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Resumen

Las tecnologias bioldgicas, incluyendo el uso de microorganismos bio-
controladores, estin adquiriendo una importancia primordial en la produccién
agricola. Sin embargo, la mayoria de los enfoques para el control biolégico de
enfermedades de las plantas ha tenido un alcance limitado. Un ejemplo de
esto lo representa el hecho de que, en las tltimas décadas, en general, se han
utilizado agentes de biocontrol individuales para controlar un solo patdgeno.
Esto puede explicar parcialmente la respuesta inconsistente que se observa
frecuentemente, ya que dichos agentes individuales pueden ser inactivos en
varios de los ambientes en los que se aplican o contra diferentes patégenos que
atacan a la planta huésped. Lograr un control de amplio espectro de patégenos
por los antagonistas que se apliquen individualmente o en consorcio sigue
siendo, en gran medida, un objetivo no cumplido para la explotacién eficaz del
control bioldgico, asi como ampliar los usos de los agentes de control biolégico
para lograr efectos complementarios, tales como tolerancia a factores abidticos
limitantes como la sequia y la salinidad, biofertilizacién y biorremediacién,
entre otros. Ademds, en general, se han usado los mismos microorganismos
biocontroladores y los descubrimientos de nuevos agentes de control biolégico
son muy limitados. Sin embargo, estas investigaciones requieren de métodos
de tamizado o screening de alta eficiencia que permitan evaluar de forma rapida
muchos microorganismos. De otra parte, existen multiples patégenos para
los cuales no se han desarrollado alternativas de control bioldgico efectivas,
como es el caso de muchas bacterias fitopatégenas y de virus, donde existe un
potencial inexplorado. Asi mismo, el desarrollo de nuevos componentes de
manejo que puedan integrarse a los agentes de control bioldgico para mejorar

la respuesta de control tiene atin mucho espacio de investigacién.
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Abstract

Biological technologies, including the use of biocontrol microorganisms, are
of primary importance in agricultural production. However, most approaches
to biological control of plant diseases have had limited success. An example
of this is the fact that in recent decades, individual biocontrol agents have
been used to control single pathogens. This may partly explain some of the
inconsistent field results, given that individual biological control agents may
be inactive in certain agricultural environments in which they are applied
or may be ineffective in controlling the various pathogens that attack host
plants. Achieving broad-spectrum pathogen control by antagonists that are
applied individually or in consortium remains largely an unfulfilled goal
for the effective exploitation of biological control. Broadening the use of
biological control agents to achieve complementary effects, such as tolerance
to limiting abiotic factors such as drought and salinity, biofertilization and
bioremediation, among others is also of interest. In addition, the same general
biocontrol microorganisms have been used, with very limited discoveries of
new biological control agents. However, these investigations require highly
efficient screening methods that permit the rapid exploration of many
microorganisms. On the other hand, there are multiple pathogens for which
no effective biological control alternatives have been developed. This is the case
for many phytopathogenic bacteria and viruses, with unexplored potential.
Also, the development of new management components that can be integrated
with biological control agents to improve the control response has ample room
for development and improvement. For example, the discovery and use of
elicitors and biostimulating substances is still limited, with the potential for
advancement. The same is true for the incorporation of emerging technologies
for phytoprotection such as interfering RNA, which open up new possibilities
for the sustainable production of crops. With these ideas in mind, this chapter

seeks to discuss and expand upon these ideas.
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Introduccién

Los bioplaguicidas son una herramienta ambien-
talmente amigable y reconocida como un componente
importante para el manejo integrado de plagas
(m1p), por lo que su combinacién con otras opciones
biolégicas “blandas” ha venido ganando interés. Sin
embargo, dada la presién creciente en la agricultura

para producir mas alimento en menos tierra, se plantea

la necesidad continua de estimular nuevos desarrollos
que garanticen la salud vegetal de forma integral y no
solamente el manejo de un patégeno particular. En este
capitulo se muestran algunas opciones que podrian
ampliar el espectro de uso del control biolégico y el
desarrollo de nuevos componentes de manejo que

podrian integrase con los agentes de control bioldgico.

Uso de consorcios microbianos en el control biolégico

A pesar de los resultados promisorios obtenidos en
el control bioldgico de fitopatégenos, también se han
encontrado resultados inconsistentes y variabilidad
en su eficacia. Los factores que afectan la actividad de
los agentes de control biolégico han sido atribuidos
a los ambientes adversos (humedad o desecacién
extremas, temperatura, luz ultravioleta, caracteristicas
fisicoquimicasy microbioldgicas del suelo),avariaciones
entre los cultivares objeto de control (exudados,
caracteristicas fisicas) y a la interaccién entre todos los
factores. Esto, sumado a la variacién en las pricticas del
cultivo (culturales, agroquimicos, otros bioinsumos,
etc.), hace que con frecuencia un solo microorganismo
no puede reaccionar a estos factores de inestabilidad y,

a la vez, mantener su actividad bioocontroladora.

La actividad microbiolégica depende de la cantidad
de agua y oxigeno disponibles. La porosidad del
suelo influencia estos pardmetros y ademds existe una
relacién entre estos factores y los efectos indirectos

de las pricticas de manejo del suelo, tales como la

labranza (Skopp, Jawson, & Doran, 1990).

De otra parte, se debe considerar que el control
bioldgico de amplio espectro de enfermedades causadas
por patdgenos vegetales como Pythium, Phytophthora 'y
Rbhizoctonia solani, entre otros, requiere la introduccién
o la presencia de fuentes edificas de nutrientes
orgdnicos en el suelo para el sustento de los agentes de
biocontrol. El nivel de descomposicién de la materia

orgdnica afecta de manera critica la composicién de
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los taxa microbianos, asi como las poblaciones y las
actividades de los agentes de control biolégico. La
competencia, la antibiosis, el parasitismo y la resistencia
inducida se ven afectados. Por ejemplo, las fuentes
altamente estabilizadas de turba, frecuentemente, no
le dan soporte a los biocontroladores aplicados. Por
otra parte, el compost puede servir como una base
de nutricidn ideal para agentes de biocontrol y ofrece
una oportunidad para introducir y establecer agentes
especificos de biocontrol en los suelos, lo que, a su vez,
conduce a un control biolégico sostenido basado en las

actividades de las comunidades microbianas (Hoitink

& Boehm, 1999).

Los cambios en la composicién de la comunidad
microbiana del suelo alteran la capacidad fisiolégica
de dicha comunidad, lo cual tiene consecuencias no
solamente sobre los biocontroladores introducidos,
sino sobre el ecosistema. Se debe considerar que el
uso sucesivo de los suelos para cultivo, ademds de
afectar su quimica y su estructura, reduce la actividad
bioldgica debido a la disminucién de macroagregados
que proporcionan un microhdbitat importante para la
actividad microbiana. La evidencia indirecta sugiere
que las enmiendas del suelo, como los abonos animales
y verdes y la diversidad de plantas (rotaciones de
cultivos), pueden ser mds importantes para mantener
la actividad y la diversidad microbiana del suelo que la
labranza de conservacién en sistemas de monocultivo.
Cadavez hay més pruebas de quelarotacién de cultivos

promueve la productividad mediante la supresién de



microorganismos deletéreos que proliferan bajo el
monocultivo. Se ha demostrado que las aplicaciones
repetidas de agroquimicos (fertilizantes, plaguicidas
y herbicidas) pueden suprimir el potencial biolégico

de los suelos manejados convencionalmente (Chen,

Edwards, & Subler, 2001; Dick, 1992).

Una tendencia emergente es el uso de mezclas de
microorganismos compatibles y diversos, ya que
se ha demostrado que multiples microorganismos
pueden ser superiores en su efecto biocontrolador
que uno solo, pues proporcionan mayor eficacia,
consistencia y confiabilidad cuando son evaluados en
diferentes campos (figura 20.1) (Kloepper et al., 2004;
Stockwell, Johnson, Sugar, & Loper, 2011). Ademis, la
combinacién de microorganismos puede aumentar el
espectro de accidn para controlar diversas enfermedades
en el mismo cultivo. Adicional al mayor control de las
enfermedades, se ha observado un aumento en el efecto

promotor del crecimiento vegetal al utilizar consorcios
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microbianos basados en diversos biocontroladores,
tales como Trichoderma, Pseudomonas, Bacillus spp.,
etc., en trigo, rdbano, garbanzo, tomate, pimiento,
Arabidopsis 'y guisante (Dufly, Simon, & Weller,
1996; Jetiyanon, 2007; Kannan & Sureendar, 2009;
Rudresh, Shivaprakash, & Prasad, 2005; Srinivasan
& Mathivanan, 2011). Asi mismo, una mezcla de
Pseudomonas  fluorescens, Trichoderma hamatum 'y
Streptomyces  coelicolor redujo el marchitamiento
vascular producido por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi (Ochoa & Cotes, 1998). Otra mezcla con base
en Pseudomonas aeruginosa, Trichoderma harzianum
y Bacillus subtilis mostrd capacidad para estimular
respuestas de defensa en guisantes contra Sclerotinia
sclerotiorum (Jain, Poulos, Gros, Chakravarty, &
Shuman, 2011) y una mezcla de B. subtilis con
T. harzianum suprimié eficazmente la marchitez

por Fusarium en garbanzo mediante induccién de

resistencia sistémica (Moradi, Bahramnejad, Amini,

Siosemardeh, & Haji-Allahverdipoor, 2012).

Fitohormonas, enzimas
liticas y metabolitos

secundarios

—

Figura 20.1. Consorcios microbianos y salud vegetal. a. Colonizacién de los microorganismos en la rizosfera;

b. Efecto de control biolégico mediante mecanismos de accién complementarios; c. Interaccién entre la raiz, el

patdgeno, el biocontrolador y el microbioma del suelo.

Fuente: Elaboracién propia
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De otra parte, se demostré que dos consorcios, el
primero basado en Bacillus licheniformis con Bacillus
sp., Pseudomonas aeruginosa y Streptomyces fradiae y
el segundo consistente en B. licheniformis, Bacillus
sp. y P. aeruginosa, controlaron el virus de la necrosis
del girasol y mejoraron significativamente los
rendimientos del cultivo (Srinivasan & Mathivanan,
2011). Asi mismo, se han sobrepasado los limites
de la fitopatologia utilizando mezclas de cepas de
entomopatdgenos con antagonistas. En un consorcio
constituido por B. bassiana y P. fluorescens se logré el

control simultdneo del minador de hojas (Aproaerema

modicella) en cacahuetes y de Sclerotium rolfsii cuando
se aplicd a las semillas, al suelo y al follaje para el
control simultidneo (Senthilraja et al,, 2010). Una
mezcla basada en un granulovirus y en Trichoderma
koningiopsis, al ser aplicada sobre tubérculos de papa,
controld simultineamente a la polilla guatemalteca de
la papa Tecia solanivora y Rhizoctonia solani (Santos,
Villamizar, Garcia, Beltrdn, & Cotes, 2016). También
se han desarrollado estudios que evaltian consorcios
microbianos compatibles que, ademds de tener efectos
antagonistas contra los fitopatégenos, participan en

la conversién de nutrientes y en su movilidad.

Bioplaguicidas con actividad biofertilizante y biorremediadora

Los microorganismos promotores del crecimiento
vegetal (PGpM, por la sigla en inglés de plant growth-
promoting  microorganism) son heterogéneos en
su naturaleza, comprenden bacterias, hongos y
actinomicetos que sobreviven en y alrededor de
la rizosfera y mejoran el crecimiento de la planta
y el rendimiento, ya sea directa o indirectamente
(Hariprasad, Navya, Chandra, & Niranjana, 2009).
Un pgpMm eficaz, ademds de ser competente en la
rizosfera, debe ser capaz de hacer frente al estrés
bidtico y abidtico y de desarrollar multiples funciones.
La promocién directa del crecimiento de las plantas
implica la solubilizacién o movilizacién de nutrientes
importantes (fésforo, potasio, zinc, azufre y hierro) o la
fijacién de nitrégeno atmosférico para la absorcién de
las plantas. También se sabe que estos producen varias
fitohormonas que promueven el crecimiento de las
plantas, como el 4cido indolacético, el 4cido giberélico,
las citoquininas y el etileno (Arshad & Frankenberger,
1993), y reducen el efecto deletéreo de los fitopatdgenos
(Maiyappan, Amalraj, Santhosh, & Peter, 2010).

Microorganismos biocontroladores tales como Tricho-
derma spp., Pseudomonas spp. y Bacillus spp., ademas
de ejercer su efecto primario de control, pueden esti-
mular el crecimiento de la planta (efecto secundario)
en ausencia del patdgeno (Kloepper, Lifshitz, & Za-
blotowicz, 1989; Li et al., 2015; Rajasekhar, Satish,
Sain, & Divya, 2016). Asi mismo, los microorganismos
biofertilizantes pueden ejercer actividad biocontrola-

dora. Por ejemplo, al utilizar la bacteria Rhizobium spp.
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como promotor de crecimiento, ademds de mejorar la
productividad de las plantas (efecto primario), tuvo
efecto en el control de enfermedades (efecto secunda-

rio) (Rajasekhar et al., 2016).

En un estudio de invernadero realizado por Raupach
y Kloepper (1998), se demostré que las rizobacterias
promotoras del crecimiento (plant growth promoting
rhizobacteria [PGPR, por la sigla en inglés]) Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis y Curtobacterium flaccumfaciens,
al ser usadas tanto individualmente como en mezcla,
fueron efectivos biocontroladores contra multiples
patégenos del pepino. La mezcla, al ser aplicada
en semillas, demostré una alta promocién del cre-
cimiento de las plantas y una reduccién significativa
de la enfermedad. De manera similar, los tetrai-
noculantes (Mesorhizobium-Azotobacter-Pseudomonas-
Trichoderma) demostraron atributos significativos de
crecimiento, rendimiento y control de fitopatdgenos

cuando se aplicaron a las semillas de garbanzo (Prakash
Verma, Yadav, Tiwari, & Jaiswal, 2013).

