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Se estima que las pérdidas postcosecha
de frutas y vegetales pueden llegar hasta el
25%. Es de suma importancia minimizar
las pérdidas en esta etapa ya que aqui se
acumulan todos los costos de la cadena pro-
ductiva. Parte de estas pérdidas se deben
a infecciones con patégenos flingicos. Estas
infecciones pueden ocu-
rrir entre la floracién y la
maduracién del fruto o

por lo que se puede recurrir a otros méto-
dos, como ser la proteccién de la superficie
de los frutos con microorganismos capaces
de controlar el desarrollo de patégenos que
pudieran llegar a la fruta. A estos
microorganismos se los llama antagonistas
o biocontroladores y el uso de los mismos

es una forma de reali-

zar control biolégico.

Los microorganismos

pueden adquirirse du- Se estima que las pérdidas utilizados para este fin
rante la cosecha y poste- postcosecha de frutasyvegetales deben cumplir con una

rior acondicionamiento y
almacenamiento. En el
primer caso las infeccio-
nes pueden permanecer
quiescentes hasta que
comience la senescencia del fruto durante
el almacenamiento. En el segundo caso los
patégenos penetran a la fruta a través de
heridas causadas durante la cosecha y el
manejo posterior a la misma.

Para minimizar las pérdidas ocasionadas
por este tipo de patégenos se deben tomar
medidas tendientes a minimizar el nimero
de heridas por fruto y el inéculo inicial de
patégeno. Un bajo nimero de heridas se
puede lograr con cuidadosas medidas de
manejo durante y después de la cosecha,
mientras que para minimizar el inéculo ini-
cial es necesario extremar las medidas de
higiene y desinfeccién de los envases, de las
camaras frigorificas y de la fruta misma pre-
vio al almacenamiento. Como desinfectante
de frutos se pueden utilizar productos qui-
micos tales como hipoclorito de sodio, diéxido
de cloro. También existen referencias del uso
de productos de origen natural tales como
bicarbonato de sodio (2-3%) o acido acéti-
co (4-5%) como primer bafio para la fruta
previo al almacenamiento, cuyo resultado es
una disminucién de la aparicién de podre-
dumbres causadas por patégenos de heri-
das. Nuestro grupo esté trabajando en este
aspecto, y se ha determinado que 100 ppm
de hipoclorito de sodio y 10 ppm de didxido
de cloro (temperatura ambiente, pH=6) pue-
den reducir 10 veces la carga inicial de
patégenos en 30 segundos de contacto en
condiciones de ensayos de laboratorio. Las
pruebas de laboratorio, indican que el bicar-
bonato de sodio y el 4cido acético tiene efecto
fungistatico, y que concentraciones de 0.5%
de bicarbonato inhiben el crecimiento de
patégenos en jugo de manzana. Basados en
estos resultados se realizardn pruebas en
fruta préximamente.

Sin embargo, estas medidas muchas ve-
ces no alcanzan para proteger la fruta du-
rante todo el periodo de almacenamiento,

pueden llegar hasta el 25%.

serie de requisitos:

« ser capaces de
controlar cepas
patégenas nativas de
alta agresividad.

« no ser patégenos para el ser humano,
ni animales.

« no producir metabolitos téxicos en el
sitio de accién.

- ser buenos colonizadores de los sitios
donde se espera que actien.

« ser capaces de reproducirse o por lo
menos permanecer activos durante
todo el periodo de almacenamiento.

Es por ello que todo trabajo de control
biolégico debe comenzar con el aislamiento
y caracterizacién de cepas nativas de
patégenos de forma de seleccionar las mas
agresivas para utilizar en la seleccién de los
agentes de biocontrol. El segundo paso con-
siste en el aislamiento de los potenciales
agentes de biocontrol. Los sitios de aisla-
miento deben ser muy similares a los sitios
de aplicacién posterior. Luego es necesario
realizar la selecciéon de los mejores antago-
nistas. Para ello, la mejor prueba consiste
en ensayos de biocontrol en presencia de
los patégenos en condiciones similares a las
reales. En el caso de patégenos postcosecha
los resultados de la seleccién realizada en
las condiciones de laboratorio son
extrapolables a cdmaras comerciales siem-
pre que las condiciones de almacenamien-
to en dichas cdmaras sean controladas. El
paso posterior es una identificacién precisa
de los microorganismos seleccionados y un
estudio completo de los mecanismos por los
cuales ejercen el biocontrol.

