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Resumen

Los fitopatégenos foliares representan una grave amenaza para la seguridad
alimentaria mundial. El control bioldgico se considera ecolégicamente amigable
y una alternativa clave en el manejo de las enfermedades producidas por estos.
Ademais, se ha demostrado que varios microorganismos son efectivos en el control
de muchas de estas enfermedades. En este capitulo se analizan varios de los mis
importantes patdgenos foliares, asi como los microorganismos antagonistas mds
frecuentemente usados, incluyendo su distribucién, ecologia, biologia y modo de
accién. Para ello, se revisan investigaciones realizadas durante las tltimas décadas
en todo el mundo sobre la evaluacién de la eficacia de los agentes de control
bioldgico, con algunas historias de éxito convincentes, asi como los factores que

fomentan o dificultan su desarrollo.

Palabras clave

Bioplaguicidas, compuestos antivirales, control biolégico, fitopatégenos

foliares

Abstract

Foliar plant pathogens pose a serious problem for global food security.
Biological control is considered ecologically friendly and a key alternative
in disease management. Several organisms are known to be antagonistic
against foliar pathogens. In this chapter important foliar pathogens and
antagonistic microorganisms, their distribution, ecology, biology and their
modes of action are described. Many researches carried out worldwide
during the last decades on efficacy evaluation of biological control agents
with some convincing success stories are extensively reviewed, as well as the

factors that encourage or hamper their development.
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Introduccién

Los patégenos foliares causan pérdidas econdmicas y
de rendimiento de las principales plantas cultivadas a
nivel global (Agrios, 2015); pese a que no hay datos
concretos sobre las pérdidas ocasionadas por estos
de forma general, se sabe que los hongos son los mas
limitantes, dentro de los que se destaca Botrytis cinerea,
agente causal del moho gris, enfermedad a la que se
le atribuyen pérdidas anuales por el orden de los us
10 a los us 100 billones (Boddy, 2016). Ademis, el
control de enfermedades ocasionadas por Botrytis
y otras especies relacionadas, como Sclerotinia y
Monilinia, representa cerca del 8 % del mercado global
de fungicidas (Phillips & McDougall, 2012), lo que da
cuenta de su importancia, aunque para varios de estos,
y particularmente para botryocidas, se han detectado

casos de resistencia en muchos paises y cultivos (Hahn,

2014; Leroux, 2004; Walker et al., 2013).

En el caso de los patdgenos bacterianos y virales,
son escasos o inefectivos los plaguicidas disponibles.
Los antibiéticos que se utilizan para controlar las
bacterias fitopatdgenas tienen efectos colaterales
adversos, como la resistencia a los antibidticos y la
diseminacién de cepas resistentes a animales y a
humanos (McManus, Stockwell, Sundin, & Jones,
2002). Por otra parte, las enfermedades virales
se estdn convirtiendo en un tema critico para los
agricultores (Scholthof et al., 2011) y actualmente
no existen métodos de control efectivos, excepto
la ingenieria genética o el mejoramiento genético

convencional (Kupferschmidt, 2013; Murphy, 2006).

Durante las altimas décadas, la restriccién en la
aplicacién de fungicidas y de bactericidas se plantea
como una necesidad para reducir el impacto sobre
el medio ambiente (Fenner, Canonica, Wackett, &
Elsner, 2013) y limitar los residuos en los productos
cosechados (Verger & Boobis, 2013). Al mismo
tiempo, la resistencia a muchos plaguicidas impide un
control efectivo en campo y lleva a su sobreutilizacién
(Brent & Hollomon, 2007), lo que estimula la
busqueda e implementacién de alternativas de
control, amigables con la salud humana y con el

medioambiente, tales como el control biolégico.

No obstante, para lograr un control efectivo es
necesario conocer la biologia del patégeno, la
epidemiologia de la enfermedad, la ecologia de los
agentes biocontroladores y las diversas interacciones
que estos microorganismos tienen entre si, con
las plantas hospederas, con las arvenses, con el
microbioma de la filésfera y con todos los factores
ambientales que los rodean, para asi optimizar
su aplicacién y generar sistemas adaptados de
produccién masiva y de formulacién del agente de

control bioldgico.

El control biolégico de fitopatégenos foliares en
varios casos ha presentado resultados inconsistentes,
debido en gran medida a la naturaleza compleja
de la ecologia de las filésfera, que es un medio
frecuentemente inhdspito para el desarrollo y
actividad de los microorganismos biocontroladores
que se aplican (Andrews & Harris, 2000). Sin
embargo, hay varios casos de éxito, principalmente en
cultivos bajo invernadero (Cotes, Moreno, Molano,
Villamizar, & Piedrahita, 2007; Elad, 1994; Elad &
Freeman, 2002; Elad & Shtienberg, 1995; Elad &
Stewart, 2004; Elad, Zimand, Zags, Zuriel, & Chet,
1993b; Freeman et al., 2004; Guetsky, Shtienberg,
Elad, & Dinoor, 2001; Lee, Lee, Kim, & Ryu, 2017;
Marchand & McNeil, 2000; Moreno & Cotes, 2006;
Moreno, Ramirez, Zapata, Diaz, & Cotes, 2012;
Moreno, Cotes, & Vergara, 2007; O'Neill, Elad,
Shtienberg, & Cohen, 1996; Paulitz & Bélanger,
2001; Perazzolli, Dagostin, Ferrari, Elad, & Pertot,
2008; Shafir, Dag, Bilu, Abu-Toamy, & Elad,
2006; Zapata et al., 2013b; Zapata & Cotes, 2013;
Zapata et al.,, 2016) y hay optimismo con respecto
a las perspectivas futuras de este método de control
(Fravel, 2005; Guetskyl, Shtienberg, Dinoor, & Elad,
2002).

En el presente capitulo se describirin las enfer-
medades mds limitantes, se analizara la filésfera y
sus caracteristicas, el contexto histérico del control
biolégico de los patdgenos foliares, asi como los
principales agentes biocontroladores investigados y

desarrollados como bioplaguicidas.
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Volumen 1. Agentes de control biolégico

Principales patégenos foliares

La filésfera es una comunidad microbiana rica
y variada con diversos grupos funcionales. Su
composicién estd fuertemente influenciada por
factores genotipicos y ambientales, muchos de los
cuales pueden ser manipulados mediante estrategias
de produccidn, pricticas culturales y uso de pro-
ductos para fitoproteccién, ademds de los factores
medioambientales como humedad, radiacién solar,
viento y entomofauna, entre otros (Andrews, 1992).
Todos estos factores también afectan las interacciones
complejas entre los microorganismos, y estos a su
vez afectan su interaccién con la planta huésped.
Comprender la dindmica de la poblacién y el equilibrio
entre los organismos de la fildsfera (patdgenos y
benéficos) como un sistema ecoldgico podria conducir

a nuevos enfoques para mejorar la sostenibilidad.

Dentro de los diez principales hongos y diez bacterias
fitopatégenos considerados de mayor importancia a
nivel mundial por la revista Molecular Plant Pathology,
dado el impacto que ocasionan, se encuentran como
el grupo mds representativo los patdgenos foliares o
aquellos que, ademds de afectar el follaje, afectan otros
6rganos de la planta. Sin embargo, debe considerarse
que su importancia y prioridad puede estar influenciada
por su relevancia a nivel local en los diferentes
continentes (Dean et al., 2012; Mansfield et al., 2012).
A continuacién, se describen las enfermedades causadas

por estos patdgenos.

