Ciencia, Docencia y Tecnologia Suplemento

Vol.6 | N°6(2016) ISSN 2250-4559

PID 2142
Actividad Antagénica de la Microflora Epifita de Citrus
y Manzanas frente a Patégenos Poscosecha

Visintin, Griselda; Garcia, Blanca; Caceres, Carina Mabel; Musante, Carina Lia;
Ludi Barzante, Luciano Efrain; Niz, Matias

AUTORES: Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Nacional de Entre Rios. (Oro Verde, Entre Rios, Argentina).

CONTACTO: gvisintin@fca.uner.edu.ar

Resumen

El control biolégico es el resultado de la actividad de la microflora epifita, que habita la superficie de las
plantas autorregulando poblaciones de patdgenos. La hipotesis general de este trabajo planted redu-
cir la incidencia de podredumbres causadas por Penicillium spp. en citricos y manzanas, si los frutos
son previamente tratados con antagonistas obtenidos de la superficie de los tejidos del hospedero. El
objetivo general fue evaluar la capacidad antagénica de la microflora epifita de citricos y manzanas
frente a Penicillium spp. La propuesta y desarrollo de protocolos para su extraccién, permitié obtener
una abundante y diversa microflora desde los hospederos. Numerosas cepas fueron preseleccionadas
in vitro por su capacidad para inhibir el crecimiento de Penicillium spp. Mediante protocolos basados
en inoculacion forzada de microorganismos potencialmente antagoénicos y propagulos del patégeno, se
seleccionaron las cepas mas prometedoras como antagonistas. En todos los procesos se considera-
ron temperaturas de almacenamiento en frio. Simulando comercializacion externa, cultivos liquidos de
antagonistas fueron aplicados por inmersién y aspersion sobre frutas citricas. Las mayores eficacias
de proteccion biolégica fueron obtenidas con la bacteria NP11: 60 % mediante inmersion y 31 % por
aspersion en linea de empaque experimental. En manzanas, la aplicacion de la levadura Mz1o5 por
inmersion solo logré mantener las frutas asintomaticas por siete dias.
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Objetivo General
Evaluar la capacidad bioactiva de la microflora epifita de citricos y manzanas frente a patégenos
poscosecha.

Objetivos especificos

Obtener material vegetal para extraccién de microorganismos epifitos.

Aislar microorganismos desde Citrus sp. adaptados a incubacion en frio.

Aislar microorganismos desde Manzana (Malus sp.) adaptados a incubacion en frio.

Preseleccionar microorganismos como antagonistas potenciales de P. digitatum y de P. expansum.
Seleccionar y aplicar sobre citrus y manzanas antagonistas potenciales de P. digitatum y de P. ex-
pansum.

Marco teérico y metodologico

La hipotesis general de este trabajo planted reducir la incidencia de podredumbres causadas por Peni-
cillium spp. en citricos y manzanas, si los frutos son previamente tratados con antagonistas obtenidos
de la superficie de los tejidos del hospedero. El material vegetal necesario para extraer los microorga-
nismos que habitan sobre citrus y manzanas fue obtenido mediante convenios con INTA, EEA Concordia
y aportes de productores particulares de Entre Rios. Se obtuvieron principalmente de plantas con un
manejo integral de enfermedades y buenas condiciones sanitarias [1].

El material de citrus incluyo hojas y frutas de distintas especies, con madurez en distintas épocas del
afno y condiciones ambientales diferentes, a fin de obtener diversidad en la composicion de las pobla-
ciones microbianas. El material de manzana comprendié hojas, flores y frutas de distintos cultivares,
previo almacenamiento en heladera durante 30 dias a 5 °C y en camaras humedas [1, 2].