En la actualidad existen varias formulaciones
comerciales desarrolladas en el extranjero,
basadas en el uso de microorganismos
biocontroladores para el uso en postcosecha
de frutas. Una de ellas es el producto ASPIRE
cuyo principio activo es una levadura identifi-
cada como Candida oleophila. Existe otro pro-
ducto denominado BIOSAVE basado en la ac-
tividad de una bacteria (Pseudomonas

En la actualidad existen varias r ;
formulaciones comerciales
desarrolladas en el extranjero,
hasadas en el uso de
microorganismos
hiocontroladores para el uso en
postcosecha de frutas.

syringae). Estos productos han demostrado
tener efecto solamente protector sobre la fru-
ta, no resultando efectivos cuando la infeccién
ya esté establecida. Por otro lado, utilizados
en condiciones comerciales no alcanzan el ni-
vel de proteccién de los fungicidas quimicos.
Esto ha llevado al desarrollo de una segunda
generaciéon de productos, tratando de alcan-
zar un mayor nivel de proteccién. Estos pro-
ductos incorporan productos naturales tales
como el quitosano, enzimas hidroliticas o bi-
carbonato de sodio junto a los microorganismos
antagonistas de forma de lograr un efecto cu-
rativo y de mayor duracién. El quitosano es un
polisacéarido que se puede obtener de la ca-
parazén de moluscos y de las paredes de cier-
tos hongos. Actlia como barrera protectora,
tiene cierta actividad antifingica y se ha de-
mostrado que induce las respuestas de de-
fensa en la fruta. Las enzimas hidroliticas utili-

zadas son enzimas capaces
de destruir paredes de hongos tales como
quitinasas, glucanasas y proteasas.

Nuestro equipo ha seleccionado microor-
ganismos capaces de proteger heridas de
manzanas del ataque de cepas nativas y
agresivas de Penicillium expansum (moho
azul) y Botrytis cinerea (moho gris). Las cepas
patogénicas fueron seleccionadas de una co-
leccién de cepas nativas teniendo en cuenta
la agresividad y la resistencia a fungicidas.

En la blsqueda de microorganismos an-
tagonistas, se realizaron aislamientos de

dora fueron aislados de fruta almacenada
en camara de frio por 6 meses.

Los ensayos de seleccién se realizaron en
camaras a 1°C sobre heridas de fruta ino-
culadas con patégeno. Estos ensayos con-
sisten en la inoculacién de heridas de man-
zana con el antagonista, dejando una heri-
da como control la cual se inocula sélo con
agua estéril. Luego se inoculan todas las
heridas con una suspensién del patégeno
capaz de lograr una infeccién del 100% en
esas condiciones de almacenamiento.

La fruta se acondiciona en bandejas y se
mantiene a 1°C durante 3 meses.
Transcurido ese periodo, se determina el
nimeros de heridas afectadas y el didme-
tro de la pudricién en las mismas para cada
tratamiento (figs. 5-8.1 y 5-8.2)

Figura 5-8.1 Figura 5-8.2

C= Control (sin antagonista) P= Herida protegida

En las Figs. 5-8.1 y 5-8.2 se observa un
ensayo de seleccién de antagonistas contra
Penicillium expansum. Se muestra la herida
control sin aplicacién de antagonista y las
heridas protegidas por la inoculaciéon pre-
via con un buen antagonista.

Figura 5-8.3 % de incidencia de los patégenos
fente a distintos tratamientos
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La Figura 5-8.3 muestra los resultados de
un ensayo de seleccién de antagonistas. Se
ve la efectividad de distintos microorganis-
mos en controlar la aparicién del moho azul
causado por Penicillium expansum y del
moho gris causado por Botrytis cinerea. La
grafica muestra el porcentaje de incidencia
de la enfermedad en las heridas inoculadas
con los diferentes microorganismos en con-
traste con aquellas inoculadas solamente con
los patégenos (Control). Se puede apreciar
que la efectividad depende de la cepa. Ce-
pas de la misma especie (Cryptococcus lau-
rentii 4 y Cryptococcus laurentii 11) tienen dis-
tinta efectividad.