Teniendo en cuenta las multiples funciones que
pueden tener los microorganismos benéficos y las
interacciones que establecen con las plantas, es posible
desarrollar productos multifuncién, dependiendo
de los efectos positivos que puedan generar y de
sus modos de accién. Estos productos pueden
utilizarse como bioplaguicidas, fitoestimuladores,
biofertilizantes, biorremediadores e inductores de
resistencia frente a factores abidticos como sequia y

salinidad, entre otros.



En el caso de las bacterias promotoras del crecimiento
(pGPR), que ademds estdn relacionadas con la salud
vegetal, se les atribuyen mecanismos variados como
solubilizacién de fosfatos, produccién de sideréforos,
fijacién biolégica de nitrégeno, ingenieria de la
rizosfera, produccién de Il-aminociclopropano-1-
carboxilato desaminasa (acc), interferencia de la sefial
quorum sensing (Qs) e inhibicién de la formacién de
biopeliculas, produccién de fitohormonas, actividad
antifungica, produccién de compuestos orginicos
volatiles (volatile organic compounds [voc, por la
sigla en inglés]), induccién de resistencia sistémica,
estimulacién de microorganismos benéficos vegetales
e interferencia en la produccién de las toxinas de los

patégenos (Bhattacharyya & Jha, 2012).

Ademis de su capacidad biodegradadora derivada de
sus actividades enzimdticas, de tipo quitinasa, B-1,
3-glucanasa y celulasa (Nielsen & Serensen, 1997;
Sindhu & Dadarwal, 2001), pectinasas, proteasas
y amilasas (De Vasconcellos & Cardoso, 2009;
O'Sullivan, Stephens, & O'Gara, 1991), estas bacterias
han demostrado capacidad para reducir factores de
estrés abidtico como la salinidad o la sequia (Yang,
Kloepper, & Ryu, 2009) o para biorremediar los
suelos y el agua. Los microorganismos son mucho mis
sensibles al estrés causado por metales pesados que los
animales del suelo o que las plantas que crecen en los
mismos suelos, por lo tanto, estos metales producen
cambios en la funcién microbiana y, en consecuencia,
en la biodiversidad dentro de las poblaciones y en
las comunidades microbianas (Giller, Witter, &
Mcgrath, 1998). Bacterias tales como Bacillus spp.
y Pseudomonas spp. pueden biorremediar metales
pesados tales como cadmio y niquel (Andreoni,
Colombo, Colombo, Vecchio, & Finoli, 2003; Guo
et al., 2010; Qian et al, 2012), petrdleo (Das &
Mukherjee, 2007; Jalilzadeh Yengejeh et al., 2014;
Zhu, Zhang, Chen, Cai, & Lin, 2016); paH (por la
sigla en inglés de polycyclic aromatic hydrocarbons)
(Hunter, Ekunwe, Dodor, Hwang, & Ekunwe, 2005)
y plaguicidas, tales como el methyl parathion y el
diazinon (Abo-Amer, 2011).

Asi mismo, algunos microorganismos como Tri-
choderma spp., ademds de su demostrada actividad
biocontroladora, también influencian el desarrollo
vegetal mediante la solubilizacién de fosfato y micro-
nutrientes (Altomare, Norvell, Bjsrkman, & Harman,
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1999; Li et al,, 2015), la produccién de fitohormonas
(Cai et al.,, 2013; Vinale et al., 2006), la induccién
de resistencia sistémica (Cai et al., 2013; Moreno et
al., 2009), la reduccién de contaminantes orgdnicos e
inorganicos y la regulacién de la microflora rizosféri-
ca (Adams, De-Leij, & Lynch, 2007; Huang, Chen,
Ran, Shen, & Yang, 2011). Ha demostrado capacidad
para degradar cianuro (Ezzi & Lynch, 2005) y com-
puestos fendlicos mediante la produccién de la enzi-
ma lacasa (Chakroun, Mechichi, Martinez, Dhouib,
& Sayadi, 2010), asi como hidrocarburos aromiticos
policiclicos (paH), muchos de los cuales son téxicos,
mutdgenos o cancerigenos (Matsubara, Lynch, & De
Leij, 2006), metales pesados tales como el cadmio y el
niquel (Nongmaithem, Roy, & Bhattacharya, 2016) y
plaguicidas como la atrazina (C;H ,CIN,), que es un
herbicida con accién sistémica téxica a corto y media-
no plazo, ya que no se degrada ficilmente e inhibe la

fotosintesis.

Ademds, este compuesto causa serios cambios am-
bientales y es un interruptor endocrino (DE),
pues afecta la funcién reproductiva en los verte-
brados y causa efectos teratogénicos en los seres
humanos (Cooper et al., 2007; Raymundo Raymun-
do et al,, 2009). Trichoderma también degrada orga-
nofosforados, los cuales, debido a su solubilidad en
agua, son capaces de infiltrarse a través del suelo y de

causar dafos ambientales considerables (Zhang, Bru-

ton, Howell, & Miller, 1999).

Este efecto simultdneo del control de fitopatdgenos
y de la reduccién de factores de estrés para la planta
mediante la biorremediacién de xenobidticos (com-
puestos tdxicos), que ademds causan serios problemas
ambientales y ponen en peligro la salud humana y
animal, es muy deseable dentro de una agricultura sos-
tenible. Por lo tanto, en el futuro se esperan bioproduc-
tos que puedan cumplir multiples funciones que favo-
rezcan a la planta y al medioambiente. Sin embargo,
esto solo serd posible si se llevan a cabo investigaciones
interdisciplinarias que combinen los conocimientos
de los expertos en diferentes aplicaciones, tales como
control bioldgico, biofertilizacién, biorremediacién,
interacciones planta-microorganismo, benéfico-paté-
geno y su sefalizacién con el medioambiente, ademds
de fermentacién, formulacién, gestién empresarial in-
novadora, comercializacién de bioplaguicidas y edu-

cacién de los usuarios potenciales de estas tecnologias
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y del publico en general. Visualizando las historias de
éxito de la combinacién de consorcios microbianos que
interactan sinérgicamente sobre microorganismos in-
dividuales, actualmente se estin disefiando consorcios
con mayor alcance, ya que se busca que intervengan en

el manejo de cultivos. Esto, por supuesto, implicara el

abordaje de la extrema complejidad de las interacciones
y de las deficiencias actuales, asi como de las 4reas po-
tenciales que se requieren para superar futuras inves-
tigaciones. En la figura 20.2 se ejemplifican los efectos
mds importantes que pueden tener los microorganis-
mos biocontroladores.

Biofertilizacion

Resistencia
inducida de amplio
espectro para el control
de insectos plagay
de diferentes
enfermedades

Promocion
de crecimiento

Microorganismos

biocontroladores
de fitopatoégenos

Biorremediacion

Tolerancia
a factores
abioticos

Figura 20.2. Multiples efectos de los microorganismos biocontroladores.

Fuente: Elaboracién propia

Screening de alta eficiencia para el descubrimiento

de nuevos agentes de control biolégico

Para desarrollar agentes de control bioldgico eficaces
para el manejo de fitopatdgenos, las colecciones
microbianas deben someterse a paradigmas de
screening eficientes con el objetivo de identificar

candidatos de alta calidad con potencial para controlar
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la enfermedad de interés en entornos agricolas. Para
la seleccién de los agentes de control bioldgico se
considera, en primer lugar, al patégeno objetivo que
causa la enfermedad y, posteriormente, el sistema de

ensayo que permita establecer los rasgos microbianos



antagénicos de este patégeno. Los microorganismos
candidatos que son seleccionados a través de ensayos de
deteccién de biocontroladores potenciales se someten
a otras pruebas, tales como la optimizacién del efecto
de biocontrol y la evaluacién de los riesgos asociados
que pueden tener estos agentes para evitar organismos

que causen problemas ambientales o enfermedades en
humanos (Alabouvette & Cordier, 2011).

Con el objetivo de poner el agente de control biolégico
en el mercado, la identificacién de microorganismos
candidatos in vitro en condiciones de laboratorio
es solo el punto de partida. Los potenciales agentes
de control bioldgico seleccionados se llevan luego a
ensayos en plantas, tanto en invernadero como en el
campo. Debido a que los ensayos in vivo proporcionan
condiciones experimentales que pueden ser muy
diferentes en comparacién con las condiciones in vitro,
los microorganismos que se desempenan bien en los
ensayos simples de deteccién a menudo fracasan en
entornos mas complejos. Idealmente, con suficientes
recursos, la seleccién de biocontroladores siempre
tendria que hacerse en condiciones de semicampo o
de campo. Desafortunadamente, el esfuerzo de probar
cientos a miles de aislamientos microbianos en campo
es prohibitivo, incluso en los entornos de investigacién
bien financiados. Por lo tanto, el desarrollo de métodos
robustos de screening es crucial para mejorar la tasa de

éxito de los ensayos de campo.

El aislamiento de microorganismos, la evaluacién
de su actividad y el establecimiento de colecciones
(bancos de germoplasma) en las cuales se preserven
las caracteristicas de origen de cada cepa son etapas
indispensables en el desarrollo de bioplaguicidas. El
aislamiento de los potenciales agentes de control bio-
16gico se ha hecho principalmente en nichos ecoldgi-
cos que muestran actividades microbianas benéficas,
tales como suelos supresivos de enfermedades o plan-
tas sanas desarrolladas en campos donde haya alta in-
cidencia de la enfermedad (Fravel, 2005; Montesinos,
2003). Una vez establecidas estas colecciones de mi-
croorganismos, se someten a ensayos para seleccionar
los candidatos mds prometedores. Muchos autores
han documentado diversos rasgos microbianos y mo-
dos de accidén que estan correlacionados con el control
biolégico (Campbell, 1991; Howell, 2003; Kesarcodi-
Watson, Kaspar, Lategan, & Gibson, 2008; Roberts
& Lohrke, 2003). Debido a esto, algunos grupos de
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investigacién se han enfocado en los sistemas de scree-
ning que identifican microorganismos, independiente-
mente de su modo de accidn, que excluyen al patdge-
no objetivo a nivel organismico. En los tltimos afios,
sin embargo, los investigadores estin comenzando a
centrarse en actividades especificas. Tal es el caso del
screening de alto rendimiento a nivel organismico y a
nivel de bioactividades especificas a las que se referird

este documento.

Screening a nivel organismico

Los hongos y los oomicetos patégenos de plantas,
como Fusarium spp., Gaeumannomyces graminis,
Verticillium spp., Phytophthora spp., Pythium spp. y
Rhizoctonia solani, pueden afectar considerablemente
la productividad de los sistemas agricolas (Pliego,
Ramos, De Vicente, & Cazorla, 2011). Habitualmente
los ensayos cldsicos in vitro para identificar actividades
bacterianas antagdnicas al crecimiento de hongos se
evaltian midiendo zonas de inhibicién del crecimiento
caracterizadas por un drea libre en medio del cultivo
sélido, entre las colonias bacterianas y las hifas de
hongos, en un ambiente de cocultivo. Los potenciales
agentes de control bioldgico se clasifican cuantificando
y clasificando el tamano de la zona de inhibicién. Si
bien este tipo de screening es bastante barato, es dificil
utilizarlo como screening de alto rendimiento, dado
que la medicién de la zona de inhibicién en las cajas
de Petri debe hacerse manualmente. Sin embargo,
Shehata, Lyons, Jordan y Raizada (2016) lograron
analizar las actividades antiftingicas de una coleccién
de cultivo bacteriano que constaba de 190 endéfitos
aislados de plantas del género Zea con dos patégenos
vegetales objetivo. En esta investigacién se encontré
que cinco cepas eran activas contra Sclerotinia
homoeocarpa y Rhizoctonia solani. Varios reportes
sugieren que la correlacién entre los ensayos in vitro
y las actividades in planta es baja (Fravel, 2005; Haas
& Keel, 2003; Renwick, Campbell, & Coe, 1991),
aunque Shehata et al. (2016) encontraron que tres y
cuatro cepas, respectivamente, retenian sus actividades
de control bioldgico cuando se probaron en pasturas

contra Sclerotinia homoeocarpa y Rhizoctonia solani.

En un ensayo de alto rendimiento, Bosmans et al.
(2017) evaluaron la actividad biocontroladora de
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aproximadamente 150 aislamientos bacterianos contra
35 cepas del patégeno bacteriano Agrabacterium
biovar 1, causante de la enfermedad de la raiz peluda
del tomate. Este enfoque de screening utilizé un
sistema robético de recogida de colonias en un ensayo
de superposicién en agar. En esta configuracidn,
los microorganismos de la coleccién se cultivaron
en microplacas de 96 pozos. El robot de recogida
de colonias se equipd con un cabezal de 96 alfileres
y se usé para transferir los cultivos microbianos
desde las microplacas a placas planas OmniTray
para dejar crecer los microorganismos durante la
noche (figura 20.3). Al dia siguiente, se usé un
medio de cultivo sélido previamente inoculado con
el patégeno Agrobacterium biovar 1 para superponer
en él las colonias de los potenciales biocontroladores.
Después de la incubacién de las placas coinoculadas
superpuestas, se cuantificé la actividad antagonista,
presumiblemente debida a metabolitos difusibles,
midiendo manualmente el tamano de las zonas de
inhibicién. De las 150 cepas bacterianas de diversos
géneros ensayados, se identificaron siete cepas de
Paenibacillus  estrechamente relacionadas con la
actividad biocontroladora. El analisis detallado reveld

que algunas de esas siete especies mostraron actividad

Dispensador automatico

Preparador de muestras
automatizado

contra las 35 cepas del patégeno Agrobacterium biovar
1, mientras que otras fueron activas solo contra

algunas de estas.

