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Nuevos productos de
biocontrol frente a
enfermedades fungicas
de vid, albaricoqueroy
melocotonero

El proyecto Interreg POCTEFA PALVIP (Proteccidn Alternativa de las Producciones Vegetales Inte-
rregional Pirineos) propone un enfoque innovador en el estudio de soluciones de biocontrol para la
gestion de cultivos vegetales en el entorno mediterraneo. En él se plantea la formulacién de nuevos
productos bioldgicos, el andlisis de sus mecanismos de accidn y la respuesta inducida en la planta, asi
como el estudio de suimpacto organoléptico, sanitario y ambiental. Se contempla la puesta a puntoy
la produccién de los productos, asi como los trabajos de experimentacion en campo. Entre los produc-
tosa ensayar se encuentran extractos vegetales como EqUr, Akiviy Akiplex y bacterias como agentes
de biocontrol. En este proyecto participan la Universitat de Girona (UdG), la Chambre d'Agriculture
des Pyrénées Orientales (CA66), I'Institut Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI), la Universitat Autono-
ma de Barcelona (UAB), I'Université de Perpignan Via Domitia (UPVD), Futureco Bioscience (FBIO) y,
como empresas asociadas, AKINAO y AMP Biotech.

La Universitat de Girona preparay proporciona prototipos de dos nuevos bioplaguicidas microbianos
basados en Bacillus amyloliquefaciensy Lactobacillus plantarum para los ensayos de campo. Actual-
mente se dispone deresultados del impacto ambiental de los dos productos que nos permiten conocer
las dindmicas poblacionales de los dos agentes de biocontrol en los distintos cultivos.
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En el dmbito mediterraneo, la vid y
los frutales de hueso son cultivos de
gran importancia econémica que se
ven afectados por diversas enferme-
dades con elevada relevancia como
el oidio, el mildiu y la podredumbre
gris en la vid, y la moniliosis en al-
baricoquero y melocotonero. En el
contexto actual se esta produciendo
una reduccion de los productos fito-
sanitarios autorizados en el control
de enfermedades fungicas y bacte-
rianas en dichos cultivos (Directiva
2009/128/CE), por lo que sustancias
0 microorganismos de origen natu-
ral constituyen una tecnologia con
grandes perspectivas en la protec-
cion vegetal.

Entre los productos de control biolo-
gico se incluyen extractos vegetales,
microorganismos beneficiosos o los
compuestos derivados de su meta-
bolismo, que son ingredientes acti-
vos capaces de limitar la poblacién o
el impacto de agentes fitopatégenos
(Glare y col., 2012). En la Unién Eu-
ropea estos productos de biocontrol
estan sujetos a la misma regulacion
que los plaguicidas sintéticos (Re-
glamento 2009/1107 y 2017/1432).
Aun asi, las directrices propuestas
por la Organizacion para la Coope-
racion y el Desarrollo Econdmicos
(OCDE) o la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) (Euro-
pean Commission Health & Consu-
mer Protection Directorate - General
SANCO/11470/2012-rev. 8, 2014)
no proponen un protocolo estandar
para la deteccion de residuos o para
la determinacion de su impacto am-
biental.

Nuevos productos de bio-
control

Los prototipos mas avanzados de
productos de biocontrol que se de-
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Figura 1. Uvas, melocotones y albaricoques (de izquierda a derecha) utilizados en los ensayos de eficacia
ex vivo para la evaluacién de los prototipos de los productos de biocontrol.

sarrollan en la Universitat de Girona
contienen como ingrediente activo
bacterias que pertenecen a las es-
pecies microbianas Bacillus amylo-
liquefaciens (Bacillus UdG) (Mora y
col., 2015) y Lactobacillus plantarum
(Lactobacillus UdG) (Rosell6 y col.,
2013, Daranas y col., 2019).

En el proyecto PALVIP se prepararon
nueve prototipos de Lactobacillus
UdG vy seis prototipos de Bacillus
UdG con los que se realizaron en-
sayos en condiciones controladas
de laboratorio para seleccionar los
mejores prototipos en base a la via-
bilidad del agente de biocontrol, la
capacidad de adaptacién a condi-
ciones de estrés biotico, asi como la
supervivencia en hojas y flores. Los
resultados de los ensayos permitie-
ron seleccionar dos prototipos de
cada producto para la realizacion de
ensayos de eficacia ex vivo frente a
los patdégenos de interés. Como se
observa en la Figura 1, se realizaron
ensayos para el control de Botrytis
cinerea en uva y Monilinia laxa en
albaricoquero y melocotonero. Se
selecciond un prototipo de cada pro-
ducto para la realizacion de los pos-
teriores ensayos en campo.