Ensayo de biocontrol
de Penicillium expansum

De acuerdo a los datos de disminucién de
incidencia y disminucién de severidad, el
mejor antagonista resulté ser una levadura
de la especie Aureobasidium pullulans con el
cual se logré una proteccién del 99% en
fruta inoculada con Penicillium expansum y
del 70% contra Botrytis cinerea. (Fig. 5-8.3)
Se trata de un elevado nivel de control con
buen efecto protector pero no curativo. Esto
significa que una vez establecida la infec-
cion por parte de los patégenos, el antago-
nista es inefectivo.

La identificacién de este biocontrolador
se corroboré por métodos genéticos por lo

Ensayo de biocontrol
de Botrytis cinerea

tancias antibiéticas, lo cual es una propie-
dad deseable en un antagonista, ya que si
el biocontrol se ejerce por produccién de
antibiéticos la aparicién de cepas
patogénicas resistentes al mismo, puede
ser posible.

Por lo tanto se postula que este microor-
ganismo coloniza las heridas de manzana
compitiendo efectivamente por nutrientes
y espacio con los patégenos. Las enzimas
hidroliticas producidas por el biocontrolador
podrian favorecer la destruccién de los
patégenos que no fueron capaces de infec-
tar la herida.

Se esté estudiando la posibilidad de com-
binar este antagonista con sustancias natu-
rales potenciadoras del biocontrol, tales

Se esta estudiando la posibilidad de
combinar este antagonista con sustan-
cias naturales potenciadoras del
biocontrol, tales como el quitosano o
derivados del mismo.

como el quitosano o derivados del mismo.
Hemos comprobado que el antagonista es
capaz de colonizar las heridas en presencia
de estas sustancias. Se debe evaluar ahora
si el agregado de estas sustancias permite
obtener un efecto curativo ademas del efec-
to protector ya demostrado.

e

e

Diametro de la pudricién

Control Co B 2F 4F 11

Antagonista
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Figura 5-8.4 Antagonistas: Co: Candida oleophila
laurentii 4 11: Cryptococcus laurentii 11

B:

Aureobasidium pullulans 2F: Rhodotorula glutinis 4F: Cryptococcus

En la Figura 5-8.4 se muestran los didme-
tros de pudricién ocasionados por los
patégenos en presencia y ausencia de an-
tagonistas. Las lineas muestran los interva-
los de 90% de confianza. Se puede apre-
ciar que en la mayoria de los casos la
pudricién en las heridas protegidas es
significativamente menor que en el control.

De acuerdo a los datos de
disminucion de incidencia y
disminucion de severidad, el

mejor antagonista resulto ser
una levadura de la especie
Aureobasidium pullulans con el
cual se logré una proteccion del
99% en fruta inoculada con
Penicillium expansumy del
10% contra Botrytis cinerea.

cual la identidad del microorganismo es cer-
tera. La especie a la cual pertenece este
microorganismo no ha sido asociada a
patogenicidad en humanos, y esta cepa en
particular no es capaz de crecer a tempe-
raturas mayores de 30°C y muere a 37°C
(temperatura corporal del ser humano), por
lo cual se puede asumir su incapacidad para
infectar al ser humano.

Se estan estudiando los mecanismos por
los cuales este microorganismo actiia como
biocontrolador. Se comprobé la capacidad
del mismo de colonizar las heridas de man-
zana, tanto a temperatura ambiente como
a temperatura de almacenamiento en cé-
mara (1°C), determinédndose su permanen-
cia en las heridas por més de tres meses.
Se verific6 ademas, que este antagonista
es capaz de producir enzimas que
hidrolizan paredes de hongos (quitinasas
y glucanasas) y que compite por nutrientes
con los patégenos. Es importante desta-
car que no se detect6 la produccién de sus-
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