El sistema de screening anterior, aunque fue usado
para un nimero de microorganismos relativamente
pequefio, tiene el potencial de analizar la actividad
biocontroladora de una gran coleccién de micro-
organismos. Dada la escasez de reactivos y del
personal requerido, este ensayo podria modificarse
ficilmente para detectar varios miles de aislamientos
microbianos en cuestién de meses. Sin embargo, una
de las limitantes de este sistema es la medicién manual
de las zonas de inhibicién. Esta es una cuestién
persistente si se buscan actividades contra patégenos
fangicos o bacterianos. Sin embargo, con un enfoque
creativo para el desarrollo del ensayo, se pueden
identificar alternativas. Por ejemplo, Figueroa-Lépez,
Cordero-Ramirez, Quiroz-Figueroa y Maldonado-
Mendoza (2014) desarrollaron un ensayo de anta-
gonismo liquido en microplacas de 96 pozos que
permitié analizar la actividad biocontroladora de una
coleccién bacteriana de 11.520 aislamientos contra el
patégeno del maiz Fusarium verticillioides (Figueroa-

Lépez et al,, 2016). En este caso, la biomasa fungica

Lector masivo

LN A

Figura 20.3. Equipos comtinmente utilizados en screening de alta eficiencia.

Fuente: Elaboracién propia
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se cuantificé por tincién de los residuos de quitina
de la pared celular de hongos usando una lectina de
aglutinina de germen de trigo acoplada a un fluoréforo
(conjugado wga Alexa Fluor 488). El poder de este
andlisis se basa en la cuantificacién automatizada de
los resultados experimentales, que se hace mediante
un lector de placas con capacidad de deteccién
de fluorescencia para determinar la biomasa de
los hongos. Para identificar los agentes de control
bioldgico bacteriano, los autores de estos informes
establecieron arbitrariamente como criterio de
seleccidn aquellas bacterias capaces de inhibir minimo
en un 50 % el crecimiento de los hongos; asi, mediante
este nivel de rigurosidad, identificaron 622 cepas
bacterianas candidatas con alta actividad antimicética.
Aunque este numero sigue siendo alto, redujo en gran
medida el nimero de aislamientos iniciales, lo que
permite una busqueda mds precisa de rasgos deseables
adicionales, como la actividad in planta, la colonizacién
de plantas, la movilizacién de nutrientes, la tolerancia
a la desecacién y a la reconstitucién y la facilidad de

fermentacién y de formulacién.

Screening al nivel de bioactividad

En la seccién anterior, los ejemplos presentados
estaban enfocados en las actividades de biocontrol con
modos de accién indefinidos, centrados en una lectura
relacionada con el crecimiento microbiano, o, mas bien,
en el antagonismo del crecimiento microbiano. Sin
embargo, se han documentado varios modos de accién
definidos en el control biolégico de fitopatégenos, por
lo que algunos laboratorios centran sus paradigmas
de screening en modos de accién especificos. Una
actividad de este tipo es la produccién de sideréforos,
que son compuestos quelantes de iones férricos de alto
peso molecular y de alta afinidad que son producidos
por bacterias y hongos que eliminan el hierro del
medioambiente (Neilands, 1995). Como el hierro
es, a menudo, una limitante, su captura se asocia con
el control biolégico porque los sideréforos reducen
su disponibilidad para los fitopatégenos (Beneduzi,
Ambrosini, & Passaglia, 2012; Kloepper, Leong,
Teintze, & Schroth, 1980). Esto se ha demostrado en
muchos ejemplos, como en el caso de los sideréforos
producidos por Bacillus subtilis que ejercen un papel

significativo en el control biolégico de Fusarium
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oxysporum, causante del marchitamiento de pimiento
(Yu, Ai, Xin, & Zhou, 2011). En el desarrollo de
un screening de alto rendimiento para la actividad de
sideréforos, Marques, Walshe, Doyle, Fernandes y De
Carvalho (2012) adaptaron un ensayo que utiliza el
reactivo indicador cromo azurol S, que se compacta
firmemente con el hierro férrico y adquiere un color
azul. Los sideréforos, debido a su mayor afinidad por
el hierro férrico, eliminan competitivamente el sustrato
férrico del complejo indicador y provocan un cambio
de color, de azul a naranja. Estos autores realizaron la
evaluacién de aproximadamente 500 microorganismos
en microplacas y usaron un analizador de imigenes
para evaluar el cambio de color y determinar la
capacidad de produccién de sideréforos. En dltima
instancia, se identificaron 11 cepas bacterianas con
altos niveles de produccién de siderdforos, que
ademds fueron capaces de mantener sus niveles al ser

producidas en fermentadores agitados de cinco litros.

Otra actividad utilizada en los procedimientos de
screening de alta eficiencia se centra en la deteccién
del quorum sensing, que es un sistema de sefializacién
célula a célula encontrado en algunos patégenos que
utilizan moléculas difusibles pequefias, comola N-acil-
homoserina lactona, como medio para detectar su
propiadensidad de poblaciény sincronizar la expresion
de los genes de virulencia (Chen, Gao, Chen, Yu, & L,
2013). Algunos agentes biocontroladores interfieren
con los sistemas de deteccién de quorum sensing de
los patégenos mediante una actividad denominada
quorum quenching. Por ejemplo, Bacillus sp. 240B
codifica para una lactonasa que puede inactivar la
N-acil-homoserina lactona y atentia la sefializacién del
quorum sensing en Pectobacterium caratovorum, el agente
causante de la pudricién blanda de la papa (Dong, Xu,
Li, & Zhang, 2000). Para identificar microorganismos
biocontroladores con actividades de quorum quenching,
Tang et al. (2013) desarrollaron un sistema de alto
rendimiento con microplacas de 96 pozos y leyeron
el ensayo con el biosensor Agrobacterium tumefaciens
A136. Esta cepa bacteriana fue disefiada para detectar
una amplia gama de N-acil-homoserina lactonas a
través de un sistema transgénico que enlaza un factor
de transcripcién sensible a la N-acil-homoserina
lactona con la expresién del reportero lacZ (que
genera un color azul en presencia de X-gal). Para

identificar microorganismos con actividad quorum
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quenching lactonasa, se evaluaron aproximadamente
350 aislamientos microbianos que se cultivaron
en presencia de N-acil-homoserina lactona y se
incubaron durante 24 horas. Los sobrenadantes de
cultivo se transfirieron a placas de microtitulacién
que contenian el biosensor A136 de A. tumefaciens
y la solucién de ensayo X-gal durante 12 horas. En
los pozos control y en los pozos experimentales sin
actividad de quorum quenching se produjo un color
azul por la expresién de X-gal en el biosensor. Sin
embargo, en los pozos del control positivo y en
aquellos en los que los potenciales biocontroladores
presentaron actividad de quorum quenching, la N-acil-
homoserina lactona desactivada redujo o eliminé la
expresién de X-gal. Los resultados se cuantificaron
utilizando un lector de placas espectrofotométricas,
y, de las 366 cepas bacterianas evaluadas, se encontré
que 25 de ellas, pertenecientes a 14 especies, tuvieron

actividad quorum quenching.

Consideraciones finales

Las técnicas de aislamiento de microorganismos han
permitido obtener suficiente diversidad bioldgica,
tanto que podria durar, aparentemente, toda la
vida si se tiene en cuenta que varios tipos de suelos
tienen poblaciones bacterianas del orden de 10° a 10°
células por gramo (Whitman, Coleman, & Wiebe,
1998). Las tendencias recientes han mostrado que
muchos laboratorios académicos, gubernamentales e
industriales se han enfocado en la identificacién de
diversas actividades microbianas para usos agricolas.
Sin embargo, a menudo muchos rasgos microbianos
identificados en el laboratorio no cumplen con las

expectativas sobre su efecto en el campo. Idealmente,

un primer enfoque de screening en campo ayudaria a
eliminar estas preocupaciones, pero el costo de estas
evaluaciones serfa prohibitivo. Por lo tanto, muchos
grupos de investigacién han tratado de hacer confluir
estas dos realidades mediante andlisis iniciales de
grandes colecciones microbianas para aumentar el
numero de candidatos de alta calidad, que puedan ser

evaluados en pruebas de campo.

Al final, el nimero de microorganismos identificados,
idealmente con multiples rasgos benéficos para la
agricultura, se reducirfa a unos pocos. Si se analizan
suficientes aislamientos microbianos, se incrementan
las posibilidades de encontrar cepas adaptadas a las
condiciones medioambientales en las que serfan
aplicadas, versdtiles, ficilmente fermentables 'y
formulables y altamente efectivas para el control de las

enfermedades para las cuales se busca una solucién.

Es evidente que la automatizacién del laboratorio
aumentard el nivel de rendimiento de cualquier sistema
de screening, pero también aumentard los costos
asociados a la compra del equipo, los consumibles
y el mantenimiento. Ademads, la deteccién de un
nimero tan elevado de microorganismos crea sus
propios problemas, particularmente en términos de
manejo de los datos obtenidos. La caracterizacién
de decenas o cientos de miles de microorganismos
con ensayos multiples puede sumarse muy ripido
y generar millones de datos para administrar. Los
sistemas de informacién son ideales para almacenar y
consultar grandes volimenes de datos, pero requieren
de personal especializado para establecer las bases de
datosy para mantenerlas adecuadamente. Los analistas
deben tener experiencia en estadistica para entender
los datos generados, seleccionar los mejores candidatos
y correlacionar las actividades de laboratorio con los

éxitos en campo.

Control biolégico de virus de plantas

Es bien conocido que las rizobacterias que promueven
el crecimiento vegetal (pGPR) y los enddfitos son
herramientas usadas para el control de enfermedades
fangicas y bacterianas en las plantas, pero también son
capaces de controlar algunos de sus virus. Bacterias como

Pseudomonas fluorescens (pGPR, cepa 89B-27) y Serratia
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marcescens (endéfito, cepa 90-166) indujeron resistencia
sistémica en el pepino contra algunas enfermedades
fangicas y bacterianas. Ademads, aplicadas en las semillas,
mostraron capacidad paraprotegerlasplantasdepepinodel
desarrollo de la enfermedad Cucumber mosaic virus (cmv)

(Raupach, Liu, Murphy, Tuzun, & Kloepper, 1996).



Igualmente, plantas de banano tratadas con biofor-
mulaciones en mezcla de la rizobacteria Pseudomonas
fluorescens (Pf1) y la cepa endéfita Bacillus sp. (EPB22)
fueron eficaces en la reduccién de la incidencia de
Banana bunchy top virus (BBTV) bajo condiciones de
invernadero (80%) y en campo (52 %) (Harish, Kavi-
no, Kumar, Balasubramanian, & Samiyappan, 2009).
El hongo endéfito en raiz Piriformospora indica, con
propiedades de promover el crecimiento vegetal en
muchas especies vegetales y de inducir resistencia
contra patdgenos de raices y brotes en cebada, trigo y
Arabidopsis, influy6 en la reduccién de la concentracién
del Pepino mosaic virus (PepMV) en tomates (Fakhro
et al., 2010).

Hasta el momento, microorganismos como las pGPRr y
los endéfitos atin no han sido registrados para el control
de virus porque no se han evaluado ampliamente
en campo para el control de estos patégenos. Sin
embargo, parecen tener un amplio espectro de control
de enfermedades virales. Por lo tanto, en un futuro se

esperarian mds estudios al respecto.

Una estrategia interesante en esta drea es el uso de un

endéfito para el control del vector de la enfermedad viral
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mds importante de lalechuga, conocida como vena ancha,
causada por Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV).
Su vector es el hongo oomicete Olpidium virulentus,
habitante del suelo y pardsito obligado de raices; sin
embargo, su control quimico es dificil (Iwamoto, Aino,
Kanto, & Maekawa, 2003). Aino, Iwamoto, Hashimoto
e Ishikawa (2007) aislaron cientos de endéfitos de raices
de plantas del género Brassica y de lechuga, evaluaron
su actividad de inhibicién de las zoosporas en raices
de lechuga y encontraron que algunos aislamientos de
Pseudomonas fluorescens bloquearon la infestacién de
zoosporas. Bajo una severa infestacién, estos endéfitos
lograron un control adecuado de la enfermedad y el
100% de la lechuga cosechada fue apta por tamano y
calidad para su venta comercial. Como el tratamiento
con P fluorescens en campo aument$ los costos y las
labores por mano de obra, se desarrolld una nueva
tecnologia de revestimiento de semillas: en primer lugar,
se inoculé el endéfito entre la semilla de lechuga y su
testa usando presién reducida. Las semillas inoculadas
se secaron a baja temperatura y se formularon como
semillas recubiertas o peletizadas. Las semillas tratadas

con P, fluorescens fueron 100 % activas durante tres meses

a4 °C (Aino et al., 2007).

Control biolégico de bacterias fitopatégenas con fagos

El manejo de bacterias fitopatégenas se hace
principalmente mediante el uso de antibidticos
(tetraciclina y estreptomicina) y cobre. Este tltimo
se ha usado por mas de cien afios y los antibiéticos,
como la estreptomicina, se han utilizado desde 1950
(Cooksey, 1990; McManus, Stockwell, Sundin, &
Jones, 2002). La estreptomicina se ha utilizado para
el control de varias bacterias, incluyendo especies
de Pseudomonas tales como Pseudomonas syringae, y
especies de Xanthomonas, tales como Xanthomonas
vesicatoria, entre otras; la resistencia a este antibidtico
ha sido reportada regularmente después de su uso
(Cooksey, 1990; Dye, 1953; Thayer & Stall, 1961).
Otra preocupacién respecto al uso de antibidticos
es la propagacién de genes de resistencia a otras
bacterias, incluyendo bacterias no patdgenas o
patdgenas presentes en el medioambiente (McManus
et al, 2002). La resistencia al cobre también se

ha documentado para las bacterias fitopatdgenas

(Behlau, Canteros, Minsavage, Jones, & Graham,
2011; Bender & Cooksey, 1986; Cooksey, 1994; Lee,
Hendson, Panopoulos, & Schroth, 1994). Ademis, su
aplicacién continua puede conducir a niveles téxicos

de este compuesto en el medioambiente (Hirst, Le

Riche, & Bascomb, 1961; Pietrzak & McPhail, 2004).

