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Medidas para conservar fruta y hortalizas

Control biologico
postcosecha

Una de las herramientas mds promisorias del control biolégico postcosecha
es el uso de microorganismos antagonistas, que compiten con los patégenos
por espacio y nutrientes. Desde Uruguay nos llega la presente contribucion
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Pérdidas postcosecha en frutas.
Métodos de control

Las enfermedades de postcosecha
de frutas y hortalizas son una de las
mayores causas de pérdidas en la pro-
ducci6én de alimentos. Segin estima-
ciones realizadas en EEUU estas pérdi-
das se sitlan en aproximadamente el
24% de las frutas y hortalizas cosecha-
das, mientras que en paises subdesa-
rrollados alcanzan valores muy supe-
riores (Wilson et al 1994). En Chile se
han estimado pérdidas postcosecha de
incluso el 45-50% de la produccién
(Morales 1989). Estos valores estan
subestimados, ya que generalmente se

Bacterias creciendo en medio de cultivo
provocan inhibicion de crecimiento de
Penicillum expansum (placas inferiores).

evalia en un solo punto de la cadena
que recorren los alimentos. General-
mente las mediciones se realizan en el
momento de salida de cémaras, pero
existen pérdidas posteriores en los co-
mercios, restoranes y en los hogares en
donde se preparan finalmente los ali-
mentos con esos productos (Wilson et
al 1994).

Las causas de las pérdidas postco-
secha son de orden fisiol6gico y pato-
16gico. Para controlar las enfermedades
se recurre en general a cuidadosas
précticas de manejo de la fruta durante
la cosecha y el almacenamiento. Por un
lado se trata de minimizar las heridas
en los frutos, ya que éstas constituyen
la via de entrada para la mayoria de los
patégenos. Por otra parte, mediante la
desinfeccion de las plantas de empaque
y envases se pretende reducir al mini-
mo los niveles de in6culo. Sin embar-
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go, todas estas medidas no son sufi-
cientes para controlar el desarrollo de
patégenos, por lo que se recurre enton-
ces a la aplicacién de fungicidas sinté-
ticos, mediante bafios o por aspersién.

Existe un ndmero reducido de
principios activos disponibles para su
uso como fungicidas en postcosecha, lo
que limita las posibilidades de realizar
un manejo de los mismos que evite la
seleccién de genotipos resistentes. Nu-
merosos informes refieren la aparicién
de cepas de los patégenos resistentes a
los principios activos utilizados en la
postcosecha (Jones & Aldwinckle
1990, de los Santos et al 1990, Rosen-
berger & Meyer 1981, Latorre 1989).
Por otro lado, la aplicacién de fun-
gicidas postcosecha estd siendo objeto
de numerosas restricciones en varios
paifses. Existe una fuerte presién por
parte de los consumidores exigiendo la
limitacién del uso de estos productos
por razones toxicolégicas y ambienta-
les (Wilson et al 1994).

Ya en el afio 1987 un estudio reali-
zado por la National Academy of
Sciences (NAS) reportaba que 9 com-
puestos oncogénicos abarcaban el 90 %
de todas las ventas de fungicidas. El
mismo informe indicaba también que a
los fungicidas se les puede atribuir el
60% del riesgo de contraer cdncer entre
todos los pesticidas usados en los ali-
mentos (Wilson& Wisniewski 1989).

Esto lleva a un proceso de elimi-
nacién progresiva de los fungicidas au-
torizados para su uso en la postcose-
cha. Se suma a esto la falta de nuevos
principios activos que reemplacen a los
anteriormente eliminados. La situacién
descrita obliga a la investigacién y de-
sarrollo de métodos de control alterna-
tivos y/o complementarios al control
quimico (Wilson et al 1994). Una alter-
nativa es el control biolégico.

Control biolégico

En un sentido amplio y segln la
definicién de Cook y Baker, el control
biolégico involucraria todas aquellas
précticas tendientes a disminuir la inci-
dencia de enfermedades excluyendo el
control quimico. En este articulo nos
referiremos al control biolégico en un
sentido m4s restringido como el uso de
microorganismos antagonistas que in-
terfieren en la supervivencia de pat6-
genos o en el desarrollo de actividades
determinantes de enfermedad.

—Q



[ PoscosecHa |

En la naturaleza existe una inte-
raccién continua entre los potenciales
patégenos y sus antagonistas, de forma
tal que estos dltimos contribuyen a que
no haya enfermedad en la mayorfa de
los casos; es decir, el control biolégico
funciona naturalmente. (Cook & Baker
1983).