Hongos fitopatégenos

Nueve de los diez hongos priorizados a nivel mundial,
son patégenos foliares, los cuales fueron clasificados
en las siguientes posiciones: 1) Magnaporthe oryzae,
2) Botrytis cinerea, 3) Puccinia spp., 4) Fusarium
graminearum, 5) Blumeria graminis, 6) Mycosphaerella
graminicola, 7) Colletotrichum spp., 8) Ustilago maydis
y 9) Melampsora lini. Dentro de ellos se encuentran
patdgenos bidtrofos, hemibidtrofos y necrétrofos.
Ademis de dichas especies, se hizo mencién especial
a Phakopsora pachyrhizi agente causal de la roya
asidtica de la soya (Dean et al,, 2012); a continuacién,
se expondrin en detalle:

Capitulo 1. Control bioldgico de patégenos foliares

e M. oryzae (anamorfo Pyricularia oryzae) causa
la piriculariosis, que es la enfermedad mds
importante del arroz desde el punto de vista
econdmico. Las fases criticas para la enfermedad
se observan entre 25 y 35 dias después de la
siembra y durante las etapas de llenado de grano.
Los dafios en las hojas y en la panicula provocan
pérdidas tanto directas como indirectas en el
rendimiento del grano (Teng, 1994). Aunque M.
oryzae tiene una amplia variedad de huéspedes
monocotileddneos, no se ha reportado que infecte
plantas dicotiledéneas. Este hongo acttia como
un hemibidtrofo, ya que prolifera inicialmente
dentro de las células vivas del huésped, antes de
cambiar a un modo necrotréfico destructivo. La
infeccidn en el sistema foliar del arroz inicia con
un tubo germinal producido a partir del conidio,
que se diferencia como un apresorio, adhiriéndose
firmemente a la superficie de la planta mediante
un mucilago (Howard, Ferrari, Roach, & Money,
1991). La presién ejercida por el apresorio
melanizado permite la penetracién (De Jong,
McCormack, Smirnoff, & Talbot, 1997; Howard
et al., 1991). Después de la penetracidn, este se
diferencia en una hifa infecciosa que crece intra
e intercelularmente (Heath, Howard, Valent,
& Chumley, 1992), dando como resultado las
lesiones tipicas de la enfermedad (Tucker &

Talbot, 2001).

e B. cinerea (en su forma anamérfica) o Botryotinia
fuckeliana (en su forma teleomérfica) causa la
enfermedad conocida como el moho gris (figura
1.1). Este hongo se considera como un necrétrofo
tipico,quecooptaviasdemuertecelular programada
en el huésped (Van Baarlen, Woltering, Staats,
& Van Kan, 2007). B. cinerea es destructivo en
tejidos maduros o senescentes de dicotileddneas
y puede permanecer quiescente durante un
tiempo considerable, antes de causar pudricién
en los tejidos, lo que ocurre cuando cambia la
fisiologia del huésped (Williamson, Tudzynski,
Tudzynski, & Van Kan, 2007). Se ha encontrado
que numerosas dicotileddneas albergan infeccidén
endofitica de B. cinerea antes de pasar a la fase

necrétrofa, lo que hace que el ciclo de infeccién sea



muy complejo y, a su vez, de dificil manejo (Dewey
& Grant-Downton, 2016; Van Kan, Shaw, &
Grant-Downton, 2014). Segin Jarvis (1977), B.
cinerea tenia mis de 200 huéspedes; sin embargo,
recientemente se ha reportado que este nimero
supera los 1.400 huéspedes, pertenecientes a 586
géneros (Elad, Pertot, Cotes-Prado, & Stewart,
2016) y que este patégeno puede infectar material
de siembra, plantulas, tallos, hojas, flores y frutos
en las etapas de pre y poscosecha. Botrytis cinerea
puede hibernar mediante esclerocios melanizados
(~ 4 mm), resistentes a condiciones ambientales
adversas (Holtz, Coertze, & Williamson, 2007).En
condiciones favorables, como temporadas himedas
interrumpidas en primavera, los esclerocios
germinan para producir micelio y conidios. B.
cinerea también puede producir clamidosporas
hialinas de paredes gruesas. Estas varfan de tamafio
y forma, pueden sobrevivir periodos de sequia
de hasta tres meses y, a menudo, se encuentran

en cultivos viejos, de forma intercalada o en los

Figura 1.1. Moho gris producido por B. cinerea en uvas.
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extremos de las hifas; en condiciones favorables,
estas clamidosporas germinan para producir hifas

o microconidios (figura 1.2) (Urbasch, 1983).

Puccinia spp. son hongos basidiomicetes bidtrofos,
con ciclos de vida heterociclicos y heterocigotos,
causantes de royas (Jin, Szabo, & Carson, 2010).
A través de haustorios, los hongos toman los
nutrientes que se encuentran dentro de las células
vegetales. En el trigo producen la roya del tallo
negro (causada por Puccinia graminis f. sp. tritici),
la roya amarilla (P. striiformis f. sp. tritici) y la roya
parda de la hoja (P triticina). Debido a su alta
esporulacién, diseminacidn eficiente, variabilidad
patogénica y por el cultivo generalizado de
trigo en ambientes propicios, estas royas se

encuentran ampliamente diseminadas (Voegele &

Mendgen, 2011).

E graminearum (Teleomorfo Gibberella zeae) es
un ascomiceto, altamente destructivo de todos los

cereales (Dean et al., 2012), que puede coexistir

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad
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y coinfectar con otras especies de Fusarium. Las
mayores pérdidas econémicas ocurren cuando F.
graminearum infecta los tejidos florales, lo que
afecta la calidad cosmética del grano, ademis

de acumular micotoxinas en estos (Leonard &

Bushnell, 2003).

B. graminis es un ascomiceto perteneciente a los
Erysiphales (Takamatsu, 2004); es un patdgeno
biétrofo que causa el oidio o mildeo polvoso de los
cereales, particularmente en trigo y cebada. El hongo
persiste durante el invierno como micelio en el
rastrojo del trigo y en gramineas silvestres. Durante la
primavera, las ascosporas son producidas y esparcidas
por el viento; primero ataca las hojas mis bajas, para
después ascender hasta alcanzar la espiga, lo que
reduce el rendimiento de grano. B. graminis tiene un
estrecho rango de huéspedes, en los que las formae
speciales’ tritici y hordei infectan trigo y cebada,
respectivamente (Wyand & Brown, 2003).

Capitulo 1. Control biolégico de patdgenos foliares

Figura 1.2. Conidiéforo de B. cinerea. Imagen al microscopio electrénico de barrido.

e M. graminicola (Septoria tritici anamorfo) es un

ascomiceto que causa la septoriosis del trigo; la
infeccién empieza por las hifas que crecen en la
superficie de las hojas y penetran a través de las
estomas mediante un apresorio, produciendo
colonizacién intercelular asintomitica (>7
dias), antes de producir lesiones necrdticas en
las hojas, dentro de las cuales el hongo esporula
asexualmente; en esta ultima fase, se convierte
en necrétrofo (Kema, Annone, Sayoud, & Van
Silthout, 1996; Kema, Sayoud, Annone, &
Van Silthout, 1996). Esta enfermedad causa
pérdidas econdmicas de consideracién en el trigo,
particularmente en regiones templadas (Orton,

Deller, & Brown, 2011).

Colletotrichum spp., en su forma asexual, se incluyé
en la divisién Ascomycota, como su género sexual
Glomerella. Este es un hemibidtrofo que tiene gran

facilidad para cultivarse in vitro; ademds, es uno

Foto: Yigal Elad



de los géneros mis comunes e importantes, ya que
la mayoria de los cultivos son susceptibles a una
o mds especies de este patégeno. Estos hongos
causan la antracnosis, cuyos sintomas incluyen
lesiones necréticas hundidas en hojas, tallos, flores
y frutos (Agrios, 2015); frecuentemente, expresan
sintomas en campo (figuras 1.3 y 1.4), aunque en
algunos casos permanecen quiescentesy se expresan
en la poscosecha. El género Colletotrichum incluye
una serie de fitopatdégenos de gran importancia,
que causa enfermedades en plantas lefiosas y
herbiceas. Su distribucién es principalmente
tropical y subtropical, aunque hay algunas especies
en zonas temperadas. La produccién de frutas se
ve particularmente afectada, tanto cultivos de alto
valor como la fresa, el mango, citricos y el aguacate,
como en cultivos basicos como el banano (Cannon,
Damm, Johnston, & Weir, 2012). No obstante,
también puede afectar cultivos de subsistencia,
tales como el plitano y la yuca (Prusky, 1996), el
café y cereales como el maiz, la cana de azticar y el
sorgo (Cannon et al., 2012).

