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Perspectivas del empleo del control
biologico en post-cosecha de fruta

n el campo agroalimentario, el con-

cepto de calidad ha ido cambiando

a lo largo del tiempo vy, en los Qlti-

mos anos, algunos sectores han

empezado a valorar los productos
producidos mediante métodos mas ecologi-
€0Ss y respetuosos con el medio ambiente que
los utilizados tradicionalmente, al darse cuen-
ta que hay que producir y consumir pensando
en la sostenibilidad del Planeta.

La fruta, consumida mayoritariamente en
fresco, no es una excepcion. Pero ésta, al ser
un producto perecedero, precisa de una tec-
nologia adecuada para su conservacion, con-
servando en el tiempo sus caracteristicas or-
ganolépticas, asi como su apariencia. Para
poder conseguir estos objetivos hay que hacer
frente a varios problemas, entre ellos, la pér-
dida de peso, las alteraciones fisiologicas vy
las patologicas, en estas dltimas, los mohos
son sus principales causantes. Desgraciada-
mente, las mismas enfermedades de post-co-
secha que se presentaban hace mas de 60
anos, todavia hoy causan pérdidas economi-
cas, aunque no en la misma intensidad.

Prohlematica de la utilizacion de
productos quimicos

Historicamente, las pérdidas causa-
das por esas enfermedades se han in-
tentado paliar mediante la utilizacion de
productos quimicos de sintesis. Este
método es actualmente el mas utilizado,
fundamentalmente a causa de su relati-
vo bajo coste y la comodidad en su apli-
cacion. Pero la utilizacion masiva de es-
tos pesticidas, y en algunos casos poco
controlada, ha generado una serie de
problemas como son la aparicion de ce-
pas fungicas resistentes a los fungici-
das habitualmente utilizados, el incre-
mento de residuos en los frutos y la po-
sible aparicion de enfermedades iatro-
génicas.

Debido al problema que representan
los residuos de productos quimicos para
la salud humana, los diferentes Estados
y en especial los mas desarrollados eco-
némicamente han establecido una serie
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Los estudios realizados por los investigadores del Centre UdL-IRTA han permitido patentar dos agentes de biocontrol

Actualmente se estudian diversos
métodos alternativos a los
procedimientos habituales de control
de plagas y enfermedades de la fruta
en post-cosecha, algunos de los cuales
se utilizan va a nivel comercial, como
el empleo de microorganismos
antagonicos, método en el que se
centra el presente articulo, La fruta
almacenada en camaras frigorificas
supone una buena oportunidad para
emplear sistemas de lucha biologica
en el control de las enfermedades de
post-cosecha, puesto que la fruta se
encuentra bajo condiciones
ambientales controladas, tanto de
humedad relativa y temperatura
como por la concentracion de gases.

J. Usall, N. Teixido, M. Abadias, R. Torres,
l. Vinas.

Unitat de Patologia. Area de Postcollita.
CeRTA. Centre UdL-IRTA.

Observacion al microscopio electrénico de barrido de los agentes de

biocontrol C. sake CPA-1y P. agglomerans CPA-2.

de limites maximos de residuos (LMR) bas-
tante restrictivos, en muchos casos por deba-
jo de los recomendados por el “Codex Alimen-
tarius” (FAO/OMS). La existencia de diferen-
cias entre los Estados miembros de la UE, con
respecto a los contenidos maximos permiti-
dos de estos residuos de plaguicidas, repre-
senta en algunos casos una barrera para el
comercioy en especial paralas exportaciones
de nuestra fruta al resto de los paises de la
UE. Para eliminar estos obstaculos y favorecer
la libre circulacion de mercancias, el Consejo
de la UE en la Directiva 76/895/CEE y la mo-
dificada en la 89/186/CEE, intenta uniformi-
zar las legislaciones de los diferentes Esta-
dos, objetivo que no se ha conseguido toda-
via, ya que queda por regular la mayoria de 10s
plaguicidas.

L.a sociedad actual se encuentra ante un
dilema a este respecto, por un lado hay una
demanda creciente de productos de alta cali-
dad. con buen aspecto fisico y estado sanita-
rio adecuado, o que representa obtener fruta
lo mas limpia posible y por lo tanto libre de po-
dredumbres. Por otro lado, la mayoria de los
métodos utilizados de forma habitual para
controlar piagas y enfermedades son poco
adecuados por todos l0s problemas ambien-
tales y de salud que comportan.

