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Figura 1. Daio producido por Botrytis cinerea en un racimo de uva tras cosecha.

;Y sila solucion para
conservar mas nuestras
frutas y verduras esta
bajo nuestros pies?

El grupo IN-vid trabaja en el desarrollo de nuevos biofungicidas
a partir de bacterias para inhibir el crecimiento de la botrytis

en frutas, verduras y uva
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y del Vino (ICVV) (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Universidad de La Rioja, Gobierno de La Rioja)

Encontrar nuevas herramientas que permitan re-
trasar la podredumbre de la fruta y de la verdura,
tanto en el campo como después de su cosecha, es
crucial debido a las considerables pérdidas econo-
micas y al enorme desperdicio de alimentos que
conllevan. Ademas, las regulaciones ambientales y
de seguridad alimentaria exigen alternativas mas
sostenibles que las herramientas que hemos veni-
do empleando hasta ahora. De esta manera, se esta
trabajando para asegurar que las formas de alargar

la conservacion de la fruta y de la verdura no tengan
un impacto negativo en el medio ambiente ni para
la salud humana y, ademas, no supongan grandes
costos energéticos ni economicos. En este contexto,
el uso de microorganismos beneficiosos se ha con-
vertido en una estrategia con un gran potencial. En
particular, ciertos microorganismos que habitan en
el suelo pueden ser claves para el desarrollo de nue-
vas herramientas y estrategias que alarguen la vida
util de los alimentos.



Laimportancia

de lapodredumbre

Las frutas y las verduras son alimentos
muy perecederos que pueden perder
facilmente su calidad e inocuidad a lo
largo de la cadena de suministro de ali-
mentos. La FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agriculturay la
Alimentacion) estima que en los paises
en desarrollo se pierde hasta el 50% de
las frutas y verduras desde su recogida en
campo hasta su consumo final, mientras
gue en paises desarrollados estas pér-
didas pueden alcanzar el 30% [1]. Este
hecho no solo representa una peérdida
de alimentos, sino de recursos naturales
e inversiones de los agricultores y de los
intermediarios. El almacenamiento, el
transporte y los desperdicios en los ho-
gares son los puntos de pérdida mas cri-
ticos de frutas y verduras, debido al uso
inadecuado de los envases y a la mala
gestion de estos alimentos. Las condicio-
nes de almacenaje y transporte inade-
cuados provocan gue los alimentos estén
expuestos a altas temperaturas, deseca-
cion o dafos fisicos. Ademas, las frutas y
verduras son especialmente perecederas
debido a una enorme variedad de agen-
tes patdgenos, como pueden ser algunos
hongos, capaces de provocar su rapido
deterioro.

(Qué causa

la podredumbre?

Entre los diferentes agentes patogenos
que pueden atacar a la frutay a la verdu-
ra alo largo de la cadena de suministro

destaca el hongo fitopatogeno Botrytis
cinerea (Helotiales: Sclerotiniaceae). Este
hongo, bien conocido, por ejemplo, por el
sector vitivinicola por ser el responsable
de lapodredumbre gris de la uva, es tam-
bién uno de los mayores responsables de
las pérdidas postcosecha de frutay ver-
dura en todo el mundo (figura 1). Aligual
que ocurre con los racimos de uva en el
vinedo, este hongo suele causar los ma-
yores danos una vez la fruta o la verdura
esta madura y en condiciones de alta hu-
medad. Ademas, B. cinerea es capaz de
permanecer en estado de latencia duran-
te un tiempo considerable antes de pudrir
los tejidos cuando la fisiologia de la frutay
de la verdura cambiay el entorno es pro-
picio. Por ello, es importante estar alerta
para tomar medidas que prevengan su
dano incluso antes de que aparezcan los
sintomas.