U. maydis es un basidiomycete bidtrofo que
causa el carbén comtin del maiz; este produce aga-
llas tumorales formadas en el tejido del huésped
en crecimiento activo, que contienen masas de te-
liosporas oscuras y hollin. El hongo tiene un ci-
clo de vida dimérfico, con una fase sapréfita tipo
levadura, que cambia a crecimiento filamentoso y
patogénico tras la fusién de hifas. Infecta dos
huéspedes: maiz (Zea mays) y teosinte (Zea mexi-
cana). Ademds de la importancia de la enferme-
dad, U. maydis se ha utilizado como un organismo
modelo para estudiar una variedad de fenémenos
biolégicos (Matei & Doehlemann, 2016).

M. lini pertenece a la familia Melampsoraceae
(Basidiomycetes, orden Uredinales). Es un
pardsito obligado que causa la roya del lino en
donde desarrolla su ciclo completo en cinco
etapas. Esta enfermedad reduce el rendimiento y la
calidad de Ia fibra y de la semilla. El patégeno pasa
el invierno en estado telial y germina en primavera,
etapa en la que las teliosporas producen basidios
con basidiosporas haploides. Las basidiosporas
infectan las hojas y los tallos del lino y forman
espermogonios (picnidios), en los que los
espermacios se desarrollan. Estos tltimos se unen

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Figura1.3. Mangos afectados en campo por Colletotrichum

gloeosporioides. a. Frutos con sintomas visibles de an-
tracnosis; b. Frutos recién cosechados y severamente
afectados por la enfermedad; c. Desarrollo de acérvulos
del patégeno en fruto incubado en laboratorio.

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad
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Figura 1.4. Antracnosis del tomate de 4rbol (Solanum betaceum) producido por C. gloeosporioides.

a otros de sexo opuesto (estado sexual) y dan
lugar a aecidios que forman pustulas anaranjadas
con aecidiosporas unicelulares dicariéticas. La
infeccién de plantas con aecidiosporas resulta en
la formacién del uredo-micelio y el desarrollo de
urediniopustulas con urediniosporas (la etapa
repetitiva del hongo). Bajo condiciones climiticas
favorables (18-22 °C y humedad disponible para
la germinacién), las urediniosporas producen
nuevas generaciones cada 8 a 10 dias, infectando
asi la totalidad del cultivo. En caso de condiciones
desfavorables (clima seco y caliente, o enfriamiento
otofial), el hongo entra en reposo (etapa telial)
(Kutuzova, Porokhovinova, & Brutch, 2017).

En este listado no se mencionan varias enfermedades
que revisten particular importancia; por ejemplo,
solo se cita un caso de mildeo polvoso del trigo,
pero esta enfermedad es extremadamente comin y
generalizada, y es econémicamente uno de los grupos
de enfermedades mdis importantes que infectan
muchos taxones de plantas (excepto gimnospermas),
siendo los cultivos mds gravemente infectados los

cereales, las hortalizas y las frutas (Boddy, 2016).

Capitulo 1. Control biolégico de patdgenos foliares

Existen muchos géneros y especies diferentes de
hongos que producen el mildeo polvoso (por ejemplo,
Erysiphe spp., Sphaerotheca spp.) y cada especie
afecta plantas especificas. Los mildeos polvosos
generalmente no requieren de condiciones himedas
para establecerse y desarrollarse. Una gran variedad
de cultivos de hortalizas se ve afectados por mildeos,
incluyendo alcachofa, frijoles, remolacha, zanahoria,
pepino, berenjena, lechuga, melones, chirivias,
guisantes, pimientos, calabazas, radicchio, rébanos,
calabaza, tomatillo, tomates, nabos, manzana, fresa,
frambuesa, cereza, vides, nectarines, melocotén
y ciruela, entre otros. Ejemplos de estos son
Podosphaera xanthii (anteriormente conocido como
Sphaerotheca fuliginea 'y Sphaerotheca fusca) y Erysiphe

cichoracearum, los dos hongos mds comunmente
registrados en cucurbiticeas (figuras 1.5y 1.6).

Varioshongosdemildeo polvoso causanenfermedades
similares en diferentes plantas, tales como especies
de Podosphaera en frutas de manzana, especies de
Sphaerotheca en frutos de hueso, Erysiphe necator
en vid (Flint, 1998; McCain, 1994) y Sphaerotheca
macularis en mora (figura 1.7) (Horst, 2013).

Foto: Jimmy Zapata
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Foto: Yigal Elad

Figura 1.5. Mildeo polvoso del pepino producido por Podosphaera xantbhii.

Foto: Yigal Elad
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Figura 1.6. Aspecto microscépico del Mildeo polvoso del pepino. Imagen al microscopio electrénico de barrido.

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad 67



68

Volumen 1. Agentes de control biolégico

Esta publicacién tampoco hace mencién al tizén
de la papa, causante de hambrunas en Europa
(Goodwin, Cohen, & Fry, 1994), la sigatoka negra
del banano y platano (Cuéllar-Quintero, Alvarez-
Cabrera, & Castafio-Zapata, 2011) y la roya del
cafeto (McCook, 2006), todos ellos problemas muy
limitantes en la produccién de los cultivos afectados
en América Latina. La gota o tizdn tardio causada
por Phytophthora infestans se presenta principalmente
en las regiones himedas de las zonas templadas y
tropicales, incluida Colombia. Esta es la enfermedad
mds limitante de la papa, aunque también afecta al

tomate y a otras solandceas (Goodwin et al., 1994;

1:-'__-.1‘-’.
|

Garry et al., 2005). La sigatoka negra, causada
por el hongo Mycosphaerella fijiensis (anamorfo
Paracercospora fijiensis), es la enfermedad foliar que
representa la principal limitante en la produccién de
muséceas (plitanoy banano) anivel mundial (Cuellar-
Quintero et al,, 2011). La roya del café, causada por
Hemileia vastatrix, ha producido epidemias de gran
magnitud que han afectado varios paises, incluidos
Colombia, algunos de América Central, México,
Pertt y Ecuador, lo que ha llevado al abandono
del cultivo en muchas regiones, cambiando el

paisaje socioecondmico e histérico de estas (Avelino

et al., 2015).

Figura 1.7. Mildeo polvoso de la mora, expresado como encrespamiento de hojas y desarrollo del patégeno en el

envés, producido por Sphaerotheca macularis.
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Bacterias fitopatégenas

Las bacterias fitopatdgenas foliares también ocupan
un lugar predominante entre las diez consideradas
de la mayor importancia, ya que cinco de ellas son
patdgenos foliares propiamente dichos, y otras aunque
no estén estrictamente en este grupo, pueden afectar el
follaje. En esta lista se incluyen, en orden de rango: 1)
Pseudomonas syringae, 4) Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
5) Xanthomonas campestris, 6) Xanthomonas axonopodis
y 7) Erwinia amylovora, de acuerdo con la numeracién
propuesta por Mansfield et al. (2012). Ademids, a
pesar de no estar en el grupo de las 10 bacterias mds
importantes, se mencionan Clavibacter michiganensis
(michiganensisy sepedonicus) (Eichenlaub & Gartemann,
2011), Pseudomonas savastanoi (Rodriguez-Palenzuela
et al, 2010) y Candidatus Liberibacter (pv. asiaticus)
(Duan, Wang, & Guo, 2012; Mansfield et al., 2012). A

continuacidn, se expondrdn con mayor detalle:

e P syringae es una bacteria gram-negativa que perte-
nece a la subclase ¥ de la Proteobacteria; es aerobia
estricta, con forma bacilar y flagelos polares (Dou-
doroff & Palleroni, 1974), aunque es considerada
como epifita (Hirano & Upper, 2000); ademads, es
un microorganismo complejo que combina la capa-
cidad de causar enfermedad en las plantas, con la
persistencia como sapréfito en asociacién con ma-
terial vegetal muerto, pudiendo vivir en agua dulce
y en hébitats alpinos (Morris, Monteil, & Berge,
2013). Ademads, esta bacteria es responsable de dafio
por heladas en plantas, ya que puede hacer que el
agua se congele a temperaturas tan bajas como -1,8
°C, aunque hay variantes que causan nucleacién de
hielo a temperaturas mas bajas (debajo de -8 °C).
Este fenémeno se debe a diferentes proteinas mo-
noméricas que se ensamblan para convertir agua en
hielo, haciendo que a mayor grado de agregacién
sea mas eficiente el ndcleo de hielo (Lee, Warren,
& Gusta, 1995; Vali, 1995). El epiteto patovar se
usa para distinguir entre las habilidades patogéni-
cas de P. syringae (Young et al., 1991). Esta bacteria
ha evolucionado para interactuar con una amplia
gama de plantas en la mayoria de las regiones del
mundo; sin embargo, dentro de la especie existe una
gran especializacién con respecto a cepas especifi-
cas. La especializacién adicional estd mediada por

mecanismos de interaccién especificos con una sola

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

planta, como lo demuestra el hecho de que causan
diferentes enfermedades en el mismo huésped. Por
ejemplo, se han descrito més de 80 especies de plan-
tas huéspedes de cepas de P. syringae pv. syringae
(Bradbury, 1986).