En condiciones naturales los
microorganismos estan en un equilibrio
dindmico en la superficie de las plan-
tas. La disminucién de la flora de com-
petencia por practicas agricolas como
lavado de frutos, aplicacién de fungici-
das, y desinfeccién de suelos entre
otras, favorecen el desarrollo de los pa-
tégenos (Rolldn et al 1998).

La existencia de flora saprofitica
en la superficie de las frutas capaz de
controlar patégenos de postcosecha fue
demostrada por Chalutz y Wilson, lue-
go de observar que frutos de citrus que
habfan sido cuidadosamente lavados
con agua antes de ser almacenados pre-
sentaban mayor incidencia de podre-
dumbre que aquellos almacenados sin
lavar (Chalutz & Wilson 1989).

cién es una caracteristica a seleccionar
en un antagonista. Esto se debe a que
los riesgos de seleccionar al patégeno
por resistencia al antagonista se redu-
cen al actuar éste ultimo por varios
mecanismos. El riesgo de resistencia se
reduce también mediante el uso de
combinaciones de antagonistas de dife-
rente modo de accién.

Se han descrito varios mecanismos
de accién de los antagonistas para con-
trolar el desarrollo de pat6genos sobre
fruta. Ellos son: antibiosis, competen-
cia por espacio o por nutrientes,
interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo, lisis enzimdtica), e
induccién de resistencia (Cook and
Baker 1983).

Antibiosis

Se refiere a la produccién por par-
te de un microorganismo de sustancias
téxicas para otros microorganismos, las
cuales actdan en bajas concentraciones
(menores a 10 ppm.). La antibiosis es
el mecanismo de antagonismo entre
microorganismos més estudiado.

Proteccion de heridas en frutos por cepas de levaduras. Las heridas sin tratamiento
(izquierda) desarrollaron la podredumbre carcateristica de Penicillum expansum.

Mecanismos de accién
de los antagonistas

No es facil determinar con preci-
sién los mecanismos que intervienen
en las interacciones entre los antago-
nistas y los patégenos sobre la planta o
en las heridas. En general los antago-
nistas no tienen un Unico modo de ac-
ci6én y la multiplicidad de modos de ac-

Es deseable que la antibiosis no
sea el principal mecanismo de accién
de un antagonista. Esto se debe a que,
al igual que cuando se usan fungicidas
sintéticos, existe el riesgo de aparicién
de cepas del patégeno resistentes al
antibiético. El antecedente mas notorio
ha sido el caso de la aparicién de cepas
de Agrobacterium tumesfaciens (cau-

sante de la agalla de corona de las
plantas) resistentes al Agrosin 84, un
antibi6tico producido por una cepa de
Agrobacterium radiobacter (Campbell
1989). La antibiosis a su vez genera re-
chazo por parte de consumidores quie-
nes exigen se estudie la posible toxici-
dad u otro tipo de dafio a la salud que
estos compuestos pudiesen provocar.
Se ha asimilado la antibiosis como me-
canismo de control biolégico al uso de
agroquimicos, sin embargo sus defen-
sores alegan que no se puede comparar
Ja liberacién de una sustancia a escala
microbiana con el uso masivo de agro-
quimicos.

Competencia

Otro de los posibles mecanismos
de accién antagénica es la competen-
cia. Se puede definir competencia
como el desigual comportamiento de
dos 0 més organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la uti-
lizacién del mismo por uno de los or-
ganismos reduzca la cantidad disponi-

eneralmente un mismo
antagonista presenta
distintos modos

de accion, de modo que puede

superar los mecanismos

de defensa que desarrollan

los patogenos

ble para los demds. Un factor esencial
para que exista competencia es que
haya «escasez» de un elemento; si hay
exceso no hay competencia. La compe-
tencia mds comin es por nutrientes,
oxigeno o espacio. Botrytis cinerea y
Penicillium expansum son dos hongos
de postcosecha tipicamente dependien-
tes de los nutrientes. Son hongos
necrotréficos y sus esporas requieren
de nutrientes exdgenos para poder ger-
minar y comenzar el crecimiento de las
hifas antes de penetrar al sustrato.
Esos nutrientes los encuentran en las
heridas de las frutas y es alli donde la
competencia microbiana actda inhi-
biendo el desarrollo de estos hongos.
Droby y colaboradores estudiaron el
mecanismo de antagonismo de una
cepa de Pichia guillermondii cuando se
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aplica sobre heridas de pomelos para
controlar el ataque por Penicillium
digitatum, en dicho trabajo concluyen
que la competencia por nutrientes es
uno de los mecanismos mediante los
cuales se logra un efectivo control del
patégeno en las heridas (Droby et al.
1987).