Toda esta problematica ha hecho re-
flexionar a la Opinion Pablica, que solici-
ta productos cada vez menos toxicos y
un medio ambiente menos contamina-
do. La preocupacion es creciente en es-
tos temas y lo que actualmente puede
suponer un incremento en el precio de
venta de los productos obtenidos me-
diante métodos respetuosos con el me-
dio ambiente, puede llegar a ser, en l0s
proximos anos, una razon “sine qua
non” de venta. En esta linea, muchas ca-
denas de supermercados europeas es-
tan exigiendo a los productores normas
mucho mas estrictas de produccion y
manejo de la fruta, un ejemplo claro es la
reciente aparicion de las normas EUREP,
que vienen a unirse a las de Analisis de
Peligros y Puntos de Control Critico de la
Administracion Sanitaria o a las de pro-
duccion integrada de algunas comunida-




e BRIUVINEY-

des autonomas. Todas estas normati-
vas favorecen la futura implantacion
de sistemas de control biologico.

Sistermas allernalivos

Estos factores anteriormente
descritos han incentivado los estu-
dios de métodos alternativos a los
procedimientos habituales de control
de plagas y enfermedades. Para bus-
car un sistema alternativo hay que te-
ner en cuenta los siguientes concep-
tos preliminares:

- El nuevo sistema de control, a la
larga, no ha de generar 10S mismos
problemas ni otros peores que 10s
surgidos con los productos quimicos
de sintesis.

- Se tiene que introducir paralela-
mente el concepto de umbral de dano
econdmico, es decir, convivir con un
nivel de dano que sea compatible con
nuestra estrategia comercial, no hay
que pensar en niveles de control tota-
les.

- El concepto de control ha de ir re-
lacionado con el de calidad, ya que
los sistemas alternativos no han de
actuar negativamente contra el con-
cepto global de calidad, el cual inclu-
ye la no presencia de residuos quimi-
cos perjudiciales para la salud.

- Se tiene que educar a los consu-
midores, para que entiendan que la
apariencia exterior no es siempre sin-
toma de "buena” fruta.

Entre los sistemas alternativos
estudiados podemos destacar:

- Atmosferas controladas.
-Medidas profilacticas.
-Incremento e induccion de la resis-
tencia natural.
- Tratamientos de calor.
- Tratamientos con gases
{CO2, Ozono, O2, ...).
- Pesticidas naturales.
- Productos quimicos de bajo riesgo.
-Irradiacion.
- Revestimientos.
- Microorganismos antagonicos.

La mayoria de ellos estan en fase experi-
mental 0 han sido descartados por su eleva-
do coste de aplicacion o por su insuficiente
capacidad de control. Pero hay algunos de
ellos que ya se estan utilizando a nivel co-
mercial, entre los que destacan los banos de
carbonato sodico con agua caliente en citri-
cos y los agentes de biocontrol. En este arti-
culo vamos a centrarnos en este segundo
método, la utilizacion de microorganismos
antagonicos.

Ensayo de efectividad a nivel laboratorio de la levadura C. sake en el
control de Penicillium expansum en manzanas Golden Delicious danadas
e inoculadas con el patogeno. Se puede observar el testigo totaimente

podrido en comparacion al tratamiento biolégico.
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lucha bioldgica, para el control de las
enfermedades de post-cosecha, ya
que la fruta se encuentra bajo condi-
ciones ambientales controladas, tan-
to en humedad relativa, temperatura,
como por la concentracion de gases.

La supervivencia del antagonista
en el habitat bajo las condiciones am-
bientales a las que ha de proteger el
material vegetal, sera uno de los prin-
cipales factores que determinen su
utilidad como agente de biocontrol.
En el caso de la post-cosecha el an-
tagonista debera sobrevivir y conser-
var su efectividad después de expo-
nerlo atratamientos de post-cosecha
y bajo condiciones de almacenamien-
to, tanto de humedad relativacomo a
bajas temperaturas, y a diversas re-
laciones de 0,/CO2 (Janisiewicz,
1991). Algunos microorganismos,
sobretodo las levaduras, pueden cre-

Vista general de una linea de tratamientos de planta piloto utilizada en
ensayos de efectividad en la que pueden reproducirse fielmente las

condiciones comerciales usuales.