X. oryzae es una bacteria gram-negativa en forma
de bastén, que produce un pigmento amarillo
soluble, llamado “xanthomonadin”y un polisacarido
extracelular (Eps) que la protege de la desecacién,
asi como atentia el efecto del viento y de la lluvia
(Swings et al., 1990). Esta bacteria produce el tizén
bacteriano de la hoja del arroz y de otras plantas
herbiceas, en regiones tropicales y templadas, y
ha sido frecuente en Australia, Africa, América
Latina, el Caribe y los Estados Unidos (Mew,
Alvarez, Leach, & Swings, 1993). Las pérdidas en
rendimientos pueden estar entre el 10 y el 50 %. Se
disemina por irrigacidn, por salpicaduras de lluvia
que rebotan del rastrojo que queda de cosechas
anteriores, siendo esta la fuente mds importante de
inéculo primario (Mizukami & Wakimoto, 1969;
Murty & Devadath, 1984). X. oryzae infecta las
hojas de arroz a través de los hid4todos foliares. Los
sintomas consisten en estrias de aspecto himedo y
color amarillento en los mirgenes de las hojas, que al
coalescer toman aspecto de quemado y se observan
en la parte superior de las hojas bordes ondulados

(Nifio-Liu, Ronald, & Bogdanove, 2006).

X. campestris en un bacilo gram-negativo, cuyos
patovares causan enfermedades de importancia
econémica en todo el mundo. Entre los mds notables
se encuentran X. campestris pv. campestris, agente
causal de la podredumbre negra de cruciferas que
afecta a todas las Brassica cultivadas; X. campestris
pv. vesicatoria, reclasificado como X. euvesicatoria,
agente causal de la mancha bacteriana de la pimienta
y del tomate, y X. campestris pv. malvacearum (actual
X. axonopodis pv.malvacearum), que causa la mancha
angular de la hoja de algodén. Las enfermedades
causadas por estas bacterias son particularmente
severas en regiones cilidas y hamedas, aunque
la pudricién negra también es econémicamente
importante en regiones templadas, por ejemplo, en
el Reino Unido. Esta bacteria también es importante
como productora del exopolisacirido xantana, que
se utiliza como aditivo de alimentos, en la industria

farmacéutica y en la de perforacién de pozos

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad

69



70

Volumen 1. Agentes de control biolégico

petroleros (Mansfield et al, 2012). X. campestris
puede diseminarse por semillas, las condiciones
hiimedas son propicias para la supervivencia epifitica
de la bacteria y para su propagacién secundaria entre

las plantas (Carisse, Willman-Desbiens, Toussaint,

& Otis, 1998).

o X. axonopodis tiene muchos patovares que causan
enfermedades econémicamente importantes en
diferentes plantas hospederas de importancia
agrondémica (Young, Park, Shearman, & Fargier,
2008). En la yuca, que es el alimento bésico de casi
600 millones personas en las regiones tropicales
del mundo, X. axonopodis pv. manihotis es el agente
causal del tizén bacteriano comun, principal
enfermedad endémica en 4reas subtropicales y
tropicales. Esta es una enfermedad foliar y vascular

que produce pérdidas entre el 12 y el 100%, ya

que afecta el rendimiento del cultivo y el material
de siembra (Verdier, Restrepo, Mosquera, Jorge, &
Lépez, 2004). En los tltimos afios, en Africa y Asia
se ha presentado una resurgencia significativa de

esta enfermedad (Mansfield et al., 2012).

e E. amylovora es una bacteria bacilar, gram-negativa,
movil, con flagelos peritricos (Lelliott & Dickey,
1984), que causa la enfermedad conocida como
“fuego bacteriano’, que afecta una variedad de plantas
de la familia Rosaceae, dentro de las que se destacan
manzanos, membrillos, nisperos, perales y otras
plantas ornamentales y silvestres (Agrios, 2015).
La enfermedad se desarrolla esporddicamente,
pero, ocasionalmente, es altamente destructiva,
especialmente en drboles frutales jévenes que
mueren debido a infecciones que rodean el tronco o
los portainjertos (Mansfield et al., 2012).

Contexto histérico del control biolégico de patégenos foliares

La microbiologia es considerada como una de las
ciencias jovenes del mundo, cuyos registros datan desde
mediados de 1800, cuando Pasteur describié y dio a
conocer por primera vez el rol de los microorganismos
en la naturaleza y su importancia en el bienestar
de hombre, y hasta la fecha que los cientificos han
aislado un sinntimero de microorganismos de diversos
ecosistemas, entre ellos diferentes tipos de suelo, agua,
animales y plantas de diferentes especies (Dickinson
& Preece, 1977; Jones, 1993; Lemanceau et al.,
2017), lo que ha permitido su constante estudio y

aprovechamiento.

Entre todos los microorganismos existentes, los
que habitan las plantas pueden colonizar tres
compartimientos principales, que corresponden a la
fildsfera (parte aérea), la rizosfera (zona de influencia
del sistema radicular) y la enddsfera (sistema de
transporte interno). La filésfera, que por si sola incluye
hojas, flores y frutos, alberga un nimero significativo de
diferentes poblaciones microbianas. Esta abundanciay
diversidad es promovida porlaliberacién de compuestos
orgdnicos vegetales y la presencia de nichos favorables
para su colonizacién y desarrollo (Bier, 1964, citado

por Dickinson & Preece, 1977). Dicha diversidad de
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microorganismos filosféricos conforma una vasta red
de poblaciones que interacttian y viven en un estado
de equilibrio dindmico, que a su vez es reflejo de los

cambios en su entorno (Dickinson & Preece, 1977;

Leveau, 2007).

Dentro de las poblaciones filosféricas, autores
como Kerling (1958) y Hislop y Cox (1969) han
reportado que el mayor nimero de microorganismos
corresponde a bacterias no filamentosas, seguido por
levaduras, luego mohos y, en menor proporcidn, por
bacterias filamentosas (actinomicetos). Todos los
microorganismos filosféricos cumplen un papel ya
sea como benéficos o como patdgenos (Dickinson
& Preece, 1977). Dentro de los patégenos se han
reportado Mycosphaerella spp. (Landry et al, 2017),
B. cinerea (Dean et al., 2012; Elad, 2000a), Erysiphe
cichoracearum (Gao et al., 2016), Pseudoperonospora
cubensis, Sphaerotheca fusca (Elad, 2000a), Alternaria
sp. (Fulcher, Cummings, & Bergstrom, 2017),
Corynespora cassiicola (Louws, Rivard, & Kubota,
2010), Colletotrichum camelliae, Curvularia eragrostidis,
Lasiodiplodia theobromae, Pestalotiopsis theae (Saha,
Kumar, Ghosh, Kumari, & Saha, 2012) y P. syringae
pv. syringae (Meyer & Leveau, 2012), entre otros, que



son los responsables de desarrollar enfermedades como
royas, manchas, oidios y mildeos en cultivos de alto

impacto econdmico a nivel mundial.