La competencia por espacio tam-
bién ha sido reportada; Wilson y cola-
boradores mencionan que las levaduras
son efectivas colonizadoras de la su-
perficie de plantas y destacan la pro-
duccién de materiales extracelulares
(en especial polisacdridos) que restrin-
gen el espacio para la colonizacién por
otros microorganismos (Wilson et al
1996).

Interaccion directa
con el patégeno

Existen dos tipos de interacciones
directas entre los antagonistas y los
patégenos. Ellas son el parasitismo y la
predacién.

Parasitismo

El término parasitismo se refiere
al hecho de que un microorganismo
parasite a otro. Puede ser definido
como una simbiosis antagénica entre
organismos. El parasitismo consiste en
la utilizacién del patégeno como ali-
mento por su antagonista. Generalmen-
te se ven implicadas enzimas extra-
celulares tales como quitinasas, celu-
lasas, (B-1-3-glucanasas y proteasas
que lisan las paredes de las hifas,
conidios o esclerotos. (Melgarejo 1989,
Ulhoa 1996).

Los ejemplos mds conocidos de
hongos hiperparésitos son Trichoderma
y Gliocladium. Ambos ejercen su ac-
cién mediante varios mecanismos entre
los que juega un rol importante el para-
sitismo. Hongos del género Tri-
choderma han sido muy estudiados
como antagonistas de patdgenos de
suelos como Rizoctonia solani, Sclero-
tium rolfsii y Sclerotium cepivorum y
existen varias formulaciones comercia-
les desarrolladas a partir de ellos
(Fravel 1998).

Predacion

En el caso de la predacién el anta-
gonista se alimenta de materia orgénica
entre la cual ocasionalmente se encuen-
tra el patégeno. No ha sido un meca-
nismo de accién muy importante en el
desarrollo de agentes de biocontrol.
Los reportes mdas conocidos citan la

presencia de amoebas en suelos supre-
sores de enfermedades las cuales se ali-
mentan de las hifas de hongos paté-
genos entre otras fuentes de alimento
(Campbell 1989).

Induccion de resistencia

Las plantas, como otros seres vi-
vos del planeta, han pasado por un pro-
ceso evolutivo desde su aparicién sobre
la tierra, lo que les llev6 a desarrollar
mecanismos de defensa muy poderosos
contra sus invasores. De esta forma se
acostumbra a postular que la resisten-
cia es la regla mientras que la suscepti-
bilidad es la excepcién. Si elegimos

Figura 1:

(producto de la deacetilaci6én de la
quitina), y también mediante el uso de
microorganismos antagonistas. Se ha
demostrado que levaduras utilizadas
para el biocontrol de patégenos de
postcosecha ademds de competir por
espacio y nutrientes son capaces de in-
ducir resistencia en la planta. Tal es el
caso de Pichia guillermondii (US-7), la
cual es ha mostrado ser inductora de la
produccién de fitoalexinas en frutos
citricos (Wilson et al 1994).

Control biolégico de enfermedades
La postcosecha presenta caracte-
risticas propias favorables al desarrollo

Incidencia de la podredumbre azul en heridas de manzana
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Incidencia y severidad de la podredumbre azul ocasionada por P. expansum en heridas de manzana
inoculadas previamente con las diferentes cepas antagonistas (24°C) El valor de 100% corresponde a
la incidencia y severidad en las heridas inoculadas solamente con el patégeno. Barras con la misma
letra no son significativamente diferentes (LSD, (=0,05)

una planta cualquiera y comparamos el
inmenso nimero de microorganismos
que existe en su entorno sobre la tierra
con el limitado ndmero de microor-
ganismos patégenos de ella debemos
concluir que esto es as{. Las plantas
presentan entonces mecanismos bio-
quimicos y fisicos o estructurales de
resistencia. Todos ellos gobernados
genéticamente.

