, disminuyendo asi la cantidad de los microorganismos que pudieran tener
actividad biocontroladora contra B. cinerea y C. gloesporioides (Buck et al., 2002,
Giraldo et al., 2004).

Por otro lado, la repetida exposicion alos fungicidas aplicados a intervalos de 7 a 15
dias segun la época ddl afio en cada uno de los cultivos, puede resultar en la aparicion
de cepas resistentes tanto del patdégeno como en la poblacién de levaduras sobre €l
filoplano (Fokkema et al., 1987, citado por Buck et al., 2002), o en una reduccion en
la poblacién total de levaduras, que puede atribuirse a la sensibilidad de agunas
especies frente a determinados productos quimicos, como por gjemplo € Benomyl,
gue reduce la poblacion de Sporobolomyces roseus y Aureobasidium pullulans, pero
no causa ningun efecto sobre Cryptocccus spp., posiblemente por la resistencia
adquirida a este producto (Buck et al., 2002).
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Aungue los dos municipios muestreados presentaban diferencias en cuanto a la
temperatura, atitud y precipitacion, los cultivos seleccionados no presentaban
grandes diferencias en cuanto a manegjo agronomico realizado por los agricultores
(podas y fertilizacion), ya que los funguicidas empleados y su frecuencia de
aplicacion para € control de las enfermedades eran los mismos en cada finca, no se
presentaron diferencias en cuanto a numero de accesiones de levaduras aisladas y
seleccionadas por sus caracteristicas macro y microscopicas entre los cultivos
muestreados.

Esto también podria deberse a que las diferentes especies de plantas, atraen a un
grupo especifico de microorganismos, de acuerdo por lo propuesto por Atlas (2002),
quien establecio que las poblaciones principales de lafil0sfera de las hojas de agunas
especies de pinos son més eficientes en la utilizacion de azlcares y acoholes como
fuentes de carbono, comparandolas con las poblaciones que viven en las capas del

mantillo y que presentan mayores actividades lipoliticay proteolitica.

Esto fue confirmado por Nout y colaboradores (1997), quienes a estudiar la
biodiversidad de levaduras de maizales de Illinois, encontraron que la mayoria de los
aislamientos correspondian a Candida guilliermondii 55%, Céandida zeylanoides
24%, Candida shehatae 11% y Debaryomyces hansenii 3%. De igual forma también
se presentaron Trichosporon cutaneum, Cryptococcus albidus var. aerius, y Pichia
membranifaciens, 1o cual también fue reportado por Buck y colaboradores en un
estudio similar (1999).

Ademas de la especificidad en € establecimiento de ciertas especies de
microorganismos a determinadas especies de plantas, cabe resaltar que la principa
fuente de inmigracién de microorganismos de una planta a otra es € aire, aungue se
veainfluenciada por la direccion, velocidad y la capacidad de carga de éste (Lindow,
1996). Dado que este factor no fue medido en e presente trabajo, no se puede

relacionar directamente con |os resultados obtenidos, sin embargo es posible que la
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presencia de otros cultivos asociados ala mora (maiz y pldtano) en lafincaLa Aurora
del municipio de San Antonio del Tequendama pudo contribuir con € mayor nimero

de levaduras encontradas.

Es importante destacar que los dos municipios muestreados tienen una altitud de
990 msnm y 1503 msnm, con temperaturas de 23°C y 20°C para El Colegio y San
Antonio respectivamente, y las veredas en las cuales se realizaron los muestreos se
encuentran cerca a sistemas montafioso de la cordillera central, lo que hace que no
haya una alta circulacién atmosférica, influenciando la distribucion microbiana tanto
en la cantidad como en lavariedad (Universidad de Antioquia, 1998). Sin embargo, €
numero total de levaduras seleccionadas (47) aparentemente diferentes basandonos en
Sus caracteristica macro y microscopicas es significativo, ya que las levaduras no son

un grupo predominante sobre € filoplano (Behrendt et al., 2004).

Ademas de las levaduras, en la mayoria de las muestras analizadas se aislaron hongos

como Cladosporium sp., Fusarium sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp.

Caracterizacion morfolégica

Inicialmente se seleccionaron las levaduras aisladas a partir de cada cultivo,

agrupandolas de acuerdo con la coloracion que presentaba la colonia (Tabla 1).

Las levaduras aisladas a partir de la fil6sfera de mora pertenecen en su mayoria a
colonias de color blanco (23), crema (17) y en menor proporcion rosadas (6),

cremosas, regulares, opacas y convexas o puntiagudas (umbilicadas) (Tabla 1).
Resultados similares fueron obtenidos por Nout y colaboradores (1997) y por Buck y

Burpee (2002), quienes reportaron que la mayoria de levaduras aisladas a partir de

plantas de maiz y plantas de geranios, presentaban una superficie suave, margenes
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regulares y consistencia cremosa, a igual que color blanco y cremoso con € olor que
las caracteriza.

