Universidad
de La Laguna

Utilizacion de agentes de biocontral para
prevenir el deterioro de la fruta en

Carina Martin Bonilla. Trabajo de Fin de Mdster 2019 | Tutorizado por Ana Maria
Rodriguez Pérez. Master en Seguridad y Calidad de los Alimentos. Universidad de
La Laguna.




+ Indice

Resumen 1

Abstract 1

1. Introduccién 2

2. Objetivos 3

3. Patégenos responsables de enfermedades en poscosecha 3

4. Control biolégico 5

4.1 Principios basicos del control bioloégico 5

4.2 Mecanismos de accion 6

4.2.1 Competencia por espacio y nutrientes 7

4.2.2 Induccidn de resistencia 7

4.2.3 Parasitismo 7

4.2.4 Antibiosis 8

4.2.5 Otros mecanismos de accion 8

4.3 Aislamiento e identificacion de antagonistas 9
5. Desarrollo comercial de productos de biocontrol 11
6. Situacion actual 11
7. Conclusiones 13
8. Bibliografia 14



+ Resumen

La poscosecha se considera una de las etapas mas vulnerables en
cuanto al deterioro causado por patégenos en frutas, lo que provoca el desecho
de grandes cantidades de producto al final de la cadena de suministro. Entre
los tratamientos fisicos y quimicos utilizados para evitar esta pérdida, uno de
los més destacados es la aplicacién de fungicidas. Sin embargo, en los ultimos
afos se ha incrementado la preocupacion social sobre la seguridad de estos
productos. Como método alternativo, entre otros, surge la utilizacion de
agentes de biocontrol, que se basa en el uso de microorganismos, tales como
bacterias, hongos filamentosos y levaduras, los cuales emplean varios
mecanismos de accion para combatir los fitopatbgenos. A pesar de su
potencial, la comercializacion de productos de biocontrol es todavia limitado,
debido a que, en ocasiones, presentan resultados poco consistentes y sus

costes de comercializacion son elevados.
Palabras claves: biocontrol, fitopatdgenos, frutas, poscosecha.

+ Abstract

Postharvest is one of the most vulnerable stages in terms of deterioration
caused by pathogens in fruits, which causes a huge dispose of products at the
end of the supply chain. Among the physical and chemical methods used to
prevent this waste, one of the most used are fungicide treatments. However, the
social concern about the safety of these products has increased in recent years.
The use of biocontrol agents are arising as an alternative method, which is
based on the use of microorganisms, such as bacteria, filamentous fungi and
yeasts that employ several mechanisms of action against phytopathogens. In
spite of it having a great potential, the commercialization of biocontrol products
is still limited. This is because, this method sometimes has inconsistent and

unreliable results as well as a high marketing cost.

Key words: biocontrol, phytopathogens, fruits, postharvest.



+« 1. Introduccién

Las frutas son parte importante de una dieta equilibrada y variada,
puesto que presentan un alto valor nutritivo, aportando vitaminas,
antioxidantes, fibras solubles y minerales, asi como un suplemento de agua.
Para obtener productos de calidad, a la hora de seleccionar la fruta se tienen
en cuenta parametros tales como su apariencia externa, valor nutritivo,
condiciones higiénico-sanitarias y ausencia de residuos toxicos, asegurando
gue Su consumo no suponga un riesgo para la salud humana. Por lo tanto, no
solo deben presentar un aspecto fresco, también han de estar libres de
sustancias perjudiciales y de microorganismos patégenos que puedan suponer
un peligro para el consumidor (1).

Segun estudios realizados por la FAO, el desperdicio de frutas al final de
la cadena de suministro y distribucién de alimentos es elevado, estimandose
que el 15-30% de la fruta es desechada por los consumidores (2). Para evitar
las pérdidas relacionadas con el deterioro causado por patdgenos,
principalmente hongos, se aplican fungicidas tanto durante el cultivo como en la
poscosecha, para el control de las poblaciones microbianas existentes en la
superficie de la fruta (3). Durante la fase de poscosecha, una de las mas
vulnerables en cuanto a pérdidas, se ha de controlar la temperatura y la
humedad relativa durante el almacenamiento, puesto que la fruta continda con
procesos tales como la respiracion y la produccion de etileno, factores que
afectan a la maduracion. Adicionalmente, se utilizan otros tratamientos en
poscosecha, tales como desinfeccion con ozono, lavado con agua clorada,
perdxido de hidrégeno acidificado, cambios en el pH con bicarbonato sédico,
desinfeccidén de la superficie utilizando tratamientos térmicos y revestimientos

con agentes conservantes (4).