Desde ambos hospederos, los protocolos de aislamiento de los microorganismos, desarrollados
en el Laboratorio de Fitopatologia de la FCA UNER, consideraron incubar las cajas de petri en hela-
dera a 5 °C durante 15 dias, con el objetivo de prever su adaptacion al frio, condicion similar a la de
las camaras frigorificas almacenadoras de frutas, donde los microorganismos seleccionados debian
manifestar su antagonismo frente a Penicillium spp. Se aplicaron tres variantes de extraccion: desde
heridas provocadas en frutas, desde hojas y desde frutas enteras (frutoplano) [3, 4, 5, 6].

Preseleccion de microorganismos extraidos

Los microorganismos obtenidos desde el hospedero Citrus fueron preseleccionados por su capacidad
antagonica frente a P. digitatum, mientras que los obtenidos desde manzana por su antagonismo frente
a P. expansum.

Como patégeno de poscosecha de Citrus spp. se contd con numerosos aislamientos de Penicillium
digitatum (P141, P138, P ch, P1oo y P160) procedentes del mercado local de citrus, de camaras frigorifi-
cas de productores citricolas y de la Seccion Fitopatologia de INTA EEA Concordia.

Como patégeno de poscosecha de Manzana, se utilizé una cepa obtenida de frutas del mercado
local, codificada como P. expansum (Pe).

En ambos casos, la preseleccién se basé en dos técnicas:

1. Técnica de Preseleccion in vitro por medio de cultivos multiples [7].

2. Técnica de Inoculacién forzada de heridas sobre frutas [5, 7, 8, 9].

Las interacciones in vitro entre cada microorganismo potencialmente antagoénico y el patégeno Peni-
cillium, se evaluaron mediante las siguientes distancias: D1: Entre la linea de siembra del microorganis-
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mo en evaluacién y el borde de crecimiento de la colonia de Penicillium; D2: entre la linea de siembra
del microorganismo y su propio borde de crecimiento hacia Penicillium; D3: entre ambos bordes de
crecimiento de colonias.

La preseleccion de microorganismos mediante inoculacion forzada de heridas sobre las frutas, en
general permitié detectar las cepas mas promisorias como antagonistas de Penicillium sp. Para ello,
los objetivos planteados fueron:

1. Preseleccionar microorganismos capaces de inhibir las podredumbres causadas por Penicillium sp.

2. Comprobar la no patogenicidad de los microorganismos que resulten promisorios como antago-
nistas potenciales.

Todos los ensayos recrearon las condiciones de almacenamiento a 5 °C y alta humedad. Se registro
la Incidencia de heridas sintomaticas (%) con hidrosis y podredumbres en funcién del tiempo; y a los 27
dias la eficacia final de proteccion biolégica de heridas (%) respecto a las heridas testigo.

Algunos de estos ensayos consideraron ademas, evaluar el efecto de indculos que contuvieran mez-
clas de microorganismos antagénicos como protectores bioldgicos de heridas.

Tratando independientemente los dos hospederos (citrus y manzana). Los ensayos finales de se-
leccidon de antagonistas se planificaron considerando las siguientes premisas de partida en Control
Biolégico de poscosecha [1]:

1. LAESTRATEGIA ES PREVENTIVA

2. NO HAY PROTECCION SI EL PATOGENO LLEGA ANTES A LA HERIDA

Por otro lado, las metodologias de aplicacion de los tratamientos bioldgicos [1, 8, 10, 11, 12, 13] con-
sideraron:

- La presencia de heridas producidas durante el proceso de cosecha normal de un productor, como
nicho de la accion patégena y por ende, la posibilidad de acceso del patdgeno antes de aplicar el tra-
tamiento bioldgico.

- El encerado de las frutas como cierre del proceso normal para mercado.