Control hiologico

Definicion y antecedentes

En 1988 Nigam y Mukerji indicaban que
el control biologico es la manipulacion direc-
ta o indirecta por parte del hombre de los
agentes vivos que, de forma natural, tienen
capacidad de control provocando, esta mani-
pulacion, un incremento de su capacidad de
inhibicion de las enfermedades. Apuntaban
también que la relacion biologica entre los
agentes de control y 1os patégenos es bas-
tante especifica, de tal forma que se debe
buscar un método de control para cada en-
fermedad.

Debemos remarcar que la fruta almace-
nada en camaras frigorificas representa una
buena oportunidad para utilizar sistemas de

cer y sobrevivir sin agua libre si tie-
nen la humedad relativa alta en la at-
maosfera. Por otra parte, las bajas
temperaturas pueden permitir una
buena supervivencia de los antago-
nistas pero disminuir su efectividad.

Modos de accion de los agentes
de biocontrol

Segan Droby y Chalutz (1994), el
conocimiento del modo de accion de
los antagonistas es importante por
toda una serie de razones: para la op-
timizacion de los métodos y los mo-
mentos de aplicacion de los antago-
nistas; para el desarrollo de formula-
ciones apropiadas que incrementen
su utilizacion, pues proporciona una
buena base para seleccionar nuevos
antagonistas efectivos y, finalmente,
parael registro de los agentes de bio-
control para su posterior uso comercial. Los
principales modos de accion referenciados
han sido:

a) Competencia por los nutrientes y/o el
espacio

Los antagonistas que tienen este tipo de
modo de accion a menudo estan mejor adap-
tados a las condiciones adversas del medio
que los patdgenos. El antagonista ha de
mostrar un rapido crecimiento en las heri-
das, tiene que ser capaz de utilizar nutrien-
tes abajas concentraciones y sobreviviry de-
sarrollarse en la superficie del fruto o en el
lugar de infeccion a bajas temperaturas, pH
extremos o condiciones osmoticas que no
son beneficiosas para el crecimiento del pa-
togeno. Normalmente, en este tipo de anta-
gonismo, se inhibe el desarrollo del patoge-
no, pero no se le destruye.
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b) Por produccion de antibidticos y otros
inhibidores

En la blsqueda de antagonistas naturales
para el control de las enfermedades de post-
cosecha, también se ha apuntado en algunos
€asos que la causa de la inhibicion del creci-
miento del patdgeno podria ser la produccion
de algin antibidtico por parte del antagonista,
este es el caso de Pseudomonas cepacia,
productora de Pirrolnitrina y que controla un
amplio abanico de patogenos en distintos fru-
tos, entre los cuales destaca Penicillium ex-
pansum y Botrytis cinerea en fruta de pepita
(Janisiewicz y Roitman, 1988).

¢) Por induccion de procesos de resisten-
cia en el huésped

La presencia de algunos metabolitos se-
cundarios producidos por algunos microorga-
nismos puede inducir a procesos de resisten-
cia en el huésped, como en la produccion de
sustancias inhibidoras, en estos casos no se
elimina el patégeno en su totalidad, pero se
mantiene bajo unos niveles economicamente
aceptables (Schonbeck y Dehne, 1988).

d) Por interaccién directa con el patégeno

Existe suficiente bibliografia sobre la ac-
cion de bacterias del suelo que producen la li-
sis de esporas fungicas, tubos germinativos e
hifas. En cambio hay pocas referencias de
esta accion en hojas, y mucho menos en post-
cosecha de fruta (Blakemany Brodie, 1976).

e) Efecto del pH

La existencia de un pH inadecuado en el
lugar de actuacion del patogeno puede inhibir
su desarrollo. Los agentes de biocontrol po-
drian actuar variando el pH de la fruta, para
que éste fuera desfavorable al crecimiento de
los patdgenos.

Programa de control biologico

Para que un microorganismo se convierta
en un agente de biocontrol y pueda co-
mercializarse, es imprescindible la co-
laboracion de todos los grupos impli-
cados en el proceso, entre los que se
incluye alos investigadores y alas em-
presas del sector de los agroquimi-
cos. Al contrario de lo que cabria es-
perar, en algunos momentos estas
empresas han actuado en contra de
estos nuevos métodos, por temor a
su competencia. Aungue actualmente
muchas de ellas han iniciado progra-
mas de investigacion para desarrollar
productos alternativos a los quimicos
de sintesis.