Tabla 1 Agrupacién de las colonias de Levaduras aisladas de acuerdo con su color.

CULTIVO COLOR DE LA No DE COLONIAS
MUNICIPIO COLONIA

1 Color blanco 7

EL colegio Color crema 3
2 Color blanco 4

Color crema 3

color rosado 3
1 Color blanco 10

San Antonio Color rosado 1
2 Color blanco 2

Color rosado 2

Color crema 11

Color negro 1

Estos resultados concuerdan con lo expuesto por Buck (2002) quien sefida que la
superficie de las hojas de plantas de clima templado, se caracteriza por presentar
diversidad de levaduras principalmente rosadas o rojas, que en genera pertenecen a
especies del género Rhodotorula spp. y Sporobolomyces spp., y levaduras de color
blanco como Cryptococcus spp., Pichia spp. y Candida spp. (Buck et al., 1999).

La predominancia de las colonias de color blanco o crema frente a las rosadas, en
cada uno de los cultivos muestreados en los dos municipios, puede estar influenciada
posiblemente por las condiciones climéticas caracteristicas de la zona, tales como
cielos nublados y lluvias constantes (estas condiciones se presentaron durante los

meses de octubre y noviembre, periodo en el cual serealiz6 el muestreo).
En un estudio redlizado por la Universidad Nacional del Comahue (UNCo) en

Argentina en las lagunas del Parque Nacional Nahuel Huapi (PNNH) que se

encuentra a una altitud de 767 msnm y donde la radiacion solar es constante, se
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obtuvo una mayor proporcion de levaduras que acumulan pigmentos, comparado con
el nimero de levaduras pigmentadas encontradas en los dos municipios muestreados
de Cundinamarca (7 levaduras pigmentadas del tota de las 47 levaduras
seleccionadas), no presentandose diferencias entre e municipio de San Antonio, €l
cual presenta la mayor altitud con respecto a municipio de El Colegio (Tabla 1)
(Libkind, 2005).

Por otro lado las levaduras que presentaban colonias de color crema, predominaron
frente a las rosadas (17 levaduras crema del total de las 47 levaduras seleccionadas)
encontrandose € mayor nimero de éstas en e cultivo dos (La Aurora) del municipio
de San Antonio (Figura 3).

Rosadas Negra
13% 2%

Blancas
49%

||:| Blancas g Crema g Rosadas m Negra |

Figura 3: Agrupacion por color de la colonia de las levaduras aisladas en cultivos de
mora de Castilla en los municipios de San Antonio del Tequendama y EI Colegio
(Cundinamarca).

Sin embargo, aunque la altitud de cada uno de los municipio de Cundinamarca es
mayor comparandola con la de las lagunas del parque Nacional Nahuel Huapi, no se
encontré6 un nimero mayor de levaduras rosadas o rojas, probablemente por las
condiciones de cielos nublados predominantes en estos municipios, evitando asi que
las levaduras estén expuestas a la radiacion solar constante, favoreciendo €

establecimiento y desarrollo de levaduras no pigmentadas en la fil0sfera de diferentes
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especies vegetales. Adicionamente, se debe tener en cuenta que la produccién de
pigmentos es un mecanismo de fotoproteccion de las levaduras a la exposicion
intensa a los rayos ultravioleta (Libkind, 2005). Es importante considerar que no solo
la produccion de pigmentos es una estrategia de proteccion frente a la radiacion UV,
ya que la evasion a sitos de sombra o dentro de glandulas o cavidades estomales, al
igua que la produccion de cdpsulas arededor de las colonias son estrategias de
proteccion frente a esta radiacion, como en e caso de la levadura del género

Cryptococcus (Jacobs, 2001).

De otro lado en e segundo cultivo muestreado en & municipio de San Antonio
(CTSB), se aid6 una levadura cuya colonia se desarrolla inicialmente con una
coloracion rosa, pero a cabo de 6 dias de incubacion las colonias tomaron una
coloracion negra. Después de caracterizar esta levadura de acuerdo con sus
caracteristicas macro y microscopicas se determinGé que este microorganismo
pertenece a género Aureobasidium, € cua puede aislarse con frecuencia de las
estructuras de la fil6sfera de algunas especies vegetales (Andrews et al., 2002). Estos
autores al evaluar la biologia poblacional de Aureobasidium pullulans sobre
superficies de hojas de manzana, confirmaron que este microorganismo es un
habitante comin de las hojas y uno de los mayores colonizadores de la filGsfera,
ubicandose preferiblemente sobre las venas o sitios de heridas de las hojas, en forma

de blastosporas y clamidosporas, 0 como hifas y pseudohifas ocasiona mente.