La utilizacion de fungicidas ha ido disminuyendo a lo largo del tiempo
debido a la aparicion de resistencias frente a muchos de ellos y a la ausencia
de nuevas materias activas que puedan reemplazarlos, asi como la creciente
preocupacion social sobre la seguridad de estos productos (5). Estos hechos

justifican la necesidad de busqueda de métodos alternativos, siendo la



utilizacion de agentes de biocontrol una de las estrategias mas estudiada (6). A
pesar de las ventajas que puede aportar este método, su uso sigue siendo muy
limitado, debido a la variabilidad que presentan los productos de biocontrol en
su eficacia. Para conseguir avances en este campo es necesario indagar en la
ecologia de los microorganismos utilizados en el control biolégico para combatir

las enfermedades de poscosecha (7).

+ 2. Objetivos

En esta revisidn bibliografica se pretende conseguir los siguientes

objetivos:

v" Conocer los principios basicos del biocontrol para prevenir el deterioro de
frutas en poscosecha.

v' Entender los procedimientos que se llevan a cabo durante el desarrollo y la
comercializacion de estos productos

v' Determinar la situacion actual del control biolégico en poscosecha como

método alternativo a la utilizacién de fungicidas.

+ 3. Patégenos responsables de enfermedades en poscosecha

El deterioro de las frutas est4d causado mayoritariamente por hongos
(Tabla 1), ya que, entre otros factores, estos alimentos presentan valores bajos
de pH, lo que inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias. Dichas
infecciones no solo suponen una elevada pérdida econdmica, también ponen
en riesgo la salud de los consumidores, puesto que algunos de estos hongos

son productores de micotoxinas (8).



Tabla 1. Enfermedades y patdgenos mas comunes en poscosecha (8).

TIPO DE FRUTA

ENFERMEDAD

PATOGENO

Frutas de pepita

Pudriciébn amarga

Colletotrichium gloesporioides

Corazon mohoso

Aternaria spp.

Otros mohos

Penicillium spp. (moho azul)
Botrytis cinerea (moho gris)

Frutas de hueso

Pudricién parda

Monilinia spp.

Pudricién por Rhizopus

Rhizopus spp. (R. stolonifer)

Otros mohos

Penicillium spp. (moho azul)
Botrytis cinerea (moho gris)

Frutos del bosque

Pudricion por Cladosporium

Cladosporium spp.

Pudricién por Rhizopus

Rhizopus spp.

Otros mohos

Penicillium spp. (moho azul)
Botrytis cinerea (moho gris)

Citricos Melanosis Diaporthe citri
Aguado Phytophthora citrophtora
Pudricién del pedunculo Phomopsis citri
Otros mohos Penicillium italicum (moho azul)
Penicillium digitatum (moho verde)
Uva Pudricion por Rhizopus Rhizopus spp.
Otros mohos Penicillium spp. (moho azul)
Botrytis cinerea (moho gris)
Platano Antracnosis Colletotrichium musae
Pudricién de corona Fusarium spp.
Verticillium spp.
Acrenomium spp.
Colletotrichium musae
Aguacate Antracnosis Colletotrichium gloesporoides
Colletotrichium acutatum
Pudricion blanda bacteriana | Erwinia carotova
Pifa Ampolla de agua Thielaviopsis paradoxa

Fermentacién por levaduras

Saccharomyces spp.