Existe un creciente interés en el uso de bacteriéfagos
(fagos) como agentes de control biolégico (biological
control agents [Bca, por la sigla en inglés]). Los fagos
son virus que infectan especificamente bacterias, pero
no tienen efectos negativos directos sobre animales
o plantas. La infeccién de una bacteria por un fago
virulento se produce como resultado de su ripida
replicacién viral, seguida por la lisis de la bacteria y la

liberacién de numerosos fagos de progenie (figura 20.4).

Los fagos tienen gran importancia desde una
perspectiva ecoldgica, dada la modulacién que ejercen

sobre poblaciones microbianas, lo cual impacta
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Figura 20.4. Control biolégico de bacterias fitopatégenas con fagos. Ciclo de vida: 1. Infeccién del bacteriéfago

e insercién del genoma viral en la bacteria; a. Insercién del genoma viral en la bacteria y degradacién del genoma

bacteriano; b. Replicacién del genoma viral y sintesis de proteinas virales; c. Ensamblamiento y liberacién; 2.

Liberacién de nuevos bacteriéfagos y muerte de la célula bacteriana.

Fuente: Elaboracién propia

procesos criticos en ecosistemas ocednicos, edficos y
animales (Krishnamurthy, Janowski, Zhao, Barouch,
& Wang, 2016). Ademais, por su enorme diversidad,
como “la

son considerados entidad  biolégica

predominante en el planeta” (traduccién propia)

(Grose & Casjens, 2014).

El descubrimiento de los bacteriéfagos realizado por

Twort (1915) y por Moore (1926) a principios del
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siglo xx abri6 las puertas para su uso en el control
de bacterias fitopatégenas (D'Herelle, 1911). Los
pioneros Mallmann y Hemstreet (1924) observaron
que los filtrados del liquido recogido de repollo en
descomposicién impidieron el crecimiento de la
bacteria causante de dicha pudricién, Xanthomonas
campestris pv. campestris. Estos autores y Moore
(1926) encontraron que la sustancia inhibidora o

agente invisible represor de bacterias en cultivo



solo se obtenfa de filtrados de plantas enfermas
de repollo y tabaco respectivamente. En 1925,
Coons y Kotila demostraron que los bacteriéfagos
aislados del suelo suprimieron el crecimiento de
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, el
agente causal de la enfermedad de la pata negra de
la papa. Adicionalmente, aislaron fagos activos contra
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 'y
Agrobacterium  tumefaciens de diferentes fuentes

ambientales, como agua de rio y suelo (Coons &

Kotila, 1925).

Thomas (1935) condujo los primeros ensayos
exitosos en campo, mediante el tratamiento de
semillas con fagos, contra Pantoea stewartii en cultivos
de maiz. Casi medio siglo después, Civerolo y Keil
(1969) usaron exitosamente varios tratamientos con
fagos foliares para el control de Xanthomonas pruni en

las plantulas de durazno.

Los fagos tienen ciertos atributos, tales como la
actividad biolégica que pueden ejercer en dilucién
(10-'"), sus propiedades antigénicas, la resistencia ante
agentes fisicos y quimicos que se sitda entre formas
vegetativas y esporulantes de bacterias y una amplia
diversidad que contradice la unicidad planteada
por D'Herelle (Katznelson, 1937). Sin embargo, a
pesar de los resultados promisorios, Okabe y Goto
(1963) concluyeron que los fagos, en general, no son
muy promisorios como estrategia de control de las
enfermedades bacterianas debido a la posibilidad
de que las bacterias muten y adquieran resistencia a

dichos bacteriéfagos.

En relacién con esto, algunas cepas o especies bacteria-
nas permanecen susceptibles a la accién de los fagos,
mientras que otras desarrollan resistencia. Las prime-
ras fueron denominadas homogéneas, mientras que a las
que adquieren resistencia se les llamé heterogéneas, con
el agravante de que las heterogéneas pueden aumen-
tar su virulencia (Katznelson, 1937; Okabe & Goto,
1963). En paralelo con observaciones en humanos y
en animales, Katznelson (1937) anticipé que pueden
existir bacterias fitopatdgenas heterogéneas cuyos flui-
dos inhiben la actividad de los fagos, o que estos pue-

den ser adsorbidos por células y tejidos.

Existen varios retos para mejorar las interacciones

fago-bacteria: su limitado espectro de actividad
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contra especies bacterianas especificas (Summers,
2005); la accesibilidad a la bacteria objetivo; el tiempo
de aplicacién del fago para optimizar su eficacia; la
capacidad del fago para infectar y replicarse en el
entorno de destino; la densidad de los fagos en el
sitio de interaccién (fildsfera o rizosfera); las tasas de
degradacién del viridn (el fago varia en las propiedades
dedegradacién) ylahumedad adecuada para promover
la difusién de los fagos (Gill & Abedon, 2003), ya que
es necesario que existan altas poblaciones de fagos en
tiempos criticos para asegurar la interaccién con la
bacteria objetivo. Esto, frecuentemente, no es posible
debido a su alta susceptibilidad a las condiciones
medioambientales, tales como los rayos uva y uvs, la
temperatura ambiente, la desecacidn y los plaguicidas
quimicos, como los bactericidas a base de cobre, que
son comunmente utilizados para el tratamiento de
enfermedades bacterianas, La radiacién solar es el

factor més limitante para la sobrevivencia de los fagos

(Iriarte et al., 2007).

Dado que las enfermedades producidas en las plantas
a causa de las bacterias siguen siendo muy limitantes,
se ha observado un resurgimiento de los estudios so-
bre la profilaxis y el tratamiento de fitopatégenos con
fagos. Sin embargo, aunque se han estudiado malti-
ples sistemas en los que se han usado fagos y existen
resultados promisorios (tabla 20.1), hay muy pocos
bioplaguicidas disponibles a nivel comercial. Por lo
tanto, para hacer un uso efectivo de los fagos se deben
disefiar estrategias que permitan hacer frente a sus
limitantes, como es el caso de ciertas formulaciones
protectoras para prolongar su persistencia y su activi-

dad en el campo.

Otra estrategia empleada para mantener altas
poblaciones ha sido usar, como vectores, cepas
bacterianas no patdgenas o atenuadas que sean
sensibles a los fagos y que permitan su liberacién
y propagacién. De otra parte, la seleccién de fagos
tolerantes a las condiciones ambientales deletéreas
podria permitir que se escojan organismos adaptados
alos sitios en los que serian aplicados. Adicionalmente,
el uso efectivo de los fagos en campo requiere del
monitoreo permanente de las cepas bacterianas
patégenas para minimizar el desarrollo de cepas
resistentes o la proliferacién de cepas silvestres que

no sean sensibles a los bacteriéfagos que se utilizan.
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Tabla 20.1. Ejemplos de fagos usados para el control bioldgico de bacterias fitopatégenas

Patégeno Hospedante Enfermedad
Agrobacterium T Agalla de la El bioensayo con bacteriéfago de tejido infectado no
i omate
tumefaciens corona tuvo efecto.
) . Podredumbre Se vio un pequefio efecto cuando el tubérculo
Dickeya solani Papa , ,
blanda semilla fue tratado con fago antes de la siembra.
Fagos aislados y caracterizados in vitro. Algunos
o . ) ensayos in planta, con resultados prometedores en
Erwinia amylovora Frutas de pepita Tizén de fuego Y P P

combinacién con el vector no patégeno de Pantoea
agglomerans.

Pectobacterium

Hubo reduccién de la carga bacteriana por fagos,

carotovorum Pudricién blanda L
Cartucho o alcatraz , pero la inhibicién de la muerte fue causada por
subsp. bacteriana , o
soluciones fertilizantes.
caratovorum
En pruebas en invernadero, el pretratamiento de
las raices con una cepa avirulenta y la aplicacién
Ralstonia Tab Marchitez de fagos protegieron a las plantas contra el
abaco } L ) L,
solanacearum bacteriana marchitamiento bacteriano. No se realizé ninguna
comparacién con los métodos convencionales de
control quimico.
En un ensayo en invernadero, el pretratamiento
de las plantulas de tomate con GRSL1 evité el
Ralstonia T Marchitez marchitamiento bacteriano en todas las plantas;
omate } )
solanacearum bacteriana todas las plantas no tratadas se marchitaron.
¢®RSLI inhibié el crecimiento de bacterias, pero no
las eliminé completamente.
Streptomyces El tratamiento con fago en los tubérculos antes de la
_ Papa Sarnadelapapa | , .,
scabies siembra redujo la cobertura de la lesién de la costra.
La aplicacién de fago a las hojas de melocotén
Xanthomonas p antes de la infeccidn resultd en una reduccién de
untos .
arboricola pv. Frutas de hueso . la enfermedad del 42 % en comparacién con un
} bacterianos ., .
pruni control no tratado. La aplicacién de fago después de
la infeccién no tuvo ningtin efecto.
Xanthomonas ., ) Los ensayos en campo e invernadero con el fago
Tizén de la hoja

axonopodis pv.
allii

Cebolla

por Xanthomonas

proporcionaron proteccién equivalente a la obtenida

con cobre.

Xanthomonas
axonopodis pv.
vignaeradiatae

Frijol mungo

Mancha
bacteriana de la

hoja

El efecto sinérgico del fago y de la estreptomicina
sobre las semillas de frijol mungo redujo la infeccidén
en las plantulas.
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(Continuacién tabla 20.1)
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Pat6geno Hospedante Enfermedad
Xanthomonas En un ensayo de invernadero, el fago no sobrevivié
campestris pv. Nogal Tizén de nogal en las hojas de nuez; el patdgeno no fue incluido en
Jjuglandis las hojas.
Xanthomonas . En uno de cada tres huertos, se observé una
, ) Manchas de hoja L )
campestris pv. Melocotén fout reduccidn significativa de la enfermedad con la
‘ ruto .,
pruni y aplicacién semanal de un solo fago.
Xanthomonas . . .
i T L Manchas Estos estudios han conducido al desarrollo exitoso
campestris pv. omate y pimiento . L
P P Yp bacterianas de un fago Bca (Omnilytics, 2018).

vesicatoria

Xanthomonas citri

Cancer de los

Resultados mixtos en ensayos en invernaderos y

o Citricos L. ) o
subsp. citri citricos viveros comparados con bactericidas de cobre.
Xanthomonas Mancha . .
. ) Resultados mixtos en ensayos en invernaderos y
fuscans subsp. Citricos bacteriana de los

citrumelonis

citricos

viveros comparados con bactericidas de cobre.

Fuente: Adaptado de Frampton, Pitman y Fineran (2012)

Endéfitos

Los endéfitos pueden ser hongos, bacterias y
actinomicetos que pasan todo o un periodo de su
ciclo de vida colonizando los espacios simpldsicos o
apoplasicos de los tejidos vegetales asintomdticos
vivos (Wilson, 1995). Pueden desempefiar muchos
papeles beneficiosos importantes en el metabolismo
y en la fisiologia de la planta huésped, incluyendo la
fijacidn de nitrégeno atmosférico (Dalton et al., 2004),
la solubilizacién de fosfatos (Forchetti, Masciarelli,
Alemano, Alvarez, & Abdala, 2007), la sintesis de
hormonas de crecimiento (Hardoim, Van Overbeek,
& Elsas, 2008), la degradacién de compuestos tdxicos
(Sheng, Chen, & He, 2008), la inhibicién de hongos
patégenos, de patdgenos bacterianos (Van Buren,
Andre, & Ishimaru, 1993) y de insectos plaga (Castillo
& Sword, 2015; Vega et al., 2009).

Muchos endéfitos estin representados por las bac-
terias comunes del suelo (actinomicetes, Pseudomo-

nas, Burkholderia y Bacillus), las cuales producen una

gama diversa de metabolitos secundarios, antibiéti-
cos y compuestos orgdnicos voldtiles para contrarres-
tar los efectos deletéreos de los patdgenos. Ademis,
los endéfitos pueden contrarrestar los efectos adver-
sos causados por estrés abidtico, como la salinidad
(Ezra et al., 2004; Kloepper et al., 1999; Lodewyckx
et al., 2002).

Es bien conocido que existe una gran diversidad
biolégica de hongos endofiticos y que tienen presencia
desde las regiones templadas hasta las selvas tropicales,
donde se distribuyen aproximadamente 300.000
especies de plantas hospedantes terrestres. Se sabe,
ademds, que cada especie vegetal alberga una o mis
especies de hongos endofiticos que pueden desarrollarse
asintomiticamente en diferentes tejidos sanos de
plantas, incluyendo los tallos, las hojas y las raices, y en
el suelo. Se estima que hay mas de un millén de especies
de hongos endofiticos en la naturaleza (Faeth & Fagan,
2002), entre los cuales se encuentran las micorrizas
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y los biocontroladores, tanto de enfermedades (es el
caso de Trichoderma spp.) (Hosseyni-Moghaddam
& Soltani, 2014; Mulaw, Druzhinina, Kubicek, &
Atanasova, 2013) como de insectos plaga (es el caso de
Beauveria y Purpureocillium) (Castillo & Sword, 2015).