Las etapas a cubrir son las si-
guientes:

- Descubrimiento e identificacion
del agente de biocontrol (aislamien-
t0).

Sistema de bano para ensayos de efectividad
a pequena escala.

- Realizacion de los ensayos de eficacia.

- Realizacion de los ensayos de seguridad,
tanto para el hombre como para el ambiente,
y para los organismos que no ha de controlar.

- Estudio de fa estabilidad genética del
agente de biocontrol, ya que durante su utili-
zacion no tendria que perder su virulencia.

- Estudio de su potencial para la produc-
cibn en masa.

- Formulacion del agente de biocontrol con
elementos que incrementen su eficacia.

- Realizacion de ensayos de estabilidad y
caducidad del producto.

- Estudio del mercado potencial.

- Evaluacion de los costes del producto.

- Realizacién de analisis de inversiones.

-Realizacion de ensayos a nivel comercial.

- Patente del agente de biocontrol.
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- Registro del agente de biocontrol.

- Comercializacion y venta del pesticida
biolégico a los usuarios.

Un aspecto muy importante en la comer-
cializacion de los agentes de biocontrol es la
aceptacion por parte de la sociedad de la apli-
cacion de microorganismos “vivos” en los ali-
mentos. Estaidea no es nueva ya que, desde
tiempos muy antiguos, las fermentaciones
mediante microorganismos ha sido un méto-
do importante para preservar 10s alimentos.
La adicion de microorganismos en la prepara-
cion del pany en productos derivados de la le-
che ha sido ampliamente aceptada. Por esto
parece que la sociedad aceptaria los antago-
nistas microbianos si éstos llegasen a ser
una alternativa seguray efectiva a los fungici-
das sintéticos (Wilsony cols., 1991).

Silo analizamos a nivel de competitividad,
podremos ver que los agentes de biocontrol
tienen grandes ventajas frente a productos de
sintesis, las cuales se podrian resumir en:

- Actualmente las empresas de agroquimi-
€0s no estan desarrollando nuevos productos
quimicos de sintesis para post-cosecha de
fruta.

- El coste de los ensayos de toxicologia
oscila entre los 80.000 y los 150.000 déla-
res y pueden realizarse en 6 meses. En cam-
bio, un estudio toxicoldgico para un producto
quimico puede costar entre 2,5y 3 millones
de dblares y se necesitan entre 4, 5y 6 anos
para realizarlo (Woodhead y cols., 1990).

- Los productos quimicos son demasiado
baratos, ya gue en su precio de venta al publi-
co de momento no se tienen en cuenta algu-
nos costes que asume la administracion o el
consumidor final, como son la cura de intoxi-
caciones, de enfermedades cronicas, la eli-
minacion de los residuos o el deterioro del
medio ambiente, producidos por la utilizacion
de estos quimicos.

Sitttacion actual de

Fermentador de iaboratorio en el que se lleva a cabo la optimizacion de la
produccion de los diversos agentes de biocontrol estudiados.
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la utilizacion de agentes de
hioconliol

En los Gltimos anos se ha intensi-
ficado la investigacion en el campo de
la lucha biologica de las entermeda-
des de post-cosecha en fruta; pode-
mos destacar en manzana y pera (Ja-
nisiewicz, 1987; 1991), en frutos de
hueso (Pusey y cols, 1988), en citri-
cos (Smilanick y Dennis-  rue, 1992),
en platanos (Kanapatuipiliai y Jantan,
1985)y en frutas pequenas como son
las fresas (Janisiewicz, 1988). En Eu-
ropa hay que destacar los estudios
realizados por nuestro equipo de in-
vestigacion en el Centre UdL-IRTA de
Lleida, que han conducido a la paten-




te de dos agentes de biocontrol, Candida
sake CPA-1 (Vinas y cols. 1998; Usall y cols.
2001) y Pantoea agglomerans CPA-2 (Teixidd
y cols. 2001).

Actualmente también se estan realizando
muchos estudios para la mejora de la capaci-
dad antagonica de los agentes de biocontrol
ya descubiertos, como la adicion de nutrien-
tes (Janisiewicz y cols., 1992) o la combina-
¢ibn con otros sistemas de lucha (EI Ghaouth
y Wilson, 1995). También se estan dedicando
muchos esfuerzos en nuevos trabajos
de manipulacion genética (Pusey,
1994).