Caracterizacion Microscopica

La mayoria de las levaduras son ovaladas o cilindricas que se dividen por gemacion,
comunmente no desarrollan micelio, sSino que permanecen en estado unicelular
durante todo €l ciclo de crecimiento, sin embargo algunas pueden presentar
pseudomicelio debido a las condiciones en las que se les cultive (Madigan et al.,
1999).
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Al caracterizar microscopicamente las levaduras seleccionadas se encontraron todas
las formas tipicas de levaduras, cilindricas, ovaladas y redondas, siendo estas Ultimas

las mas predominante (figura4 ).

A: 40X B:40 X

Figura 4 Diferencias microscopicas de las células de levadur as aisladas de la filésfera de mora A.
Célulascilindricas, B. cdlulasredondas.

Los brotes polares se pueden atribuir a algunas levaduras pertenecientes a grupo de
los basidiomicetos y los multipolares al grupo de los ascomicetos segun Yarrow,
(1948).

De la misma forma se encontraron tres aislamientos de levaduras que producen
pseudomicelio, la CTS004B, CTS015B aisladas del segundo cultivo del municipio de
San Antonio y la CTLO0O4B aislada del primer cultivo del municipio de ElI Colegio,

veredalaVictoria

Caracterizacion Fisiol6gica

Las levaduras sel eccionadas que presentaron diferencias morfol gicas en cuanto a sus
caracteristicas tanto macro como microscopicas, fueron caracterizadas
fisiol6gicamente por su habilidad para crecer en rangos de pH de 3 a 10, temperaturas

entre 5y 45°C y altas concentraciones de glucosa 50% y 60%.

Efecto delatemperatura sobre el crecimiento delaslevaduras
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Al evaluar e crecimiento de las levaduras seleccionadas a diferentes temperaturas
gue pueden presentarse sobre el filoplano de algunas especies vegetales (5°C, 10°C,
25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 42°C, 45°C), en la mayoria de €llas se observo que
presentaron crecimiento, segun la magnitud de la absorbancia leida a 405nm después
de 48 horas de incubacion, obteniéndose e crecimiento éptimo en e rango de 25 a
37°C.

A 5°C € crecimiento de todos los aislamientos de levaduras fue menor en
comparacion con las demas temperaturas evaluadas, presentando vaores de
absorbancia de 0.010 a 0.341, mientras que a 30°C, se presentd el mayor crecimiento
de 27 de los 46 aislamientos de levaduras, obteniendo valores de absorbancia hasta de
1.033.

Los aislamientos de levaduras que presentaron |os valores més altos de crecimiento a
5°C corresponden a los obtenidos a partir de las muestras colectadas en 10s cultivos
del municipio de El Colegio, siendo la levadura CTLOO3A, la que presento € mayor
crecimiento del total de los 46 aislamientos seleccionados, con una absorbancia de
0.341, mientras que los aislamientos provenientes del municipio de San Antonio
presentaron crecimientos inferiores, desatascandose para este municipio €
aisamiento CTS016A € cual presentd una absorbanciade 0.170.

A medida que la temperatura aument6 €l crecimiento de las levaduras también lo
hizo, los resultados obtenidos a evaluar € crecimiento a 10°C, mostro una relacion
directamente proporcional entre e crecimiento y la temperatura. Sin embargo se
mantuvo la tendencia presentada a los 5°C, donde los aislamientos del municipio de
El Colegio presentaron mayor crecimiento en el que el valor de absorbancia més ato
fue de 0.441 registrado por e aislamiento CTLOO6B, mientras que para el municipio
de San Antonio & aislamiento CTS007B fue e que obtuvo e maximo de absorbancia

con un valor de 0.235.
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A 25°C y 30°C d crecimiento de las levaduras de los dos municipios fue mayor
debido a que probablemente se encontraban en los rangos Optimos de crecimiento, a
25°C e aisamiento CTS021A present6 € mayor crecimiento correspondiente a una
absorbancia de 0.878, seguidos por los aislamientos CTS012B, CTLOOl1A, y
CTS009B con una absorbancia de 0.868, 0.788 y 0.739 respectivamente. A 30°C €
comportamiento de estos aislamientos fue similar ya que aumenté la absorbancia
conforme aumento la temperatura. Este resultado era de esperarse ya que aunque las
levaduras tienen un amplio rango de crecimiento a diferentes temperaturas, la optima
de crecimiento se encuentra entre 28°C y 35°C. El aisamiento CTLOO1B present6 €
mayor crecimiento a 30°C, con una absorbancia de 1.033, de igua forma los
aislamientos CTLOO1A, CTLOO5A, CTLOO8A, CTLO09A, CTS013A, CTS014A,
CTS015A, CTSO021A, CTS022A, CTS024A, CTS009B y CTS012B, presentaron
valores de absorbancia de 0.622 hasta 0.985.