Para ello se realizaron dos formas de aplicacion de microorganismos antagoénicos, ambas simulando
la comercializacion de frutas para mercado externo:

- Aplicacién de antagonistas potenciales en citrus por inmersion

Sobre 150 naranjas Valencia Late en madurez comercial y sin tratamientos quimicos de poscosecha,
se evalud la eficacia de proteccion bioldgica ejercida por las bacterias preseleccionadas: NP7, NP11,
NC16 y NC21 frente a P. digitatum. La aplicacion por Inmersién en caldo nutritivo (CN), con una con-
centracién de 107 ufc de antagonista/ml, suponia generar presion del caldo durante 1 minuto sobre las
heridas de las frutas, para facilitar el ingreso del antagonista en las mismas. Se consideré ademas el
encerado de las frutas con cera de origen vegetal (Carnauba, de pH: 6,5), el secado bajo flujo de aire
caliente y la incubacion segun condiciones de comercializacidon externa (29 dias a +/- 5 °C y humedad
y posteriormente 7 dias a 22 °C y humedad) [7, 12].

- Aplicacion de antagonistas potenciales en citrus por aspersion en linea de empaque experimental

Se evalud la eficacia de proteccion bioldgica ejercida por la bacteria NP11 frente a P. digitatum sobre
510 naranjas Valencia Seedless por aspersion en linea de empaque experimental, y condiciones de
almacenamiento en camaras de frio simulando las temperaturas de comercializacion externa. Al igual
que en el ensayo por inmersion, se partié de premisas que consideraron la presencia de heridas produ-
cidas durante la cosecha normal de un productor, como nicho de la accion patégena y la posibilidad de
acceso del patdgeno antes de aplicar el tratamiento bioldgico.

La metodologia de aplicacion por aspersion del tratamiento bioldgico fue la seguida habitualmente por
el personal capacitado de INTA EEA Concordia en la linea de empaque experimental. El caldo (CN+NP11)
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aplicado mediante pulverizadores manuales a presiéon (reemplazando en la linea, el pulverizado de
fungicidas de sintesis) contuvo una concentracién bacteriana de 2,95x108 ufc/ml de caldo. Después del
encerado, la incubacion en camaras de refrigeracion fue a 5 °C +/- 2 °C y 98 % de humedad relativa
durante 28 dias y posteriormente 7 dias a 20 °C [7, 13].

Evaluaciéon en ambas formas de aplicacién

Cada 7 dias, cada fruta se evalu6é como positiva (con podredumbre) o negativa (sin podredumbre). Se
expres6 como Incidencia de frutas podridas en porcentaje. Este registro permitié calcular la eficacia de
proteccion biolégica de frutas respecto al testigo, construir curvas de progreso de la enfermedad (CPE)
y comparar tratamientos epidemiolégicamente.

Ademas, se monitoreo la poblacion adherida de antagonista y patégeno en frutas extras, al momento
de la aplicacion y cada 7 dias [7].

Aplicaciéon de antagonistas potenciales en manzanas heridas por inmersién

Se evalud la eficacia de proteccion biolégica de la levadura MZ105 sobre manzanas heridas, mediante
inmersion en Caldo nutritivo dextrosa para levaduras (NYDB) conteniendo la levadura antagénica y el
patdégeno P. expansum (Pe).

Se utilizaron manzanas Red Delicious disponibles en el mercado local. Después de realizar 5 heridas
de 2mmx3mm en la zona ecuatorial de cada fruta, se trataron por inmersién en la mezcla: Caldo
NYDB+Mz1o5+Pe y se incubaron durante 30 dias a +/- 5 °C y en camara humeda.

Luego del periodo de incubacion, cada fruta se evalué como positiva (con podredumbre) o negativa
(sin podredumbre) y se registré6 como /ncidencia de frutas podridas en porcentaje.

Con las incidencias de podredumbre en funcion del tiempo se construyeron curvas de progreso de la
enfermedad y se calcularon areas bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE).

Sintesis de resultados y conclusiones

» Aislamientos obtenidos desde Citrus sp. adaptados a incubacion en frio [5, 14].