Pudricion bacteriana del

cogollo

Erwinia herbicola var. ananas




El deterioro en poscosecha esta sujeto a varios factores, tales como el
tipo de producto, los tratamientos de control aplicados durante el cultivo, las
condiciones en las que se mantiene la fruta y la higiene durante el
almacenamiento. La llegada del patdogeno a la superficie del producto puede
darse durante el cultivo, quedando en estado latente o de quiescencia hasta
que la fruta madura, momento en el que los tejidos vegetales sufren
importantes cambios fisiolégicos. Del mismo modo, la infeccion puede iniciarse
durante la recoleccion, transporte y almacenamiento de la fruta, a través de
heridas provocadas por insectos o dafilos mecanicos, que constituyen una via

de entrada para los patégenos (8).

+ 4. Control biolégico

4.1 Principios béasicos del control biolégico

El control bioldgico se basa en la utilizacién de microorganismos como
antagonistas para combatir fitopatdgenos que causan enfermedades en el
cultivo o en la poscosecha. En la superficie de las frutas, estos antagonistas se
encuentran de manera natural, por lo que productos a los que se aplican
tratamientos de lavado pueden ser mas susceptibles a los patdégenos en
poscosecha (9). Los antagonistas naturales pueden clasificarse en funciéon de
las estrategias de crecimiento poblacional r-K. Muchas levaduras, por ejemplo,
presentan una estrategia r, lo que supone una rapida colonizacion del nicho,
mientras puedan satisfacer sus requerimientos. La efectividad de
microorganismos con este tipo de crecimiento puede compararse con algunos
tipos de fungicidas de accion protectora, que se aplican previamente a la
aparicion de los patdgenos (8). Una vez que los patdégenos se establecen, se
requieren especies mas competitivas y tolerantes a factores abibticos

especificos, es decir, que sigan una estrategia k (10).

Los primeros estudios relevantes sobre la introduccion artificial de
antagonistas aparecen en la década de los 80, con la publicacion de un
articulo sobre el biocontrol de la podredumbre parda del melocotén y otras
frutas de hueso, causada por Monilinia fructicola, mediante el uso de Bacillus

subtilis (11). Cabe sefialar que la aplicaciéon de productos de biocontrol en la
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poscosecha tiene ventajas frente a su utilizacion durante el cultivo ya que,
durante la poscosecha, las condiciones de temperatura y humedad relativa se
mantienen constantes, hecho que favorece el establecimiento y la actividad de
los antagonistas (7). En una primera aproximacion, para determinar queé
microorganismos presentan mayor potencial como antagonistas, estos deben

cumplir ciertos requisitos (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas ideales de un antagonista para su desarrollo comercial como

producto de control de enfermedades de poscosecha (7).

Genéticamente estable

Efectivo a bajas concentraciones

Poco exigente en sus requerimientos nutritivos

Resistente frente a condiciones ambientales adversas

Efectivo frente a un amplio rango de patdgenos en distintos productos
Susceptible a produccién en medios de crecimiento baratos

Tiempo de vida largo

Facilidad para la dispersion

Resistente a productos quimicos utilizados en poscosecha

Inocuo para la salud del consumidor

A N N N U N . Y N N N

Compatible con otros procedimientos comerciales

4.2 Mecanismos de acciéon

Los antagonistas, al ser organismos vivos, presentan diferentes
mecanismos de accion en funcion de la interaccion que establecen con el
patogeno, el hospedante (la fruta en este caso) y su poblacion microbiana
asociada. Esta interrelacion esta determinada por factores tales como la
temperatura, el pH, el estrés oxidativo y la actividad del agua. En algunos
casos, varios mecanismos actian simultdneamente, por lo que es dificil
determinar cual de ellos esta relacionado con una accion especifica. El estudio
de estas estrategias antagonistas es de gran importancia ya que determinan la

eficacia del biocontrol (12,13).



4.2.1 Competencia por espacio y nutrientes

Se basa en la competencia de dos 0 mas microorganismos por los
mismos macro y micronutrientes como azucares, vitaminas y minerales, o bien
por espacio. Es efectivo cuando el antagonista esta presente en cantidades
suficientes, en el momento y lugar adecuado, y es capaz de utilizar los recursos
de manera mas efectiva que el patégeno, lo que implica que debe colonizar el
nicho y aumentar su poblacién rapidamente (12). Una desventaja de este modo
de accion es que, como resultado de la competicion, se inhibe la germinacién
de las esporas de los hongos patdgenos, pero estas permanecen viables (en

estado latente) y pueden germinar posteriormente (14).

