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El objetivo del trabajo que se expone fue evaluar tres microorganismos locales
por su efecto supresor de podredumbres causadas por Penicillium digitatum sobre
naranjas Valencia Late. Frutas en madurez comercial fueron inoculadas por
heridas con 40 ul de suspensiéon microbiana a una concentracién de 107-108
ufc/ml. Dos horas después, se aplicaron 20 ul de suspensién conteniendo 3,8 x
10° con/ml de Penicillium resistente y sensible a fungicidas de sintesis. Las fru-
tas se incubaron durante 8 dias, bajo condiciones de laboratorio usando un DCA
de 5 tratamientos de 25 frutas, con 4 repeticiones. Se registré la incidencia acu-
mulada de frutas podridas, se obtuvieron las tasas de infeccién ajustando las
curvas de progreso a modelos matematicos y el porcentaje de eficacia para cada
tratamiento. La capacidad bioactiva de los agentes evaluados fue mayor sobre
la cepa de Penicillium sensible a fungicidas. Dentro de los microorganismos
nativos, CNOV1 bacteria obtenida del frutoplano de naranja, resulté el aislamien-
to mas eficaz, logrando las menores incidencias de frutas sintomaticas y las
menores tasas de infeccién sobre naranjas Valencia Late.
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The objective of this work was to evaluate the effect of local microorganisms on
suppressing rots caused by Penicillium digitatum in Valencia Late oranges.
Oranges at commercial maturity were inoculated with 40 pl of microbial
suspension (107-108 ufc/ml) to each wound. After two hours, 20 pl of a suspension
(3,8 x 10° con/ml) of fungicide sensitive or resistant Penicillium were applied.
The oranges were incubated for eight days under laboratory conditions, using
CAD of five treatments with 25 fruits and four repetitions. The accumulated
incidence of rotten fruits was registered; the infection rates, adjusting the disease
progress curves to mathematical models, and the efficacy rates for each treatment
were obtained. The bioactive capacity of evaluated microorganisms was higher
in the sensitive to fungicide Penicillium strain. Within native micoorganisms,
CNOV1 a bacterium isolated from orange phyllosphere was the most effective
showing the lowest incidence of symptomatic fruits as well as the lowest infection
rates in Valencia Late oranges.
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l. Introduccién

Las pérdidas poscosecha en frutos citricos son provocadas por
Penicillium spp., Alternaria sp., Botrytis sp., Geotrichum sp. y Rhizopus sp.
(EI-Ghaouth y col., 2000; Gieco, 2004). Pero las podredumbres mas co-
munes y destructivas son causadas por tres especies de Penicillium, res-
ponsables de mas del 90% de las pérdidas (Hong-Yin Zhang y col., 2004;
Visintin, 2000, 1998 a,b; Agrios, 1999; Garran y col., 1995; Tom, 1930).
Las infecciones primarias se inician por la presencia de heridas, produci-
das por alteraciones de origen fisiolégico durante la etapa de crecimien-
to, o mecanico durante la cosecha o por el posterior manipuleo de las
frutas hasta el consumo (Agrios, 1999; McGuire, 1996; ElI-Ghaouth y col.,
2000). Segun datos inéditos de Molina (2000), a partir de la cosecha, pro-
longados periodos de almacenamiento incrementan la concentracion del
indculo asegurando nuevos ciclos de infeccion(!). Ciertas especies de
Penicillium productoras de etileno provocan un aumento de la tasa respi-
ratoria de los frutos, afectando su coloracién y acelerando su senescencia
(Agrios, 1999).

Para prevenir estas infecciones se requiere un cuidadoso manipuleo
de las frutas durante la cosecha y almacenamiento y la aplicacién de
medidas de higiene en los galpones de empaque. Estas pueden comple-
mentarse con modificaciones forzadas de temperatura (altas o bajas) y prin-
cipalmente con la aplicacion de fungicidas sintéticos como imazalil y
tiabendazol (Hong-Yin Zhang y col., 2004; Chalutz and Wilson, 1990).