Aislamiento de microorganismos de la microflora presente en heridas realizadas sobre frutas
citricas: Desde un total de 8o heridas de distintas formas y tamafios, provocadas sobre las frutas y
conservadas en camara frigorifica a 5° y 90-95 % de HR durante 30 dias, se obtuvieron 21 aislamientos:
3 levaduras y 18 bacterias.

Aislamiento de microorganismos de la microflora presente en hojas de citricos: A partir de
muestras de hojas de naranja, se obtuvieron 46 aislamientos: 32 bacterias y 14 levaduras.
Aislamiento de microorganismos de la microflora presente en el frutoplano de distintas especies
de citricos: Mediante lavados de naranjas enteras en solucion tampon fosfato peptona, y protocolos
de extraccion similares a los aplicados en heridas y hojas, se logré obtener ademas una coleccion de
microorganismos: de 66 levaduras y 39 bacterias.

El total de los aislamientos fue obtenido por sus aptitudes de crecimiento en medios nutritivos e
incubados a bajas temperaturas. Lamentablemente el hecho de haberlos aislado en esas condiciones
no asegurd que permanecieran con esas aptitudes de crecimiento, reproduccion e incremento de
indculo suficiente y en poco tiempo. Es posible que esta inestabilidad, sea la responsable ademas de
generar variaciones en su futuro accionar como biocontrolador.

Los microorganismos asi obtenidos fueron destinados a ensayos de preseleccion por su capacidad
antagonica frente a Penicillium.
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* Aislamientos desde Manzana (Malus sp.) adaptados a incubacién en frio

El total de microorganismos obtenidos desde el hospedero manzana ascendié a 123, de los cuales 44
(35,8 %) se obtuvieron desde hojas, 67 (54,5%) desde frutas y 12 (9,7 %) desde flores. Dentro de esta
poblacion, la mayoria de los aislamientos fueron bacterianos (62 %).

Preseleccion de microorganismos como antagonistas potenciales de P. digitatum

1. Preselecciéon de microorganismos por Cultivos multiples in vitro [7]-
Estos bioensayos tuvieron como objetivo: Preseleccionar de manera rapida y sencilla, microorganis-
mos epifitos aislados, por su capacidad antagénica in vitro frente al patégeno Penicillium.

Se constatd una gran diversidad en las formas de interaccion in vitro entre los microorganismos
evaluados y P. digitatum (P100).

Las interacciones que demostraron el mayor antagonismo in vitro se caracterizaron por la elevada
capacidad del microorganismo evaluado para multiplicarse, crecer y colonizar el medio de cultivo,
limitando en consecuencia la capacidad de crecimiento del patégeno P10o0.

Estas ultimas interacciones permitieron preseleccionar trece microorganismos como los de mayor
actividad bioactiva in vitro frente a P100.

2. Preseleccion de microorganismos por Inoculacién forzada de heridas sobre naranjas

La preseleccion de microorganismos mediante inoculacién forzada de heridas [5, 15] en general permi-
tié detectar las cepas mas promisorias como antagonistas de P. digitatum. Para ello se plantearon los
siguientes objetivos generales:

1. Preseleccionar microorganismos capaces de inhibir las podredumbres causadas por Penicillium
digitatum

2. Comprobar la no patogenicidad de los microorganismos que resulten promisorios como
antagonistas potenciales.

En los ensayos de preseleccion realizados entre 2010 y 2012, se evaluaron 66 microorganismos
(22 bacterias y 44 levaduras). Se realizaron ademas ensayos utilizando la mezcla de dos aislamientos
diferentes de bacterias. El bajo nUmero de microorganismos ensayados se debio a la escasa capacidad de
almacenamiento en frio de las frutas tratadas, a la disponibilidad de frutas de calidad para ser ensayadas,
y fundamentalmente a la pérdida de biodiversidad dentro de la coleccion obtenida tanto en cantidad como
en sus cualidades fisiolégicas. Un gran porcentaje de los microorganismos extraidos de la microflora
epifita perdié su capacidad para mantener e incrementar su inéculo en medios nutritivos artificiales y bajo
condiciones de almacenamiento en frio, a pesar de considerar alternativas como: diferentes medios de
cultivo, incubaciones a distintas temperaturas o agregado de extractos de citrus a los medios o caldos de
cultivo. Mediante estos ensayos, no se logré detectar cepas de comportamiento promisorio o destacado
como antagonista y/o fisioldgicamente estable en funcidn del tiempo. Esta estabilidad fisiologica pretendida
en los microorganismos consideraba el mantenimiento en el tiempo de: su capacidad de reproduccion en
medios nutritivos artificiales, de un porcentaje relativamente alto de proteccion biolégica de heridas y/ o
del retraso en el inicio de podredumbres en heridas tratadas biolégicamente.

En los ensayos de preseleccion realizados en 2013, los aislamientos a evaluar quedaron definidos
mediante las pruebas previas de preseleccion in vitro. Doce aislamientos bacterianos con resultados
promisorios de antagonismo in vitro, se preseleccionaron por inoculacion forzada de heridas. Todos
los aislamientos habian sido obtenidos de la microflora que habita sobre hojas y frutas de naranja,
provenientes de zonas productoras de citrus en Entre Rios, como Concordia (ocho aislamientos) y
Chajari (cuatro aislamientos).
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Inoculando las heridas con los tratamientos bacterianos, codificados como: NC16, NC21, NP7 y
NP11 se registraron las mayores eficacias relativas de proteccién bioldgica (42,5 %), valor que se
encuentra muy por debajo de las eficacias planteadas como objetivo a lograr dentro del proyecto
original (85-90 %).

En funcion de cumplir con el segundo objetivo general, se constaté la NO PATOGENICIDAD de dichos
aislamientos mediante inoculaciones forzadas de heridas, sin la presencia de inéculo patégeno. En
todos los casos, las heridas permanecieron asintomaticas de podredumbres poscosecha (sin sintomas
de hidrosis o podredumbres y ausencia del signo del patégeno) y sin evidenciar cambios en la calidad
comercial de las frutas durante 39 dias de incubacion en frio.

Seleccién Final de Antagonistas Potenciales de Penicillium digitatum

1. Aplicacion por inmersion

Como objetivo se planteé evaluar la eficacia de proteccion biolégica ejercida por las bacterias NP7,
NP11, NC16 y NC21 frente a P. digitatum, sobre naranjas Valencia Late sin tratamientos quimicos de
poscosecha, mediante la aplicacién por inmersion.

El monitoreo de la carga bacteriana adherida a la superficie de las naranjas permitio registrar valores
maximos de 7x103 ufc/cm? de fruta (NP7) a partir de la aplicacion por inmersion, y su descenso después
del encerado de las frutas y a los 7 dias de almacenamiento. Resistiendo el efecto del encerado, la
poblacién de NP11 adherida registré un leve aumento de (de 7,54x10"a 1,52x10? ufc/cm? de fruta), nivel
que se mantuvo a los 7 dias desde la inmersién en el caldo.

Después de 29 dias de incubacion en frio, el 100% de las frutas de los tratamientos, incluyendo al
testigo, se mantuvo sin infecciones visibles, asintoméaticas.

Después de este periodo, el cambio en las condiciones de incubacién a 22 °C y humedad provista
por camara humeda, favorecieron la accion patdégena del inéculo de Penicillium digitatum presente en
heridas, permitiendo el progreso de infecciones latentes.

Alos 40 dias desde la aplicacion de tratamientos bioldgicos por inmersion, el testigo (inmerso solo en
caldo CN) presento un 40 % de incidencia de frutas podridas, evidenciando la carga de indculo presente
en las frutas aun después del lavado y encerado.