Se puede inducir resistencia en
productos cosechados mediante el uso
de diferentes inductores como bajas
dosis de luz ultravioleta, compuestos
naturales de las plantas como quitosano

y aplicacién practica de métodos de
control biolégico. Se trata de un am-
biente reducido, donde los antagonistas
pueden ser aplicados fdcilmente sobre
los frutos, utilizando las mismas insta-
laciones que se emplean para los trata-
mientos con fungicidas. Las condicio-
nes controladas del ambiente de alma-
cenamiento permiten superar el mayor
inconveniente que ha tenido el desarro-
llo de productos biolégicos, como lo es
el traslado de los resultados de labora-
torio a las condiciones de campo. En
este caso las condiciones en que se rea-
lizan los ensayos de laboratorio se

‘{ HORTICULTURA INTERNACIONAL [rIRiTOA 1011 k]

52




e g0

SISTEMAS DE VENTILACION ' B
AUTOMATISMOS | )
PANTALLAS TERMICAS Y MALLAS

SEAN 4ys
s
:‘q a'.l"”:-i'l"

'0' & Y -

— oy —

i, oo Loy —— .‘
e-mail: admon@agrocomponentes.es



[ PoscosecHa ]

aproximan mucho a las existentes en
las cdmaras, disminuyendo asi el nu-
mero de fallos al pasar del laboratorio
al campo. Segin Wilson y Wisniewski,
es ficil dominar a los patégenos con
antagonistas en el ambiente de post-
cosecha debido a que la biomasa que
debemos proteger se encuentra concen-
trada y en condiciones de ambiente
controlado (Wilson & Wisniewski, afio
1992).

Los productos cosechados tienen
un alto valor agregado lo que determi-
na la viabilidad de métodos de control
més elaborados que no serian econémi-
camente aplicables a campo (Wilson &
Wisniewski 1992).

Figura 2:

simples y de bajo costo para una eco-
némica produccién en gran escala
(Valdebenito-Sanhueza 1998).

En la actualidad existen en el mer-
cado varias formulaciones comerciales
para control biol6gico de patégenos
postcosecha en frutas. Algunas de ellas
pueden ser encontradas en la pagina
web perteneciente al Biocontrol Plant
Diseases Laboratory (Fravel 1998).
En dicha pagina web se pueden encon-
trar hasta 35 formulaciones comercia-
les sobre la base de bacterias, levadu-
ras u hongos filamentosos, destinados a
controlar distintos patégenos de plantas
y este nimero se actualiza permanente-
mente.

Incidencia del ataque del patégeno a heridas de manzana
en presencia de diferentes antagonistas
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Grdfico Il Incidencia y severidad del ataque del patégeno a heridas de manzana en presencia de los
diferentes antagonistas (5°C). El valor de 100% corresponde a la incidencia y severidad en las
heridas inoculadas solamente con el patdgeno. Barras con la misma letra no son significativamente

diferentes (LSD, (=0,05)

Valdebenito-Sahuenza cita algunas
de las caracteristicas deseables de un
agente de biocontrol de enfermedades
postcosecha en frutos. Entre ellas des-
tacan las siguientes:

a - no producir metabolitos téxi-
cos para el hombre u otros organismos
benéficos,

b - no desarrollarse a la temperatu-
ra del cuerpo humano,

¢ - mantener constante la eficien-
cia de control, y

d - tener gran capacidad de multi-
plicacién y utilizacion de substratos

Control biolédgico en Uruguay

El control biol6gico de enferme-
dades de postcosecha es una alternativa
posible. Asi lo ha demostrado el primer
proyecto desarrollado en Uruguay de
Control Biol6gico de Enfermedades de
Manzana financiado por International
Foundation for Science (IFS). En el
marco del mismo se han aislado micro-
organismos antagonistas de la superfi-
cie de frutos de manzana Red Delicious
provenientes de montes de manejo or-
gdnico y convencional. Se han selec-
cionado, identificado y caracterizado

cepas de bacterias y levaduras capaces
de controlar el moho azul sobre heridas
en frutos de manzana. Se han estudiado
los mecanismos mediante los cuales es-
tos antagonistas ejercen su accién y se
han determinado las concentraciones
6ptimas de aplicacion.