Sisetiene en cuentaquelamayoriade microorganismos
biocontroladores son muy sensibles a las condiciones

medioambientales y que los tejidos internos de las

plantas les proporcionan un ambiente protector a los
endodfitos, que colonizan un nicho ecoldgico similar
a los patdgenos de las plantas (Hallmann, Quadt-
Hallmann, Mahaffee, & Kloepper, 1997), el uso de
estas bacterias y de hongos endéfitos biocontroladores
podria garantizar una respuesta de control consistente.
En el capitulo 19 de este libro, “Los hongos endéfitos
en control bioldgico de fitopatdgenos e insectos plagas’,

se amplia este tema.

Bioestimulantes para mejorar la actividad

de los microorganismos biocontroladores

En la literatura cientifica, el término bioestimulante
fue definido por primera vez por Kauffman, Kneivel
y Watschke (2007), y se refiere a los “materiales
diferentes de los fertilizantes, que promueven el
crecimiento de las plantas cuando se aplican en
bajas cantidades” (traduccién propia). Segin Du
Jardin (2015), un bioestimulante vegetal es cualquier
sustancia o microorganismo aplicado a las plantas
con el objetivo de mejorar la eficiencia nutricional,
la tolerancia al estrés abidtico o los rasgos de calidad
de los cultivos, independientemente de su contenido
de nutrientes. Por extensidn, los bioestimulantes de
plantas también designan productos comerciales
que contienen mezclas de tales sustancias o
microorganismos. Muchos bioestimulantes mejoran
la nutricién, y lo hacen independientemente de
su contenido de nutrientes. Los biofertilizantes,
que se proponen como una subcategoria de los
bioestimulantes, aumentan la eficiencia en el uso
de nutrientes. En este sentido, los bioestimulantes
microbianos incluyen hongos micorrizicos y no
micorrizicos, endosimbiontes bacterianos (como
Rhizobium), bacterias biofertilizantes no simbidticas
y rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas, a las cuales ya nos referimos. Por lo tanto, los
microorganismos aplicados a las plantas pueden tener
una doble funcién: como bioestimulantes y como

agentes de biocontrol.

A continuacién se mencionan algunos bioestimulantes
definidos como sustancias beneficiosas para las
plantas sin que sean nutrientes, plaguicidas o

mejoradores del suelo.
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Acidos hiimicos y fulvicos

Los 4cidos hiimicos y falvicos (humic substances [Hs,
por la sigla en inglés]) son constituyentes naturales
de la materia orgdnica del suelo que resultan de la
descomposicién de residuos vegetales, animales y
microbianos, pero también de la actividad metabdlica
de los microorganismos del suelo que utilizan
estos sustratos. Son compuestos heterogéneos que
originalmente fueron clasificados de acuerdo con sus
pesos moleculares y su solubilidad como huminas,
dcidos htmicos y 4cidos falvicos. Estos compuestos
tienen una dindmica compleja de asociacién y
disociacién en coloides supramoleculares que
también es influenciada por las raices de las plantas
mediante la liberacién de protones y exudados.
Las sustancias himicas y sus complejos en el suelo
resultan de la interaccién entre la materia orgénica,
los microorganismos y las raices de las plantas. La
variabilidad de los efectos de los Hs estd relacionada
con la fuente de la que son obtenidos, las condiciones
ambientales, la planta receptora, la dosis y la forma de
aplicacién (Rose et al., 2014).

Hidrolizados de proteinas y otros
compuestos que contienen nitrégeno

Las mezclas de aminodcidos y péptidos se obtienen

por hidrdlisis quimica y enzimdtica de proteinas a



partir de subproductos agroindustriales, tanto de
origen vegetal (residuos de cosecha) como de desechos
animales (por ejemplo, coligeno y tejidos epiteliales)
(Calvo, Nelson, & Kloepper, 2014; Du Jardin, 2012;
Halpern et al., 2015). Otras moléculas nitrogenadas
incluyen betainas, poliaminas y aminodcidos no
proteinicos, que son heterogéneos y diversificados,
pero poco caracterizados con respecto a sus roles
fisioldgicos y ecoldgicos (Vranova, Rejsek, Skene,
& Formanek, 2011). La trimetilglicina, conocida
como betaina, es un caso especial derivado
de aminoicidos, ya que este compuesto posee
propiedades antiestrés bien conocidas para las
plantas (Chen & Murata, 2011).

Los bioestimulantes desempefian multiples fun-
ciones, ya que pueden actuar como promotores del
crecimiento de las plantas (Calvo et al., 2014; Du
Jardin, 2012; Halpern et al., 2015). Otros efectos
directos en las plantas incluyen la modulacién de la
absorcién y asimilacién de N mediante la regulacién
de las enzimas involucradas en la asimilacién de
N y de sus genes estructurales, que acttian sobre
la via de sefializacién de adquisicién de N por las
raices. Al regular las enzimas del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (tricarboxylic acid [Tca por su sigla
en inglés]) también contribuyen a la conversacidn
cruzada entre los metabolismos del carbono y del
nitrégeno. A los hidrolizados de proteinas también
se les han atribuido actividades hormonales (Colla,
Rouphael, Canaguier, Svecova, & Cardarelli, 2014).
Algunos aminoicidos (como la prolina) poseen
efectos quelantes que pueden proteger las plantas
contra el efecto de los metales pesados y también
contribuyen a la movilidad y la adquisicién de
micronutrientes. La betaina, la glicina y la prolina
contribuyen a la mitigacidn del estrés ambiental, pues

poseen actividad antioxidante.

Losefectosindirectossobrelanutricidnyelcrecimiento
de las plantas también son importantes en la practica
agricola cuando se aplican hidrolizados de proteinas
a las plantas y al suelo. Se sabe que los hidrolizados
de proteinas aumentan la biomasa microbiana y su
actividad, mejorando asi la respiracién y la fertilidad
del suelo. Se considera que las actividades quelantes
de algunos aminoacidos y péptidos contribuyen a la

disponibilidad de nutrientes y a su toma por las raices

(Du Jardin, 2015).
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Extractos de
algas marinas y plantas

El uso de algas frescas como fuente de materia
orgdnica y como fertilizante es antiguo en la
agricultura, pero sus efectos bioestimulantes se han
reportado recientemente. Los polisaciridos, como
laminarina, alginatos y carragenanos y sus productos
de descomposicidén, asi como los esteroles, las
betainas y las hormonas contribuyen a la promocién
del crecimiento vegetal (Craigie, 2011; Khan et al,
2009). La mayoria de las especies de algas pertenecen
a los géneros de las algas pardas, como Ascophyllum,
Fucus y Laminaria, pero los carragenanos provienen
de las algas rojas. Mds de veinte productos de algas
utilizadas como bioestimulantes para el crecimiento
de las plantas han sido enumerados por Khan et al.
(2009) y por Craigie (2011). Estos pueden aplicarse
en suelos, en cultivos hidropdnicos o en tratamientos
foliares. En los suelos, sus polisaciridos contribuyen a
la formacién de gel, la retencién de agua y la aireacién.
Los compuestos polianiénicos contribuyen a la
fijacién y el intercambio de cationes, lo que también es
de interés para la fijacién de metales pesados y para la

remediacién del suelo.

También se describen efectos positivos a través de la
microflora del suelo, con la estimulacién de bacterias
promotoras del crecimiento y de microorganismos
antagonistas de fitopatégenos en suelos supresivos.
En las plantas, proveen micro y macronutrientes que
actan como fertilizantes. Las consecuencias sobre la
germinacidn de las semillas, el establecimiento de las
plantas y su crecimiento y desarrollo estin asociadas
con los efectos hormonales, que se consideran
como los principales causantes de la actividad de
bioestimulacién. Aunque las citoquininas, auxinas,
4cido abscisico, giberelinas y otros compuestos como
los esteroles y las poliaminas han sido identificados en
extractos de algas (Craigie, 2011), se ha demostrado
que los efectos hormonales de los extractos del alga
marrén Ascophyllum nodosum se explican, en gran
medida, por la regulacién positiva de los genes de
la biosintesis de las hormonas en los tejidos de
las plantas y, en menor medida, por los contenidos
hormonales de los extractos de algas marinas (Wally

et al., 2013a, 2013b).
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Quitina, quitosdn
y otros biopolimeros

La quitina es un polimero de N-acetil-D-glucosamina
unido por enlace P(1,4) que tiene propiedades
fisico-quimicas y biolégicas de gran interés agricola
(Tharanathan & Kittur, 2003). Después de la celulosa,
es el polisacirido mds abundante en la naturaleza.
Este biopolimero es el componente bisico que les
conflere resistencia mecdnica a los organismos que
la contienen, como es el caso de los insectos y los
crusticeos, ya que constituye el principal componente
del exoesqueleto. Ademds, forma parte de las paredes
celulares de los hongos, las algas y los huevos de los
nematodos (Cohen, 2001; De Jin et al., 2005; Gortari
& Hours, 2008; Merzendorfer & Zimoch, 2003).

El quitosan es un polimero de B-1,4-glucosamina que
hace parte esencial de la pared celular de los hongos
y se puede obtener por desacetilacién de la quitina
presente en el exoesqueleto de artrépodos (Winterowd
& Sandford, 1995). Este es el aminopolisacirido mas
abundante de origen natural, no es téxico, es bioactivo
y posee caracteristicas fisicoquimicas especiales que
estdn relacionadas con su actividad bioldgica (Goy,
Britto, & Assis, 2009; Rabea, Badawy, Stevens,
Smagghe, & Steurbaut, 2003).

Debido a que la quitina y el quitosdn no se encuentran
presentes en las plantas y los vertebrados, se pueden
utilizar de manera segura en el control de insectos
plaga y de enfermedades (Cohen, 2001). Ambos
biopolimeros tienen propiedades en el control de

debido a

indirectos y directos; en el primer caso, pueden

enfermedades diferentes mecanismos
estimular el desarrollo de microflora benéfica que
acttia como biocontroladora (Badawy & Rabea, 2011;
Tian, Riggs, & Crippen, 2000). Ademds, estimulan las
defensas de las plantas, ya que inducen la biosintesis
de fitoalexinas (Ren & West, 1992; Yamada, Shibuya,
Kodama, & Akatsuka, 1993), la activacién de
glucanasas y quitinasas (Kaku, Shibuya, Xu, Aryan,
& Fincher, 1997; Roby, Gadelle, & Toppan, 1987), la
biosintesis de 4cido jasménico (Nojiri et al., 1996), la
generacién de especies reactivas de oxigeno (Kuchitsu,
Kosaka, Shiga, & Shibuya, 1995), la expresién

temprana de respuesta de genes relacionados con la
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defensa (Minami et al., 1996; Nishizawa et al., 1999;
Takai, Hasegawa, Kaku, Shibuya, & Minami, 2001),
la lignificacién (Barber, Bertram, & Ride, 1989), la
despolarizacién de la membrana y fosforilacién de
proteinas, ademds de generar variaciones en el flujo
de iones y acidificacién citoplasmdtica (Barber et al.,
1989; Felix, Baureithel, & Boller, 1998; Felix, Regenass,
& Boller, 1993; Kikuyama, Kuchitsu, & Shibuya,
1997). Complementariamente, el quitosin inhibe
la produccién de proteinasas (Walker-Simmons &
Ryan, 1984) e induce la formacién calosa (Conrath,
Domard, & Kauss, 1989; Ksohle, Jeblick, Poten,
Blaschek, & Kauss, 1985). El principal efecto directo
de estos biopolimeros se centra en sus propiedades
fungicidas o antimicrobiales (Badawy & Rabea, 2011;
El Hadrami, Adam, El Hadrami, & Daayf, 2010; Goy
et al., 2009; Rabea et al., 2003).

La adicién de quitina o de quitosin como adyuvante
para mejorar la eficacia de los microorganismos
antagonistas y para inducir resistencia sistémica
en la planta, ya sea solo o en combinacién con
agentes de control bioldgico, ha tenido éxito contra
diversos patégenos del suelo y representa una
alternativa viable para el manejo de enfermedades
fangicas (Benhamou, Kloepper, & Tuzun, 1998;
El-Ghaouth, Arul, Ponnampalam, & Boulet, 1991;
El-Ghaouth, Ponnampalam, Castaigne, & Arul,
1992). Su efecto sinérgico con agentes de control
biolégico fue demostrado por Algam et al. (2010)
en la interaccién Paenibacillus polymyxa — tomate —
Ralstonia solanacearum y Trichoderma harzianum —
tomate — E oxysporum, en donde la concentracién de
quitosin de 0,5 a 4 g.L'! disminuy® significativamente
el crecimiento del patégeno e inhibié totalmente
a la concentracién de 4 gL”'. En condiciones de
invernadero, la aplicacién de T. harzianum y quitosin
(1 g¢L?), como tratamiento de inmersién de la raiz,
redujo la incidencia de la enfermedad en un 66,6 %
(El-Mohamedy, Abdel-Kareem, Jaboun-Khiareddine,
& Daami-Remadi, 2014). Estos compuestos se
utilizan en la agricultura, en forma de polimeros y de

oligémeros de tamanos variables.

Los efectos fisiolégicos de los oligdmeros del quitosén
en las plantas son el resultado de la capacidad de este
compuesto policatiénico de unirse aunaampliagamade
componentes celulares, incluyendo el ApN, lamembrana

plasmidtica y los constituyentes de la pared celular,



ademds de unirse a receptores especificos implicados
en la activacidén de los genes de defensa (El Hadrami
et al., 2010; Hadwiger, 2013; Katiyar, Hemantaranjan,
& Singh, 2015; Yin, Zhao, & Du, 2010). La quitina
y el quitosdn usan aparentemente distintos receptores
y vias de sefalizacién. Entre los efectos celulares de
la unién del quitosdn a los receptores celulares mas o
menos especificos, se ha demostrado la acumulacién de
perdxido de hidrégeno y la fuga de Ca** en la célula, lo
que causa cambios fisiolégicos, ya que estos tienen un
rol clave en la senalizacién de las respuestas al estrés y
en la regulacién del desarrollo. El anilisis del proteoma
(Ferri, Franceschetti, Naldrett, Saalbach, & Tassoni,
2014) o del transcriptoma (Povero et al., 2011) de
tejidos vegetales tratados con quitosin confirmaron
esta suposicién. Aunque el uso de este compuesto
se ha centrado en la proteccién de las plantas contra
los patdgenos, sus usos agricolas podrian ser mads
amplios, ya que le confieren a la planta tolerancia al
estrés abidtico (sequia, salinidad y estrés por el frio).
El cierre estomiético inducido por el quitosin a través
de un mecanismo dependiente del dcido abcisico (aBa)
participa en la proteccién del estrés ambiental conferida
por este bioestimulante (Iriti et al., 2009).