A 35°C, 4 de los 46 aislamientos presentaron mayor crecimiento respecto a los
demés, los aislamientos CTS004B, CTS009B, CTL001B, CTS 012B, CTS007B con
valores de absorbancia de 0.938 hasta 1.018. Sin embargo se present un descenso en
cuanto a crecimiento de la mayoria de las levaduras, las cuales alcanzaron su

méximo crecimiento a30°C.

A 37°C, continud €l descenso en e crecimiento de las levaduras, sin embargo los
aislamientos CTLOO1A, CTS016A, CTLOO3B presentaron el mayor crecimiento a
esta temperatura, con una absorbanciade 0.947, 0.918 y 0.906 respectivamente.

A 40°C, 42°C y 45°C se observo e efecto negativo que las atas temperaturas tienen
sobre €l desarrollo de las levaduras a medida que ésta aumenta. A estas temperaturas
se presentaron |os menores crecimientos, donde los valores maximos de absorbancia
obtenidos fueron de 0.845 a 40°C para €l aislamiento CTS022A, 0.565 a 42°C para €l
aislamiento CTS012B y 0.399 a 45°C para e aislamiento CTS022A, valores
relativamente menores comparados con |os obtenidos a 30°C .
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Por otro lado se han reportado levaduras como Saccharomyces teluris que crecen a
una temperatura de 48°C (Kurtzman y Fell, 1999), por esta razon puede ser posible
gue en lafilésfera de mora existan levaduras adaptadas para tolerar las variaciones de
temperatura, permitiendo su supervivencia y la colonizacién de las distintas

estructuras que conforman lafilésfera.

Después de redlizar € analisis de agrupamiento para seleccionar los aislamientos de
levaduras que presentaran mayor crecimiento en todos los rangos de temperatura
evaluados, se encontré que la levadura que presentd un mejor comportamiento fue el
aislamiento CTS012B obtenido del municipio de San Antonio (Figurab).
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Figura 5. Andlisis de agrupamiento del efecto global de la temperatura sobre €
crecimiento de 47 aislamientos de levaduras. L os grupos de crecimiento se obtuvieron al
aplicar un analisisde cluster.

L os resultados obtenidos en esta prueba coinciden con lo reportado por Bu'lock, 1991
(citado por Villamil 1999) que establece que la temperatura estimada para €
crecimiento de las levaduras, se encuentra entre 5°C y 37°C siendo € Optimo 28°C.

Aungue temperaturas inferiores a 15°C o superiores a 37°C no son las optimas para €l
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crecimiento de la mayoria de levaduras, éstas pueden presentarse en la fil 6sfera; por
esta razon las levaduras han desarrollado mecanismos que les han permitido
desarrollarse y establecerse en este habitat (Bu'lock, 1991, citado por Villamil 1999).

Es probable que las levaduras que fueron expuestas a atas temperaturas y lograron
mantenerse viables, hayan incrementado € grado de saturacion en cuanto a la
cantidad de lipidos en la membrana, ya que las células con menos fluidez en su
membrana son mas tolerantes al calor (Swan et al., 1997). Sin embargo, s las
levaduras hubieran sido expuestas al mismo tiempo a estrés osmético, la temperatura
hubiera gjercido un efecto negativo en la habilidad de la célula de sobrevivir a estas
condiciones, debido a que no habria contado con la fluidez necesaria, que le
permitiera una rapida restauracion de la homeostasis celular bgo las nuevas
circunstancias (Beney et al., 2000, Willem et al., 2002).

La termotolerancia adquirida se debe a una adaptacion de la membrana a una forma
mas termoestable, aungque se ha demostrado en varias ocasiones, que la fluidez de la
membrana y la composicion lipidica de los fosfolipidos de una célula normal y una
termotol erante son similares (Swan et al., 1997).

Por otro lado es importante sefialar que a igua que la fluidez en la membrana, la
tolerancia a estrés térmico varia entre especies de levaduras y que ésta ultima no
puede inferirse, basdndose en la composicién lipidica de la membrana o en la fluidez
de membrana (Swan et al.,1997). Esto explicaria € hecho de que algunas levaduras
aisladas en este trabajo presentaran un mayor crecimiento que otras, ain cuando
fueron expuestas a 42°C tal y como sucedio con las levaduras CTS005B y CTS012B
y a45°C con lalevadura CTS022A.