Ademis de los reportes de diferentes patdgenos
foliares, también se ha descrito un nimero significativo
de microorganismos foliares benéficos, que en contraste
contribuyen a proveer un equilibrio en ese ambiente,
ya que funcionan como una barrera de defensa inicial
y contrarrestan la colonizacién de los diferentes
fitopatdgenos. Dentro de este grupo se destacan
principalmente bacterias de los géneros Bacillus spp.,
Pantoea sp.y Pseudomonas spp., asi como hongos como
Stephanoascus  flocculosus, Ampelomyces  quisqualis,
Penicillium sp. Verticillium lecanii y Gliocladium sp.,
y levaduras como Aureobasidium sp., Sporobolomyces
sp., Cryptococcus sp., Torulopsis sp., Rhodotorula spp.
y Candida spp. (Montesinos & Bonaterra, 2009;

Ruberson, 1999).

La capacidad antagénica de algunos géneros micro-
bianos radica principalmente en la produccién de
moléculas téxicas, la competencia por nutrientes
y espacio, y la alteracién de la fisiologia de la planta
hospedera en beneficio de su poblacién, lo que permite
mantener el equilibrio poblacional. Esto ha sido
reportado desde mediados de la década 1950 por
autores como Wood y Tveit (1955), Darpoux (1960),
Last y Deighton (1965), Leben (1965), Sinha (1965),
Sharma y Mukerji (1973) y Baker y Cook (1974)
(todos citados por Dickinson & Preece, 1977). Dichos
reportes, junto con publicaciones mds recientes, son
basados en resultados obtenidos a partir de ensayos
realizados bajo condiciones controladas in vitro e
in vivo (Dickinson & Preece, 1977). Esos estudios
demuestran que la aspersién sobre la superficie de las
plantas de diferentes aislamientos, solos, en mezcla o
en formulaciones, reduce exitosamente la incidencia y
la severidad de enfermedades causadas por patégenos
como Gremmeniella abietina (Knudsen & Hudler,
1987), Cercospora  arachidicola  (Kokalis-Burelle,
Backman, Rodriguez-Kibana, & Ploper, 1992),
Pythium ultimum (Whipps, McQuilken, & Budge,
1993), Rhizoctonia solani (Rabindran & Vidhyasekaran,
1996), Pyricularia oryzae (Vidhyasekaran et al., 1997),
Botrytis fabae (Jackson, Walters, & Marshall, 1997),
Botrytis cinerea, Pseudoperonospora cubensis, Sclerotinia
sclerotiorum 'y Sphaerotheca fusca (syn. S. fuliginea),
entre otros (Elad, 2000a).

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

El entendimiento de la capacidad antagénica de
algunos microorganismos y la necesidad de desarrollar
una ‘estrategia de manejo integrado de cultivos”
hicieron evidente y estimularon el desarrollo de
alternativas de control biolégico de patdgenos foliares
a partir de la década de 1970, cuando se encontraba
en pleno auge el uso de plaguicidas quimicos tipo
fungicidas e insecticidas (Dickinson & Preece, 1977).
Debido al aumento de la susceptibilidad de Ias
plantas frente a los patdgenos y al efecto negativo de
la aplicacién de los agroquimicos al medio ambiente,
varios trabajos como los de Baker y Cook (1974, citado
por Dickinson & Preece, 1977), Baker (1987) y Cook
(1988) cuestionaron el impacto del control quimico a
nivel foliar y, a su vez, hicieron nuevas consideraciones
sobre el control bioldgico como una herramienta atil y
ecolégica, que incluida dentro de programas de manejo

pudieran funcionar para el control de enfermedades.

A partir de esta premisa, los desarrollos de estrategias
de manejo integrado de cultivos se enfocaron, desde sus
inicios, en controlar los diferentes patdgenos foliares
y, al mismo tiempo, disminuir el uso de fungicidas
quimicos (Dickinson & Preece, 1977; Heydari &
Pessarakli, 2010). La flésfera como patosistema
fue destacada y sirvi6 como modelo para probar los
conceptos y teorfas ecolégicas de un manejo integrado,
efectivo y sostenible por la enorme heterogeneidad,
debido a los diferentes factores bidticos y abidticos que
alli se encuentran. Dentro de estos factores adversos
caracteristicos de la fildsfera, se pueden mencionar las
constantes fluctuaciones de temperatura, la escasez de
nutrientes, los altos flujos de radiacién, la humedad, los
gases atmosféricos, la contaminacién acuosa y la poca
disponibilidad de agua (Elad, 1990; Kinkel, 1997;
Whipps, Hand, Pink, & Bending, 2008).

Los primeros reportes de agentes biocontroladores
foliares se realizaron hacia finales del siglo xx; sin
embargo, para la década de los noventa, el progreso
en el control biolégico de patdgenos foliares habia
sido lento. Para esta época el uso de microorganismos
antagonistas tenfa poca aplicabilidad y los desarrollos
de productos que pudieron emplearse sobre el follaje de
las plantas eran escasos. Esto hizo escasa la informacién
disponible comparada con la reportada para el control

de patégenos del suelo (Elad, 1990).

La limitada informacién con respecto a las investiga-

ciones realizadas en el control bioldgico foliar se

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad

71



72

Volumen 1. Agentes de control biolégico

atribuyé en parte a la inconsistencia de los resultados
de eficacia, probablemente porque los antagonistas
no eran favorecidos por las diferentes condiciones
ambientales adversas, que dificultan la introduccién,
colonizacién y proliferacién de los posibles agentes
biocontroladores (Andrews & Harris, 2000; Elad,
1990; Jones, 1993).

Simultineamente, para esa época se presentd un
incremento en el numero de casos en que los fun-
gicidas dejaron de ser efectivos para en el control
de enfermedades, debido al rdpido desarrollo de
resistencia de algunos patégenos frente a moléculas
empleadas para su control o erradicacién (Ruberson,
1999). Uno de los ejemplos més conocido es el caso
de B. cinerea, que desarroll6 resistencia frente a los
ingredientes activos benzimidazoles y dicarbozimidas,
implementados en las décadas de setenta y ochenta,

respectivamente (Elad, 1990).

Adicional al reporte de resistencia a fungicidas, se
presentd una creciente preocupacion por los residuos
quimicos sobre frutas y hortalizas, y a su vez sobre el
cuidado del medio ambiente. Esto llevé a que diferentes
naciones establecieran directrices gubernamentales en
las que se restringia el uso de algunos ingredientes
activos. De esta manera, se incentivd positivamente el
estudio, desarrollo y uso de métodos alternativos de
control, que fueran amigables con el medio ambiente y
que garantizaran la calidad e inocuidad de los alimentos

(Dickinson & Preece, 1977).

Por consiguiente y con el objetivo de lograr avances
significativos en el control biolégico de patdgenos
foliares, fue necesario que las investigaciones de
las tltimas décadas se concentraran en estudiar a
profundidad la diversidad de especies, en entender
el ambiente foliar, el proceso de colonizacién y la
dindmica de las poblaciones filosféricas (Andrews,
1990; Beattie & Lindow, 1995; Lindow & Leveau,
2002). Es claro que el control exitoso de los agentes que
destruyen las plantas implica tanto el conocimiento
profundo de la plaga que se desea combatir como
de sus enemigos naturales (Dickinson & Preece,
1977). Desde finales del siglo xx e inicios del xx1,
se han llevado a cabo diversos estudios que han
profundizado sobre conceptos como el parasitismo
y comensalismo, la produccién de metabolitos y la

antibiosis (Elad, 2003; Heydari & Pessarakli, 2010;
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Meyer & Leveau, 2012). Los trabajos anteriormente
mencionados han descrito que el control bioldgico
es el resultado de varias formas de interaccién que
dependen de las condiciones ambientales, del tipo
de patdgeno (bidtrofos o necrétrofos), de la edad
y especie de planta hospedera, de las pricticas de
manejo cultural, de la aplicacién de agroquimicos y
del microorganismo antagonista, y de sus mecanismos
de accién (Elad, 1990; Fokkema, 1993). Asimismo,
dichos trabajos también han reportado un control
exitoso similar al obtenido con fungicidas quimicos
sobre diferentes patégenos foliares importantes como
Erwinia amylovora, Colletotrichum capsici, Monilia

fructicola y Botrytis cinerea, entre otros (Lindow &
Brandl, 2003; Sharma, Singh, & Singh, 2009).