En los Ultimos anos, se ha incrementado el interés en el desarrollo de
agentes de control microbianos como alternativa a los fungicidas sintéti-
cos para enfermedades de poscosecha (EI-Ghaouth y col., 2000; Ting
Zhou y col., 1999). Numerosos aislamientos de bacterias y levaduras an-
tagdnicas han demostrado su eficacia en la reduccién de podredumbres
tanto en frutas citricas como de pepita (Mari y Guizzardi, 1998).

Actualmente, tres formulados microbianos, una levadura (Candida
oleophila Montrocher) y dos cepas de Pseudomonas syringae van Hall,
estan disponibles comercialmente como Aspire, Biosave-100 y Biosave
110, respectivamente, para control de podredumbres poscosecha (El-
Ghaouth y col., 2000; Ting Zhou y col., 1999, Brown y col., 1996).

En general, los agentes microbianos se obtienen de la microflora epffita
de diversas especies vegetales y posteriormente se seleccionan por su
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capacidad bioactiva frente al patégeno, mediante ensayos in vitro o so-
bre frutas citricas (Wilson y col., 1993, De Jager y Korsten, 1998; Visintin
y col., 1998 b; Peng y Sutton, 1991).

El objetivo de este trabajo fue evaluar tres microorganismos locales
por su efecto supresor de podredumbres causadas por Penicillium digitatum
sobre frutas de naranja Valencia Late.

Il. Materiales y Métodos

Las experiencias se realizaron bajo condiciones de laboratorio en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Entre
Rios (FCA-UNER), con una temperatura media mensual de 25,42C (EEA
INTA Parana, 2003). Los microorganismos evaluados fueron aplicados so-
bre heridas en las frutas en las que después de 2 horas se inoculd
Penicillium sp. Se us6 un disefo completamente aleatorizado de 5 trata-
mientos de 100 frutas, con 4 repeticiones de 25 frutas cada uno.

Agentes microbianos: Se evaluaron tres microorganismos locales,
obtenidos de la epiflora de especies citricas de la Provincia de Entre Rios,
con demostrada capacidad antagdnica in vitro segun el trabajo inédito de
Gieco (2004)@, empleandose como control un formulado comercial a base
de Pseudomonas syringae (Biosave-100 EcoScience ) (Tabla 1). Con cada
uno se preparé una suspensién en tampoén fosfato, pH 7, a una concen-
tracion de 50% de transmitancia (Espectrofotometro Spectronic 20G), cuyo
correspondiente n° de ufc/ml se observa en Tablal.

Tabla 1: Cdédigo, tipo, origen y concentracién de los
agentes microbianos aplicados a heridas de naranja Valencia

Codigo Tipo Origen N° de ufc/ml
de suspension

CPCo 1 Levadura | Frutoplano Pomelo, EEA INTA Concordia, Entre Rios 1,9 X107

CNOV1 Bacteria | Frutoplano Naranja, Oro Verde, Entre Rios 1,9x 108
CLDi2 Bacteria | Filoplano Limén, Diamante, Entre Rios 4,4 X107
P syringae | Bacteria | Producto comercial, Bio Save 100 1,8 x107
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Frutas: Se utilizaron naranjas (Citrus sinensis) var. Valencia Late
preseleccionadas por tamano, en madurez comercial, provenientes de
Chajari (Entre Rios). Después de lavarlas con agua de canilla, se desinfec-
taron con alcohol etilico al 70 %. En el hombro de cada fruta se delimitd
el lugar de inoculaciéon con un marcador indeleble, donde se realizé una
herida de 2 x 4,5 mm. En cada herida se aplicaron 40 ul de la suspension
microbiana, 2 hs. antes de inocular el patégeno.

Patoégeno: Considerando la permanente aparicién de cepas resisten-
tes a fungicidas de sintesis, se realizaron pruebas con dos cepas de
Penicillium digitatum (Pers.:Fr) Sacc., cuyas caracteristicas se observan en
Tabla 2. Una vez reabsorbida en la herida la gota conteniendo al agente
microbiano, se inocularon 20 ul de suspension del patégeno conteniendo
3,8 x 108 conidios/ml.

