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Resumen

A nivel global, la produccién agricola sufre una tensién creciente entre el problema
de las enfermedades causadas por hongos que afectan casi a todos los vegetales
cosechados, por una parte, y la presién de las agencias reguladoras y de la sociedad
que demandan productos inocuos libres de fungicidas de sintesis, por otra. Este
escenario ha reactivado el interés por integrar practicas limpias de control en el manejo
de patégenos poscosecha, destacindose el uso de bacterias y levaduras antagonistas,
que eran conocidas de tiempo atrds. Para realizar un manejo bioldgico de las
enfermedades durante la poscosecha, es importante distinguir entre infecciones que se
originan en campo y que permanecen latentes hasta la maduracién del producto, y las
infecciones poscosecha sensu stricto. En el primer grupo, se destacan las infecciones por
Colletotrichum spp., que se expresan como antracnosis en mango, banano, aguacate,
pimentdn, entre otras frutas y hortalizas; por Botrytis spp., que causan el moho gris en
diferentes especies vegetales, y por Penicillium spp., que puede causar infeccidén en el
drbol, en almacén o en puestos de mercado al detal. En el segundo grupo se encuentran
hongos oportunistas como Aspergillus spp., Fusarium spp., Mucor spp., Geotrichum
candidum y Rhizopus spp., algunos de ellos con implicaciones para la salud humana
por la produccién de micotoxinas como fumonisinas y aflatoxinas. Este capitulo inicia
con una enumeracién de las practicas dirigidas a controlar infecciones en poscosecha,
que van desde el buen manejo de los productos cosechados, pasando por tratamientos
fisicos erradicantes y quimicos preventivos, hasta llegar a la aplicacién de fungicidas
como tltima medida. Después se hace una resena histérica del control biolégico de
enfermedades de frutas en poscosecha, seguida de una descripcién de los diferentes
modos en que las bacterias y las levaduras ejercen su actividad biocontroladora.
Posteriormente, se examina el progreso en el conocimiento de los procesos de control
bioldgico y las limitaciones pricticas para su pleno uso comercial, para terminar con
uno de los casos exitosos en su aplicacién. Esta revision pone de presente la necesidad
de un enfoque sistémico, que considere la red de interacciones existentes, y que la
busqueda del manejo ideal del problema debe integrar una visién simple en cada nodo

del proceso productivo con intervenciones multiples a lo largo del mismo.
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Abstract

Postharvest diseases of harvested commodities cause significant reductions
in food availability and financial profits. Additionally, regulatory agencies
are increasingly restricting or banning the postharvest use of synthetic
chemical fungicides. This has increased the need to develop more ecofriendly
approaches to postharvest disease management, such as biological control
using antagonistic microorganisms. Utilization of biocontrol agents has
received considerable attention over the past three decades. However, a few
yeast or bacteria-based biocontrol products are either in advanced stages of
development or commercially available. The reduced success of postharvest
biocontrol products has been attributed to several problems, including
difficulties in mass production and formulation of the antagonists, the
physiological status of the harvested commodity and its susceptibility
to specific pathogens, as well as low and inconsistent efficacy under
commercial conditions, low profitability, difficulties in market penetration
and perception of the customers/industry, and small size companies with
low available resources to maintain development and commercialization.
Although many studies have been conducted on the mode of action of
postharvest microbial antagonists, its understanding is still very incomplete.
In this regard, a systems approach, that takes into account all the components
of the biocontrol system, may represent the best approach to investigating
the network of interactions that exist. This review attempts to highlight that
post-harvest management technologies require a systemic approach that
goes from simplicity to complexity, understanding that complex problems

may require multiple interventions at different points of the process.

Keywords

Biological control, fruits, pathogens, postharvest microbial pesticides,

vegetables
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Introduccidon

Las pérdidas de alimentos, particularmente de frutas
y hortalizas, alcanzan en el mundo un promedio del
33 %, segun la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura (rao, 2015a),
siendo las enfermedades poscosecha una de las

principales causas.

Esta cifra aumenta en paises en via de desarrollo y
de bajos ingresos, debido a las limitaciones técnicas
en el manejo que se les da a los vegetales durante
la cosecha y la poscosecha, particularmente en las
dreas de almacenamiento, transporte, cadena de frio,

empaquetamiento, mercado y consumo (Fao, 2015b).

En este sentido, de acuerdo con el Ministerio de
Salud y Proteccién Social y la rao (2012) (citados
por Departamento Nacional de Planeacién [pnp],
2016), para el ano 2010 en Colombia se reportaron
pérdidas por 1.426.932 toneladas de frutas y verduras
en la etapa de poscosecha, cifra que corresponde

aproximadamente al 40 % de su produccién.

Las pérdidas producidas por enfermedades en frutasy
hortalizas durante la poscosecha pueden tener su origen
en etapas previas a la cosecha, durante la cosecha o en
el almacenamiento, mercado y consumo. Las pérdidas
que tienen su origen en campo, pero que se presentan
durante la poscosecha, corresponden particularmente
a aquellas relacionadas con enfermedades causadas
por hongos que tienen la capacidad de producir
infecciones quiescentes, cuyos signos se presentan
durante su almacenamiento o preconsumo (Coates
& Johnson, 1997). Una de estas enfermedades es la
antracnosis, siendo a su vez una de las enfermedades
mds importantes por las pérdidas que produce y por la
cantidad de especies que afecta, causada por diferentes
especies del hongo Colletotrichum spp. Esta enferme-
dad es un factor limitante en la poscosecha de frutas
como mango, banano, papaya, aguacate, fresas, entre
otras (Janisiewicz & Korsten, 2002).

En campo, los conidios del patdgeno infectan la
superficie de los frutos inmaduros, presentando
un desarrollo biotréfico que se modifica una vez

se produce la maduracién de la fruta (usualmente,

Capitulo 3. Control biolégico de patégenos en poscosecha

durante la poscosecha de frutos climatéricos),
pasando a una fase necrotréfica en la que se observan
los primeros sintomas de la enfermedad, como
exudados gomosos y pequenas lesiones de color café,
que tienden a hundirse en el borde y a coalescer
extendiéndose sobre la superficie del fruto (Weir,
Johnston, & Damm, 2012).

Por otra parte, Botrytis cinerea, agente causal del mo-
ho gris, infecta las estructuras florales en plantas
como fresas, vid, moras o frambuesas, permaneciendo
en un estado quiescente hasta la maduracién del
fruto, momento en el que se desarrolla de forma
agresiva, produciendo abundantes conidios que, a su
vez, infectardn a otras frutas (Carisse, 2016; Jarvis,

1991; Mason & Dennis, 1978).

En contraste, se encuentran las enfermedades pos-
cosecha ocasionadas por patégenos que infectan la
superficie vegetal durante o después de la cosecha
(higura 3.1). La infeccidén es favorecida por la presencia
de heridas producidas por dafios mecdnicos o lesiones
causadas por insectos, que no necesariamente tienen
que presentar gran tamafo, asi como por aberturas

naturales como las lenticelas (Coates & Johnson, 1997).

Dentro de estas enfermedades, las mis comunes
y limitantes son los mohos verde y azul, causados
por Penicillium digitatum y Penicillium italicum,
respectivamente, que afectan diferentes especies
de citricos, manzanas, peras, entre otros. Estas
pudriciones son causadas por Rhizopus stolonifer,
Geotrichum candidum, Mucor sp., Fusarium sp. y
Aspergillus sp. (Barkai-Golan, 2001).

El inéculo de estos patdgenos puede encontrarse
en el suelo, donde ocurre la contaminacién por una
inadecuada manipulacidn al cosechar los vegetales, o
en las dreas de almacenamiento, empaques o vehiculos
de transporte, siendo ademds ficilmente trasportados

en el ambiente por el aire.

Aparte de presentar un rdpido crecimiento, algunos
de estos patégenos llevan consigo un riesgo asociado:

la gran variedad de micotoxinas que pueden producir
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Fotos: Grupo de investigacién en Control biolégico de Corpoica

Figura 3.1. Efecto de diversos patégenos sobre frutas y ornamentales en poscosecha.
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como las aflatoxinas asociadas a Aspergillus flavus
o Aspergillus parasiticus; la patulina producida por
Penicillium expansum y Aspergillus giganteus, asi como por
otras especies de Penicillium spp., y de Aspergillus spp.;
la ocratoxina producida por Penicillium verrucosum
y Aspergillus ochraceus, y las fumonisinas producidas
por diferentes especies de Fusarium spp., bajo deter-
minadas condiciones de temperatura y humedad
relativa (Andersen, Smedsgaard, & Frisvad, 2004;
Choudhary & Kumari, 2010; Magan, Medina, &
Aldred, 2011). El consumo accidental y repetido de
estas micotoxinas puede tener efectos perjudiciales
para los sistemas nervioso, cardiovascular, respiratorio
y digestivo; adicionalmente, algunas presentan pro-
piedades como agentes cancerigenos, mutagénicos,
teratogénicos e inmunosupresores, tanto en humanos
como en animales (Andersen et al.,, 2004; Choudhary
& Kumari, 2010; Wu & Khlangwiset, 2010).