Soluciones practicas
actuales

En la actualidad, existen diversas herra-
mientas quimicas y fisicas para mitigar las
pérdidas postcosecha de frutas y verdu-
ras causadas por B. cinerea. No obstante,
la efectividad de estas herramientas, asi
como los costes econdmicos y ambienta-
les asociados, estan sujetos a un intenso
debate. Por ejemplo, los fungicidas sinte-
ticos han demostrado ofrecer un control
duradero sobre muchos patdgenos de
plantas y siguen siendo de gran impor-
tancia en la agricultura convencional. Sin
embargo, su uso generalizado ha desen-
cadenado graves problemas ambienta-
les debido a su persistencia en el aire, el
suelo, el aguay los alimentos, asi como a
la generacion de resistencias por parte de
algunos patogenos.

Por consiguiente, la Union Europea
(UE), a través del Pacto Verde Europeo,
tiene como objetivo reducir a la mitad el
uso de fungicidas quimicos para el afio
2030, recomendando su aplicacion de
manera limitada y promoviendo medi-
das preventivas y métodos de control no
quimicos [2]. Por otra parte, diferentes
tecnologias fisicas, como variaciones de
temperatura, irradiacion UV-C, presion o
cambios en la composicion atmosfeérica
se han venido desarrollando para au-
mentar la resistencia de frutas y verdu-
ras al ataque de hongos que provoquen
su podredumbre. Aunque a menudo se
consideran tecnologias emergentes, no
daninas y libres de residuos, implican un
alto consumo de energia y costos y no

son accesibles para pequenos y medianos
productores e intermediarios. Por ello,
se puede concluir que, en general, exis-
te una urgente necesidad de desarrollar
meétodos ecologicos y econdmicamente
viables para la gestion de patogenos.

Nuevas alternativas

frente a Botrytis cinerea

Desde el grupo de investigacion IN-vid
del Instituto de Ciencias de la Vid y del
Vino (ICVV) en Logrofio, La Rioja, se ha
venido trabajando en la busqueda de
nuevas soluciones al ataque de B. cine-
reaalafrutay laverdura, tanto en campo
como después de la cosecha. La estrate-
gia que este grupo de investigacion vie-
ne desarrollando consiste en el uso de
biofungicidas capaces de inhibir el cre-
cimiento del hongo sin alterar la calidad
de lafrutay verdura, siempre cumpliendo
con los criterios de seguridad marcados
por la Union Europea [3]. Pero, jqué son
los biofungicidas y cual es el origen de es-
tos productos?

Los biofungicidas son agentes biolo-
gicos o productos derivados de organis-
mos Vivos que se utilizan para controlar
0 prevenir el crecimiento y propagacion
de hongos patdgenos en los cultivos y
en los alimentos a lo largo de la cadena
de suministros. Estos agentes bioldgi-
COos pueden ser microorganismos, como
bacterias, hongos o virus, o pueden ser
compuestos organicos producidos por
es0s microorganismos. Los biofungicidas
funcionan de diversas maneras, incluyen-
do la competencia directa con los hongos
patogenos, la produccion de metabolitos
antimicrobianos o la estimulacion de las
defensas naturales de las plantas contra
enfermedades. Son una alternativa mas
ecoldgica y sostenible a los fungicidas
quimicos, ya que tienden a ser menos to-
xicos para el medio ambiente y para otros
organismos que no son objeto de manejo.
Es importante destacar que, aunque los
biofungicidas pueden ser efectivos en el
control de enfermedades fungicas, su efi-
cacia puede variar segun las condiciones
especificas del cultivo y del entorno. Por
lo tanto, es importante seleccionar y uti-
lizar el biofungicida adecuado para cada
situacion particular.

El grupo de investigacion IN-vid tra-
baja en el desarrollo de nuevos biofungi-
cidas mediante el empleo de las bacterias
del género Xenorhabdusy Photorhabdus,
gue son bacterias recientemente incluidas
dentro de la familia Morganellaceae, per-
teneciente al orden ‘Enterobacteriales’.
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Este orden es un grupo amplio y diverso
de bacterias Gram negativas, anaerobias
facultativas, no formadoras de esporas,
con forma de bastoncillos dentro de la
clase Gammaproteobacterias. Las bac-
terias Xenorhabdus y Photorhabdus es-
tan entre los microorganismos mejor es-
tudiados debido a las diversas funciones
ecosistémicas que llevan a cabo alo largo
de su complejo ciclo de vida y a su capa-
cidad para producir nuevos compuestos
bioguimicos con actividad insecticida,
nematicida y fungicida, entre otras. Estas
bacterias viven en el suelo, en el interior
de los juveniles infectivos (JIs) de vida li-
bre de los nematodos entomopatogenos
(Steinernematidae y Heterohabdistidae,
respectivamente), con los que tiene una
relacion simbiotica (figura 2).