Un caso particular dentro de este mecanismo es la competencia por el
hierro (Fe™®). En condiciones de escasez de hierro, los antagonistas sintetizan
sideréforos que compiten por este micronutriente con los patégenos,

impidiendo su crecimiento, germinacion y patogénesis (15)
4.2.2 Induccién de resistencia

La aplicacién de antagonistas puede inducir los mecanismos de defensa
del vegetal frente a los patdgenos, tales como el refuerzo de sus paredes
celulares y generacion de estructuras que actian como barreras fisicas, o bien
mediante la sintesis de elicitores. Estas sustancias inducen varias respuestas
de defensa vegetal, como por ejemplo, la sintesis de proteinas PR, como
gluconasas y quitinasas, capaces de degradar las paredes celulares fungicas, y
la sintesis de fitoalexinas, compuestos antimicrobianos que los vegetales

producen en respuesta a la infeccion por patégenos (6).
4.2.3 Parasitismo

El parasitismo directo, micoparasitismo o hiperparasitismo consiste en la
habilidad del antagonista para adherirse a las hifas del hongo patdégeno y
causar una destruccion total de los propagulos fungicos o bien la destruccion
de sus estructuras (15). Cuando el antagonista entra en contacto directo con el
patbgeno, se secretan enzimas hidroliticas, tales como quitinasas,
guitosanasas, glucanasas, celulasas y/o proteasas, capaces de degradar la

pared celular fungica (12). No obstante, en ocasiones, no queda claro si dicha
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actividad se debe al agente de biocontrol o al vegetal, por lo que es necesaria
la utilizacion de chips de ADN y tecnologias de secuenciacion de alto
rendimiento que puedan aportar informacién sobre el origen y la regulacién de

estas enzimas (13).
4.2.4 Antibiosis

Se considera un proceso bioldgico en el que los antagonistas producen
sustancias con potencial para eliminar a los patégenos, ya sean bacterias u
hongos, o para inhibir su crecimiento (13). Entre los antibioticos producidos por
los agentes de biocontrol mas comunes, cabe sefalar la iturina producida por
Bacillus spp. (16, 17, 18), pirrolnitrina por Pseudomonas spp. (19) y
siringomicina por Pseudomonas syringae (20). A pesar de que este mecanismo
de accidon se ha descrito en poscosecha, la relevancia de la antibiosis en el
control de patégenos en esta etapa no esta claramente establecida (21). En
cualquier caso, la ingesta de productos tratados con agentes de biocontrol que
producen antibidticos, puede suponer que los patdgenos presentes en
humanos desarrollen resistencias, por lo que actualmente se priorizan otros

mecanismos de accion (22).
4.2.5 Otros mecanismos de accién

Los microorganismos capaces de producir compuestos organicos
volatiles antifungicos presentan potencial como biofumigantes en
poscosecha. Puesto que se trata de compuestos volatiles, no se requiere un
contacto directo entre el antagonista y la fruta, lo que facilita la aplicacién del
producto. Sin embargo, la seguridad de estos antagonistas debe ser

estrictamente evaluada (12).

Por dltimo, la formacion de biopeliculas potencia la capacidad del
antagonista para adherirse y colonizar la superficie de la fruta, asi como las
hifas de los hongos patdégenos, por lo que se considera un aspecto relevante

en el biocontrol (12).



4.3 Aislamiento e identificacion de antagonistas

En la busqueda de un nuevo agente de biocontrol y como punto de
partida, se plantea el disefio conceptual, definiendo los patégenos y los
hospedantes (tipo de fruta) con los que se trabajara. A continuacion se procede
al aislamiento de microorganismos que se encuentran de manera natural,
principalmente, en la superficie de la fruta, aunque pueden obtenerse de otras
fuentes, como las hojas o el suelo. Mediante bioensayos, y con la ayuda de la
metagendmica y herramientas bioinforméticas, se determina el potencial de
estos microorganismos como agentes de biocontrol. Tras su identificacion, se
llevan a cabo ensayos in vivo, aplicando estos posibles antagonistas en la fruta,
en condiciones controladas. De este modo se determina su capacidad para
evitar el deterioro en el producto, asi como sus mecanismos de accion.
Posteriormente, son necesarias pruebas a pequefia escala y ensayos piloto
qgue confirmen la efectividad del antagonista en condiciones comerciales (23).
Con este procedimiento, se han aislado bacterias, levaduras y hongos
filamentosos que actian como antagonistas para el control en poscosecha
(Tabla 3).