Para reducir la incidencia de estos patdgenos, se
puede recurrir a diferentes pricticas: la mejora
en el manejo o la manipulacién de los vegetales
cosechados, reduciendo el riesgo de producirles
heridas; la limpieza y desinfeccién de las dreas de
manipulacién; el almacenamiento y el empaque que
contribuyan a reducir la inoculacién de los diferentes
patdégenos. También existen diferentes alternativas
que, de acuerdo con el vegetal a preservar, pueden ser
utilizadas, dentro de las que se encuentran diferentes

tratamientos fisicos y quimicos.

Dentro de los tratamientos fisicos sobresale la
exposicién ala radiacién ultravioleta (uv-c) a unalon-
gitud de onda de 254 nm, debido a su poder germicida,
empleindose como un método de desinfeccidon
superficial no invasivo (Park & Kim, 2015). La
irradiacién de frutas y hortalizas como alternativa de
control de patégenos poscosecha ha sido aprobada
por la Food and Drug Administration (FpA) en los
Estados Unidos; con ella, se han obtenido resultados
eficientes en el control de diferentes patdgenos
poscosecha como, por ejemplo, P. expansum en peras
(Syamaladevi et al.,, 2014) o A. flavus y Aspergillus
niger en cereales (Begum et al.,, 2009); sin embargo,
esta alternativa puede ser eficiente frente a patégenos
propios de la poscosecha que se encuentran en la
superficie de las dreas, empaques o utensilios, pues
sus propdgulos llegan a la superficie vegetal e inician

el proceso de infeccién y posterior desarrollo de la
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enfermedad, punto en el que la irradiacién con vv-c
acttia directamente sobre los conidios, afectando su
viabilidad o el proceso de infeccién. Por el contrario,
en el caso de patdgenos como B. cinerea y C.
gloeosporioides, que producen en campo infecciones
quiescentes, el control es muy reducido, debido al bajo
poder de penetracién de la radiacién uv-c (Terao, De
Carvalho Campos, Benato, & Hashimoto, 2015).

Otro método fisico que se emplea son los tratamientos
térmicos en los que el calor se utiliza para matar o
suprimir el desarrollo de los patégenos a temperaturas
entre 35y 55 °C durante diferentes rangos de tiempo.
No obstante, dada su tolerancia fisioldgica, no todos
los vegetales resisten los tratamientos térmicos; por
ejemplo, la mayoria de las frutas sufren lesiones
causadas por el calor, debido a la temperatura
que se requiere para lograr la inhibicién de los
patdégenos (Nunes et al, 2007; Palou, Smilanick,
& Droby, 2008).

El tratamiento con calor puede aplicarse en forma de
agua caliente o aire caliente. El agua caliente es un
medio mas eficiente para la transferencia de calor que
el aire caliente, siendo también el que probablemente
causa mayor dafio a los vegetales. En algunas oca-
siones se utiliza agua caliente en combinacién con
fungicidas en el tratamiento de frutas como el mango
y el limén (Janisiewicz & Conway, 2010; Palou et al.,
2008). Por otra parte, el aire caliente comtinmente
se emplea para el tratamiento de la mosca de la fruta
y para reducir la humedad de diferentes estructuras
vegetales, como por ejemplo la eliminacién del
capacho de la uchuva que reduce la incidencia de
patdgenos como B. cinerea durante su transporte de

Colombia a los diferentes mercados europeos.

Algunos de los tratamientos quimicos alternativos
al uso de fungicidas de sintesis consisten en la
aplicacién de sustancias de origen natural como
extractos vegetales, aceites esenciales, aditivos y
recubrimientos comestibles antiftingicos. Dentro de
los extractos vegetales se pueden encontrar aquellos
con contenidos de glucosinolatos, producidos por
especies de la familia de las cruciferas; también se
encuentran extractos de Aloe vera y los provenientes
de especies de los géneros Allium y Capsicum, que han
mostrado actividad contra patégenos de poscosecha
en citricos (Palou et al., 2008).



Los aceites esenciales de géneros como Citrus,
Thymus, Origanum, Lavandula o Eucalyptus han
sido evaluados por su capacidad fungitdxica y se
han identificado algunos compuestos terpénicos
responsables de esta capacidad. En algunos casos,
estas sustancias han sido clasificadas como Generally
Recognized as Safe (Gras) por la Food and Drug
Administration (Fpa) de los Estados Unidos, debido
a que su utilizacién no genera residuos indeseables
(Du Plooy, Regnier, & Combrinck, 2009; Palou et
al., 2008).

En cuanto a los aditivos alimentarios, se usan 4cidos
y sales orgdnicas o inorgdnicas, dentro de los cuales
se pueden encontrar el sorbato potisico, el benzoato
sédico, el carbonato sédico y el bicarbonato sédico.
Estos han mostrado ser eficientes contra los mohos
azules y verdes durante la poscosecha de citricos;
adicionalmente, estos aditivos pueden emplearse
junto con los tratamientos de termoterapia en
soluciones acuosas calientes (Montesinos-Herrero,
Del Rio, Pastor, Brunetti, & Palou, 2009; Palou
et al., 2008).

Con respecto a los recubrimientos comestibles
antifiingicos, estos se prepararon mediante la suma
de aditivos alimentarios y sustancias Gras (sales de
dcidos orgdnicos, sales de parabenos, entre otros) a
formulaciones de hidroxipropil metilcelulosa (HpMC)
y lipidos (Palou et al., 2008; Valencia-Chamorro,
Palou, Del Rio, & Perez-Gago, 2011).

A pesar de que existen varias alternativas, estas
medidas no son suficientes para reducir la incidencia
de enfermedades durante poscosecha, por lo que
en muchos casos se recurre al uso de fungicidas
de sintesis quimica para evitar el desarrollo de los
patdgenos. En determinadas circunstancias, estos
se usan posteriormente a la cosecha para controlar
infecciones ya establecidas o para proteger los
vegetales contra las infecciones que pueden ocurrir

durante la manipulacién y el almacenamiento.

Por otra parte, para que los fungicidas sean eficaces
contra las infecciones quiescentes, deben tener la
capacidad de penetrar hasta el sitio de la infeccién,
por lo que se utilizan fungicidas sistémicos aplicados
en caliente, en algunos casos para incrementar su

penetracién (Palou et al., 2008). No obstante, no
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todos los vegetales son susceptibles al tratamiento
con fungicidas, en parte por el periodo de vida pos-
cosecha o por la fragilidad del tejido, ya que, por
ejemplo, en moras es muy corta (no mayor a cinco
dias) y el fruto es muy fragil, en tanto que para otros
vegetales es permitido. En este sentido, por ejemplo,
los citricos, peras y manzanas cuentan con mayor
numero de autorizaciones para el uso de fungicidas
(Palou, 2011), en tanto que para mangos, aguacates,

melones o kiwis hay menor nimero de autorizaciones.

Los fungicidas mis empleados en poscosecha de frutas
y hortalizas son azoxistrobin, fludioxonil, imazalil,
ortofenilfenol, pirimetanil, procloraz, propiconazol,
tiabendazol y trifloxistrobin, y los principales mé-
todos de aplicacién son en drench, inmersién o
aplicacién en linea mediante boquillas en el momento

del encerado (Palou, 2011; Palou et al., 2008).

Aun asi, son muy pocas las moléculas con uso
permitido y, en casos particulares, se han presentado
problemas de resistencia como, por ejemplo, para P
digitatum y P. expansum, con resistencia a fludioxonil
y pirimetanil en citricos y manzanas en los estados
de California y Washington, en Estados Unidos, sin
tener en cuenta los extensos reportes de resistencia
de B. cinerea (Caiazzo, Kim, & Xiao, 2014; Kim,
Saito, & Xiao, 2015).

Poreso,latendenciaalareduccién enuso de fungicidas
durante la poscosecha ha aumentado en todo el
mundo, siendo las principales razones la preocupa-
cién por la salud publica y el ambiente, el desarrollo de
la resistencia a patégenos, la falta de nuevos principios
activos que reemplacen los que ya no se pueden usar
(ya sea por problemas de resistencia o de toxicidad)
y, principalmente, la demanda de los consumidores
de productos sin residuos de fungicidas y procesados
bajo esquemas de produccién sostenibles (Mari, Neri,
& Bertolini, 2007).

En este sentido, el control biolégico mediante el
uso de microorganismos antagonistas y formulados
como bioplaguicidas es una alternativa dentro de
esquemas de manejo integrado en la poscosecha,
ya que permite reducir o eliminar el niimero de
aplicaciones de fungicidas; ademds, no presen-
tan riesgos para la salud humana o ambiental y
contribuyen con la inocuidad (Environmental

Protection Agency [Era], 2016).
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Resena histdrica

El uso de agentes de control biolégico como alternativa
a la aplicacién de fungicidas de sintesis quimica fue
un tema de investigacién con poca relevancia hasta
mediados de la década de los ochenta (Wisniewski,
Droby, Norelli, Liu, & Schena, 2016). Al final de
esa década, eran muy pocas las publicaciones que
investigaban el uso de antagonistas microbianos para
el control de patégenos poscosecha (Tronsmo &
Dennis, 1977; Wilson & Pusey, 1985). Sin embargo,
debido a la preocupacién sobre los posibles impactos
de los fungicidas sobre la salud humana y ambiental
(National Research Council [nrc], 1987), al igual
que por los riesgos de aparicién de cepas de patégenos
resistentes a estos productos y la necesidad de contar
con estrategias alternativas de control, la investigacién
en el control bioldgico de patégenos poscosecha tomé

una gran relevancia.