Los JIs de los nematodos entomopa-
togenos llevan en su interior a estas bac-
terias y las transportan por el suelo hasta
que encuentran un artrépodo al que pue-

deninfectar. Los JIs entran en el artropo-
do diana, normalmente en estadios in-
maduros como larvas o pupas, a traves de
sus orificios naturales, y una vez en suin-
terior liberan a las bacterias para producir
la patogenicidad y la muerte del artrépo-
do. De esta forma las bacterias dejan de
estar en simbiosis con sus nematodos y
pasan a una fase patogenica en las que
desempenan tres importantes funciones:
1) matan rapidamente a los insectos que
han colonizado, 2) se encargan de pro-
ducir nutrientes a partir del cadaver para
facilitar el crecimiento y el desarrollo de
los nematodos, y 3) colonizan y vuelven
a vivir en simbiosis con los JIs de los ne-
matodos. Este complejo ciclo de vida,
con multiples acciones y relaciones con
diferentes organismos en un entorno tan
diverso como es el suelo esta mediado a
traves de un complejo metabolismo en
el que Xenorhabdus y Photorhabdus son
capaces de producir una enorme varie-

Figura 2. Nematodo entomopatdgeno (Steinernema carpocapsae) y su bacteria simbionte (Xenorhabdus nematophila).

Figura 3. Proceso de obtencion de los metabolitos secundarios de las bacterias simbiontes de los nematodos entomopatdgenos.

Deizquierda a derecha: A) Nematodo entomopatdgeno: Steinernema carpocapsae — Bacteria simbionte: Xenorhabdus nematophila
- Placa de cultivo de X. nematophila - Fermento con los metabolitos secundarios de X. nematophila. B) Nematodo entomopatdge-

no: Heterorhabditis bacteriophora — Bacteria simbionte: Photorhabdus laumondii - Placa de cultivo de P. laumondii - Fermentado

con los metabolitos secundarios de P. laumondii.

dad de compuestos con un amplio rango
de funciones que pueden ser muy efica-
cesen el control de B. cinerea.

Para desarrollar esta investigacion, el
grupo IN-vid aislo los nematodos ento-
mopatdgenos del suelo y, a continuacion,
extrajo las bacterias simbiontes de su in-
terior. Una vez aisladas y caracterizadas,
se llevan a cabo unas fermentaciones
controladas de las bacterias (figura 3). De
este modo, las bacterias producen me-
tabolitos secundarios capaces de matar
los insectos o, también, ser aplicadas
frente a otros agentes daninos como el
hongo B. cinerea. La fermentacion se rea-
liza en matraces Erlenmeyer de 500 ml,
llenos hasta la mitad de su volumen con
un medio nutritivo a base de azucaresy
aminoacidos de origen vegetal. En estos
matraces se inocula una concentracion
conocida de bacterias y se incuban en
agitacion a 150 rpm, a 25#2 °C, en com-
pleta oscuridad durante 3 dias. De esta
forma, se logra obtener los metabolitos
secundarios de estas bacterias y estudiar
sus multiples funciones como, por ejem-
plo, la capacidad de reducir los danos
producidos por B. cinerea en lafrutay en
laverdura.

En los ultimos trabajos llevados a
cabo por el grupo se ha estudiado co-
mo estas bacterias, en concreto las
especies Xenorhabdus nematophila y
Photorhabdus laumondii, son capaces de
inhibir el crecimiento micelial de B. cine-
rea, tanto con experimentos in vitro (fi-
gura 4) como en aplicaciones enuvay en
tomates Cherry.