Otros polimeros y oligémeros de origen bioldgico se
utilizan en la agricultura como elicitores, como en el
caso de lalaminarina, un glucano de almacenamiento de
las algas marrones. Aunque debe hacerse una distincién
entre el biocontrol y la bioestimulacidn, las vias de
sefalizacién pueden estar interconectadas y ambos
efectos pueden, pricticamente, resultar de la aplicacién
de los mismos inductores (Gozzo & Faoro, 2013).

En conclusién, los bioestimulantes pueden ejercer
multiples funciones, ya que pueden mejorar la
resistencia de las plantas a las perturbaciones
ambientales al ejercer efectos directos sobre esta o

sobre los microorganismos benéficos del suelo. Sin
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embargo, atn falta mucha investigacién para definir
las dosis, las técnicas de aplicacién y las especificidades
para producir mayor impacto en la proteccién contra
el estrés. Ademds, debe darse una alta prioridad a
la mejor comprensién de sus efectos funcionales y
sus mecanismos, ya que solo asi se podra pasar a la
préxima generacién de bioestimulantes en la cual las
sinergias y los mecanismos complementarios puedan
ser disefiados funcionalmente. Se ha propuesto
un enfoque integral y sistemdtico para descubrir y
caracterizar los nuevos bioestimulantes y comprender
su modo de accidn, utilizando un enfoque combinado
que abarque la biologia, la quimica y las émicas. Los
metaandlisis podrian ayudar a encontrar nuevos
efectos de los bioestimulantes y sus los factores
sinérgicos y complementarios; asi, se podrian
desarrollar formulaciones especificas de agentes
de control biolégico con bioestimulantes dirigidas
a mejorar la respuesta de la planta tanto al estrés
bidtico como abiético. Por ejemplo, para mejorar la
resiliencia de las plantas en condiciones de sequia, los
bioestimulantes podrian estimular el crecimiento de
las raices y el desarrollo de brotes, lo que les permitiria
explorar la capa de suelo mds profunda durante la
temporada de sequia y estimular la sintesis de solutos
compatibles para restablecer gradientes potenciales y
absorcién de agua cuando esta disminuya en el suelo.
Ciertos efectos positivos pueden ser producidos
por los bioestimulantes microbianos, que crean
superficies de absorcidén alrededor de los sistemas
radicales y secuestran el agua del suelo para favorecer
las plantas. Los bioestimulantes también podrian
usarse simultidneamente para estabilizar o mejorar la
actividad de los microorganismos biocontroladores y
para estimular las respuestas de defensa de las plantas,
mejorando asi la salud vegetal; esto generaria una
mayor tolerancia ante los diferentes fitopatdgenos e

insectos que amenazan a un cultivo determinado.

Aplicaciones del microbioma presente

en distintos tejidos de la planta

Una de las observaciones interesantes derivada de los
estudios de diversidad molecular es que los 4rganos
en las plantas —por ejemplo, la rizosfera (raices), la

fildsfera (zona aérea), la enddsfera (tejidos internos)

y la carpdsfera (frutos)— estin colonizados por
microorganismos, y los distintos tejidos parecen
favorecer el reclutamiento de comunidades microbianas

variadas. Las comunidades bacterianas son abundantes
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en los distintos tejidos de la planta: por ejemplo, se
ha estimado que existen de 10° a 107 células/cm en
la superficie de las hojas y de 10° a 10° células/g en la
rizosfera (Whitman et al., 1998); estos ensamblajes de
comunidades no son producto del azar y parecen estar
determinados por la anatomia de las hojas y las raices

y por la produccién de exudados en estos tejidos (Berg,

Rybakova, Grube, & Koberl, 2016).

La rizosfera se caracteriza por su alta abundancia
microbiana (Berg, Eber]l, & Hartmann, 2005) y es,
tal vez, uno de los ambientes mis estudiados, en
parte porque los microorganismos presentes en la raiz
promueven un mejor aprovechamiento delosnutrientes
y pueden proteger la salud de la planta y evitar el
desarrollo de enfermedades. Una de las caracteristicas
interesantes de la rizosfera es su capacidad de reclutar
del suelo especies microbianas especificas. Esta
seleccién especifica de microorganismos ha sido
demostrada por medio de metodologias como el
enriquecimiento isotépico (Haichar et al., 2008) y por
la comparacién por secuenciacién de 16S rARN de las
comunidades microbianas, que sefialan que solo una
fraccién de la comunidad presente en el suelo es capaz
de habitar las raices (Bulgarelli et al., 2012; Lundberg
et al., 2012). En la misma direccién, la localizacién
espacial de los microorganismos en la raiz y su relacién
con la distribucién de nutrientes ha sido demostrada
por microscopia, por medio de metodologias como la
risH (Bulgarelli et al,, 2012; Lundberg et al., 2012;
Ofek, Hadar, & Minz, 2012). Esta colocalizacién de
nutrientes sefala que las asociaciones entre la raiz
y los microorganismos se dan por comunicacién
quimica, y en esta se involucran la acumulacién de
mucilago, los metabolitos secundarios exudados con
la capacidad de atraer o repeler microorganismos

(Badri & Vivanco, 2009), e incluso los mecanismos de

defensa (Doornbos, Van Loon, & Bakker, 2012).

Estos mecanismos de comunicacién y reclutamiento
del microbioma parecen ser especie-especificos, como
se observé en estudios comparativos de la diversidad
de la rizosfera de dos plantas medicinales cultivadas
en suelos adyacentes con las mismas condiciones
donde, a pesar de su proximidad, se encontrd hasta
un 30% de diferencias en la diversidad microbiana
asociada a la raiz, al igual que diferencias funcionales

en los organismos colonizadores del tejido (Koberl,

Schmidt, Ramadan, Bauer, & Berg, 2013). Adicional
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a la importancia para la planta, se sabe que las
comunidades de microorganismos en la rizosfera
también son importantes para los ecosistemas
terrestres, ya que catalizan procesos como la fijacién de
carbono, la cual es fundamental para el funcionamiento
y el ciclaje de los nutrientes (Berg, Grube, Schloter, &
Smalla, 2014).

En comparacién con la rizosfera, la abundancia
microbiana en la fildsfera es menor debido a que las
hojas son un ambiente mas dindmico, con un menor
tiempo de vida que las raices, un menor nimero de
nutrientes y con una mayor exposicién a cambios de
humedad, radiacién y temperatura (Vorholt, 2012).
Las hojas tienen diferentes estrategias y estructuras
que afectan la colonizacién microbiana, como
las capas de cera y la produccién de compuestos
secundarios que tienen un efecto antimicrobiano
(Berg et al., 2016). Tal vez por la presencia de estas
estructuras, la escasez de recursos y la variabilidad de
las condiciones, la colonizacién de las superficies de
las hojas se da en grupos pequefios de agregados que
se forman principalmente en las uniones de las células

epidérmicas, a lo largo de las venas y en las bases de los

tricomas (Lindow & Brandl, 2003).

La colonizacién y el establecimiento del microbioma
de la filosfera estin determinados por las condiciones
ambientales y biolégicas. Un estudio conducido
durante el periodo de crecimiento (julio-agosto) de
cultivos de frijol, soya y canola muestra que durante
esta etapa las variables climatolédgicas de las estaciones
influyen sobre la composicién y la maduracién
del microbioma de la fildsfera (Copeland, Yuan,
Layeghifard, Wang, & Guttman, 2015). Al principio,
la composicién del microbioma se ve fuertemente
influenciada por los microorganismos del suelo; sin
embargo, a medida que transcurre la temporada, la
comunidad se vuelve menos diversay masespecifica, con
presencia de microorganismos como los de la familia
Methylobacteraceae que cominmente se encuentran
asociados a la filésfera. Otro estudio reciente, esta vez
en 57 especies de drboles en bosques neotropicales,
muestra la relacién de la microbiota asociada a la
fildsfera con los atributos biolégicos de los drboles
(Kembel et al., 2014). En este caso se encontraron
asociaciones entre la estructura del microbioma y
variables como la fisiologia de la planta, la relacién
evolutiva, la densidad de la madera, la densidad de la



hoja y las concentraciones de nitrégeno y fésforo en
las hojas. Entre estos atributos, la concentracién de
nitrégeno y fésforo es la que parece tener un mayor
efecto sobre el microbioma, debido, posiblemente,
a que estos valores representan una medida de la
estrategia de toma y retencién de nutrientes por parte
de la planta, lo cual se refleja en la estructura de las
hojas y afecta la composicién de la microbiota. Estos
estudios muestran la complejidad de las fuerzas que
modulan el establecimiento del microbioma de la
filésfera y que tanto los factores bidticos como los
abidticos deben ser evaluados en futuros estudios para
dilucidar las fuerzas que determinan su composicién

y su dindmica.

Otradrea de trabajo enla investigacion de la microbiota
se enfoca en el estudio de los frutos o la carpdsfera.
Debido ala relacién directa con la produccién agricola,
el estudio en este tema se ha venido desarrollando en
varias direcciones, desde su interaccién con insectos
plaga hasta su estudio para evitar pérdidas asociadas
a la infeccién por microorganismos que se desarrollan
durante los procesos de poscosecha. Un estudio
reciente en manzanas cosechadas evalué la diversidad
fungica en distintas partes del fruto y su relacién
con las pricticas de manejo orgdnico y convencional
(Abdelfattah, Wisniewski, Droby, & Schena, 2016).
Se evaluaron las frutas poco después de la compra
(T1) y después de dos semanas de almacenamiento
(T5). Los analisis de diversidad revelaron poblaciones
significativamente  diferentes en las manzanas
orgdnicas y en las convencionales, y este resultado fue
consistente en todas las partes de la fruta que fueron
analizadas (extremo del ciliz, cdscara, extremo del
pedunculo y carne herida). Los resultados de este
estudio representan un avance de los conocimientos
actuales sobre la microbiota de los hongos en los tejidos
de la fruta y muestran la importancia del manejo para
la diversidad final del microbioma del fruto. Incluso
dan a conocer alternativas de estudio interesantes para
el disefio de nuevas estrategias de control que modulen
el establecimiento de un microbioma controlador de

enfermedades poscosecha.

A pesar de la ubicuidad de los microbiomas asocia-
dos a los distintos tejidos y su posible rol en la salud
de las plantas, la mayoria de los estudios sobre
control bioldgico se han enfocado principalmente en
el entendimiento de interacciones simples planta-
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patdgeno y planta-patégeno-agente controlador. Aun-
que estas aproximaciones han permitido entender
multiples mecanismos de control de enfermedades y
seleccionar microorganismos, el omitir la influencia
del resto de la comunidad microbiana puede sesgar la
aplicacién 6ptima de estos bioproductos. Por ejemplo,
una de las grandes limitantes de los biocontroladores
es la baja reproducibilidad de los resultados cuando
se aplican en distintos lugares. Varios autores sugieren
que gran parte de estavariabilidad se debe precisamente
a que no se conoce si la microbiota local de las plantas
afecta de forma positiva o negativa la respuesta de los
agentes biocontroladores (Massart, Martinez-Medina,
& Jijakli, 2015). Entender el efecto del microbioma en
la planta puede ayudar a impulsar el uso de agentes
bioldgicos sobre compuestos quimicos que muchas

veces son nocivos para el medioambiente.

Se han propuesto varias aproximaciones que permi-
tirfan aprovechar el uso del conocimiento del
microbioma en el 4drea del control bioldgico. Una
estrategia de prevencién busca dilucidar si las
interacciones microbiota-patégeno-planta, como la
competencia por nutrientes y espacio, la antibiosis y la
estimulacién de la respuesta sistémica del hospedero,
pueden suprimir la proliferacién de patdgenos (Berg et
al., 2016). Por ejemplo, muchos patégenos bacterianos
foliares colonizan las superficies de las plantas antes de
la infeccién, y el tamano de las poblaciones resultantes
se correlaciona con la severidad de la enfermedad.
Esto sugiere que un microbioma compuesto por
poblaciones competidoras en la filésfera puede reducir
el establecimiento y la colonizacién del patdgeno y

favorecer la proteccién de las plantas.