El nacimiento del control biolégico poscosecha puede
ser rastreado desde 1984, cuando Pusey y Wilson
(1984) inocularon melocotones con la cepa B-3 de
Bacillus subtilis para el control de la pudricién parda
causada por Monilinia fructicola durante la poscose-
cha, encontrando que este controlaba la enfermedad.
A partir de este sencillo experimento, se hizo evidente
que los patégenos poscosecha podian ser controlados,
ofreciendo ventajas pricticas con respecto al control

en campo.

Posteriormente, en 1989, Wilson y Wisniewski
detallaron algunos de los primeros conceptos que
definieron la investigacién en el control bioldgico
poscosecha, particularmente la hipétesis de que
en la superficie de las frutas, vegetales y granos se
encuentran de forma saprofitica diferentes especies
de microorganismos antagdnicos de los patégenos
que causan su deterioro. Posteriormente, esto fue
demostrado por Chalutz y Wilson (1990), quienes
observaron que frutos de citricos que habian sido
cuidadosamente lavados antes de ser almacenados
presentaban mayor incidencia de podredumbre que

aquellos que fueron almacenados sin lavar.

Esto llevé a que en la década de los noventa se
registraran ante la EpA los primeros biofungicidas en

Estados Unidos: Aspire, cuyo principio activo es la
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levadura Candida oleophila, y Biosave, cuyo principio
activo es la bacteria Pseudomonas syringae, lo que
impulsé el desarrollo de este tipo de productos en el
mundo. Un ejemplo de esto ocurridé posteriormente
en Israel, en donde se registr6 Shemer a base de la
levadura Metschnikowia fructicola, hoy en dia produci-
do por Bayer CropScience®. Actualmente, se encuentran
en desarrollo o registrados bioplaguicidas para uso en

poscosecha en Sudifrica, Espana, Bélgica y Francia

(Droby, Wisniewski, Macarisin, & Wilson, 2009).

No obstante, los diferentes desarrollos y productos, el
uso de agentes de control biolégico en poscosecha es
muy limitado. Si bien en algunos paises su uso se ha
establecido para diferentes productos agricolas basicos

(commodities), no deja de ser una caracteristica puntual.

Diferentes situaciones limitan el desarrollo y adopcién
del control biolégico como alternativa de control; por
ejemplo, la falta de recursos financieros para efectuar
actividades de prospeccidn y desarrollo, la ausencia de
redes de comercializacién establecidas y las politicas
que restrinjan el uso de moléculas con reportes de
resistencia o potencial de causar problemas para la

salud, particularmente en los paises en desarrollo.

Asimismo, aunque para comercializar y utilizar un
biofungicida es necesario contar con un registro y una
serie de estudios toxicoldgicos y ecotoxicoldgicos, se ha
planteado la preocupacién por la salud y la seguridad,
al incorporar un microorganismo antagonista en
nuestra dieta, a pesar de que estos microorganismos
en la mayoria de desarrollos han sido aislados de las
superficie de los vegetales en lo que se usan; en el
mismo sentido, lo seres humanos estin expuestos a
estos y otros microorganismos diariamente cuando
consumen frutas u otros vegetales frescos. Ademads,
los antagonistas sobreviven y crecen solo en sitios muy

restringidos de la superficie de los vegetales (heridas

superficiales) (Droby et al., 2009).

Ecologia en la carpédsfera

La superficie de los diferentes 6rganos en una

planta estd rodeada de zonas de influencia bioldgica,



en las que la topografia, el microambiente y la
disponibilidad de nutrientes, como los exudados
vegetales o las secreciones azucaradas provocadas
por algunos insectos, influyen sobre el crecimiento
de diferentes poblaciones de microorganismos. De
esta forma, la zona que tiene influencia en la raiz se
conoce como rizosfera, mientras que en las hojas es

la filésfera y en los frutos, la carpdsfera.

Al igual que las demds estructuras en la fil6sfera, los
frutos estdn expuestos al ambiente, al aire y al sol, asi
como a la ausencia de agua, ya que estas superficies
tienden a estar secas, a no ser por eventos como
lluvia, niebla, rocio o riego. Esto tiene un efecto para
el crecimiento microbiano, que requiere de agua libre,
asi como de una alta humedad relativa (> 90 %) para

el crecimiento (Andrews & Harris, 2000).

Esenestaszonasyen condiciones donde se presentael
crecimiento de diferentes tipos de microorganismos,
estosinteractian de diferentes formasenlacarpdsfera,
ya sea como epifitos, sapréfitos o pardsitos; en estos
tltimos, particularmente los microorganismos not-
malmente presentan crecimiento epifitico antes de
infectar el tejido vegetal (Abdelfattah, Li Destri-
Nicosia, Cacciola, Droby, & Schena, 2015).

La dindmica de la colonizacién de la carpésfera por
los microorganismos estd determinada en muchos
casos por el estado fisiolégico del huésped, por su
edad y por el tipo de manejo. En este sentido, uno
de los cultivos en los que mds se ha trabajado para
comprender la dindmica microbiana en la carpédsfera
es la vid, en virtud de la influencia que esta tiene en
la produccién de vinos. Es asi como, en estudios
desarrollados en uvas por Kecskemeti, Berkelmann-
Lohnertz y Reineke (2016), se analizé la composicién
estructural de la microbiota presente en la carpdsfera
de uvas, encontrando que, a medida que la fruta
maduraba, decrecian algunas poblaciones microbianas,
en tanto que otras aumentaban o permanecian
constantes. Ademds, a mayor maduracién, decrecian
las poblaciones de Cladosporium spp., Alternaria
pullulans y Alternaria alternata, mientras que las de B.
cinerea aumentaban; en el mismo sentido, encontraron
que las poblaciones de bacterianas aisladas con mayor
frecuencia correspondian a miembros de los géneros
Sphingomonas, seguidos por Gluconobacter (entre otras
bacterias del 4cido acético), Pseudomonas, Erwinia
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y Massilia. Sin embargo, Gluconobacter fue el tnico

grupo que no disminuyé con la maduracién del fruto.

Las levaduras son los microorganismos que mayor
presencia tienen en la carpdsfera de uva, y su poblacién
aumenta a medida que la fruta madura. En diferentes
estudios se ha demostrado gran variedad de géneros
encontrados en las uvas: Aureobasidium, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Dekkera, Issatchenkia,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomycodes,  Schizosaccharomyces,  Sporidiobolus,
Torulaspora y Zygosaccharomyces (Martins et al.,, 2014).

Las razones por las cuales aumentan las poblaciones
de levaduras pueden estar relacionadas con la canti-
dadycalidad delosexudadospresentesenlacarpésfera
durante la maduracién del fruto, principalmente
azlicares como glucosa, sacarosa, fructosa y sorbitol
(Martins et al., 2014). Sin embargo, son estos
nutrientes los que también estimulan el crecimiento
de hongos patégenos como B. cinerea. Particular-
mente la cantidad de estos azticares aumenta a medida
que los frutos maduran, siendo en estos momentos
cuando se presenta mayor incidencia del moho gris.
No obstante, de acuerdo con Fourie y Holz (1998),
quienes evaluaron el efecto de los exudados de frutos
de ciruela y nectarina, B. cinerea no consume el
sorbitol y los procesos de infeccién se favorecen por
presencia de glucosa, sacarosa y fructosa, pero no de
sorbitol. A diferencia de B. cinerea, una gran variedad
de levaduras, aparte de consumir glucosa, sacarosa y
fructosa, consumen sorbitol entre otros aztcares, lo
que les da una ventaja para colonizar la carpésfera 'y

antagonizar diferentes patégenos.

Por otra parte, la cantidad limitada de fuentes de
nitrégeno orgdnicas a partir de aminodcidos, como
glutamato o glutamina, y microelementos como
hierro afectan igualmente las poblaciones microbianas
en beneficio de aquellas que presentan capacidad
para tomarlos con mayor rapidez; en este sentido, la
produccién de sideréforos por diferentes bacterias
como Pseudomonas spp., y levaduras como Rhodotorula
glutinis, Metschnikowia pulcherrima y Metschnikowia
fructicola ofrece una ventaja competitiva (Calvente,
Benuzzi, & De Tosetti, 1999; Saravanakumar,
Spadaro, Garibaldi, & Gullino, 2009).

Aparte de la disponibilidad de nutrientes, los mi-

croorganismos (epifitos, endéfitos y patdgenos) deben
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superar los mecanismos de defensa de la planta, parti-
cularmente la produccién de metabolitos secundarios
con propiedades antifiingicas, para colonizar la su-
perficie de los frutos. Justamente, es en el epicarpio de
los frutos en donde se encuentran concentrados estos
metabolitos en los estados inmaduros, que posterior-
mente disminuyen con su maduracién, momento en
el que el fruto es mis susceptible a la infeccién y pre-
senta los signos de una enfermedad, ya sea en campo

o durante su poscosecha (Adikaram, Karunanayake,

& Abayasekara, 2010).