Actualmente, gracias al desarrollo y disponibilidad
de nuevas herramientas, se ha podido profundizar
en el conocimiento de las diferentes comunidades
microbianas que viven en la filésfera, en el funciona-
miento ecosistémico y en los diferentes mecanismos de
control empleados por los agentes de control exitosos
(Pefiuelas & Terradas, 2014). El avance en otras 4reas
ha permitido evaluar la toxicologia, la compatibilidad de
los microorganismos con diferentes agentes quimicos y
bioldgicos, y el impacto ambiental por el uso de estos;
también, ha sido posible el desarrollo de técnicas
moleculares en genémica, metaboldémica y proteémica,
que han jugado un papel importante, ya que no solo
han permitido la caracterizacién y secuenciacién de
los genomas completos, sino también han permitido
crear marcadores fenotipicos o genotipicos especificos
(Wasik & Schiller, 2017; Wheeler & Madeira, 2017).
Estos tltimos han contribuido de manera significativa
en la busqueda y seleccién de microorganismos con
potencial de uso en el control de fitopatdgenos de alto

impacto socioecondémico en el mundo (McSpadden-
Gardener & Fravel, 2002).

No obstante, a pesar de todos los adelantos cientificos
que se han logrado hasta ahora en el control de
patégenos foliares, atn quedan muchos desafios y
dreas por profundizar. Estas brechas probablemente
irin siendo resueltas en la medida en que avance el
desarrollo y la disponibilidad de nuevas herramientas,
pero que en definitiva permitirin a la comunidad
cientifica continuar con la generacién de conocimiento
y el desarrollo de tecnologias eficientes y sostenibles

para el control de las enfermedades foliares.
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Ecologia de la filésfera, caulésfera y antésfera

Las plantas estdn pobladas por microrganismos tanto
en la parte aérea como en las partes que se encuentran
debajo del suelo, que interactiian entre si, afectando
su desempeno, calidad y productividad (Thapa,
Prasanna, Ranjan, Velmourougane, & Ramakrishnan,
2017; Vorholt, 2012). Ruinen (1956) se refirié a la
filésfera como la parte aérea de la planta o partes que
se encuentra por encima de la tierra, que comprende
el tallo (cauldsfera), las flores (antésfera), las hojas

(filoplano) y los frutos (carpésfera) (tabla 1.1)

(Andrews & Harris, 2000; Shade, Jacques, & Barret,
2017). Estos hébitats albergan multiples géneros
microbianos, cuya cantidad y diversidad depende de
factores como la zona climdtica (templada, tropical,
fria, etc.); la época del afio; la especie y edad de la
planta hospedera; las especies de las plantas que
habitan alrededor; el estado fisiolégico; la produccién
de compuestos orginicos volitiles y el manejo
agronémico (Lemanceau et al, 2017; Redford &
Fierer, 2009; Vorholt, 2012).

Tabla 1.1. Hébitats microbianos filosféricos asociados a las plantas

Antésfera Haibitat microbiano asociado a las flores.
Carpésfera Habitat microbiano asociado a las frutas.
Caulésfera Haibitat microbiano asociado a los tallos.
Endésfera Habitat microbiano localizado dentro de los tejidos de la planta.
Filésfera El habitat microbiano asociado a las hojas, que incluye filoplano y endésfera.

Fuente: Adaptado de Shade et al. (2017)

Dentro de los diferentes nichos que proporcionan
las plantas, las hojas constituyen la estructura aérea
dominante con aproximadamente 508.630.100 km?de
drea superficial, que incluye la parte superior e inferior
de las hojas y representa un 4drea de aproximadamente
el doble de la superficie terrestre (Vorholt, 2012).
Adicionalmente, se debe sumar el 4rea disponible del
tallo, flores y frutos, que puede ser colonizada por
diversos géneros de bacterias, hongos filamentosos y
levaduras, tanto epifitos (ubicando sobre la superficie)
como endéfitos, que colonizan dentro de los tejidos
(Andrews, 1992; Arnold, Maynard, Gilbert, Coley, &
Kursar, 2000).

La filésfera es considerada un ambiente dindmico
y hostil, debido a las répidas fluctuaciones de
temperatura, la exposicién a la radiacién solar, la
competencia por espacio, la contaminacién presente
en el medio circundante y la escasa disponibilidad de
diferentes fuentes de carbono, nitrégeno y agua. Los

nutrientes alli presentes determinan la poblacién de

microorganismos que ocupan ese nicho, permitiendo
su colonizacién hasta cuando estos se agotan, lo
que implica un cambio en sus atributos funcionales
(Martirosyan & Steinberger, 2014; Mercier & Lindow,
2000; Thapa et al.,, 2017). La cantidad y calidad de
nutrientes varfa de acuerdo con la posicién de la
hoja, la edad de la planta y su facilidad de difusién;
ademds, difieren en la superficie foliar, siendo en la
zona abaxial de las hojas, en las venas y en las paredes
de las células epidérmicas en donde se encuentra la
mayor concentracién (Andrews, 1992; Lindow &
Andersen, 1996). Sin embargo, su disponibilidad
también depende de factores como el régimen de
humedad y la época del ano (Andrews, 1992; Lindow
& Brandl, 2003; Yoshida, Hiradate, Koitabashi,
Kamo, & Tsushima, 2017). La glucosa, la fructosa y la
sacarosa son los aztcares predominantes en la filosfera,
aunque puede encontrarse una pequefia cantidad de
otros azlicares, como galactosa y otros no identificados.
Del promedio de 2,5 pg de azticares totales por gramo
de hoja no colonizada, 1,4 ug equivale a glucosa; no
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obstante, estos valores pueden variar dependiendo de la

especie de planta y de su estado nutricional (Andrews,

1992; Mercier & Lindow, 2000).

Los nutrientes de origen exdgeno (por ejemplo, la
ligamaza que es secretada por ciertos insectos que
se nutren de la savia de las plantas, del excremento
de pajaros e insectos y del polen) influyen sobre las
comunidades microbianas que colonizan la filsfera.
El efecto que tiene la ligamaza sobre ciertas especies
de levaduras, como, por ejemplo, Sporobolomyces
roseus, es una evidencia de la preferencia que tienen
estos microorganismos para colonizar sitios con una
elevada concentracién de azticares. Igualmente, se ha
establecido que los nutrientes de origen exdgeno sirven
dealimento para otros insectos que despositan sustratos
complejos como polen, que a su vez contribuye no solo
el aumento de la disponibilidad de nutrientes en el
ambiente, sino que elevan la poblacién microbiana de

manera temporal (Andrews, 1992).

Mercier y Lindow (2000) describieron que uno de los
factores mis limitantes para el crecimiento microbiano
sobre la filésfera no es la presencia de nutrientes, sino su
disponibilidad, puesto que en sus estudios detectaron
la presencia de aztcares residuales en plantas que
presentaban una alta poblacién microbiana; estos
autores la relacionaron con la alta presencia de
agua disponible, que provocaba la difusién de los
nutrientes y, en consecuencia, su utilizacién por los

microorganismos.

Las plantas producen endégenamente diversos exudados
sobre las hojas que incluyen variedad de carbohidratos,
algunos aminodcidos, 4cidos orgdnicos, azlcares,
alcoholes, trazas de elementos minerales, vitaminas y
hormonas, estimados en rango inferior a 100 pg/mL
(Andrews, 1992). Adicionalmente, las plantas tienen la
capacidad de sintetizar compuestos orginicos voldtiles
(voc, por su sigla en inglés), pertenecientes a los grupos
de los fenoles y terpenoides, que no solo cumplen
funciones esenciales en ellas, sino que también han sido
objeto de estudio por sus posibles usos como fuentes de
carbono y por sus propiedades antimicrobianas contra
algunas bacterias y hongos fitopatégenos (Abanda-
Nkpwatt, Krimm, Coiner, Schreiber, & Schwab, 2006;
Andrews, 1992; Jacques, Kinkel, & Morris, 1995). Este
tema se amplia en el capitulo 23, sobre los volatiles
microbianos (mvoc) y su potencial en el control

biolégico de fitopatégenos e insectos.
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En concordancia con lo anterior, Abanda-Nkpwatt et
al. (2006) encontraron que la fresa (Fragaria ananassa)
produce principalmente compuestos voldtiles como
el alcohol bencilico y el R/S-linalool liberados en la
cuticula y el nonanal en las glandulas tricomas. Por
otra parte, Ali, Sorkhoh, Salamah, Eliyas y Radwan
(2012) y Al-Awadhi et al. (2012) reportaron el
aislamiento de bacterias filosféricas pertenecientes a los
géneros Microbacterium sp., Kocuria sp., Arthrobacter
Klebsiella  sp.,

Planomicrobium sp., Rhodococcus sp. y Citrobacter sp.,

sp, Agrococcus  sp., Bacillus  sp.,
a partir de diferentes especies de plantas, que emplean
hidrocarburos asociados a las hojas de las plantas como

fuentes de carbono para su crecimiento.