Ensayos de eficacia en
campo

Los ensayos se realizan en fincas
experimentales de albaricoquero y
melocotonero en el Rosellon (Fran-
cia) por la Chambre d'Agriculture
des Pyrénées Orientales (CA66) y
en fincas comerciales de vid en el
Penedés (Espafia) por I'Institut Ca-
tala de la Vinya i el Vi (INCAVI). Los
productos se aplican mediante pul-
verizacién a las mismas dosis que los
agentes de biocontrol comerciales y
siguiendo las pautas de tratamiento
establecidas para los distintos fitosa-
nitarios en cada cultivo. En la Figura
2 se muestran, a modo de ejemplo,
los ensayos. En éstos se incluyeron
controles no tratados, productos de
sintesis de referencia y agentes de
control biolégico comerciales, en el
caso que hubiera alguno autorizado
para ese cultivo. Los primeros en-
sayos fueron realizados durante la
campafa 2018, a partir de los cuales
se obtuvo que los nuevos productos
de biocontrol presentaban distintas
eficacias. Se observd que la modifi-
cacion de las pautas de tratamiento,
asi como de las dosis empleadas,
podria mejorar la eficacia en campo

Figura 2. Albaricoquero, melocotonero y vid (de izquierda a derecha). Cultivos utilizados en los ensayos de eficacia en campo para la evaluacion de los prototipos
de los productos de biocontrol.
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utilizando una estrategia de protec-
cion integrada. Estas mejoras se han
llevado a cabo en los ensayos de la
campafa actual y se prevé dispo-
ner de los resultados de eficacia en
el control antes de finalizar el afio
2019.

Evaluacion del impacto
ambiental y sanitario

Los productos de control bioldgico
presentan un perfil ecotoxicoldgico
maés favorable que los productos fi-
tosanitarios de sintesis. Aun asi, es
necesario realizar estudios especifi-
cos para cada agente de biocontrol
en particular. Estos estudios tienen
como objetivo garantizar la ausencia
de efectos adversos del ingrediente
activo y del producto formulado en
plantas y animales, incluyendo hu-
manos. También es necesario realizar
estudios de trazabilidad, de residuos
y de impacto ambiental (Montesi-
nos, 2003). Por lo tanto, el desarrollo
de métodos de monitorizacién que
detecten e identifiguen un agente
de biocontrol microbiano a nivel de
cepa, que lo distingan de la pobla-
cion autoctona en el ambiente, y
permitan la trazabilidad de la dina-
mica de la poblacion a lo largo del
tiempo, es imprescindible en su de-
sarrollo.

Los métodos de monitorizacion de
los nuevos productos de biocontrol
se han desarrollado utilizando herra-
mientas moleculares. Inicialmente se
procedid a la identificacion de dos
marcadores moleculares especificos
para cada una de las cepas, Bacillus
UdG vy Lactobacillus UdG (se inclu-
yo también la cepa Bacillus subtilis
QST713 como ingrediente activo del
producto comercial Rhapsody® que
se utiliza en varios ensayos como
producto de referencia). Después de
determinar la especificidad de los
marcadores para cada cepa, se pro-
cedio a optimizar el protocolo de la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) mediante la modalidad cuanti-
tativa de viables, utilizando el reacti-
vo PEMAX®.

Actualmente se dispone de los resul-
tados de los ensayos en campo en
flores y frutos inmaduros de albari-
coque, asi como en hojas y frutos en
vid, tal y como se observa en las Fi-
guras 3y 4 respectivamente. Los ni-
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Figura 3. Monitorizacién de la viabilidad en campo de los productos de biocontrol Bacillus UdG y Lacto-
bacillus UdG en flores y frutos inmaduros de albaricoquero. * indica no detectado.
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Figura 4. Monitorizacion de la viabilidad en campo de los productos de biocontrol Bacillus UdG y Lacto-
bacillus UdG en hojas y flores/frutos de vid. * indica no detectado.

veles poblacionales que se alcanzan
justo después de las aplicaciones con
los dos productos de biocontrol son
suficientes para una actividad opti-
ma. Sin embargo, se observan dife-
rencias entre los dos productos debi-
do a las condiciones climéaticas en el
momento en que se realizan los en-
sayos (albaricoque durante los me-
ses de febrero y marzo y en vid du-
rante los meses de mayo y julio). Su
viabilidad se ve afectada de manera
diferencial entre los dos agentes de
biocontrol tras 7-12 dias de las apli-
caciones, observandose una mayor
supervivencia de Bacillus UdG.
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Analisis de la respuesta de
la planta

Conocer cual es la respuesta de la
planta a los tratamientos con los
nuevos productos de biocontrol ayu-
dara a identificar también los genes
que se inducen en ésta y que pue-
den estar implicados en el control de
la enfermedad, ademas de la accién
directa del producto sobre el pato-
geno. El estudio se lleva a cabo me-
diante andlisis transcriptémico por
secuenciacion masiva de los RNAm
expresados (RNAseq) tal y como se
muestra en la Figura 5. Como resul-
tado del andlisis se identifican los
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genes sobre-expresados y reprimidos

en la planta tras el tratamiento con ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

el producto de biocontrol, en com-
paracion con el control no tratado.

Finalmente, se realiza la validacion
de los resultados mediante PCR 7 =

cuantitativa y se seleccionan aque- -
llos genes que presenten una corre-

lacion entre las dos técnicas y que
estén implicados en los mecanismos

,de defensa de la planta. E,Ste con- 1 Extraccion de Secuenciacion
Junto d_e genes nos ,p,r(,)pomona una CONTROLES "3&“ los RNA totales masiva (lllumina)
herramienta de analisis para poder TRATAMIENTOS y

determinar pautas de tratamiento y

dosis de aplicaciéon de los productos. Validacién por RT-qPCR

Se espera que los resultados obteni- o =
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Figura 5. Esquema simplificado del procedimiento para el analisis de la respuesta de la planta mediante

I nte rreg - estudios transcriptémicos.
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