En mango y aguacate, estos metabolitos juegan un

rol importante en la resistencia natural a diferentes

enfermedades, involucrando moléculas como el resor-
cinol, galotaninos (taninos hidrolizables) y quitinasas
que inhiben la mayoria de los patdgenos poscosecha;
generalmente estas moléculas se encuentran en mayor
cantidad en aquellas variedades més tolerantes a de-

terminada enfermedad con respecto a las susceptibles.

Sin embargo, patégenos como C. gloeosporioides y
A. alternata pueden infectar frutos inmaduros y
entrar en un estado de latencia hasta que los niveles
de estos metabolitos disminuyan, para posterior-
mente desarrollarse, siendo en este punto cuando se
evidencian los signos de la enfermedad (Adikaram
et al., 2010).

Principales agentes de control biolégico y

sus modos de accién contra los patégenos poscosecha

La poscosecha presenta ventajas para implementar
alternativas de manejo de enfermedades como el
control bioldgico. Las heridas provocadas durante
la cosecha, transporte y manipulacién pueden ser
protegidas con una sola aplicacién de agentes de
control biolégico, actuando en un sitio especifico bajo

condiciones de ambientes mis estables (Janisiewicz

& Korsten, 2002; Wilson & Wisniewski, 1989).

Son muchos los estudios publicados que muestran la

versatilidad de los microorganismos, particularmente

levaduras y bacterias, en el control de patdgenos
poscosecha en diferentes especies vegetales. Sin
embargo, en otros se ha demostrado la versatilidad de
hongos como Trichoderma harzianum o Trichoderma
viride como agentes de control poscosecha, previo

encadenamiento con las labores de precosecha.

En este sentido, y de acuerdo con estudios realizados por
diferentes investigadores, en la tabla 3.1 se muestra una
compilacién de los microorganismos mas estudiados como

agentes de control biolégico de patdgenos poscosecha.

Tabla 3.1. Microorganismos antagonistas utilizados para el control de enfermedades poscosecha en hortalizas, raices

y tubérculos

Antagonista Enfermedad (patégeno) Fruta Referencia(s)
Aureobasidium Moho gris (B. cinere‘a).,,moho azul Uva, Schena: Nigro, Pentimone, Logorio
1l (P. expansum), pudricién blanda M y Ippolito (2003) Bencheqroun, et al.
puttutans (Monilinia laxa) anzana (2007) Barkai-Golan (2001)
Podredumbre del tallo
Bacillus subtili (Botryodiplodia theobromae Pat.), Fresa, Zhao, Shao, Tu y Chen, (2007)
cillus s s . . o .
moho gris (B. cinerea), pudricién melén Yang, Bi, Chen, Ge y Zhao (2006)
por Alternaria (A. alternata)
Bacillus Antracnosis (C. glocosporioides) Mango Govender, Korsten y Sivakumar

licheniformis

(2005)
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Antagonista Enfermedad (patégeno) Fruta Referencia(s)
Baci Arrebola, Sivak , Bacigal
actlluls , B. cinerea, P. expansum, R. stolonifer Melocotén rrebola, Sivakumar, Bacigalupoy
amyloliquefaciens Korsten (2010)
Brevundimonas | cnosis (C. gloeosporioides) M Kefialew y Ayalew (2008)
Jiminuta ntracnosis (C. gloeosporioides ango efialew y Ayalew
Ca.nfitda .. Moho gris (B. cinerea) Pera, Tian, Fan, Xu y Liu (2002)
guilliermondii manzana
Candida . . Koomen y Jeffrics (1993)
branifaci Antracnosis (C. gloeosporioides) Mango
membranifaciens Kefialew y Ayalew (2008)
Lassois, de Bellaire y Jijakli (2008)
Pudricién de la corona Banano, G Sivak Wil
Colletotrichum musae) Antracnosis papaya amagac, Slvacamar Yvison
Candida oleophila ( . , papaya, Wijeratnam y Wijesundra (2003)
(C. gloeosporioides), moho gris (B. melocotén,
. e . Karabulut y Baykal (2004)
cinerea), moho verde (P. digitatum)  naranja ’
El-Neshawy y Wilson (1997)
Usall, Teixido, Torres, Ochoa de Eribe
. Vifias (2001)
Moho azul (P. M y
Candida sake oho azul (P. expansum) anzana Torres et al. (2006) Morales, Sanchis,
Usall, Ramos y Marin (2008)
Cr)fptococcus Moho gris (B. cinerea), moho azul ~ Manzana, Fan y Tian (2001) Helbig (2002)
albidus (P. expansum) fresa
Pudricién agria (Glomerella Lima, Curtis, Piedimonte, Spina y De
cingulata), pudricién marrén (M. M Cicco (2006)
Crvpt fructicola), pudricidn por Alternaria Aneand, Zhang, Zheng, Fu y Xi (2003, 2005)
l P ()tff)ccus (A. alternata), moho azul (P cerfza, o Zhang, Wang et al. (2007)
aurentii , o
et expansum), pudricién blanda (R. ;ne ecoron Zhang, Zheng, Wang, Li y Liu (2007)
resa.
stolonifer), moho gris (B. cinerea), e Zhang, Zheng y Yu (2007)
moho azul (P. expansum) Yao y Tian (2005)
Cryptococcus ) .. .
magnus Antracnosis (C. gloeosporioides) Papaya Capdeville et al. (2007)
Epicoccum nigrum  Pudricién marrén (Monilinia laxa)  Melocotén — Larena et al. (2005)
Moho gris (B. cinerea), moho Karabulut, Arslan, Kadir y Gul
: . Cerezas,
Kloeckera apiculata  verde (P. digitatum), moho azul (P. . (2005) Long, Deng y Deng (2006)
italicum) clereos Long, Deng y Deng (2007)
Kluyveromyces Aspergillus carbonarius, Aspergillus U Bleve, Grieco, Cozzi, Logrieco y
a
thermotolerans niger Y Visconti (2006)
M g
ets.ckmkowza Moho gris (B. cinerea) Uva Karabulut y Baykal (2003)
fructicola
g Spadaro, Vola, Piano, y Gullino
M Moh 1 (P ; P, M , a1 .
etsckn.tkowza Moho azu (P expansum /aflzana (2002) Spadero, Garibaldi, y Gullino
pulcherrima italicum) citricos

(2004) Kinay y Yildiz (2008)

(Contintia)
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(Continuacién tabla 3.1)

Antagonista Enfermedad (patégeno) Fruta Referencia(s)

Pudriciones por Penicillium Citri Nunes, Teixido, Usall, y Vinas, (2001);

itricos, . .
Pantoea (Penicillium spp.), pudricién reos Nunes, Usall, Teixido, Fons y Vinas
agglomerans blanda (R. stolonifer), moho azul manzana, (2002); Nunes, Usall, Teixidé, Torres y

(P. expansum) pera Vinas (2002) Canamas et al. (2008)
Penicillium ., . g . -

f . Pudricién marrén (Monilinia sp.) ~ Melocotén — Guijarro et al. (2007)
requentans

Pudriciones por Penicillium Citri Lahlali, Serrhini y Jijakli (2004)

itricos, . . ot

(Penicillium spp.), pudricién de corona b reos Lassois, de Bellaire y Jijakli (2008)
Pichia anomala (C. musae), antracnosis (Colletotri- Eqano, Chanchaichaovivat, Ruenwongsa y

chum capsici), mancha bacteriana de c 1;’ Panijpan (2007) Wang, Li, Jiang y

la sandfa (Acidovorax avenae) meon Huang (2009)

Pichi
zfll%a dii Moho azul (P. italicum) Citricos Kinay y Yildiz (2008)
guilliermondii
Pichi ,
ichia L Antracnosis (C. acutatum) lepelro Cao, Zheng, Tang y Wang (2008)
membranifaciens japonés
Garcia, Jiménez, Neisa y Cotes (2001)
Pichia onychis Pudricién blanda (R. stolonifer) Tomate Garcia y Cotes (2001) Fuentes, Garcia
y Cotes (2002)
Pichia pastoris Moho azul (P. expansum) Manzana  Janisiewicz et al. (2008)
P
ﬂseudomonas Moho gris (B. cinerea) Manzana Mikani et al. (2008)
uorescens
Pseudomonas Moho azul (P. expansum), moho Manzana,  Janisiewicz (1987) Zhou, Northover y
syringae gris (B. cinerea) melocotén  Schneider (1999)
Calvo, Calvente, De Orellano, Benuzzi
Rabnella aauatili Moho gris (B. cinerea), moho verde Manzana y Sanz de Tosetti (2003) Calvo,
1 (P. digitatum) “ Calvente, de Orellano, Benuzzi y Sanz
de Tosetti (2007)

Moho azul (P. expansum), Zhang et al. (2009) Tian, Qiny Xu
l(lk;)fi(?torula pudricién por Alternaria (A. Manzfana, (2005) Zhang, Zheng, Wang et al.
grutms alternata), moho oris (B. cinerea pera, tresa 2007) Zhang et al. (2008

g g
Krishnamurthy. & Kushalappa (1985)
Ant is (C. musa Batta (2007) Sivakumar, Wilson
r is (C. ;
Cn lacnos oL des) “ eh Banano, Wijeratnam, Marikar, Abeyesekere
Trichoderma - $10€03poTiones), MoRo uva, kiwi, Wijesundera (2001) Sivakumar,
is (B. , c . .
harzianum i ) Ezcn;?’ea ;n;lrtl _ Z . pera, Wilson Wijeratnam, Abeyesekere
rr
ma OZZ 1:;66? o 3“ “ rambutin  y Wijesundera (2002) Sivakumar,
microchtamyaosporum Wilson Wijeratnam, Wijesundera,
Marikar y Abeyesekere (2000).

p b | tallo (B.