Las frutas del tratamiento testigo se inocularon solamente con 20 ul
de suspension de Penicillium sp. en cada herida.

Tabla 2: Caracteristicas de las cepas de Penicillium digitatum
inoculadas por heridas 2 hs. después del biocontrolador

Codigo | Especie Procedencia Aislado de: Comportamiento frente a fungicidas
"In vitro" "In vivo"
TBZ Imazalil TBZ Imazalil
PD55 | P digitatum | INTA Concordia Fruta de exportacion Resistente | Resistente | Resistente | Sensible

J10 P digitatum | INTA Concordia | Fruta comercializacion Sensible Sensible Sindatos | Sin datos
interna

Ref: TBZ: Fungicida comercial Tiabendazol.

Evaluaciones: Dentro del periodo de incubacién de 8 dias se realizd
el recuento del niUmero de frutas con sintomas de podredumbre. Su trans-
formacién a porcentaje permitio obtener las Incidencias acumuladas (y,,)
de frutas sintomaticas en dicho periodo.

Las incidencias finales (y;) se utilizaron para calcular la Eficacia (%)
de los tratamientos y para realizar un analisis de variancia y comparacion
de medias (Tukey o < 0,05) con el programa estadistico InfoStat/P ver-
sién 1.1. Previamente las incidencias se transformaron a arcosen %.

Con las incidencias acumuladas se construyeron las curvas de pro-
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greso de la enfermedad (CPE) para cada tratamiento. Estas se sometieron
a un analisis temporal, incluyendo las siguientes variables: Exploracion
gréfica, Tasa de infeccion (r) e Incidencia final (%) (Y;).

Las tasas de infeccion (r) [% Incidencia/dia] se obtuvieron ajustando
las curvas de progreso a modelos matematicos. Esto se realizé aplicando
las formulas correspondientes a cada valor de Incidencia expresado en
proporcién (0-1). Los valores transformados fueron sometidos a un anali-
sis de regresion lineal simple entre Incidencia como variable dependiente
y Tiempo (dias) como variable independiente.

El andlisis epidemioldgico multivariado permitié caracterizar la
bioactividad de los microorganismos evaluados.

I1l. Resultados

I11.1. Bioactividad de agentes microbianos sobre la cepa de Penicillium
sensible a fungicidas

Los valores de Incidencia acumulada (%) promedio para frutas podri-
das por Penicillium J10 se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Incidencia Acumulada (%) de frutas podridas. Patosistemas
Citrus sinensis-Agentes microbianos - Penicillium digitatum (J10)

Dias desde la inoculacion
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8
Testigo Penicillium J10 0 3 7 19 29 39 43 46 a
CPCo 1 0 1 4 10 2 24 27 32 ab
CLDi 2 0 1 1 3 6 1 15 18 bc
Formulado comercial 0 0 0 1 5 7 10 13 bc
CNOV1 0 0 2 2 6 6 8 10c

*Letras diferentes refieren diferencias significativas P= 0.0001 Tukey o < 0.05

En promedio general, el nimero final de frutos podridos alcanzado
con la cepa de Penicillium J10, sensible a fungicidas, fue marcadamente
inferior al registro del Penicillium PD55 (Tablas 3 y 5). El testigo, solo ino-
culado con Penicillium J10, provoco el 46 % de naranjas podridas.

Todos los agentes microbianos disminuyeron las podredumbres. No
se observa diferencia significativa entre el testigo y la levadura CPCof1,
aunque si con los otros agentes biolégicos. (Tabla 3)

234 (229-242) Ciencia, Docencia y Tecnologia N° 34, Afio XVIII, mayo de 2007



BIOACTIVIDAD DE MICROORGANISMOS NATIVOS SOBRE INFECCIONES EN NARANJAS DE PENICILIN...