Los aislamientos bacterianos codificados como NC16 y NC21 lograron muy bajos valores de
proteccion bioldgica de las heridas al sumergir las frutas en el caldo bioldgico, solo 30 % de proteccion
relativa al testigo. En cambio NP7 y NP11 protegieron el 60% de las frutas relativas al tratamiento
testigo.

El ajuste de los valores de incidencia (%) de frutas con podredumbre al modelo Gompertz, permitié
obtener las tasas de infeccion (r;) de los tratamientos, entre las cuales no se encontraron diferencias
significativas.

Al calcular las areas bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) para cada tratamiento se
constaté que aplicando la bacteria NP11 se obtuvo la menor area (0,494), que resulté un 47,68 % menor
a la obtenida aplicando NP7 (1,036).

Las diferencias entre las ABCPE de todos los tratamientos sefialaron al tratamiento biolégico NP11como
el mas prometedor para proteger frutas citricas en poscosecha, bajo condiciones de almacenamiento
para mercado externo.

2. Aplicacién por aspersion en linea de empaque experimental

Se plante6 como objetivo evaluar la eficacia de proteccion bioldgica ejercida por NP11 frente a P. digita-
tum sobre naranjas Valencia Seedless por aspersion en linea de empaque experimental, y condiciones
de almacenamiento en camaras de frio simulando las temperaturas de comercializacion externa.
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Después de la bacterizacion y secado de las frutas y antes de encerar, se constaté la eficacia
de aplicacion por aspersion rescatando 8,8x103 ufc de NP11/cm? de fruta, superando los valores de
bacterizacion logrados mediante la aplicacion por inmersion (7,54x10" ufc/cm?). Luego del encerado y
secado de las frutas, se rescataron 6,28x102 ufc de NP11/cm? de fruta, valor similar al establecido sobre
la superficie de las frutas mediante la aplicacién por inmersién (1,52x102 ufc/cmg).

Durante el periodo de 28 dias de incubacion a 5 °C no se registraron naranjas con sintomas de
podredumbre causadas por P. digitatum, incluyendo el tratamiento testigo.

Los sintomas de podredumbre por P. digitatum se evidenciaron al cambiar las condiciones de
incubacion, a 20 °C durante 7 dias. Los datos de incidencia finales (%), de frutas con podredumbre a
los 35 dias desde la aplicacion por aspersion fueron en promedio de 1,6 % para el tratamiento con NP1
y 2,3 % para el tratamiento testigo, sin diferencias estadisticas significativas entre ellos (p>0,05).

Aplicando NP11 por aspersion, la eficacia de proteccion bioldgica de heridas, con respecto al
tratamiento Testigo fue de 31%, al finalizar la simulacion de condiciones de comercializacion externa.

Esto significaria que después de tratar las frutas con NP11 en zona de produccion de origen y viajar
refrigeradas en barco, al llegar a un mercado de destino, con temperaturas de comercializacién de
aproximadamente 20 °C, se evidenciarian pérdidas poscosecha por P. digitatum que serian sélo 31%
menores a las registradas en lotes sin tratamientos poscosecha.

Apoyandonos en eficacias citadas por la bibliografia existente (Garmendia y Vero, 2006), que son
acordes a los objetivos planteados originalmente para nuestras investigaciones, el porcentaje de 31%
difiere mucho del deseado para el control con antagonistas bioldgicos de patégenos de poscosecha, ya
que consideramos inicialmente el logro de eficacias que reduzcan al menos el 85 % de las podredumbres
respecto al testigo.

A partir del periodo de incubacion en frio, y durante los 7 dias siguientes de incubacién a 20°C,
el progreso de las podredumbres fue linear. En este periodo se encontraron diferencias entre las
tasas de infeccion (r) de ambos tratamientos (r= 0,035 para el tratamiento biologico y r= 0,060
para el testigo), lo que permitiria rescatar el efecto de retraso en la velocidad de las infecciones
de P. digitatum una vez finalizado el almacenamiento en frio, tal como ocurrié en la aplicacion por
inmersion de NP11.