Trichoderma viride tkOdlr)jd:zj Ir)etd)e callo ( Mango Kota, Kulkarni y Hegde (2006)
eobromae Pat.

Trichosporon Pudricién por Alternaria (A. Cereza Qin y Tian (2004)

pullulans alternata)

Fuente: Adaptada de Ray, Swain, Panda y Lata (2011)
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A continuacién, se muestran algunas levaduras utili-  (figura 3.2) y el efecto de varios microorganismos bio-

zadas para el control de patégenos en poscosecha  controladores (figura 3.3).
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Figura 3.2. Aspecto microscépico (izquierda) y macroscdpico (derecha) de levaduras utilizadas como agentes de
control en poscosecha, correspondientes a los géneros: a. Pichia; b. Rhodotorula; c. Candida.
Yimmy Zapata, Alba Marina Cotes, Haissam Jijakli, Michael Wisniewski
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Figura 3.3. Actividad biocontroladora de levaduras. a. Control de P. digitatum (izquierda) en naranjas con la levadura

C. oleophila (derecha) después de 7 dias de incubacién; b. Control de C. gloeosporioides (izquierda) con la levadura
Rhodotorula glutinis (centro) y con la bacteria Lysinibacillus xylanilyticus (derecha) después de 12 dias de inoculacidn;
c. Control de B. cinerea (izquierda) en rosa con dos aislamientos de Pichia onychis (centro y derecha) después de 6
dias de inoculacién.

Capitulo 3. Control biolégico de patdgenos en poscosecha

Fotos: Yimmy Zapata



Modos de acciéon

Actualmente, se dispone de una gran cantidad
de herramientas microbiolégicas, microscépicas,
bioquimicas y moleculares avanzadas. Estas podrian
utilizarse para mejorar los conocimientos sobre
los mecanismos de accién de los antagonistas
microbianos (Liu, Sui, Wisniewski, Droby, &
Liu, 2013), integrindose al estudio del control
biolégico, ya que las comunidades microbianas en las
superficies de frutas y hortalizas podrian afectar el

control de la enfermedad a través de su interaccién

Control biol6gico de fitopatégenos, insectos y dcaros

con las plantas huésped, los patdgenos y los agentes
de control biolégico. Esto ocurre debido a que en los
mecanismos de accién hay interacciones tetratréficas
entre el antagonista, el patégeno, el huésped y la
microflora epifitica (Massart, Martinez-Medina,
& Jijakli, 2015). En la mayoria de los casos, los
enfoques cientificos han examinado por separado
estos componentes. A continuacidn, se presentan los
modos de accién mds frecuentemente atribuidos a
los biocontroladores en poscosecha (figura 3.4).

Mecanismo de accién

Hongos y levaduras biocontroladoras

Produccién Secrecion Parasitismo
de compuestos de del
antibidticos enzimas patégeno

v

oY I’y 2 ju?*"f

,a

3

v

Competicién por Interferencia Induccién
nutrientes y sitios  con los factores de resistencia
de infeccién de patogenicidad en la planta

v

Defensa

Detoxificador

Inhibicion del crecimiento del patégeno,
destruccion de hifas y esporas

y reduccion del desarrollo de la enfermedad

Figura 3.4. Modos de accién atribuidos a biocontroladores de patégenos en poscosecha.

Fuente: Elaboracién propia
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Competencia por
espacio y nutrientes

Se considera que el modo de accién mds importante
de las levaduras y bacterias biocontroladoras es
la competencia por espacio y nutrientes, debido a
su rdpida capacidad para colonizar la superficie de
los vegetales, particularmente en las heridas que se
producen durante su manipulacién. En estas, las
levaduras crecen ripidamente durante las primeras
24 horas agotando los nutrientes disponibles,
ademds de ocupar fisicamente el espacio de la
herida, lo que limita la germinacién de los conidios
de los patdgenos (figura 3.5). Adicionalmente, las
levaduras estin mejor adaptadas para tolerar
diferentes condiciones nutricionales y ambientales
en comparacién con los propdgulos de los patégenos,
lo que les da ventajas competitivas (Droby, Chalutz,
Wilson, & Wisniewski, 1992; El-Ghaouth, Wilson,
& Wisniewski, 2004; Liu et al., 2013).

Este mecanismo se ha dilucidado en la interaccién
Enterobacter cloacae-R. stolonifer en melocotén y P.
guilliermondii-P. italicum en citricos (Arras, De Cicco,
Arru, & Lima, 1998; Wisniewski et al., 1989). En
otros estudios, se demostré que los antagonistas
Cryptococcus laurentii y Sporobolomyces roseus utilizaron
el acetato de butilo, compuesto volitil de la manzana,
como fuente de nutrientes, y redujeron los efectos
estimuladores de este compuesto sobre la germinacién
de los conidios de B. cinerea in vitro (Filonow, 2001).
Ademis, se observd que estos dos antagonistas exhibian
una mayor absorcién y utilizacién de la fructosa a 14
°C, lo que sugiere que la competencia por nutrientes
podria haber desempenado un papel importante en su
control. El mismo fenémeno también se encontré en la
interaccién de E. herbicola B66 y B90 con B. cinerea y
P. expansum en jugo de manzana diluido (Bryk, 1999).

Sin embargo, diferentes estudios han demostrado
que la eficiencia en el control disminuye con la
maduracién de los frutos. En este sentido, Arras et
al. (1998) evaluaron la actividad de control de la
levadura Pichia guilliermondii contra el moho azul en
citricos, adicionando bajas concentraciones de glucosa
en las heridas donde fue inoculada; los investigadores
encontraron que la incidencia de P. italicum aumenté

significativamente en las frutas tratadas, con respecto
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a aquellas a las que no se les adicioné glucosa. Esta
situacién, también se ha observado para Pseudomonas
cepacia y Candida saitoana en el control de P. digitatum
en limones, que se redujo a medida en que el fruto
cambié su coloracién de verde a amarillo, pardmetro
fisiolégico que indica un avance en la maduracién (El-
Ghaouth, Smilanick, & Wilson, 2000; El-Ghaouth
& Wilson, 2002).

Por otra parte, la competencia por micronutrientes
como el hierro en una un ambiente pobre en oxigeno,
como las heridas de las frutas, es un mecanismo
utilizado por los antagonistas. Tal es el caso de
sideréforos de tipo 4cido rodotorulico, producido
por Rhodotorula glutinis, que interviene en el control
de Penicillium expansum en manzanas (Calvente
et al,, 1999). Lo mismo ocurrié con la produccién
de pulquerrimina por Metschnikowia pulcherrima
y Metschnikowia fructicola, que estd involucrada
en el control de B. cinerea, Alternaria alternata y P.
expansum, en manzanas almacenadas en atmdsferas
controladas (O, al 2% y CO, al 3 %) (Saravanakumar
et al., 2009).

Produccidon de antibidticos

La antibiosis es un importante modo de accién
atribuido particularmente a las bacterias, debido a
su capacidad para producir sustancias que inhiben el
crecimiento de los patdgenos o que causan su muerte.
Bacterias como Bacillus subtilis y Pseudomonas cepacia
inhiben el crecimiento de patégenos como P.expansum
y B. cinerea, mediante la produccién de iturina y
pirrolnitrina, respectivamente ( Janisiewicz, Yourman,

Roitman, & Mahoney, 1991; Pusey, 1989).

Laiturina, producida por B. subtilis B-3, y la pirrolni-
trina, producida por Pseudomonas cepacia LT-4-12W,
redujeron el crecimiento in vitro y la germinacién co-
nidial del patégeno de durazno M. fructicola, asi como
de los patdégenos de manzana y pera P. expansum y B.
cinerea, respectivamente (Gueldner et al., 1988; Jani-
siewicz & Roitman, 1988). Ambos biocontroladores
controlaron efectivamente las enfermedades causadas
por estos patdgenos (Janisiewicz & Roitman, 1988;
Prusky, Alkan, Mengiste, & Fluhr , 2013), que tam-
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Figura 3.5. Aspecto microscépico de la interaccién entre la levadura Rhodotorula glutinis y B. cinerea en pétalos de

rosa luego de 24 y 96 horas, respectivamente. a y b. Superficie de pétalos inoculados con la levadura; c y d. Superficie
de pétalos de rosa inoculados con la levadura y con conidios de B. cinerea; e y f. Desarrollo de B. cinerea inoculado en
ausencia de la levadura (Imdigenes al microscopio electrénico de barrido a una magnitud de 5.000 X).