El aislamiento local CNOV1 registré el valor mas bajo de frutos podri-
dos (10%) aunque sin diferencias estadisticas con el formulado comercial
y con CLDi2.

A partir de los valores de Incidencia acumulada (%) obtenidos, se
construyeron las curvas de progreso de la enfermedad para los diferentes
tratamientos. (Fig. 1)

Fig. 1. Curvas de Progreso de las podredumbres. Analisis temporal.
Patosistemas Citrus sinensis-Agentes microbianos - Penicillium J10
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Tabla 4. Analisis epidemiolégico multivariado del efecto de
4 agentes bioldgicos frente a Penicillium J10

Tratamiento Modelo R? Tasa de Eficacia Yf

progreso r % %
Testigo Penicillium J10 Monomolecular 0,93 0,38 - 46
CPCo 1 Monomolecular 0,94 0,23 30 32
CLDi 2 Lineal 0,92 0,03 61 18
Formulado comercial Lineal 0,99 0,03 72 13
CNOVA Lineal 0,96 0,02 78 10

Referencias: R2= coeficiente de ajuste al modelo r = Tasa de progreso de la enfermedad (%l/dia); Eficacia %=
eficacia en la reduccion del % de podridos respecto al tratamiento Testigo (Pen J10); Y f= Incidencia final (%)
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Tabla 5. Incidencia acumulada (%) de frutas sintomaticas. Patosistemas
Citrus sinensis-agentes microbianos - Penicillium PD55

Dias desde la inoculacién
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 8
Testigo Penicillium PD 55 2 28 54 8 N0 97 100 a*
CLDi2 0 10 34 59 76 €0 % ab
CPCo 1 1 1 9 31 45 62 8 b
CNOV1 0 3 8 13 21 30 44 c
Formulado comercial 0 1 3 7 13 17 30 [¢

*Letras diferentes refieren diferencias significativas P= 0.0001 Tukey ??0.05

La exploracion de las curvas de progreso de la enfermedad permitié
diferenciar dos grupos (Fig. 1). Las curvas del tratamiento Testigo (J10) y
de CPCo 1 se comparan como un par de patosistemas, ajustdndose am-
bas al modelo Monomolecular (In(1/(1-y)). Los tres patosistemas restantes
se comparan entre si como curvas de progreso lineal, alcanzando los méas
bajos valores de incidencia final.

El ajuste a los modelos correspondientes, con coeficientes de 0,93 a
0,99, permitié diferenciar las tasas de infeccion para cada patosistema
(Tabla 4).

El tratamiento testigo (J10) provocé la mayor Incidencia con una ve-
locidad de 0,38%/dia. Para el tratamiento con la levadura CPCo 1 se ob-
tuvo una velocidad préxima de 0.23%/dia y 30% de eficacia, lo que resul-
t6 en la falta de diferencia estadistica con la incidencia final del testigo. Al
igual que frente a la cepa resistente a fungicidas, a partir del tercer dia de
incubacién se aceleré el proceso infeccioso aumentando rapidamente el
numero de frutos podridos. (Tabla 3, Fig.1).

Comparando el segundo grupo de patosistemas, CLDi 2 y el comer-
cial P syringae mantuvieron la misma tasa de incremento (0,03%/dia). La
diferencia entre las Y; de cada una se daria porque con el formulado co-
mercial existen tres dias libres de podredumbres, mientras que con CLDi
2 al segundo dia ya se registraba 1% de incidencia (Tabla 3). Esto de-
muestra una mejor capacidad del agente comercial en la competencia
sobre las heridas, lo que se traduce en mayor eficacia (Tabla 4).

El aislamiento local CNOV 1 desarroll6 menor tasa de infeccién (0,02%/
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dia) y dos dias sin podredumbres, expresando ser el tratamiento mas efi-
caz.

I11.2. Bioactividad de los agentes microbianos sobre la cepa de
Penicillium resistente a fungicidas

A partir de la inoculacién, se obtuvo la Incidencia (%) de podredum-
bres causadas por Penicillium digitatum PD55, cuyos valores acumulados
se observan en la Tabla 5.