También se ha descrito que la presencia de ciertos
microorganismos epifitos puede afectar la emisién de
voc de diferentes maneras, debido a la produccién
y liberacién de volatiles microbianos que se mezclan
con los voc y afectan la fisiologia vegetal, modifican
la produccién y emisién de voc, y metabolizan los
voc emitidos por las plantas (Farré-Armengol, Filella,
Llusia, & Pefiuelas, 2016). Autores como Fincheira,
Parra, Mutis, Parada y Quiroz (2017) y Al-Awadhi
et al. (2012) han descrito que microorganismos como
Bacillus sp. producen un voc bioactivo, que puede ser
empleado para la induccién del crecimiento de especies
horticolas.

La produccién de los voc, ademds de contribuir al
crecimiento de algunos microorganismos especificos
sobre las hojas, tiene la capacidad de inhibir el creci-
miento de otros, favoreciendo que ciertas poblaciones
bacterianas sobresalgan sobre otras. Un ejemplo de
este efecto es el reportado por Abanda-Nkpwatt et al.
(2006), quienes encontraron que el R-S-linalol inhibe el
crecimiento del patdgeno B. cinerea en concentraciones
de 1 a 10 ppm, y a concentraciones superiores de 1.000
ppm puede inhibir completamente el crecimiento de
diversos grupos bacterianos. De igual manera, se ha
reportado un efecto similar con compuestos como el
nonanal y el benzil alcohol, que también hacen parte
de los compuestos volitiles emitidos por plantas.
Fernando, Ramarathnam, Krishnamoorthy y Savchuk
(2005), por su parte, reportaron que volatiles micro-
bianos como el benzotiazol, ciclohexanol, n-decanal,
dimetil trisulfuro, 2-etil 1-hexanol y nonanal inhiben
el crecimiento micelial y la germinacién del patégeno
Sclerotinia sclerotiorum.



Para evaluar la biodiversidad microbiana de la fildsfera,
se debe tener en cuenta que las plantas cubren una
significativa porcién del globo terrestre y que cada
una produce una gran cantidad de hojas que son
habitadas, tanto cuantitativa como cualitativamente,
por diversos agregados microbianos. Autores como
Hirano y Upper (2000) y Lindow y Andersen (1996)
han destacado la importancia de este ecosistema,
mediante estudios en los que se ha evidenciado que
cada hoja de una planta puede soportar una carga
microbiana de aproximadamente 1 a 10 millones de
microorganismos/cm? y que cada especie vegetal
tiene la capacidad de atraer diferentes especies de
microorganismos colonizadores, debido la produccién

de diferentes exudados y compuestos voldtiles.

La adherencia de los microorganismos a las hojas
inicia una vez estos entran en contacto con la superficie
foliar, en donde, inicialmente, se presenta una serie de
fuerzas fisicoquimicas no especificas pero irreversibles,
debido a que el balance entre las fuerzas atractivas de
London Van der Waals y las fuerzas electrostdticas
es de repulsién; por esta razén, el primer balance de
fuerzas entre los microorganismos y las hojas es débil a
determinada distancia. No obstante, las interacciones
hidrofébicas o uniones quimicas presentes entre
las dos superficies pueden resultar en una fuerte

adherencia en esta primera fase del proceso (Buck &

Andrews, 1999).

La segunda fase se caracteriza por ser dependiente
del tiempo y frecuentemente especifica. En esta etapa,
muchos microorganismos tienen la capacidad de
producir polisaciridos extracelulares (Eps, por su sigla
en inglés) para formar biopeliculas que los mantengan
adheridos a la superficie foliar y que les proporcionen
resistencia frente a condiciones de estrés, cambios

metabdlicos y enemigos potenciales (Lindow &

Brandl, 2003; Morris et al., 1998).

En cuanto a la distribucién de los microorganismos
sobre la filésfera, Hirano y Upper (2000) reportaron
que estos se ubican principalmente sobre la superficie
de la epidermis y en los espacios intracelulares
(apoplastos) del meséfilo, sin penetrar las células de
las plantas. Por otro lado, Andrews y Harris (2000)
describieron que los microorganismos colonizan
principalmente los estomas o apoplastos, porque

pueden evitar la radiacién solar, y las glindulas
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tricomas, porque les proporcionan los nutrientes
necesarios para su desarrollo; también se han
reportado microorganismos que, COmMo mecanismo
de supervivencia, desarrollaron capacidad de alterar
la superficie en la que se encuentran, mediante la
produccién de compuestos microbianos con propiedad

surfactante.

Entre los microorganismos con potencial biocontro-
lador que se han podido recuperar a partir de la
superficie de las hojas, se han reportado bacterias de
los géneros Bacillus spp., Cichorium sp., Pseudomonas
spp., Methylobacterium sp., Erwinia spp., Xanthomonas
spp., Chromobacterium spp. y Klebsiella spp. (Campbell,
1989; Fincheira et al,, 2017; Hirano & Upper, 2000;
Jacques et al., 1995), hongos de los érdenes Mucorales,
Tremellales, Filobasidiales, Sporiodbolales, Polyporales,
Auriculariales, Agaricales, Xylariales, Trichosphaeriales,
Sordariales, Magnaporthales, Hypocreales, Glome-
rellales, Diaporthales, Chaetosphaeriales, Helotiales,
Chaetothyriales, Pleosporales y Capnodiales (Izuno et
al,, 2016).

Dentro del grupo de hongos, se ha podido establecer
que la superficie de las hojas se caracteriza por ser
colonizada principalmente por una diversidad de
levaduras, algunas comtnmente rosadas o rojas de
los géneros Rhodotorula spp. y Sporobolomyces spp.,
y otras de color blanco del género Cryptococcus spp.
(Buck & Andrews, 1999; Campbell, 1989). También
se han reportado levaduras pertenecientes al género de
Candida spp., Pichia spp., Torulopsis sp., Aureobasidium
sp., Sporobolomyces spp. y Tapian sp. (Atlas & Bartha,
2002; Campbell, 1989; Inacio, Rodrigues, Sobral, &
Fonseca, 2004; Wang & Bai, 2004), ademis de los
hongos Aureobasidium pullulans y Cladosporium spp.
(Campbell, 1989).

La colonizacién de la filésfera ocurre en funcién del
inéculo disponible, del ambiente y del hospedero.
Inicialmente, se ha reportado una mayor poblacién
bacteriana, seguida por un aumento en el nimero de
levaduras y, finalmente, un incremento en la poblacién
de hongos filamentosos; sin embargo, este patrén
puede verse influenciado por el grado de infestacién de
insectos, las pricticas de cultivo y eventos climaticos
como precipitaciones, radiacién, temperatura y

humedad (Andrews, 1992; Yang, Crowley, Borneman,
& Keen, 2001).
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En términos espaciales, el patrén de colonizacién
sobre las hojas es heterogéneo. Los sitios de mayor
concentracién estdn a lo largo de las venas y en las
ranuras de las paredes de las células epidérmicas,
posiblemente por la concentracién de nutrientes, la
retencién de agua y como mecanismo de proteccién
frente a la erosién. Autores como Andrews (1992)
han descrito que, después de 30 horas posteriores a
la colonizacién, las bacterias se concentran sobre las
paredes anticlinales a lo largo de las venas, estomas
y cerca de las glindulas, mientras que las levaduras
se ubican en las paredes anticlinales, principalmente

sobre la lAmina o limbo.