Para la seleccién de microorga-
nismos antagonistas se han realizado
ensayos de biocontrol del moho azul en
heridas de manzanas. La determinacién
de la capacidad antagdnica de las cepas
bacterianas y de levaduras aisladas de
manzanas se realizé de la siguiente ma-
nera: Se practicaron 4 heridas ecuato-
riales en diez manzanas sanitizadas su-
perficialmente. Dos de las heridas se

n el primer proyecto
desarrollado en Uruguay
de control bioldgico
de enfermedades de manzana
se aislaron microorganismos
antagonistas en la superficie
de estos frutos

inocularon con una suspensién del an-
tagonista en suero fisiolégico del orden
de 108 ufc/ml. Las otras dos heridas,
tomadas como testigos, se inocularon
solamente con suero fisiolégico. Des-
pués de 24 horas a 24°C todas las heri-
das se inocularon con suspension de
conidias de patégeno. Los frutos asi
tratados fueron colocados en cajas de
pldstico con humedad a saturacién e in-
cubadas a 24°C o 5°C. Luego del perio-
do de incubaci6n las heridas se exami-
naron y se registré presencia o ausen-
cia de podredumbre y se midieron los
diametros de las zonas afectadas. Se re-
gistraron dos parametros; porcentaje de
incidencia y porcentaje de severidad
definidos en la figura 3.

La incidencia de moho azul en las
heridas control (sin antagonista) fue
del 100%, mientras que en las tratadas
con antagonistas se evitd la aparicién
de los sintomas.

Las graficas que acompaiian al
texto muestran los resuitados de los en-
sayos en fruto a 24°C y a 5°C. Las tres
cepas bacterianas utilizadas (B. subti-
lis, B. pumilus y E. agglomerans) pro-
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dujeron inhibicién del crecimiento del
patégeno en placas de cultivo dual, de-
bido a la produccién de sustancias
antifiingicas. A pesar de ello no resulta-
ron buenos antagonistas en fruto. En
algunos casos la severidad de los sinto-
mas fue mayor que en las heridas con-
trol. Lo cual destaca la importancia de
realizar los ensayos de biocontrol en el
verdadero sitio de accién.

La cepa (Candida sp) que dio ma-
yor proteccién a ambas temperaturas
de incubacién no pudo ser identificada
a nivel de especie y ademas su tempe-
ratura 6ptima de crecimiento fue de
37°C (temperatura del cuerpo humano).
A pesar de su alta capacidad antagéni-
ca no serd tenida en cuenta hasta su
identificacién precisa y descartar cual-
quier posibilidad de que se trate de una

a incidencia de moho azul
en las heridas sin
antagonista fue del 100
%, mientras que en las heridas
tratadas con antagonistas
se evité la aparicion
de los sintomas

especie patégena para el ser humano.
Los antagonistas seleccionados
fueron las cepas de levadura Crypto-
coccus laurentii y Candida ciferrii. Se
demostré que éstas no producen anti-
biéticos y que compiten por los nu-
trientes en las heridas de los frutos im-

Como medir el daino

% incidencia= _n® de heridas afectadas x 100
n? de heridas totales

% de severidad= DLA x 100
DLC

DLC = Didmetro promedio de las lesiones

de las heridas control

DLA = Didmetro promedio de las lesiones

de las heridas tratadas

Didmetro de |a lesidn = Didmetro de la zona

afectada - didmetro de Ia herida

Hifas de Sclerotinia sclerotiorum afectadas por la presencia de Penicillium rugulosum, un
hongo antagonista. En contraste con las hifas normales las hifas afectadas se engrosan,
ramifican y finalmente son destruidas por la accién de enzimas liberadas por el
antagonista.

pidiendo la colonizacién de las mismas
por parte del patégeno. En ensayos
posteriores se determiné que el princi-
pal mecanismo de accién involucraba
la competencia por la fuente de nitré-
geno presente en las heridas. Cepas de
Cryptococcus laurentii ya han sido
descritas como agentes de biocontrol
en postcosecha. La cepa aislada es in-
capaz de crecer a 37°C, lo cual aumen-
ta su potencial bioseguridad.

En este momento se esté realizan-
do un ensayo en cdmaras comerciales
con los dos antagonistas seleccionados.
Se registrard la incidencia de moho
azul en frutos tratados con dichos anta-
gonistas y se comparard con la inciden-
cia en frutos sin tratar y tratados con
fungicidas sintéticos. Trabajos anterio-
res muestran concordancia entre ensa-

yos a nivel comercial y de laboratorio,
por lo cual se espera lograr una reduc-
cién de la incidencia de mo-ho azul en
los frutos tratados. Este trabajo es sélo
el inicio de una investigacién para ob-
tener una formulacién de aplicacién a
gran escala, que permita lograr una dis-
minucién de la incidencia del moho
azul en manzanas almacenadas en cé-
maras frigorificas.
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- La bibliografia de este artfculo estd publicada
en Internet en:
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