Por otro lado, cuando los microorganismos se desarrollan a bajas temperaturas como

a5°C, e crecimiento tiende a ser lento y a disminuir, debido a que las células pueden

experimentar periodos de latencia. A bajas temperaturas, € metabolismo microbiano
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incluyendo €l de las levaduras, se ve afectado, ya que las reacciones quimicas
involucradas en el metabolismo celular se detienen o se realizan lentamente. Cabe
destacar que los limites de actividad para la mayoria de las enzimas involucradas en
el metabolismo celular estéan entre los 10°C y 50°C (Universidad Auténoma
Metropolitana, 2002), |o que explica por qué a 10°C se observé un mayor crecimiento

delaslevaduras.

El comportamiento de las levaduras a las temperaturas evaluadas fue similar, siendo
Optimas entre 25°C y 37°C. Sin embargo cabe resaltar que |os mejores crecimientos a
temperaturas superiores a 37°C se obtuvieron con los aislamientos obtenidos de los
cultivo del municipio de San Antonio, levaduras que a su vez presentaron valores
bajos de crecimiento a 5°C, mientras que los aislamientos obtenidos de los cultivos
del municipio de El Colegio presentaron mayor crecimiento a 5°C y menor
crecimiento a partir de 37°C, comparando con €l crecimiento de obtenido de los
aislamientos del municipio de San Antonio, es de destacar que la diferencia entre la
temperatura de un municipio y otro es de 3°C, con un maximo de 23°C para El
Colegio, es probable que aunque las levaduras evaluadas no estén expuestas a altas
temperaturas en estos municipios, es posible que algunas cuenten con algun tipo de
mecanismo gue les ayude a soportar altas temperaturas.

Efecto del pH en € crecimiento delaslevaduras

Con respecto a crecimiento observado en funcion del pH se observd que cada
aislamiento de los cuatro cultivos muestreados, tuvo un pH Optimo diferente, sin
embargo |la mayoria de las levaduras se desarrollaron mejor apH de 3 y 4, tanto para
los aislamientos del municipio de El Colegio, como para los del municipio de San
Antonio. Este resultado concuerda con lo obtenido por Saporito-lIrwin 'y
colaboradores (1994), quienes encontraron gque Candida albicans en su fase de

levadura es favorecida por pH bajos, y por Teixidd y colaboradores (1998), quienes
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establecieron que el pH adecuado para € crecimiento de C. sake fuede 5y de 6 para
C. guilliermondi.

De otro lado, Jansen y colaboradores (2002) determinaron que aun pH entre 4y 6 se
obtenia un mayor crecimiento para Zygosaccharomyces rouxii, mientras que éste
decrecia a medida que se aumentaba o disminuia el pH.

A pH 3, los aislamientos CTLOO2A, CTLO08A, CTL0O07B, CTSO003A, CTS004A,
CTS014A, CTSO019A, CTS024A y CTS015B presentaron su maximo crecimiento,
con una absorbancia de 0.068 hasta 0.781.

A pH de 4, los aislamientos CTL003, CTLO05A, CTLOO7A, CTLO11A, CTL0O3B,
CTLO08B, CTS002B, CTS004B y CTS012B presentaron su maximo crecimiento
correspondientes a valores de absorbancia de 0.368 hasta 1.061, siendo por lo tanto

pH 4 el éptimo para e crecimiento de estas levaduras.

A pH de 5, los aisamientos CTL006B, CTL001B, CTL004B, CTS022A, CTS007B,
CTS013B y CTS016B, presentaron su maximo crecimiento correspondientes a una
absorbancia de 0.307 hasta 1.077, donde e mayor crecimiento lo presentd €
aislamiento CTL006B, siendo por lo tanto pH 5 €l optimo para € crecimiento de

estas levaduras.

A pH de6, 7,8y 10 solo 4, 3, 5y 1 aisamientos de levaduras respectivamente
obtuvieron su 6ptimo desarrollo, donde |os val ores maximos de crecimiento fueron de
1170 apH 6y 1.179 apH 7 paralalevadura CTLO06B, y de 1.037 apH 8y 0.920 a
pH 10 para la levadura CTLOO1B. Es importante destacar que esas dos levaduras
presentaron su méximo desarrollo a pH neutro y alcalino.

Sin embargo, aunque cada levadura tuvo un pH Optimo de crecimiento diferente, esto

no condiciond su crecimiento a otros valores de pH, ya que al realizar €l andlisis de
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agrupamiento con los datos normalizados, se encontré que 5 de los aislamientos
CTLOO1B y CTLO0O6B del municipio de El Colegio, y CTS021A, CTS009B vy
CTS012B del municipio de San Antonio respectivamente, presentaron mayor

crecimiento en los pH basicos respecto alos pH &cidos (Figura 6).