Preseleccion de microorganismos como antagonistas potenciales de P. expansum

1. Preselecciéon de microorganismos por su capacidad antagénica “in vitro” frente a P. expansum
Se observé y documentd la evolucion de las interacciones in vitro de los microorganismos frente a P.
expansum a las 24 hs., 5y 7 dias desde la iniciacion del ensayo. Las distancias D1, D2 y D3 se regis-
traron a los 7 dias de interaccion.

Segun las mayores distancias D1y considerando al menos 1 cm. entre la linea de siembra y el borde
de Penicillium expansum se preselecciond a la levadura Mz 88 para destinar a ensayos de inoculacion
forzada en frutas.

2. Preseleccion de microorganismos antagonicos de P. expansum mediante inoculacion forzada
en manzanas
Segun los primeros ensayos de preseleccion realizados, el 85% de los tratamientos resulté ineficaz en
la proteccidn biolégica de heridas. Las levaduras Mz 105 y Mz 123 fueron las de mejor comportamiento
en inoculaciones forzadas frente a P. expansum, aunque ambas registraron muy bajos valores de efi-
cacia de proteccion bioldgica [9, 16].

Aplicando la cepa Mz123 se registraron 6 dias libres de enfermedad, una eficacia del 53% de
proteccion biolégica de heridas a los 19 dias desde el tratamiento, y un ABCPE= 4,355.
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Inoculando la cepa Mz105, se alcanzo a proteger solo el 25% de las heridas, pero se resaltan los
valores registrados de ABCPE (1,254) y los dias libres de podredumbre. MZ 105 protegid las heridas
tratadas durante 12 dias, impidiendo las podredumbres, lo que podria considerarse beneficioso a nivel
de comercializacién interna de manzanas.

Ninguna de las mezclas de microorganismos ensayadas resulté eficaz en la proteccion de heridas,
registrandose podredumbres en las heridas, desde los 6 dias desde la inoculacion.

Los ensayos finales de seleccion por inoculacion forzada ratificaron la posibilidad de utilizacion de
la levadura Mz 105 como protectora de heridas en manzanas. Mediante su aplicacion, a los 14 dias de
la inoculacion solo se registré un 10% de heridas con sintomas de podredumbre, mientras que en el
tratamiento Testigo P. expansum el 87,5% de las heridas ya presentaba sintomas. A los 35 dias desde
la aplicacion, el 40 % de las heridas se mantenian sanas, protegidas biolégicamente por MZ 105.

Seleccién Final de Antagonistas Potenciales de Penicillium expansum

Eficacia de proteccion biolégica de MZ105 sobre manzanas heridas, mediante inmersion en caldo
NYDB conteniendo la levadura antagonica y el patégeno P. expansum

A los 7 dias desde la inmersion en el caldo conteniendo a MZ105 + P. expansum, se registré el
menor porcentaje de Incidencia: 25% de frutas sintomaticas. Sin embargo, a partir de alli las
incidencias registradas alcanzaron valores muy alejados de los pretendidos originalmente en nuestras
investigaciones (Garmendia, G. y Vero, S. 2006) llegando a afectar el 82,50% de las frutas a los 28
dias de incubacién en frio. Estos valores descartan la posibilidad de considerar a Mz 105 como un
antagonista potencial y promisorio de P. expansum en poscosecha.

Bajo las condiciones del ensayo, la aplicaciéon de la levadura MZ105 resulté ineficaz para proteger
biolégicamente las frutas del mercado local frente a P. expansum durante la poscosecha.