Yimmy Zapata, Alba Marina Cotes, Haissam Jijakli, Michael Wisniewski
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bién fueron controladas al aplicarlos sobre los frutos
en ausencia de los biocontroladores (Janisiewicz et
al., 1991). En ensayos desarrollados con las cepas
productoras de iturina B. amyloliquefaciens PPCB004
y B. subtilis UMAF6614 y UMAF6639, y las cepas
no productoras de iturina B. amyloliquefaciens PPC-
B004itu- (un mutante de la cepa PPCB004) y B.
subtilis PPCBOO, en el control de Penicillium crusto-
sum, Alternaria citri y C. gloeosporioides en naranjas
(Arrebola, Jacobs, & Korsten, 2010), se inocularon
las bacterias 24 horas previas a la inoculacién de los
patdgenos. Alli, se observé que habia una menor in-
cidencia de estos en aquellas naranjas tratadas con las
bacterias productoras de iturina, con respecto a las
tratadas con las bacterias que no producen este anti-
bidtico, demostrando el gran potencial de uso de estas

bacterias durante la poscosecha de citricos.

Ademis, se demostré que A. pullulans produce el
antibidtico aureobasidina (Takesako et al., 1991),
mientras que las cepas de P syringae ESC-10 y
ESC-11 producen el antibiético Siringomicina E
en algunos medios de cultivo, compuestos que al

purificarlos controlaron el moho verde de los limones

(Bull et al., 1998).

Sin embargo, esto lleva al debate de si se deberfa
usar un microorganismo productor de antibidticos
en poscosecha, teniendo en cuenta la preocupacion
de introducir estos metabolitos en los alimentos o
contribuir al riesgo de desarrollo de resistencia por
parte de los patdgenos (Nunes, 2012). Es necesario
elucidar atin mis este modo de accidn, ya que, como
lo demostraron Smilanick y Denis-Arrue (1992), un
patégeno que presente resistencia a un antibidtico
puede ser controlado por un microorganismo que
produzca este mismo metabolito; estos autores
observaron que una cepa de P. digitatum resistente a
la pirrolnitrina fue controlado por P. cepacia, bacteria
que lo produce, sugiriendo que la produccién de
antibidticos no es el Gnico mecanismo de accidn,
pudiendo estar involucrado ademis la colonizacién

y el consumo de nutrientes.

En este sentido, serfa posible utilizar microorganis-
mos que produzcan compuestos antimicrobianos
volatiles, dado que asi los alimentos no estarfan en

contacto con los microorganismos y sus antibidticos

(Gomes, Queiroz, & Pereira, 2015; Nunes, 2012).
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Parasitismo vy lisis

Algunos microorganismos utilizados como agentes
de control en poscosecha tienen la capacidad de
parasitar a diferentes patdgenos. Wisniewski et
al. (1991) evidenciaron la habilidad que tienen las
células de Pichia guilliermondii de unirse a las hifas
de B. cinerea y de Penicillium sp., (mediada quizds por
la accién de lectinas) y de degradarlas mediante la
produccién y actividad de enzimas hidroliticas como

B-1,3-glucanasa y quitinasa.

Aureobasidium pullulans cepa LS-30 ha demostrado
control de patégenos poscosecha como B. cinerea y
P. expansum en manzanas y de A. niger y R. stolonifer
en uvas de mesa, mediante la produccién de B-1,3-
glucanasa y exoquitinasa (Castoria et al, 2001).
Asimismo, se ha demostrado lisis en las hifas de
B. cinerea por P-1,3-glucanasa producida por P
guilliermondii en manzana (Arras et al, 1998).
Ademis, cuando se aplicé la cepa K de P. anomala, en
presencia de la pared celular de B. cinerea en heridas
de manzana, demostrd mayor eficacia en el control del
moho gris, control que se relacioné con un aumento de
tres veces en la produccién de exo-f-1,3-glucanasa, lo
quellevé aunareduccién de mis del 50 % en el tamano
de la lesién, en comparacién a cuando el antagonista
se aplicé solo (Grevesse, Jijakli, Duterme, Colinet, &
Lepoivre, 1998; Jijakli, Lepoivre, & Grevesse, 1999).
También se han encontrado mayores actividades
B-1,3-glucanasa y quitinasa en heridas de manzana
tratadas con cepas de A. pullulans, relacionando esto
con su actividad biocontroladora en manzanas y uvas
de mesa (Conway, Sams, & Hickey, 2002; Ippolito &
Nigro, 2000).

Induccién de
respuestas de defensa

La respuesta de defensa en frutos estd determinada
principalmente por la produccién de inhibidores
de las enzimas que intervienen en la degradacién
de la pared celular de los tejidos vegetales, asi
como en la produccién de compuestos antifiingicos

como fitoalexinas y compuestos fenélicos, especies



reactivas de oxigeno y el fortalecimiento de las
paredes celulares. Estas respuestas pueden ser
elicitadas por diferentes microorganismos, entre los
que se encuentran algunas levaduras que se utilizan
en poscosecha (Arras, 1996; Ippolito, El-Ghaouth,
Wilson, & Wisniewski, 2000).

Uno de los primeros reportes sobre induccién de
resistencia en frutas almacenadas fue realizado por
Arras (1996), quien demostré que la fitoalexina
scoparona, asociada a la resistencia en citricos, fue

sintetizada en naranjas tratadas con la levadura

Candida famata cepa FS35.

En el mismo sentido, Droby etal. (2002) demostraron
que Candida oleophila indujo resistencia sistémica
a P digitatum en pomelo, 24 horas después de la
aplicacién de la levadura, observando que las heridas
realizadas a menos de 4 cm de las heridas inoculadas
con las células de las levaduras presentaban menor
incidencia de la enfermedad con respecto a las que
se encontraban a mayor distancia; asi, atribuyeron la
proteccién a la produccién y acumulacién de B-1,3-

glucanasa, quitinasa y fitoalexinas.

Igualmente, El Ghaouth, Wilson y Wisniewski
(2003) demostraron la induccién de respuestas de
defensa en manzanas por Candida saitoana contra B.
cinerea, al inocular la levadura entre 48 y 72 horas
previas a la inoculacién del patégeno. Estos autores
observaron reduccién de las lesiones producidas por
B. cinerea en heridas, efecto de proteccién que fue
correlacionado con la produccién de B-1,3-glucanasa

y quitinasa.

En otros trabajos se demostré que la levadura
antagonista P. guilliermondii US-7 induce en cdscaras
de citricos, ademas de la fitoalexina scoparona, la
produccién de la fenilalanina amonio liasa (paL). Esta
enzima es de suma importancia, ya que es la primera
en la ruta de los fenilpropanoides involucrada en
mecanismos de defensa vegetal (Pusey & Wilson,
1984). Ademis, el tratamiento con C. saitoana en
manzana y citricos indujo quitinasa y causé la
deposicién de papilas a lo largo de las paredes de las
células huésped (El-Ghaouth et al., 2000; El-Ghaouth,
Wilson, & Wisniewski, 1998). La aplicacién de
A. pullulans L47 en manzanas aumentd las actividades
de PB-1,3-glucanasa, quitinasa y polifenol oxidasa

(p0) 24 horas después del tratamiento, alcanzando
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niveles maximos a las 48 y 96 h después de su
inoculacién (Ippolito et al., 2000). Ademds, cuando
se aplicé C. saitoana sobre manzanas, 48 horas a
72 horas antes de la inoculacién con B. cinerea,
redujo el didmetro de lesién en mds del 50% vy
70 %, respectivamente, y aumentd las actividades de

quitinasa y B-1,3-glucanasa (El-Ghaouth et al., 2003).

Por otra parte, el tratamiento en manzanas con
la levadura C. famata, ademds de aumentar las
actividades de quitinasa y B-1,3-glucanasa, aumenté
12 veces la concentracién de las fitoalexinas scoparona
y scopoletin en las heridas de la fruta, cuatro dias
después de inoculacién. Este resultado se relacioné
con la reduccién del moho verde (P. digitatum) en las
naranjas (Arras, 1996). La aplicacién de Pseudomonas
fluorescens FP7, formulada como una emulsién agua en
aceite, aumentd la actividad de las enzimas relaciona-
das con la defensa; tal es el caso de par, peroxidasa,
polifenol oxidasa, catalasa y B-1,3-glucanasa. Estas
mismas respuestas fueron observadas cuando se
aplicaron P, fluorescens Pf1y B. subtilis EPCO16 (Faisal
et al., 2013). Estas cepas, ademds de los compuestos
mencionados anteriormente, también indujeron la
superdxido dismutasa y catalasa en frutos de mango
tratados contra la pudricién del tallo (Seethapathy,
Gurudevan, Subramanian, & Kuppusamy, 2016).