Uno de los casos mis relevantes en la prevencién de
las enfermedades es el de la supresidn del desarrollo de
patdgenos en ciertos suelos. Estos suelos, denominados
supresivos (es decir, que impiden el desarrollo de
enfermedad), han sido reportados alrededor del
mundo y en muchos casos existe una clara evidencia
de la contribucién de la microbiota en estos resultados.
Existen, principalmente, dos tipos de supresividad: el
primero, la supresividad general, debida al efecto de
la biomasa total de microorganismos, y el segundo,
la supresividad especifica, debida a la accién especi-
fica de poblaciones de microorganismos (Weller,
Raaijmakers, Gardener, & Thomashow, 2002). Esta

tltima es de gran interés en el control bioldgico, ya que
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laidentificacién de estas poblaciones, el entendimiento
de sus funciones e interacciones y la recuperacién de
estas comunidades pueden emplearse para reducir
la severidad de las enfermedades en los cultivos. Los
mecanismos de supresividad especifica incluyen la
interaccién de supresién directa sobre un patdgeno
(cuando los microorganismos del suelo inhiben
el establecimiento del patégeno) y la supresividad
indirecta (cuando el microbioma estimula el sistema
inmune de la planta) (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

La existencia de suelos con comunidades supresivas
ha sido reportada para maltiples cultivos como papa
y manzana. Por ejemplo, a mediados del siglo pasado,
algunos estudios en papa reportaron la presencia de
agentes atenuadores de la enfermedad de la costra
negra de la papa en suelos que llevaban mucho mas
tiempo de produccién que en aquellos que llevaban
menos de quince anos. En el estudio de Menzies
(1959) se demostré que a través del tiempo el suelo
desarrollaba supresividad a la enfermedad y que esta
desaparecia cuando el suelo era esterilizado, lo que
suponfa una importante influencia biolégica. Dichos
estudios abrieron la puerta para otros trabajos que han
demostrado la importancia del factor microbioldgico
del suelo en el desarrollo de las enfermedades. Weller
et al. (2002) presentan una revisién completa de la
historia de la supresividad. Un estudio mds reciente
en remolacha demostrd, por medio de técnicas
dependiente e independiente de cultivo, que los
microorganismos de las clase gamma-proteobacteria
presentes en la rizosfera presentan una clara actividad

supresiva contra el patégeno Rbhizoctonia solani

(Mendes, 2012).

A pesar dela evidencia de la presencia de comunidades
supresivas, delimitarlas y aprovecharlas propone
importantes retos tecnoldgicos y de conocimiento,
ya que es imposible recuperar estas comunidades
complejas y megadiversas en los cultivos. Por lo tanto,
uno de los retos mds grandes es poder identificar
cudles organismos dentro de la enorme diversidad
son fundamentales y necesarios para generar el
efecto supresivo. La evidencia recolectada por Agler
et al. (2016) en su estudio sobre Arabidopsis thaliana
sugiere que para favorecer o suprimir el desarrollo de
enfermedades no son necesarios todos los organismos
delacomunidad,yaquelapresenciadealgunasespecies

clave puede conducir al establecimiento de los demis
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microorganismos. En la misma linea, algunos autores
sugieren que inocular microorganismos colaboradores
clave (cepas auxiliares) junto con los biocontroladores
puede aumentar su efectividad (Massart et al,
2015), ya que las comunidades microbianas pueden
influir directamente en el desarrollo de antibiosis,
parasitismo o competencia, pero también pueden
tener un papel indirecto al estimular las defensas
de las plantas o la supervivencia y la actividad de los
agentes biocontroladores. Una mejor comprensién del
microbioma también permitird identificar estas cepas
microbianas auxiliares que potencialicen la eficacia
de los agentes biocontroladores. En el capitulo 4
sobre “Estudios del microbioma y su aplicacién en
el control bioldgico de fitopatédgenos” se profundiza

sobre este tema.

Elicitores

Segtin Goyal, Lambert, Cluzet, Mérillon y Ramawat
(2012), los elicitores son factores fisicos o quimicos
que estimulan una respuesta de defensa en la planta.
Los primeros, cuando se utilizan en pequefias dosis,
le generan estrés a la planta y esto desencadena la
produccién de moléculas de sefalizacién, en tanto
que las sustancias quimicas elicitoras son reconocidas
mediante receptores especificos presentes en las
células vegetales. que, en pequefias concentraciones,
desencadenan efectos morfoldgicos y fisioldgicos. Los
elicitores se pueden dividir en dos tipos: bidticos y
abidticos. Los elicitores abidticos son factores fisicos o
sustancias tales como las sales orgénicas, mientras que
los elicitores bidticos se derivan de microorganismos
(hongos, bacterias, virus) o son componentes de la
pared celular de la planta. Los elicitores bidticos
también incluyen productos quimicos liberados
por las plantas contra fitopatégenos o por el ataque
de herbivoros (Namdeo, 2007). Estos pueden ser
polisacaridos, productos derivados de las paredes de
las células vegetales (pectina o celulosa), de gomas de
plantas y de microorganismos (quitina o glucanos)
y glicoproteinas o proteinas intracelulares cuyas
funciones estdn acopladas a receptores que acttian
activando o inactivando una serie de enzimas o canales
de hierro (tabla 20.2). Por lo tanto, los elicitores se

pueden dividir en funcién de su fuente como exégenos y



endégenos. Los primeros se originan en el patégeno, en
microorganismos benéficos o en otros agentes externos
y, en su mayoria, tienen movilidad dentro de los tejidos
vegetales. Los elicitores enddgenos son de origen
vegetal y se producen como resultado de la interaccién

con el patdégeno o con otros microorganismos.

Los microorganismos de la rizosfera, como las pGpr
y algunas cepas de Trichoderma spp., pueden actuar
como elicitores bidticos, ya que tienen el potencial de
inducir la sintesis de metabolitos secundarios en las

plantas. Por ejemplo, al estudiar el efecto de las pGpPr

P. putida (PP-168) y P. fluorescens (PF-187) en la raiz

Tabla 20.2. Ejemplo de elicitores bidticos de uso comun
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de Hyoscyamus niger se observé un aumento en el
tamafio de los brotes y un aumento de dos alcaloides:
tropano hyoscyamine (HYO) y escopolamina (sco)
(Ghorbanpour, Hatami, & Khavazi, 2013). En
otros trabajos se ha encontrado que los lipopéptidos
surfactina y fengicina, producidos por especies de
Bacillus spp., también pueden actuar como elicitores, ya
que estimulan las defensas de la planta (Raaijmakers,

De Bruijn, Nybroe, & Ongena, 2010).

En estudios sobre frijol, las fengicinas y las surfactinas
purificadas proporcionaron una proteccidn significativa

contra Botrytis cinerea mediada por resistencia sistémica

Acido araquidénico

Oligémeros de alginato

Acido eicosapentaenoico

Oligémeros de alginato

Acido péctico Pectina

Alteromonas macleodii

Phytophthora megasperma, Phytophthora cryptogea y Phytophthora sojae

Aspergillus niger y Aspergillus sojae

Piezas de corcho exdgeno

Botrytis cinerea Poliaminas

Pol-L-lisina

Celulosa

Colletotrichum trifolii

Pythium aphanidermatum

Crudo de algas verde azules Quitosan

Diaporthe phaseolorum

Rbizopus arrhizus

Enterobacter sakazaki

Rhizoctonia bataticola

Extracto de cuscuta

Rbizoctonia solani

Flagelina Sacharomyces cerevisiae

Glicoproteinas Spodoptera frugiperda

Glucanos Streptomyces melanosporofaciens Syringolide
Glucomanosa Systemina

Harpines Trichoderma viride

Hemicelulasa Ulva

Hepta-B-glucésidos

Verticillum dabliae

Laminarina

Volicitina (linolenilo N-L-glutamina)

Monilicolina

Elicitor de levadura

Fuente: Adaptada de Goyal et al. (2012)

Alba Marina Cotes, Stephen Mosher, Gloria Patricia Barrera, Sadao Kobayashi, Yigal Elad

903



904

Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

inducida (induced systemic resistance (1SR por la sigla en
inglés]). Este efecto contra el fitopatdgeno fue similar
al inducido por células vivas de la cepa productora de
estos lipopéptidos B. amyloliquefaciens S499 (Ongena
et al., 2007). De otra parte, Chowdhury et al. (2015)
encontraron un incremento dramdtico en la expresion
del gen de la defensina 1.2 (PDF1.2) cuando aplicaron
células de la cepa de B. amyloliquefaciens.

Algunos hongos benéficos, tales como Trichoderma
spp., también pueden inducir diferentes tipos
de respuestas de defensa, una de ellas, mediante
la activacién de la ruta de los terpenoides con la
consecuente produccién de fitoalexinas. Esto se
observé en plintulas de algodén en las que se
relaciond esta induccién con el control de Rhizoctonia
solani (Howell, Hanson, Stipanovic, & Puckhaber,
2000). Este hongo también induce respuestas de
defensa relacionadas con la expresién de proteinas
PR, que tienen efecto en la supresién local y sistémica
de la enfermedad (Keswani, Mishra, Sarma, Singh, &
Singh, 2014; Vinale et al., 2008). Cotes, Lepoivre y
Semal (1996) demostraron, en plantulas de frijol, altos
niveles de endoquitinasas y endo-B-1,3-glucanasas de
origen vegetal cuando las semillas eran tratadas antes
de la siembra con Trichoderma koningiopsis, respuesta
que estuvo relacionada con el control de Pythium
splendens. Este mismo microorganismo estimul6
respuestas de resistencia sistémica relacionadas con
la expresién de 4cido jasménico y etileno en ensayos
efectuados en tomate contra Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (Moreno et al., 2009). En algodén,
el tratamiento con Trichoderma virens, ademds de
fitoalexinas, estimulé la actividad pox (Djonovi¢,
Pozo, Dangott, Howell, & Kenetley, 2006; Djonovi¢
etal,, 2007). De otra parte, en plantulas de Arabidopsis
tratadas con la cepa T22 de T. harzianum se encontré
una elevada expresién del gen de NPR1 relacionada
con el control de Pythium ultimum (Shoresh, Harman,
& Mastouri, 2010).

Estas respuestas de defensa de la planta se activan por
el metabolismo de la ruta de los fenilpropanoides (pp)
en la que la fenilalanina amonio liasa (paL) cataliza
el primer paso importante del metabolismo general
de los pp; de este modo se produce la sintesis de los
compuestos que tienen un rol indispensable en la

defensa, como los involucrados en el fortalecimiento y

Capitulo 20. Nuevas estrategias para el control biolégico de fitopatégenos

la reparacién de la pared celular (suberina y lignina),
los que tienen actividad antimicrobiana (fitoalexinas
tipo isoflavonas) y la sefializacién del 4cido salicilico
(sa) (Hammerschmidt, 1999).

Otros hongos benéficos como la micorriza Pirifor-
mospora indica también han sido reportados por
inducir respuestas de defensa en las plantas contra
patdgenos del suelo mediada por el dcido jasménico
(ya) (Serfling, Wirsel, Lind, & Deising, 2007; Stein,
Molitor, Kogel, & Waller, 2008).

De otra parte, dindole sustento a los beneficios
relacionados con el uso de consorcios microbianos, se
encontré que una mezcla de Trichoderma, Bacillus y
Rhizobium spp. estimuld el sistema de defensa mediado
por el 4cido jasménico ja en garbanzo ante la presencia
S. rolfsii (Singh, Sarma, Upadhyay, & Singh, 2013).
Resultados similares de induccién de la resistencia en
arveja fueron reportados por Jain, Singh, Singh y Singh
(2015) cuando usaron una mezcla de Trichoderma spp.,
Pseudomonas spp. y Bacillus spp. contra S. sclerotinia y
encontraron un incremento significativo de enzimas

relacionadas con la defensa de las plantas (Mishra,

Tewari, Singh, & Kumar, 2015).

Los elicitores bidticos y abidticos tienen un gran
potencial en la fitoproteccién. Sin embargo, se requiere
de un mejor conocimiento sobre los procesos de
elicitacién. De esta forma, se podria lograr una
reduccién en la aplicacién de fungicidas y en las
dosis requeridas para el control de enfermedades
(Baider & Cohen, 2003), o podrian usarse junto con
bioplaguicidas dentro de una estrategia de manejo
integrado de enfermedades. Esto ha demostrado ser
efectivo en el control de diferentes enfermedades,
como en el caso de las pudriciones en la poscosecha
causadas por Botrytis cinerea y Penicillium expansum en
frutos de kiwi: al combinar una levadura antagonista,
Candida diversa, con el tratamiento con harpinas, que
son proteinas que actian como elicitores, se estimuld
una respuesta hipersensible que permitié el control
efectivo de ambas enfermedades. Esto demostré la
induccién de la actividad de enzimas implicadas
en la respuesta de defensa, tales como polifenol
oxidasa, peroxidasa y superdxido dismutasa, ademais

del aumento en el contenido de lignina en los kiwis

(Tang et al., 2015).
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RNAI: nueva estrategia de control

de fitopatégenos basada en silenciamiento génico

A partir de la dltima década del siglo xx, los avances
en las metodologias de investigacién sobre los
sistemas biolgicos posibilitaron un incremento
fundamental del conocimiento sobre su constitucién
y su funcionamiento. El auge de las disciplinas
émicas nutrieron diferentes ramas de la ciencia y
generaron nuevas y revolucionarias aplicaciones en
agricultura. Con el desarrollo de las tecnologias de
secuenciacidn de alto rendimiento (high throughput),
se encuentran disponibles los genomas de cientos de
microorganismos fitopatdgenos en las bases de datos.
Esto, sumado a la informacién generada en estudios
de gendmica estructural, constituye una fuente para la
prediccidn in silico de genes vitales o relacionados con
la patogenicidad y la virulencia de los fitopatégenos.
Esta informacién se puede traducir en una estrategia
para combatir agentes causales de enfermedades en
plantas, en lo que se cataloga como resistencia derivada
del patégeno o PDR (por la sigla en inglés de pathogen-
derived resistance) (Panwar et al., 2016).

La investigacién en gendémica funcional de virus,
hongos y bacterias fitopatégenas se ha valido de
mecanismos de silenciamiento génico mediado por
ARN, también conocido por ARN de interferencia
o ARNi (Meena, Verma, & Kumbhar, 2017). Este
mecanismo, inicialmente, se aplicé como herramienta
para caracterizar y validar funciones bioldgicas de
genes que revelaron candidatos de patogenicidad y
virulencia, y posteriormente, debido a su alto potencial
en el desarrollo de estrategias de costo efectivas, ofreci6
nuevas oportunidades para acelerar los esfuerzos de
control de fitopatégenos mediante el ataque de genes

especificos esenciales para su supervivencia (Fondong,

Nagalakshmi, & Dinesh-Kumar, 2016).