Tabla 3. Antagonistas utilizados con éxito para el control del deterioro de frutas en

poscosecha (15,22).

ANTAGONISTA PATOGENO FRUTA HOSPEDANTE
Bacterias
Bacillus subtilis Botrytis cinerea Fresa
Penicillium digitatum Citricos
Colletotrichum gloesporioides Manzana
Enterobacter aerogenes Alternaria alternata Cereza
Enterobacter cloacae Rhizopus stolonifer Melocotén
Pantoea agglomerans Penicillium digitatum Manzana
P. italicum Manzana
P. expansum Manzana
Pseudomonas fluorescens Botrytis mali Manzana
Pseudomonas syringae Fusarium pallidoroseum Platano
F. proliferatum Platano
Levaduras
Candida oleophila Colletotrichium musae Platano
Botrytis cinerea Manzana
Penicillium expansum Manzana
Candida sake B. cinerea Uva
P. expansum Uva
Cryptococcus laurentii Botrytis cinerea Fresa
Kloeckera apiculata Botrytis cinerea Cereza
Penicillium spp. Citricos
P. digitatum Citricos
P. italicum Citricos
Metschnikowia fructicola Botrytis cinerea Uva
Penicillium expansum Manzana
P. digitatum Uva
Metschnikowia pulcherrima B. cinerea Manzana
P. expansum Manzana
Pichia anomala Penicillium spp. Citricos

Pichia guilliermondii

Botrytis cinerea

Manzana y Kiwi

Rhodotorula mucilaginosa Penicillium expansum Pera
Hongos filamentosos
Aureobasidium pullulans Monilinia laxa Platano
Penicillium spp. Citricos
Botrytis cinerea Uva
Penicillium sp. (atenuado) Penicillium sp. Pifa
Penicillium frequentans Monilinia sp. Melocotén
Trichoderma harzianum Colletotrichum musae Manzana
Botrytis cinerea Uva
Trichoderma viride Botryodiplodia theobromae Mango
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+ 5. Desarrollo comercial de productos de biocontrol

Una vez seleccionado e identificado un microorganismo con potencial
para ser utilizado como agente de biocontrol, el siguiente paso es desarrollar el
producto comercial. Para la produccion masiva del antagonista, se requiere de
un medio de cultivo econdmico que aporte todos los nutrientes necesarios para
el crecimiento y estabilidad de la poblacion microbiana. Una vez que esto se
consigue, se desarrolla el producto formulado, que consiste en el antagonista
(ingrediente activo), un material inerte que sirva como soporte y una serie de
nutrientes y aditivos que protejan el producto frente a factores ambientales. El
producto final debe asegurar un biocontrol efectivo durante su comercializacion,
lo que implica mantener la viabilidad del agente de biocontrol, alargar en lo
maximo posible su vida util y que sea compatible con otros métodos. Puede
presentarse deshidratado, lo que aumenta su tiempo de almacenaje y facilita su
manejo, aunque se produce mayor muerte celular; o bien en estado liquido, lo
que permite estabilizar la viabilidad celular, afiadiendo protectores y aditivos,
con un almacenaje a bajas temperaturas. Una vez se dispone de la formulacién
mas adecuada, se ha de evaluar su eficacia mediante ensayos a gran escala.
Finalmente, para poder obtener la licencia y aprobacién de las agencias
reguladoras, se debe asegurar que el producto es seguro mediante pruebas

toxicologicas y evaluaciones del posible riesgo medioambiental (15,23)