Produccién de otros
compuestos antimicrobianos

Algunas cepas de las levaduras Saccharomyces cerevisiae
y Pichia membranifaciens pueden producir diferentes
compuestos que inhiben el desarrollo de los patégenos
durante la poscosecha; entre estas, las levaduras con el
factor killer (K) producen las denominadas toxinas o
proteinas K, que son letales tanto para otras levaduras
como para otros hongos. Estas toxinas le confieren a
quien las produce una ventaja ecoldgica al momento
de colonizar un sustrato, ya que son estables y activas
en rangos de pH entre 3,0 y 5,5; aunque algunas son
inestables a temperaturas sobre los 25 °C, esto en ge-
neral no afecta su actividad, ya que a esta temperatura
no se suelen realizar las operaciones poscosecha
(Breinig et al., 2002; Marquina, Santos, & Peinado,
2002; Selitrennikoff, 2001).
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Un ejemplo de su uso para patdgenos en poscosecha
se describe en el trabajo de Perez et al. (2016), quienes
evaluaron 437 aislamientos de levadura, demostrando
que el 8,5 % pertenecia al fenotipo k. Estas pertenecen
a los géneros Saccharomyces, Wickerhamomyces,
Kazachstania, Pichia, Candida y Clavispora, que al
ser enfrentadas in vitro con P. digitatum causaron la
mdixima inhibicidn, seleccionindose paralarealizacién
de bioensayos in vivo en limones. De este grupo,
dos cepas de Pichia y una cepa de Wickerhamomyces

presentaron una proteccidn significativa contra el

o

Eventos en la fruta por el ataque del patégeno
Receptores de reconocimiento (PRR)
Proteinas de resistencia (R)

Arranque oxidativo
Fitoalexinas
Proteinas PR

Infeccion de
la herida

Herida

&~
Fuga de nutrientes

Hipoxia
Arranque oxidativo
Oligogalacturonidos y otras
moléculas asociadas al dafio
Subertificacidn

Patogeno
Patrones moleculares
asociados a patogenos (pamp)

Efectores
Enzimas degradadoras
de la pared celular
Fitotoxinas
Modificacién del pH
del hospedero
Supresion/estimulacion del
arranque oxidativo

moho verde (p < 0,05). Otros autores también
han demostrado que los caracteres k de cepas de
Debaryomyces hansenii les confieren potencial para el

control de las enfermedades poscosecha (Corbact &

Ugar, 2017).

Varios de los mecanismos citados se resumen en
la figura 3.6, en la que ademdis se muestran los
efectos del patégeno en una fruta no tratada con el
biocontrolador, en comparacién con una fruta tratada

con el biocontrolador.

b/

Efecto del biocontrolador
Competencia por nutrientes y espacio
Microparasitismo, lisis
Produccién de otros compuestos microbianos

Respuestas de defensa en el fruto
R-1,3 glucanasa, quitinasa
Fitoalexinas
Fenilalanina amonio liasa (paL),
perroxidasa, polifenoal, oxidasa, catalasa

Figura 3.6. Interacciones entre Patégeno—Fruta—Biocontrolador. a. Efectos del patégeno y respuesta de una fruta

no tratada con el biocontrolador; b. Efecto protector de un biocontrolador expresado por diferentes mecanismos

directos sobre el patdgeno, e indirectos mediante induccién de respuestas de defensa en la fruta.

Fuente: Adaptada de Spadaro y Droby (2016)
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Bioplaguicidas comercialmente disponibles

para el control de patégenos en poscosecha

A diferencia de la tolerancia en la efectividad que pue-
de tener el control biolégico en campo, en poscosecha
se considera que la actividad debe ser superior al
90 %. Sin embargo, este nivel de control puede ser
alcanzado solo cuando se complementa el uso de

los bioplaguicidas con bajos niveles de fungicidas de

sintesis quimica (Droby et al.,, 2009). A pesar de las
numerosas investigaciones desarrolladas en el control
biolégico de patdgenos poscosecha, en la actualidad
son pocos los bioplaguicidas basados en levaduras
o bacterias registrados en diferentes paises para el

manejo de enfermedades en la poscosecha (tabla 3.2).

Tabla 3.2. Ejemplo de biofungicidas registrados para el control de patégenos poscosecha

Biofungicida Principio activo Blanco Uso en Origen
Asoi Candida oleophila Botrytis cinerea, Manzanas, Ecogen, Estados Unidos
ir
spire cepa 1-182 Penicillium sp. citricos (Wisniewski et al., 2007)
Aureobasidium Gloeosporium album,
, pullulans cepas P. expansum, B. Bio-protect, Alemania
Boni P M
ont Frotect DSM 14940 y cinerea, Monilia anzanas (Lacroix, 2010).
14941 fructigena
B. cinerea,
Penicillium sp., ,
. . Pseudomonas . Manzanas, peras, Estados Unidos
Bio-Save . Geotrichum sp., ot
syringae . cerezas, citricos.  (Droby et al.,, 2009).
Fusarium sp.,
Rbizopus sp.
Aureobasidi Bio-ferm GmbH
Botector® ul;e; astatum B. cinerea Uvas Technopark, Austria
puttutans (Lacroix, 2010).
Si -1 i, SA,
o Candida sake o Manzanas y 1pcarrT naagj‘l
Candifruit CPA1 Penicillium sp. fexi Valencia, Espafia
cepa cereos (Droby et al., 2009).
Lesaffre - Bi ,
Candida oleophila B. cinerea, P. Manzanas, esa .re tonext
NEXY® o b (eri Francia
cepa expansum anano, citricos. (Droby et al., 2009).
. ) Aspergillus sp., B. Uvas, citricos, Bayer Crop Science,
Metschnik
ShemerTM f ‘ ;C ;l/” owia cinerea, Rhizopus fresas, frutos de  Israel
ructicota sp., Sclerotinia sp. pepita (Droby et al., 2009).
B. cinerea, P.
Lall d, Canad
Yield Plus Cryptococcus albidus — expansum, Mucor Frutos de pepita ATemAne, Lanada

piriformis

(Droby et al., 2009).

Fuente: Elaboracién propia con base en los autores citados
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Dado el costo en el desarrollo de nuevas y seguras
moléculas quimicas para uso en poscosecha, asi como
las restricciones en el uso que las actuales plantea,
la adopcidén de los biofungicidas como estrategia
principal para el control de los patdgenos poscosecha
ofrece una importante oportunidad, siendo pocos los
que se encuentran en etapas avanzadas de desarrollo
0 que estin comercialmente disponibles. El poco
éxito de los productos para el control de patdgenos
en poscosecha ha sido atribuido a varios problemas,
incluyendo dificultades para su produccién masiva
y formulacidn, el estado fisiolégico de los productos
cosechados y su susceptibilidad a patégenos espe-
cificos (Droby, Wisniewski, Teixidé, Spadaro, &
Jijakli, 2016), ademds de la baja rentabilidad de
muchos de ellos (Spadaro & Droby, 2016), y debido
a los resultados inconsistentes cuando son usados a
nivel comercial, ya que la mayoria de ellos no afectan

patégenos quiescentes.

Historias de éxito: Candida
oleophila para el control biolégico
de patégenos en poscosecha

Los primeros estudios sobre control biolégico de
enfermedades poscosecha aparecieron hace mis
de 30 afios, cuando investigadores del Servicio de
Investigacién Agricola de Estados Unidos (uspa-
ARS, por su sigla en inglés) trabajaron en el desarrollo
de bioplaguicidas a base de levaduras y bacterias
(Droby et al., 2009; Sharma, Singh, & Singh , 2009;
Spadaro & Gullino, 2004) y, desde entonces, se han
logrado progresos importantes. El primer producto
de biocontrol de patégenos en poscosecha fue
desarrollado por Wisniewski et al. (2007), quienes
utilizaron la levadura Candida oleophila, producto

que fue lanzado bajo el nombre comercial de Aspire®

en 1995 (Ecogen Inc., Langhore, PA).

Ese primer producto dejé muchas ensenanzas y abrié
el campo para el uso de levaduras biocontroladoras, ya
que en el proceso de investigacién Wilson Wisniewski,
Droby y Chalutz (1993) desarrollaron una estrategia
de seleccién para identificar potenciales agentes
biocontroladores no productores de antibiéticos. El

aislamiento se realizé aplicando agua de lavado de frutas
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sanas sobre la superficie de los frutos que normalmente
desarrollaban enfermedades en la poscosecha, para asi
obtener levaduras a partir de heridas que no habian
desarrollado la infeccién por patdgenos. Posterior-
mente, incluyeron en esta estrategia la inoculacién
artificial de los patégenos que se deseaba controlar. En
uno uotro caso, una vez aislaban lalevadura antagonista
en cultivo puro, estas se identificaban utilizando técnicas
morfoldgicas, fisiolégicas y moleculares para establecer
su identidad. Asi, a partir de la superficie del tomate
se aislé Candida oleophila (cepa 1-182), a partir de la
cual se desarrollé el primer bioplaguicida de control en
poscosecha a base de levaduras. Su desarrollo estuvo
fundamentado en criterios adicionales para la cepa y
para el producto formulado (Wisniewski et al., 2007),
tales como:

o Estabilidad genética.
o Eficacia a bajas concentraciones.
o Reducida exigencia de nutrientes.

o Capacidad para sobrevivir condiciones
ambientales adversas, incluyendo baja
temperatura y almacenamiento en atmdsfera
controlada.

o Eficacia contra una amplia gama de patégenos en

variedad de frutas y hortalizas.

o Facilidad para ser producida masivamente en un

medio de cultivo econémico.
o Formulacién con una larga vida dtil.
o Facilidad de aplicacién.

e No produccién de metabolitos perjudiciales para

la salud humana.
o Compatibilidad con plaguicidas quimicos.

o Tolerancia a los procedimientos utilizados para

su escalamiento comercial.
e Ausencia de crecimiento a 37 °C.

o Ausencia de patogenicidad en frutas y hortalizas.