ARN de interferencia

El ARNi es un mecanismo de regulacién genética,
evolutivamente conservado en eucariotas, el cual es
activado por la presencia de moléculas de ArRN de doble

cadena (dcARN), de tipo enddgeno o exdgeno, en el

citoplasma de la célula. La consecuencia de su accionar
es la hidrdlisis especifica de secuencias homélogas al
dcARN efector, el cual participaenlaidentificaciény la
posterior destruccién de la secuencia especifica blanco.
Este mecanismo sirve para eliminar transcripciones
de ARN mensajero (ARNm) fordneo de una manera
especifica en la secuencia de nucledtidos antes de que
generen proteinas dafiinas o invadan el genoma, por

lo cual posee enormes potencialidades biotecnoldgicas

(Groszhans & Filipowicz, 2008) (figura 20.5).

El descubrimiento del ARNIi es uno de los mayores
avances cientificos de las dltimas décadas y se ha
descrito como cosupresién homdloga, quelling o
silenciamiento génico postranscripcional pTGs (por la
sigla en inglés de post-transcriptional gene silencing) o

knock-down génico.

Antecedentes

En 1987, se reportd por primera vez el mecanismo de
silenciamiento génico en la enzima nopalina sintasa
(Nos) en plantas de tabaco, lo cual se evidencié por la
pérdidadeactividad enlaenzimay su correspondiente
sefial en un northern blot (Rothstein, DiMaio,
Strand, & Rice, 1987). Posteriormente, en plantas
de petunia, se observd que las secuencias antisentido
del gen de la enzima chalcone sintasa (cHs), la
cual hace parte de la via de sintesis de flavonoides,
generaban pérdida de pigmentacidén en los pétalos
(Van der Krol et al, 1988). En un intento por
aumentar la pigmentacién de las petunias mediante
la sobreexpresién del gen cHs, se observé un efecto
contrario debido a la inhibicién postranscripcién
de la expresién del gen por la via de degradacién
del ARNm (Napoli, Lemieux, & Jorgensen, 1990;
Van der Krol, Mur, Beld, Mol, & Stuitje, 1990).
Este fenémeno fue denominado cosupresion y su
mecanismo fue desconocido por muchos afios.
Posteriores investigaciones fueron realizadas para
describir el mismo mecanismo en otros organis-

mos como hongos (Neurospora crassa) (Romano &
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Macino, 1992), nematodos (Caenorhabditis elegans)
(Guo & Kemphues, 1995), insectos (Drosophila
melanogaster) (Pal-Bhadra, Bhadra, & Birchler, 1997)
y protozoos (Trypanosoma brucei) (Ngo, Tschudi,
Gull, K. & Ullu, 1998). Los investigadores Fire et al.
(1998) lograron definir las caracteristicas moleculares
del proceso de interferencia en la expresién de los
genes, denominado formalmente ARN interferente

(ARNI), trabajo que fue reconocido con el Premio

Nobel de Medicina o Fisiologia en el 2006.

Funcionamiento

Se han estudiado en detalle las proteinas asociadas

al mecanismo de silenciamiento en diferentes
organismos, donde se han descrito nuevas proteinas
involucradas en sistemas especificos. Sin embargo,
el funcionamiento general del mecanismo de ARNI
requiere unos componentes fundamentales: a) una
molécula desencadenante, que es dcARN, la cual
activa el mecanismo; sin embargo, otros inductores
que incluyen isoformas y modificaciones de ARN
como micro ARN (miARN) y ArN interferentes
pequefos (siARN) acttian posteriormente; b) una
proteina procesadora denominada Dicer o Dicer-like
(pLc); c) los productos del procesamiento, que son
ARN de tamafio pequefio, siARN o miARN; d) un
complejo efector compuesto por ribonucleoproteinas
denominado complejo de silenciamiento risc (rRNa-
induced silencing complex), cuya principal proteina es
AGO 0 argonauta; e) una ARN polimerasa dependiente
de arn (RdRp) (rNA-dependent rRNA polymerase)

que contribuye a amplificar la sefial de induccién del

mecanismo mediante la generacién de ARN secundarios

(Singh et al,, 2016).

El mecanismo de ARNi inicia cuando la enzima Dicer
reconocelosdcARNyloscortaen pequefios fragmentos
de doble cadena (aprox. 19-25 pb) denominados
siARN en el citoplasma. Luego, los dcARN se separan
en dos hebras y generan ArRN de cadena sencilla
(csARN); una hebra se denomina pasajera (la cual se
degrada) y la otra hebra se denomina guia. La hebra
guia se inserta en el complejo R1SC que tiene actividad
de digestién enzimdtica. Aunque en este complejo el
actor principal es la proteina argonauta (aGo), se han

descrito otras proteinas efectoras del complejo que

Capitulo 20. Nuevas estrategias para el control biolégico de fitopatégenos

reconocen los ARNdc y estimulan la actividad Dicer.
Este complejo risc activado con la hebra guia es el que
desarrolla la estrategia de silenciamiento de genes, en
la cual identifica y captura el ARNm en el citoplasma
de la célula y lo corta para disminuir su vida media y

evitar su traduccién.

Aunque no es completamente claro cémo la hebra
gufa en el complejo risc se une a su ARNm blanco,
se conoce que es un proceso especifico de secuencia.
El extremo 5 de la hebra guia estd implicado en la
adaptacién y unién del ARNm diana, mientras que
el extremo 3" localiza el ARNm en el sitio favorable
para su corte por risc. Una vez que el ARNm blanco
es identificado y capturado, el proceso entero se
desencadena por la amplificacién del proceso de clivaje
a través de la sintesis de dcARN adicionales a partir de
los fragmentos de ARNm digeridos inicialmente. Por
otra parte, el ARN gufa también puede ser amplificado
en algunos organismos como plantas e invertebrados
por la accién de la arRN polimerasa dependiente
del arRN (RdARP), lo cual da lugar a la generacién
secundaria de moléculas de dcARN que, a su vez,
pueden conducir a la formacién de nuevas moléculas
de siRNA que mejoran y propagan sistemdticamente

la degradacién del ARNm objetivo en el citoplasma
(figura 20.5) (Singh et al., 2016).

Aplicaciones

Existen diversas estrategias para reducir las pérdidas
causadas por enfermedades, y entre ellas estd
el desarrollo de plantas resistentes a diferentes
fitopatégenos. Debido a que las plantas utilizan el
mecanismo de ARNIi para controlar la progresion delas
infecciones por patdgenos de forma natural (Szittya &
Burgyan, 2013; Tenllado, Llave, & Diaz-Ruiz, 2004),
en las tltimas dos décadas el silenciamiento por ARN
se ha utilizado para generar cultivos resistentes (Duan,

Wang, & Guo, 2012).

Con base en el mecanismo denominado silenciamiento
génico inducido por el hospedero o Higs (por la sigla
en inglés de host induced gene silencing), se han
desarrollado diversos enfoques de control, entre los
cuales estd la generacién de plantas transgénicas que

presentan inmunidad contra el patégeno mediante la



o
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Figura 20.5. Mecanismo general de arN interferente. a. Molécula desencadenante, generalmente ARNdc en el

citoplasma celular; b. Fragmentacién del ARNdc por una proteina procesadora denominada Dicer o Dicer-like;

c. Productos del procesamiento ARNs de tamano pequefio, donde se separan la hebra guia y la hebra pasajera;

d. Conformacién de complejo efector risc (rNa-induced silencing complex) con su proteina argonauta (AGo) y

seleccidn de la hebra guia; reconocimiento especifico del ARNm por risc cargado con el RNA; e. Accidn del complejo

RISC para atacar e hidrolizar el ARNm diana, evitando asi su traduccién y formacién de proteina.

Fuente: Elaboracién propia

expresién endégena de dcARN. Bajo esta estrategia
ampliamente estudiada, inicialmente se desarrollaron
variedades vegetales resistentes a los virus patégenos,
que imitan los mecanismos antivirales naturales de
silenciamiento del arN (Kusaba, 2004), y durante
la tltima década se desarrollaron transgénicos para
el control de hongos, nematodos e insectos (Huang,
Allen, Davis, Baum, & Hussey, 2006; Mao et al., 2007;
Nowara et al., 2010; Nunes & Dean, 2012).

Debido a las limitantes que existen para el desarrollo
de plantas transgénicas, como la carencia de protocolos

de transformacién estandarizados para muchos

cultivos de importancia comercial, la inestabilidad de
las caracteristicas transformadas y la preocupacién
sobre el uso de organismos genéticamente modificados
(oGm), se desarrollé otro enfoque de control con la
aplicacién del mecanismo Higs (Wang & Jin, 2017).
Esta nueva estrategia utiliza la sintesis de moléculas
de dcARN vy siARN exdgenas in vitro o in vivo en
sistemas alternativos para su posterior administracién

en los cultivos (Wang, Thomas, & Jin, 2017).

En este sentido, los conceptos de trifico de ARN entre
organismos de reinos cruzados y el ARNi ambiental

son fundamentales para la aplicacién de Higs de
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forma tdpica. El primer concepto implica que las
moléculas de ARNI se pueden movilizar e interactuar
entre una planta hospedera y sus correspondientes
patdgenos o parasitos (Knip, Constantin, & Thordal-
Christensen, 2014), y este tréfico permite la aplicacién
de estrategias de proteccién basadas en Higs. El
segundo concepto implica que las moléculas de arn
externas pueden inducir el mecanismo de ARNi y se
denominan moléculas de ARN ambiental (Wang et al.,
2017). Teniendo en cuenta estos dos conceptos, varios
trabajos han demostrado que los dcARN y sARN
que tienen como blanco secuencias de patdégenos
se pueden aplicar tépicamente para el control de
enfermedades producidas por virus y hongos (Koch
et al., 2016; Mitter et al., 2017; Wang et al.,, 2016).
Esta estrategia ha sido denominada silenciamiento
génico inducido por atomizacién o siGs (por la sigla en
inglés de spray-induced gene silencing). En el caso de
Fusarium graminearum, se observé que la aplicacidén
tépica de moléculas de dcARN dirigidas contra genes
del patdgeno generd la reduccién de la enfermedad
en las hojas de cebada, la cual se extendié a hojas
que no fueron expuestas y sugirien que las senales de

interferencia se esparcen a partes distales de la planta.

Lo anterior se demostrd al observar ARN fluoromar-
cados en xilema, parénquima del floema, células del
mesdfilo, tricomas y estomas (Koch et al.,, 2016). Re-
sultados similares se observaron con la estrategia de
aplicacién tépica de moléculas de ARNi dirigidas
contra Botrytis cinerea para el control del moho gris
(Wang et al.,, 2016). De acuerdo con lo anterior, la es-
trategia de s1Gs tiene gran potencial para la proteccién
contra patdgenos de productos poscosecha durante el
procesamiento, el transporte y el almacenaje, incluyen-
do aquellos hongos que pueden producir micotoxinas

perjudiciales para la salud del consumidor (Majum-

dar, Rajasekaran, & Cary, 2017).

Capitulo 20. Nuevas estrategias para el control biolégico de fitopatégenos

Las estrategias de sigs requieren un sistema de
liberacién en campo, como cualquier otra estrategia de
control biolégico. Las moléculas de ARNs desnudas
pueden ser labiles a las condiciones ambientales, por
lo cual es necesario formularlas para su liberacién. Los
recientes avances en nanotecnologia han mejorado el
potencial de los siGs para el control de patégenos en
los cultivos. En una publicacién reciente, se describe
un sistema de formulacién de los ARNs mediante
su incorporacién en nanoparticulas denominadas
BioClay (Mitter et al., 2017), cuya proteccién previno
la degradacién por ARNasas y por luz solar, ademais
de proteger contra el lavado de las hojas con agua.
Este trabajo demostré que la aplicacién de ARNdc
formulado en las hojas protegié la planta de la
infeccién por virus (Mitter et al., 2017).

La aplicacién de los siGs es especifica y ambiental-
mente segura, con baja probabilidad de que los
patdgenos desarrollen mecanismos de resistencia, y
su uso podria ser més aceptado que el de oM (Wang

& Jin, 2017).

Consideraciones finales

El ARNI se convirtié en una herramienta altamente
eficaz para silenciar la expresién génica de diversos
patdgenos que afectan los cultivos. El enfoque de s1Gs
abre nuevas puertas a una infinidad de aplicaciones
biotecnoldgicas para la proteccién de cultivos, que
ademds es respetuosa con el medioambiente. Esta
estrategia puede ser aplicada mezclando mdltiples
secuencias blanco para el control de diversos
patégenos. Muchas de las aplicaciones de ARNIi son
evaluadas actualmente para su comercializacién o se

encuentran en produccién comercial.
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Conclusiones y perspectivas

Es bien conocida la importancia de los microorganismos biocontroladores para
mantener la sostenibilidad de los agroecosistemas. Sin embargo, a pesar de los progresos
en esta materia, ain quedan muchos desafios para responderle a las necesidades de los
agricultores. Es necesario desarrollar nuevas estrategias para el control de enfermedades
que alin no cuentan con estrategias bioldgicas de manejo y también es importante
aumentar los niveles de control hasta ahora obtenidos en muchos patosistemas para
garantizar una mayor consistencia y lograr beneficios adicionales al simple manejo
de enfermedades (biofertilizacién, biorremediacién, mayor espectro de control,
etc.). Aunque se han estudiado varias facetas de las interacciones entre la planta, los
microorganismos biocontroladores y otros componentes (bioestimulantes, elicitores,
etc.), todavia hay un largo camino por recorrer para lograr un mayor conocimiento que
permita garantizar la eficacia y la consistencia de la integracién de muchos componentes

ala vez dentro de una estrategia de manejo integrado de cultivos.
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