A'lo largo de los experimentos se de-
mostro como los metabolitos solubles
que producen estas bacterias impiden el
crecimiento del hongo en placa, llegando
a casi el 100% dependiendo de la espe-
cie [4]. Ademas, se ha trabajado en una
linea de trabajo innovadora basada en el
empleo de los compuestos organicos vo-
latiles (VOCs, del inglés Volatile Organic
Compounds), que son los compuestos
quimicos que liberan estos microorganis-
mOs como parte de su metabolismo tras
producir la muerte delinsecto dianay que,
por su naturaleza, se vaporizan facilmente
en condiciones de temperatura y presion
normales [5]. En particular, se ha obser-
vado que el crecimiento de B. cinerea se
ve completamente inhibido en presencia
de dichos volatiles (figura 5). Ademas, un
resultado muy revolucionario es que, si las
uvas son expuestas primero a estos vola-
tiles durante unas 72 horas, la suscepti-
bilidad a la infeccion del hongo se reduce



considerablemente, de forma que podria-
mos tener unas uvas “acondicionadas” pa-
ra defenderse mejor al ataque de hongos.

No obstante, aun es necesario in-
vestigar si esa exposicion puede afectar
a la calidad de la uva, para asegurar que
este tratamiento no tiene ningun efecto
adverso 0 no esperado en su tratamiento
posterior en vinificacion o consumo di-
recto.

La ventaja que presenta el uso de los
VOCs de origen bacteriano como los pro-
ducidos por Xenorhabdus nematophilay
Photorhabdus laumondii es que no de-
jan residuos, tienen una amplia gama de
funciones (toxicidad frente a patogenos,
estimulacion de la defensa de las plan-
tas, etc.) y tienen un enorme potencial
como herramienta en la agricultura del
futuro. Hasta el momento no se habian
empleado los VOCs producidos por es-
tas bacterias terrestres para el manejo
de B. cinerea en frutas y verduras tras su
cosecha, por lo que estos hallazgos han
supuesto un primer paso para el desarro-
llo de nuevas herramientas que eviten la
podredumbre de las frutas y verduras, y
han permitido al grupo IN-vid solicitar una
patente con la referencia EP23382199.

Elavance en las técnicas y estrategias
destinadas al manejo fitosanitario de la
frutay de la verdura en campo y tras su
cosecha es crucial en el contexto agricola
presente. El estudio de las bacterias te-
rrestres Xenorhabdus y Photorhabdus es
objeto de un creciente interés dado su po-
tencial como agentes biofungicidas. Los
pasos a seguir en esta linea de investiga-
cion tienen que ir hacia la caracterizacion
de los metabolitos secundarios produci-
dos por estas bacterias, su evaluacion en
sistemas complejos plaga-enfermedad
a una escala semicampo y hacia la mejor
comprensidn de sus interacciones ecolo-
gicas una vez aplicados en el vinedo.

El grupo IN-vid, gracias a la concesion
de un nuevo proyecto de la convocatoria
[+D+i Generacion del Conocimiento, abor-
dara estas cuestiones en un equipo mul-
tidisciplinar, en colaboracion con inves-
tigadores nacionales e internacionales.
Este abordaje, mas ambicioso, permitird
sentar las bases para poder establecer
los criterios regulatorios para su produc-
cion a escala industrial y su posible co-
mercializacion en un futuro cercano. Sin
duda, estas aproximaciones contribuiran
a aportar soluciones innovadoras y sos-
tenibles en la proteccion de los productos
vegetales y garantizar la buena conser-
vacion de los alimentos.

Figura 4. Inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea mediante el uso de las toxinas producidas por las bacterias Xenorhabdus y
Photorhabdus. A) Placa control; B) Placa con toxinas producidas por Xenorhabdus nematophila; C) Placa con toxinas producidas

por Photorhabdus laumondii subsp. laumondii.
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Figura 5. Impacto del uso de los compuestos organicos volatiles (VOCs) producidos en los fermentos de Xenorhabdus nematophila
y Photorhabdus laumondii en Botrytis cinerea. A) Inhibicion del crecimiento de B. cinerea en uvas. B) Reduccion del dafio en las
uvas tras la exposicion a los VOCs.
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