Considerando las incidencias acumuladas (Tabla 5, Fig. 2), cuando
el testigo produjo la maxima intensidad, el aislamiento local CNOV1 solo
registré 44 % de Incidencia. Mientras Penicillium PD55 en tres dias pudrié
el 54% de las frutas, con la aplicacion de CNOV1 la podredumbre de fru-
tas se redujo a 8%. El menor valor de Y; se registré con el formulado
comercial de P syringae con un 30%, sin diferencia significativa con CNOV1
proveniente del frutoplano de naranja (Tabla 5).

Fig. 2. Curvas de Progreso de las podredumbres. Analisis temporal.
Patosistemas Citrus sinensis-Agentes microbianos - Penicillium PD55
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Con la bacteria CLDi2 aislada de limén, y la levadura CPCo1 aislada
de pomelo se registraron elevados porcentajes de podredumbre, sin dife-
rencias significativas entre ellos (95 y 85%).

Las curvas de progreso de la enfermedad para cada agente
microbiano se observan en la Fig. 2.
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La exploracién de las curvas de progreso de los patosistemas (Fig.
2) permitié diferenciar dos grupos, con progresos diferentes en funcion del
tiempo. Las del testigo PD55, CLDi2 y CPCo1 conformaron un grupo de
curvas que ajustaron a un modelo monomolecular (In(1/(1-y)) progresan-
do hasta los mayores porcentajes de frutas podridas. Las descriptas por
CNOV1 y el formulado comercial a base de P syringae conformaron un
par de curvas de progreso lineal, con tasas de infeccion menores y las Yf
mas bajas. (Fig. 2, Tabla 6).

Tabla 6. Analisis epidemiolégico multivariado del efecto
de 4 agentes biolégicos frente a Penicillium PD55

Tratamiento Modelo R2 Tasa de Eficacia Yf

progreso % %

r

Testigo Penicillium PD55 | Monomolecular 0,98 0,70 - 100
CLDi 2 Monomolecular 0,96 0,47 5 95
CPCo 1 Monomolecular 0,84 0,39 15 85
CNOVA1 Lineal 0,98 0,06 56 44
Formulado comercial Lineal 0,95 0,04 70 30

Referencias: R2= coeficiente de ajuste al modelo r = Tasa de progreso de la enferme-
dad (%l/dia); Eficacia %= eficacia en la reduccion de la Incidencia; Y f= Incidencia final
(%).

El ajuste a los modelos correspondientes, con coeficientes entre 0.84
y 0.98, permitié diferenciar las tasas de infeccidén para cada patosistema
(Tabla 6). Se observé que dentro del primer grupo de CPE el tratamiento
testigo (PD55), con una velocidad de 0,7 %l/dia, produjo una Y; de 100%.
Con la bacteria CLDi2 y la levadura CPCo 1, los progresos registraron tasas
menores retrasando las infecciones, pero las altas incidencias finales de-
terminaron eficacias de 5y 15% (Tabla 6).

El agente bacteriano local CNOV1 aislado del frutoplano de naranja,
mantuvo una tasa de infeccion de 0,06%/dia, levemente superior a la del
formulado comercial. Estos valores permitieron reducir las incidencias a
44 y 30%, sin diferencias significativas entre ellas.
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IV. Discusion

La capacidad bioactiva de todos los agentes microbianos fue mayor
sobre la cepa sensible a fungicidas, lo que se considera beneficioso por-
que su empleo provocaria menor presién de seleccién y por lo tanto
menores posibilidades de aparicién de cepas resistentes.

El modo de accién de Pseudomonas syringae (Formulado comercial)
para el control de mohos es principalmente a través de la competencia
por nutrientes y espacio, aunque la produccién de syringomicina E puede
también jugar un rol en el proceso de biocontrol (Ting Zhou y col., 1999).
Esta bacteria, que in vitro afecta la germinaciéon de conidios de la cepa
resistente (Datos no publicados) seria capaz de colonizar rapidamente las
heridas inhibiendo el establecimiento del patégeno y reduciendo las ta-
sas de infeccion de la enfermedad.