<

lql\l'\u.. ..
1E T I T Grupos por crecimiento
£ - « 1+ Medio
o) I < ]
o 0,8 x =4 x Alto
q— - T .
8 C ." 1°* Bajo
o 0,6F -4 + Centroides
@ C - ]
2 I - ]
8 0,4+ - |
2 : -~ :
0.2 - .
. ]
0_|’ | | 1 1 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Absorbancia 405nm

Figura 6. Andlisis de agrupamiento del efecto global del pH sobre € crecimiento de las
levaduras. L os gr upos de crecimiento se obtuvieron al aplicar un analisisde cluster.

Estos resultados también concuerdan con lo obtenido por Fredlund y colaboradores
(2002), quienes a evauar las caracteristicas fisiologicas de la levadura Pichia
anomala J121, evidenciaron crecimiento en valores de pH que iban desde 2 a 12.4,
encontrando que a medir € pH final después de la incubacién fue é mismo. Sin
embargo apH 11y 12.4, descendi6 apH de 8.0 y 9.0 respectivamente.

Estos resultados también concuerdan con los obtenidos en este estudio a pH de 9 en
que 10 de las 46 levaduras eval uadas presentaron su maximo desarrollo, posiblemente
por su habilidad de cambiar € pH acaino a un pH més adecuado segun las
caracteristicas de cada levadura, logrando asi acanzar un Optimo crecimiento
(Fredlund et al., 2002)

140



Las biopeliculas que conforman los agregados microbianos entre 1os que se incluyen
hongos y levaduras, estan conformadas en un 75% por un exopolimero denominado
glicocdlix, en este compuesto las diferentes células se organizan en colonias
adheridas a varias superficies, ya sean animadas o inanimadas. El exopolimero es
producido por los mismos microorganismos y forma una matriz adherente en la que
estos quedan atrgpados y comienzan a organizarse en colonias con diferentes
requerimientos metabdlicos. Una de las caracteristicas de estos agregados es la
heterogeneidad, 1o que las hace organizaciones Unicas que pueden estar conformadas
por bacterias, hongos y protozoos, habiéndose demostrado que estos agregados
poseen diferentes microambientes con condiciones pH, tensiéon de oxigeno y
concentracion de iones, carbono y nitrogeno diferentes a ambiente donde se
encuentran, de esta forma los microorganismos gque se encuentran en los agregados
pueden habitar las estructuras de la filosfera aun cuando las condiciones en las que se
encuentren sean adversas (Betancourt et al., 2004).

Algunas levaduras, tales como las del género Cryptococcus, Pichia y Rhodotorula
tienen la capacidad de formar capsulas (Martin-Mazuelos y Vaverde-Conde, 2006)
gue actlan como escudo y les confiere ciertas ventajas adaptativas a la célula
permitiendo que puedan desarrollarse bajo condiciones desfavorables como las que se
pueden presentar en la filésfera. Entre los componentes de la capsula de polisacaridos
de las levaduras, se han encontrado fosfomananos en ciertas especies de Pichia
(Hansenula spp.), mananos lineales con enlaces alternados de 3-(1-3) y B-(1-4) en
algunas especies de Rhodotorula y un heteropolisacarido acido que contiene xilosa,
manosay acido glucoronico en Cryptococcus (Fell, 1999).

Aungue no se tomé e vaor del pH final para ninguno de los aislamientos, es
probable que muchos de estos lo hayan cambiado, especialmente cuando crecian en
pH alcalinos, los cuaes pudieron haber sido modificados a valores mas bajos, debido
al metabolismo de las levaduras, razon por la que pudo presentarse crecimiento de las

levaduras aisladas en los diferentes valores de pH evaluados a pesar de que € pH
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intracelular de las levaduras se encuentre entre 5.8 y 6.8 (Jagnow, 1991, citado por
Villamil 1999).
Efecto de altas concentraciones de glucosa (50% Yy 60%) sobre e crecimiento de

las levadur as

Al evauar € efecto de las atas concentraciones de glucosa (50% y 60%) sobre €l
crecimiento de las levaduras, se encontré que estas afectaron e crecimiento, siendo
su desarrollo menor comparado con € crecimiento obtenido en € medio
convencional Saboureaud, € cual tiene una concentracion de glucosa de 2%. Sin
embargo € crecimiento de las levaduras fue mayor a una concentracion de glucosa
de 50% comparado con €& crecimiento obtenido con una concentracion de 60%. A
ambas concentraciones de azlUcar se destacaron los aislamientos CTLOO1B Y
CTS005B, los cuaes presentaron € mayor crecimientos con valores de absorbancia
de 0.468 y 0.304 para50% y de 0.265 y 0.446 para 60% respectivamente.