Muchos analistas sobre industrias
y negocios de pesticidas estan de
acuerdo en afirmar que la transicion
desde el control quimico al biolégico,
si bien sera gradual, es inevitable. Los
dos principales factores que determi-
nan que sea o no factible la utilizacion
de un determinado agente de biocon-
trol son su fiabilidad y la rentabilidad
econdmica. En los Gltimos anos se ha
avanzado mucho en la busqueda de
agentes de biocontrol de post-cose-
cha, con unos buenos resultados, de-
bido principalmente a la facilidad de
reproducir los resuitados en condicio-
nes de atmosfera controlada.

Pero este avance en la investiga-
cion no ha tenido frutos concretos en
Europa, debido principalmente a que
en la Union Europea no existe una le-
gislacion especifica para estos productos
que favorezca su registro. Prueba de ello es
que actualmente no hay ningun agente de bio-
contro! registrado en post-cosecha. Contra-
riamente a lo que podria suponerse, en los
EEUU ya existe una normativa especifica de
registro de los agentes de biocontrol, que
consiste en una serie de niveles de estudios
toxicologicos, cada vez mas Costosos, pero Si
el agente de biocontrol supera el primero, ya
se acepta. Esta gran diferencia de costos y
tiempo es principalmente debida al gran inte-
rés por parte de la EAP (Agencia de Protec-
cion Medio-ambiental) de los EEUU, en facili-
tar la aparicion de pesticidas biologicos. Este
hecho ha comportado que a principios de
1995 aparecieran dos productos biologicos
en el control de tas enfermedades de post-co-
secha de fruta, Biosave 10y 11, (posterior-
mente el 100, 110 y 1000), formulados con
la bacteria Pseudomonas syringae, comercia-
lizados por la casa EcoScience y Aspire, pro-
ducto basado en la levadura Candida oleophi-
lay comercializado por Ecogen.

Esta dificultad de registrar en Europa con-
trasta con las ayudas que reciben los grupos
de investigacion para desarrollar agentes de
biocontrol. Este es el caso de nuestro equipo

del “Area de Postcollita del Centre UdL-IRTA”",
el cual viene trabajando en el control bioldgi-
co de enfermedades de post-cosecha de fru-
ta desde 1990. Durante estos 12 anos se
han aislado y ensayado mas de 1.500 micro-
organismos para determinar su capacidad de
control frente a Penicillium expansum, €l prin-
cipal agente causal de podredumbres en fru-
ta de pepita. Mas del 40% de los microorga-
nismos ensayados mostraron una cierta ca-
pacidad antagonica (>15% de reduccion de la

Ensayo de efectividad a nivel laboratorio del agente de biocontrol
P. agglomerans en el control de Penicillium digitatum en naranjas Valencia
Late danadas e inoculadas con el patoégeno. Se puede observar el testigo
totalmente podrido en comparacion al tratamiento biolégico.

podredumbre), pero solamente el 9,8% redu-
jeron el nivel de podredumbre por encima del
50%. Después de realizar y evaluar los resul-
tados de un ensayo de efectividad a mayor es-
cala que el anterior, se seleccionaron 5 mi-
croorganismos como potenciales agentes de
biocontrol, para determinar posteriormente
su capacidad inhibidora a temperatura de fri-
goconservacion y a diferentes relaciones
0,/C0,.

Las dos cepas que mostraron mayor ca-
pacidad inhibidora fueron identificadas como
Candida sake y Pantoea agglomerans. Esta
segunda cepa también ha mostrado una alta
efectividad en el control de las principales en-
fermedades de citricos. El resto de cepas,
también con un alto potencial antagonico, es-
tan actualmente en fase de estudio.

Sialabuena colaboracion existente entre
investigadores, productores y una buena par-
te de las empresas de agroquimicos se nos
unieran realmente los legisladores (y no sola-
mente en sus discursos), facilitando el regis-
tro de los agentes de biocontrol y aumentan-
do los fondos para la investigacion, entre
otras actuaciones, podriamos conseguir el
noble objetivo de comer fruta sanay sin resi-
duos, respetando el medio ambiente. B
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