Segun investigaciones sobre el modo de accién de los aislamientos
locales (Datos no publicados) se ha comprobado que CNOV1 reduce a
67% la germinacién de conidios de la cepa resistente e inhibe totalmente
la de la cepa sensible, provocando graves alteraciones morfolégicas a sus
micelios. Esto confirmaria la capacidad bioactiva de CNOV1 cuando es
aplicada a heridas en frutas de naranja. Una alternativa para mejorar su
efecto en las frutas infectadas por Penicillium resistentes a fungicidas seria
favorecer su colonizacién sobre las heridas y mejorar la competencia por
nutrientes citricos y espacio. Un éptimo establecimiento en las heridas
permitiria retrasar las infecciones iniciales y de este modo CNOV1 podria
superar el efecto del formulado comercial.

Segun ensayos previos in vitro (Datos sin publicar), Pseudomonas
syringae y CNOV1 son capaces de inhibir la germinacién de conidios de
la cepa sensible a fungicidas a las 24 hs. de incubacién a 25C y sélo
permiten trazas de cobertura miceliar microscopica a los 7 dias. Esto su-
giere un modo de accién similar de ambos agentes frente a esta cepa del
patdégeno.

Entre los agentes biolégicos nativos, y considerando a ambas cepas
de Penicillium, CNOV1 aislada de la epiflora de naranja, es la bacteria con
mayores posibilidades para ser utilizada como antagonista de Penicillium
digitatum sobre naranjas Valencia Late. En ambos ensayos expreso las
menores incidencias, las menores tasas de infeccion y la mayor eficacia.
En cambio los otros agentes locales, aislados de pomelo y limén, fueron
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menos eficaces, posiblemente por encontrarse en un habitat diferente.

Es necesario continuar con la evaluacion de estos microorganismos
sobre frutas inoculadas bajo otras condiciones experimentales, conside-
rando por ejemplo temperaturas que beneficien a los agentes microbianos
y no a Penicillium (Brown y col., 2000) o combinar la aplicacién de
microorganismos con tratamientos posteriores de curado (Usall y col.,
2005), disminuir el tamano de las heridas provocadas en las frutas, agre-
gar aditivos a sus suspensiones o utilizarlos como mezclas de
microorganismos. El mayor tamano de las heridas provoca la liberacién
de grandes cantidades de aceites desde las glandulas destruidas de la
cascara, solo beneficiosas para el crecimiento de Penicillium sp. (Brown
y col., 2000). Distintos aditivos podrian proveer nutrientes que ayudarian
a la colonizacion del agente microbiano y/o tendrian efectos fungicidas
sobre Penicillium sp. como es el caso del azlcar analogo 2 deoxi-d-glu-
cosa (EI-Ghaouth y col., 2000 a y b; Mari y col., 1998). Las mezclas de
distintos agentes bioactivos mantendrian la estabilidad en el efecto sobre
el patdgeno compensandose unos con otros.

V. Conclusiones

La capacidad bioactiva de los agentes microbianos evaluados fue
mayor sobre la cepa de Penicillium sensible a fungicidas. Dentro de los
agentes biolégicos nativos y bajo las condiciones en las que se estable-
cieron los ensayos, CNOV1 resulté el aislamiento mas eficaz, logrando las
menores incidencias de frutas sintomaticas y las menores tasas de infec-
cion sobre naranjas Valencia Late.

Notas

() sandra Molina: Sobrevivencia de agentes Biocontroladores de Penicillium digitatum
en distintas ceras de cobertura de frutos citricos. Tesis de grado, disponible en la Bi-
blioteca de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Entre
Rios, 82 pag.

@) lleana B. GIECO: Biocontrol de cepas de Penicillium digitatum resistentes y suscepti-
bles a funguicidas. Tesis de Grado, disponible en la Biblioteca de la Facultad de Cien-
cias Agropecuarias de la Universidad Nacional de Entre Rios, 55 pag.
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