Después de redizar € andlisis de agrupamiento con los datos normalizados, se
destacé la levadura CTLOO1B obtenida del municipio de El Colegio, la cua presentd
la mayor absorbancia (0.468) para 50%, y la mayor absorbancia (0.446) para 60%, en

comparacion
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Figura 7. Andlisis de agrupamiento del efecto global de las concentraciones de glucosa
(50% y 60%) sobre e crecimiento de 47 aidamientos de levaduras. Los grupos de
crecimiento se obtuvieron al aplicar un andalisis de clster.

El descenso en e crecimiento de las levaduras bgo estas condiciones pudo ser
consecuencia de la respuesta primaria hacia € estrés osmético a que estuvieron
expuestas continuamente las levaduras (Willem et al., 2002). Resultados similares
fueron obtenidos por Erasmus y colaboradores (2003), quienes encontraron que €l
estrés osmotico redujo significativamente e crecimiento de Saccharomyces

cerevisiae en jugo de uva, que tenia una concentracién de aztcar del 40% (w/v).

Se debe tener en cuenta que las levaduras que habitan la filosfera estan expuestas a
continuas fluctuaciones ambientales que afectan su desarrollo, siendo una de las méas
limitantes la actividad de agua. (Aw). Sin embargo, las levaduras han desarrollando
mecanismos de defensa frente a cambios repentinos en la Ay, |0 que puede
relacionarse con la capacidad que poseen agunas para desarrollarse mejor gque otras
en ambientes con poca Ay, tal y como ocurre sobre el filoplano, donde la A,, puede

variar dentro de una misma hoja.
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Las levaduras tienen la capacidad de responder rapidamente a estrés provocado por
las concentraciones de azUcar en e medio en & que se encuentran, mediante una serie
de pasos, entre los que se distinguen: 1) cambios celulares inmediatos, que ocurren
como consecuencia de las fuerzas fisico-mecanicas que se presentan bgjo estas
condiciones; 2) procesos de defensa primaria que buscan dar proteccion a la célula,
reparacion y recuperacion, a igual que 3) eventos adaptativos que permiten la
restauracion de la homeostasis celular bajo las nuevas circunstancias (Willem et al.,
2002).

Al momento de inocular cada uno de los pozos con la levadura, las células
rapidamente pierden agua intracelular, llevando asi a la pérdida de turgencia y a
recogimiento de ésta (Willem et al., 2002). En e momento en € que la cdula se
recoge, se cree que la membrana plasmética se tuerce y se dtera la actividad de
ciertas proteinas tales como las encargadas de los canales mecanosensitivos (Markus
et al., 2000).

Esta pérdida de agua, también afecta la hidratacion de las biomoléculas, y lleva a un
agrupamiento de tal modo que altera la conformacion y actividad de las proteinas,

debido a que pierden sus sitios activos (Markus et al. 2000).

Después de la perdida de turgencia, la estimulacion de la ruta HOG (High osmolarity
glicerol), hace que las células ingresen agua hacia €l citoplasma desde las vacuolas,
con €l fin de compensar parcialmente la pérdida de agua (Markus et al., 2000, Willem
et al., 2002).

La respuesta primaria frente el continuo estrés osmético, por parte de la células de
levadura, consiste en varios eventos moleculares que son activados por |os cambios
celulares repentinos. En primera instancia, la célula temporalmente detiene €
crecimiento, pero hasta e momento no es claro en qué punto especifico del ciclo
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celular se detiene e crecimiento. Sin embargo este bloqueo ha sido reportado a nivel
de la G1 (primera fase del ciclo celular en la que existe crecimiento celular con
sintesis de proteinas y de ARN), probablemente por una baja transcripcion de genes
que codifican para ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas Cln3p-Cdc28p, que
son sintetizadas para fosforilar las serinas y treoninas de proteinas diana y
desencadenar asi los procesos celulares necesarios para la continuacion del ciclo
(Willem et al., 2002).

En segunda instancia, con € fin de buscar una recuperacion en la turgencia celular,
las células producen glicerol como soluto compatible (Erasmus et al., 2002), € cua
es formado como un subproducto durante la fermentacion de etanol por muchas
levaduras en concentraciones entre 2.5 y 3.6% de la produccion de total de etanol
(Petrovska et al., 1999). Por otro lado, € metabolismo del glicerol, cumple un papel
muy importante en e balance redox a igual que en la biosintesis de fosfolipidos
(Willem et al., 2002).

En tercera instancia la ruta HOG MAP Kinasa (Glicerol en respuesta a la
osmolaridad) es activada resultando en una rgpida fosforilacion y en una
translocacion nuclear de la MAP kinasa Hoglp, encargada de regular tanto la
represion como la activacion de genes tales como e gen GPD1, €l cual codifica para

laexpresion de laenzimadglicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Willem et al., 2002).