+ 6. Situaciéon actual

A pesar de los esfuerzos realizados durante estos ultimos afios en el
desarrollo de agentes de biocontrol en poscosecha, el nimero de productos
comercializados es limitado (Tabla 4). Esto se debe, entre otros motivos, a la
dificultad para llevar a cabo una produccion a gran escala sin comprometer la
viabilidad del antagonista, al objeto de conseguir un producto estandarizado,
con lotes homogéneos y una vida util razonable. Como consecuencia, los
resultados que se obtienen son, en ocasiones, poco consistentes. Otro factor
de gran importancia es el elevado coste que supone el desarrollo, registro y
marketing (24). En EEUU, el organismo encargado del registro y autorizacion

de este tipo de productos es la EPA (Environmental Protection Agency) y el
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procedimiento es mas sencillo que el que siguen los pesticidas (7). Sin
embargo, en otros paises esto resulta mas complejo. En Europa, por ejemplo,
el coste es de aproximadamente 1,5 millones de euros y los procedimientos
para autorizar la materia activa (antagonistas) son los mismos que para los

productos quimicos, a pesar de las diferencias que estos presentan (24).

Tabla 4. Productos de biocontrol comercializados para el control del deterioro de frutas

en poscosecha (15).

Producto Ingrediente activo Fruta Patogeno

Productos basados en bacterias

Biosave Pseudomonas syringae | Frutas de pepita, Penicillium,  Botrytis,
citricos, fresa Mucor
Avogreen Bacillus subtilis Aguacate Cercospora,
Colletotrichum
Pantovital Pantoea agglomerans Frutas de pepita, Penicillium,  Botrytis,
citricos Monilinia

Productos basados en levaduras

Candifruit Candida sake Frutas de pepita Penicillium,  Botrytis,
Rhizopus
Aspire Candida oleophila Frutas de pepita, | Botrytis,  Penicillium,

citricos, frutas de | Monilinia
hueso y fresas.

Nexy Candida oleophila Frutas de pepita Botrytis, Penicillium

Yield Plus Cryptococcus albidus Frutas de pepita, | Botrytis,  Penicillium,
citricos Mucor

Shemer Metschnikowia fructicola | Frutas de pepita, | Botrytis,  Penicillium,
fresas, frutas de | Rhizopus, Aspergillus
hueso, uva

Productos basados en hongos filamentosos

BoniProtect | Aureobasidium pullulans | Frutas de pepita Penicillium,  Botrytis,
Monilinia

Generalmente, el uso exclusivo de agentes de biocontrol no es suficiente
para garantizar un control eficiente de los patdgenos (>95%). Para superar esta
limitacion se propone la utilizacion un control integrado, combinando el uso de
antagonistas con meétodos fisicos y quimicos no convencionales (15). Los
tratamientos fisicos, tales como la utilizacion de microondas, altas
temperaturas, agua caliente, calentamiento &éhmico, irradiacion UV vy
ultrasonidos, aungque no previenen de las infecciones secundarias, suprimen la
actividad del patdgeno y mejoran la efectividad del antagonista (25). Como

compuestos quimicos, se pueden combinar elicitores, fitohormonas y aditivos
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alimentarios con los antagonistas, para mejorar su actividad. En los ultimos
anos, la preferencia de los consumidores por el uso de aceites esenciales
como biopesticidas ha aumentado, debido a que aportan efectos beneficiosos a
la salud (26).

+ 7.Conclusiones

El control biolégico es un método alternativo para prevenir el deterioro de
la fruta en poscosecha, que supone una mejora en cuanto a la cantidad de
residuos quimicos que contienen estos alimentos, y ademas, se considera una
opciébn mas respetuosa con el medioambiente. A pesar del potencial de estos
productos, su comercializacion presenta ciertas dificultades. Se requiere de la
inversion de grandes empresas, que dispongan del capital y la experiencia
necesaria para obtener un producto eficaz, evitando que estos queden
inacabados o bien que las empresas los retiren del mercado debido a su
escasa rentabilidad. Otra limitacién es la normativa aplicable para el registro de
productos de biocontrol, especialmente en Europa, donde se aplican los
mismos protocolos que para los pesticidas sintéticos, lo que dificulta y encarece

su comercializacion.
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