Para su produccién comercial, se establecié una
alianza con Ecogen, que proporcioné el puente entre
la teorfa y la prictica. Esta empresa se encargd de

proteger, mediante patente, el uso de la levadura y



de realizar el proceso de registro ante la Agencia
de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos
(EPA, por su sigla en inglés). Previamente, se logrd
producir la levadura en un sustrato de bajo costo,
utilizando subproductos industriales, y se desarroll$
un bioplaguicida con una vida util de mas de un afio
sin refrigeracién (Wilson & Wisniewski, 1994), que
fue evaluado en ensayos piloto sobre manzanas y
citricos en Estados Unidos e Israel, respectivamente.
Este producto a base de un tnico microorganismo
dio inicio a la primera generacién de productos para
poscosecha (Wisniewski et al., 2007). Se registré en
Estados Unidos para su uso en manzanas y citricos,
pero fue retirado del mercado tres afios después de su
introduccién comercial a gran escala, en parte debidoa
sueficaciainconsistente bajo condiciones comerciales,
sl se tiene en cuenta que este y otros productos
de poscosecha tienen incapacidad para controlar
infecciones preestablecidas o quiescentes. Ademis,
otras situaciones tales como la baja rentabilidad, las
dificultades de penetracidén y percepcidén del mercado
(clientes/industria y pequenas empresas), la baja
disponibilidad y la falta de recursos para mantener
su desarrollo y comercializacién llevaron a tomar

esta decisién (Spadaro & Droby, 2016).

Las limitaciones de este tipo de productos para
controlar infecciones prestablecidas o quiescentes
dieron inicio al desarrollo de la segunda generacién
de bioplaguicidas, basada en la combinacién de
productos naturales junto con el microorganismo
antagonista, lo que permitié mejorar las oportuni-
dades de patentes y atraer nuevos socios industriales.
Es asi como mediante otra investigacién, el grupo
de Gembloux Agro-Biotech (Universidad de Lieja,
Bélgica) aislaron la levadura Candida oleophila cepa
O de la superficie de manzanas Golden Delicious,
que fue seleccionada entre varias por su alta y
consistente actividad biocontroladora contra B.
cinerea y P. expansum, dos patdgenos limitantes a
nivel mundial en la poscosecha de manzanas y peras
(Jijakli, Lepoivre, Tossut, & Thonard, 1993). Esta
cepa también resultd ser muy eficaz para controlar
P. digitatum y P. italicum, dos especies devastadoras
en la poscosecha de los citricos (Lahlali, Serrhini,

& Jijakli, 2004, 2005a, 2005b).

En razén de estos resultados se desarrollé NEXY®,

un formulado que, ademis de la cepa O de C.
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oleophila, contiene el aditivo nutricional consistente
en una sal de calcio. Este producto se vende en
dos bolsas separadas: NEXY® biomasa y NEXY®
aditivo, que deben mezclarse justo antes de su uso. El
producto fue patentado y licenciado por la compafifa
Agrauxine, una subsidiaria de Lesaffre International,
y fue registrado ante la Unién Europea (Lahlali,
Raffaele, & Jijakli, 2011). NEXY® ha demostrado
ademds un control efectivo contra un complejo
fungico integrado por C. musae, Fusarium moniliforme
y Cephalosporium sp., en banano (Bastiaanse, De
Lapeyre de Bellaire, Lassois, Misson, & Jijakli, 2010).
Recientemente, Agrauxine y Syngenta iniciaron una
alianza paralanzar NEXY® como la primera solucién

de biocontrol contra las enfermedades en poscosecha

del banano (Lavalard, 2017).

El uso de aditivos mezclados con las levaduras para
incrementar su actividad biocontroladora también fue
implementado por los investigadores de uspA-ARs,
quienes luego del registro de Aspire desarrollaron dos
nuevos productos, cuyos principales componentes
fueron la levadura Candida saitoana, mezclada con
un derivado del quitosin (Biocoat®) o con lisozima
(Biocure®). Estos compuestos ya se habian ensayado
en todo el mundo y habian demostrado tener actividad
de control de fitopatégenos (Wisniewski et al., 2007).
Ademais de estos aditivos, ambos productos contienen
bicarbonato sédico. La eficacia de control de estos
bioplaguicidas se ubicé en niveles equivalentes a los
encontrados con los fungicidas quimicos utilizados
en la poscosecha y fueron patentados (El-Ghaouth &
Wilson, 2002; Wilson & El-Ghaouth, 2002).

Gracias a los esfuerzos pioneros de varios grupos de
investigacion, en los tltimos afios ha habido una gran
dindmica en el control biolégico de patégenos en
poscosecha. Un anilisis de informacién desarrollada
por Spadaro y Droby (2016) mostré que, al utilizar
las palabras clave “biocontrol’, “control biolégico”
y “poscosecha” en Scopus, se recuperaron 879
documentos, la mayoria de ellos (el 69 %) publicada
en los tltimos diez afos, lo que demostré avances
impresionantes en el desarrollo de este tema,
en el que se incluyeron trabajos sobre registro y
comercializacién de productos de biocontrol y
manejo de los principales patégenos poscosecha,
como P. expansum, P. digitatum, P. italicum, Fusarium

sambucinum, R. stolonifer y B. cinerea.
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Conclusiones y perspectivas

Las primeras investigaciones para identificar potenciales agentes de biocontrol
basicamente adoptaron la misma estrategia utilizada para encontrar agentes de control
biol6gico contra enfermedades foliares y transmitidas por el suelo, en las que se disend
un programa de aislamiento y screening para identificar antagonistas potentes tnicos.
Sin embargo, los paradigmas anteriores descuidaron el hecho de que el antagonista
introducido no era el tnico “jugador” presente en el producto cosechado y les atribufa
poca importancia a otros tratamientos poscosecha sobre la poblacién de antagonistas

y su efecto sobre otra microflora residente.

Ha habido avances significativos en la comprensién de los mecanismos de accién de los
biocontroladores; ademads, la informacién disponible indica que no hay un mecanismo
universal comdn para todos los antagonistas reportados. Aunque se piensa que la
competencia por los nutrientes y espacio juega un papel importante, ahora es evidente
que los diferentes mecanismos de accién que actian en conjunto y la contribucién
relativa de cada uno de ellos dependen en gran medida del tipo de antagonista, del
huésped, del medio ambiente y de la microflora natural residente, que es tnica para

cada fruta o verdura.

Se ha demostrado que el estado fisiolégico, las condiciones ambientales y el manejo
poscosecha tienen efectos significativos, pero hay desconocimiento en gran parte sobre
las interacciones fruto/hortaliza con las comunidades microbianas. A la luz de los
recientes avances en las tecnologias dmicas, tecnologias de secuenciacién de tltima
generacion y biologfa de sistemas, la ecologia microbiana estd teniendo un gran impacto
que estd llevando a un cambio de paradigma en el control bioldgico de patégenos
en poscosecha. La comprensién de que el microbioma es un componente integral y
activo de las frutas y hortalizas cosechadas, asi como que estd siendo influenciado por
diversos factores de estrés bidticos y abidticos, exige el estudio de todos los factores
involucrados en la composicién y funcién de un microbioma especifico. Se debe explorar
la posibilidad de que las interacciones multitréficas estén implicadas en los sistemas de
control biolégico en poscosecha. La comprensién de los mecanismos por los cuales las
plantas seleccionan e interactiian con sus microbiomas puede tener un efecto directo
sobre la salud de las frutas y las enfermedades y puede conducir al establecimiento de
estrategias de manejo de los fitopatégenos y a la modulacién de la fisiologia del fruto/

hortaliza después de la cosecha.
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Sehanlogrado avancessignificativos en el descubrimientoy desarrollo de bioplaguicidas,
y en la mejora de la eficacia de una amplia variedad de antagonistas microbianos.
Todo indica que la industria de bioplaguicidas seguird creciendo y, finalmente, podra
convertirse en el componente principal para el control de enfermedades en poscosecha.
Estamos definitivamente entrando en la era de la biologia y nos estamos alejando de
la era de los agroquimicos. En esta nueva era, las soluciones biolégicas se utilizarin
para resolver problemas de enfermedades y produccién en la agricultura. El universo
de los microorganismos inexplorados y su uso potencial ofrece un nuevo paradigma,
especialmente en lo relativo al uso de consorcios microbianos. La investigacién estd
descubriendo que los limites entre macroorganismos (plantas, animales y seres
humanos) y microorganismos son ambiguos y superficialmente comprendidos. La
comprensién de cémo estos dos mundos interactian serd el desafio que enfrentan
los investigadores en muchos campos, incluyendo aquellos que trabajan en control
biolégico de enfermedades antes y después de la cosecha. Aunque esto representa
grandes desafios, habrd grandes oportunidades para la actividad comercial en control

bioldgico.
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