Se puede entonces establecer que factores como € pH, la temperatura y las dtas
concentraciones de glucosa (esta ultima relacionada con el A,, y € estrés osmético)
gjercen una gran influencia en e desarrollo y supervivencia de las levaduras, ya que
como se observd en los resultados anteriormente descritos la mayoria de los
aislamientos tienen un rango Optimo de estos factores para su crecimiento.

Sin embargo las levaduras CTL0O01B, CTL006B, CTS021A, CTS009B y CTS012B,

presentaron un mejor comportamiento a exponerse a condiciones extremas de
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crecimiento. Estas levaduras a habitar la fil0sfera estdn expuestas a un ambiente
variable afectado por la disponibilidad y calidad de nutrientes, la temperatura, pH y
especialmente a la actividad de agua (Hohmann y Magger 1997, Hohmann 2002), lo
que pudo desarrollar en ellas mecanismos de adaptacion a cada uno de estos factores,

permitiéndol es habitar este nicho.

Teixido y colaboradores (1997) reconocieron la importancia del conocimiento de la
interaccion entre los tres factores mencionados anteriormente y llevaron a cabo un
estudio en que determinaron que la levadura Candida sake tiene un alto grado de
tolerancia a A que va desde 0.92 a 0.90 como minimo, presentando un Optimo
crecimiento a un A,, de 0.995 a 0.90 en una solucion de glicerol a temperaturas de
4°Cy 37°Cyaun A, de0.92 a0.995 a 10°C y 30°C en una solucion de NaCl. Esta
levadura ha demostrado ser un buen agente de control biologico frente a un amplio
rango de fitopatdgenos como Botrytis cinerea bajo condiciones de poscosecha. Su
habilidad para crecer a bajas temperaturas y un bajo A,, puede estar involucrada en su
desempefio como agente biocontrolador.

Asi mismo Fredlund y colaboradores (2002), al evaluar las caracteristicas fisiol gicas
de Pichia anomala J121, encontraron que presentaba buen crecimiento bago
condiciones de anaerobiosis en un rango de temperatura desde 3°C hasta 37°C, en un
rango de pH que iba desde 2 hasta 12.4 y en una actividad de agua de 0.92 empleando
NaCL y de 0.85 con glicerol. Esta levadura es un eficiente agente de control
bioldgico utilizado en poscosecha para € control de B. cinerea y Penicillium

digitatum.

Por otro lado en € laboratorio de Control Bioldgico de Corpoica, se han aislado y
seleccionado cepas nativas de levaduras tales como Pichia onychis (cepa Lv 027 y
Lv 031), aslada a partir de cebolla de bulbo y con la cual se han obtenido porcentajes
de control superiores al 85% contra Botrytis alli en poscosecha de cebolla de bulbo
tanto a6°C como a22°C (Garcia et al., 2001), por estarazon es posible que alguna de

los aislamientos de levaduras evaluados y seleccionados en este trabajo pueda ser un
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excelente agente de control biolégico para ser utilizado bajo condiciones de cultivo
comercia y bajo condiciones de poscosecha.

Después de analizar los datos obtenidos para cada una de las pruebas realizadas se
encontr6 que los aislamientos CTLO01B, CTL0O06B, CTS021A, CTS009B vy
CTS012B fueron los gque mostraron un meor comportamiento, quizas porque a
diferencia de las demas levaduras evaluadas estos aislamientos poseen mecanismos

especiales, que les hayan permitido desarrollarse bajo condiciones extremas.

Es posible que algunas de las levaduras seleccionadas sea un eficiente agente de
Control Biolégico, sin embargo es necesario reaizar bioensayos tendientes a
determinar su potencial como Biocontroladores, tanto bajo condiciones de laboratorio

como en condiciones de cultivo y de poscosecha.

CONCLUSIONES

e Se encontro una predominancia de las levaduras de color blanco respecto a las
pigmentadas en la filosfera de las plantas de mora de los cultivos muestreados en

los municipios de El Colegio y San Antonio del Tequendama.

e Latemperatura Optima para el crecimiento de la mayoria de las levaduras aisladas
de cultivos de mora de Castilla en los municipios de El Colegio y San Antonio del
Tequenda esta entre 25°C y 30°C:

e Las levaduras aisladas presentaron diferentes rangos de pH Optimos para su

crecimiento.
e Se seleccionaron los aislamientos CTL001B, CTL006B, CTS021A, CTS009B y

CTS012B, por presentar el mejor comportamiento ante condiciones extremas de

temperatura, pH y concentracion de azlcar.
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