Andlisis de los resultados obtenidos
El analisis de resultados permitié concluir sobre los objetivos planteados originalmente que desde dis-
tintos érganos vegetales de manzanas y citrus se obtuvo una abundante y diversa microflora epifita,
constituida principalmente por bacterias y levaduras. Su extraccién fue factible mediante lavados en
solucién tampon fosfato peptona, para lograr suspensiones microbianas. Su aislamiento e incubacion
en frio considerd la posibilidad de su futura actividad antagénica en camaras frigorificas. Se observaron
inconvenientes en el mantenimiento de cepas bajo estas condiciones, indicadores de la variabilidad
fisioldgica segun el ambiente donde se encuentran y la consecuente pérdida de biodiversidad.

Para cada hospedero (citrus o0 manzana) y segun la interaccion correspondiente entre patdégeno
y microorganismo obtenido, la técnica de cultivos mdltiples permitié preseleccionar aislamientos
promisorios por su actividad in vitro frente a Penicillium spp. Su utilizacion permitié escoger algunas
cepas potenciales, cuya capacidad antagénica fue evaluada mediante protocolos in vivo, basados en
inoculacién forzada de microorganismos y propagulos del patégeno. Esto permitié constatar que la
bioactividad de un microorganismo evaluada in vitro, no siempre se correlaciona con la lograda en el
ambiente de las heridas, donde esta condicionada por la poblacion del antagonista establecida en las
mismas, el efecto de las ceras utilizadas, los jugos liberados y las temperaturas de almacenamiento.

Mediante las dos pruebas previas, se logré reducir el numero de cepas, que fueron destinadas para
evaluar su eficacia de proteccion bioldgica frente a Penicillium spp. sobre un nimero mayor de frutas.

Sobre naranjas, mediante la aplicacién por Inmersiéon en caldo nutritivo conteniendo una
concentracion de 107 ufc de antagonista/ml, las bacterias NP7 y NP11 protegieron el 60% de las frutas,
relativas al testigo. Las diferencias entre las ABCPE de los tratamientos sefialaron a NP11 como el
mas prometedor para proteger frutas citricas en poscosecha, bajo condiciones de almacenamiento
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para mercado externo. Mediante la aplicacion por Aspersién en linea de empaque experimental, la
bacteria NP11 logré una eficacia de proteccion bioldgica de heridas de 31%, con respecto al tratamiento
Testigo, al finalizar la simulacién de condiciones de comercializacion externa. El porcentaje logrado
difiere mucho del deseado para el control con antagonistas bioldgicos de patdégenos de poscosecha, ya
que se consider¢ inicialmente el logro de eficacias que reduzcan al menos el 85 % de las podredumbres
respecto al testigo.

Sobre manzanas, mediante Inmersién en caldo NYDB conteniendo la levadura y el patégeno P.
expansum, Mz105 resulto ineficaz para proteger biolégicamente las frutas del mercado local frente a P.
expansum durante la poscosecha.

Indicadores de produccion

Como indicadores de produccioén el proyecto logré: una publicacion con referato, una presentacion en
una Reunion Cientifica Internacional y diez presentaciones en Reuniones Cientificas Nacionales. La
presentacion del Becario de Iniciacién a la Investigacion Luciano Ludi Barzante en Paraguay, fue selec-
cionada para Presentacion Oral, por la Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional de
Entre Rios, dentro de los trabajos presentados por aspirantes de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Como actividades de difusidn, se participd con 4 trabajos en las Jornadas INEXA: Difusién de
Proyectos de Investigacion, Extensién y Actividades Académicas de la UNER.

Como Relaciones Interinstitucionales: Se firmaron dos Convenios sucesivos entre la Facultad de
Ciencias Agropecuarias (UNER) y el INTA EEA Concordia, en 2010 y 2013, los cuales permitieron Coordinar
y ejecutar actividades del Proyecto con investigadores externos a la UNER, obtener material biolégico y
utilizar equipamiento especifico de poscosecha.

Como formacion de Recursos Humanos se dirigieron: Dos Becarios de Iniciacion a la Investigacion
(UNER); una Tesista de grado (UADER); dos pasantes (UADER, UNSE) y dos Docentes Auxiliares Alumnos
(FCA-UNER).
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