En trabajos realizados por ecologistas microbianos,
dedicados a investigar la diversidad de los micro-
organismos presentes en la superficie de las hojas y sus
interacciones, se ha reportado la existencia de mis de
85 especies de microorganismos diferentes presentes
en 37 géneros de plantas como, por ejemplo, centeno,
aceituna, remolachay trigo (Yang et al.,, 2001). Ademas
de los factores ya mencionados, que intervienen en
la colonizacién de la superficie foliar y, por ende,
en la biodiversidad, se debe tener en cuenta que el
proceso de colonizacién implica una dindmica de
inmigracién, emigracién, crecimiento y muerte de los
microorganismos, asi como el grado de multiplicacién
de estos para mantener una alta poblacién que garantice

su supervivencia (Jacques et al., 1995).

Por otra parte, el inéculo microbiano que se encuentra
presenteenelairey quesirve como fuente deinmigracién
hacia nuevas hojas es crucial para la colonizacién de la
fildsfera. Esto fue demostrado por Jacques et al (1995),
quienes evaluaron las diferentes edades y posiciones de
las hojas respecto a los microorganismos presentes en
ellas y su relacién con los microorganismos presentes
en el aire. Dichos autores reportaron que estos dos
factores influyen tanto en la densidad de la poblacién
como en la diversidad, siendo las hojas viejas las que
soportan una mayor cantidad de microorganismos
en relacién con las hojas nuevas; ademis, la poblacién
microbiana va aumentando conforme aumentalaedad de
la planta; asimismo, encontraron que las hojas internas
contienen una menor densidad de microorganismos que

las hojas que se encuentran ubicadas en la parte externa.

Posteriormente, Lindow y Andersen (1996) encontra-

ron que, asi como la posicién de las hojas es crucial
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para determinar el indice de la diversidad poblacional
de los microorganismos, la ubicacién del cultivo tam-
bién juega un papel clave. Dichos autores evaluaron la
influencia de inmigracién sobre hojas de naranja Na-
vel y encontraron que la presencia de otras especies de
plantas alrededor del cultivo estuvo relacionada con
una mayor diversidad de microorganismos con respec-
to a las que se encontraban rodeadas solamente por

plantas de la misma especie.

El aire no es la tnica fuente de inmigracién de micro-
organismos, ya que la actividad de insectos como
vectores tiene una gran influencia. Ademds, esta
inmigracién se ve afectada por la direccidn, la velocidad
y la capacidad de carga del viento. Por otra parte, se
debe tener en cuenta que la eficiencia de liberacidn
de microorganismos es baja, lo que hace necesario
recorrer una mayor cantidad de drea foliar que permita
recuperar un nimero suficiente de microorganismos
para transportar (Lindow & Andersen, 1996).

Los microorganismos liberados a partir de las plantas
aparentemente pueden mantenerse viables por periodos
de tiempo suficientes como para ser transportados
mds de 100 m, y la capacidad de carga de células
microbianas inmigrantes puede ser aproximadamente
de 1.000 células por dia. No obstante, este valor no
garantiza la capacidad de colonizacién de la superficie
foliar, ya que depende también de las caracteristicas de
las células inmigrantes de mantener la viabilidad frente
a las condiciones de estrés encontradas durante su
transporte (Lindow & Andersen, 1996).

Una vez trasportadas las células y depositadas en las
nuevas hojas, los diferentes microorganismos deben
tener la capacidad de mantener su poblacién frente a
las nuevas condiciones. Esto se debe a que no todas
las especies de plantas proporcionan las mismas
caracteristicas, encontrindose que especies de plantas
como las citricas y los drboles de oliva soportan
relativamente una menor poblacién microbiana compa-
radas con otras. La razén por la cual se presenta esta
diferenciano es clara hasta el momento, pero se relaciona
con la presencia de una cuticula cerosa gruesa, que
puede limitar la difusién de nutrientes dentro de la hoja,

afectando asf la multiplicacién de los microorganismos

(Lindow & Andersen, 1996).

Los microorganismos epifitos estin directa y constan-

temente expuestos a factores abidticos extremos como,



por ejemplo, periodos de desecacidn, temperaturas
muy altas o muy bajas, ademdas de estar expuestos a
los rayos solares, siendo estos los principales factores
que generan estrés celular y afectan la supervivencia de
las diversas poblaciones de microorganismos que habi-
tan la filésfera (Truchado, Gil, Reboleiro, Rodelas, &
Allende, 2017).

La radiacién solar incluye la luz visible, la radiacién
ultravioleta (uv) y la radiacidén infrarroja (Lindow,
Hecht-Poinar, & Elliott, 2004). La radiacién solar que
alcanza a penetrar la atmésfera terrestre se subdivide
segtin su longitud de onda en UV-A (320-400 nm) y
UV-B (280-320 nm), siendo esta tltima la de mayor
energia y la que causa el efecto inhibitorio y dafos
directos en el ApN de los microorganismos. Por su
parte, la uv-a causa dafios indirectos al apN, debido
a la formacién de especies reactivas de oxigeno que

interactiian con el ADN y ocasionan la ruptura de las

proteinas (Jacobs & Sundin, 2001).

Los rayos uv no producen iones inestables o radicales
libres que interactiien con la materia viva de forma
destructiva, porque no tienen actividad ionizante; sin
embargo, si pueden inactivar macromoléculas, debido
a los cambios que causan en las moléculas absorbentes
y que le dan origen a los fotoproductos que causan la
inactivacién (Atlas & Bartha, 2002; [ifez, 1998). Por
otro lado, la inactivacién de proteinas o del ARNm
en general no produce efectos de letalidad, ya que
existen muchas copias de cada uno de estos tipos de
macromoléculas y se pueden volver a sintetizar. En
contraste, la inactivacién del tinico cromosoma de
la bacteria tiene efectos letales primarios y efectos

mutagénicos secundarios (Idfiez, 1998).

Autores como I4fiez (1998) y Jacobs y Sundin (2001)
han reportado que los fotoproductos generados en
el AbN por los rayos uv se derivan principalmente
de alteraciones en las bases pirimidinicas (citosina,
timina). Estas alteraciones dan origen a la formacién
de fotoproductos como pirimidina (6-4) pirimidinona
y el ciclobutano pirimidina. De ahi que las lesiones del
ADN resulten en un bloqueo en la replicacidén de este
y en la transcripcién del ArN, llegando a ser letal en
células que no cuenten con un mecanismo eficiente de

reparacién,

Por otro lado, se presentan diferentes sensibilidades

frente a la radiacién uv entre los diferentes microor-
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ganismos que habitan la filésfera. Se ha reportado que
diversas especies de hongos y bacterias han desarro-
llado estrategias adaptativas contra la irradiacién. Au-
tores como Atlas y Bartha (2002) reportaron que los
microorganismos que evidencian mayor crecimiento
tienen la capacidad de producir pigmentos o desarro-
llaron una pared celular especializada que les sirve para
protegerse, asi como otras caracteristicas que les per-
miten resistir a estas condiciones ambientales adversas.
También pueden evadir las condiciones adversas ubi-
cdndose en sitos de sombra o dentro de glindulas o
cavidades estomadticas (Atlas & Bartha, 2002; Jacobs &
Sundin, 2001; Yoshida et al., 2017).

Diversos estudios de taxonomia numérica desarrollados
para identificar la diversidad de los microorganismos
que estdn presentes en filoplano han determinado que
las bacterias que habitan las hojas de los pinos son mas
eficientes en la utilizacién de azticares y alcoholes como
fuentes de carbono, que las poblaciones que viven en
las capas del mantillo. En contraste, las poblaciones
bacterianas del mantillo tienen mayor actividad
lipolitica y proteolitica que las bacterias que habitan
en los pinos. Este resultado demuestra que la alta
diversidad de especies de plantas esta relacionada con
una alta diversidad de microorganismos, muchos de los

cuales podrian tener un alto potencial agroindustrial

(Atlas & Bartha, 2002).

Entre las poblaciones microbianas de la superficie de
las plantas ocurren interacciones positivas y negativas.
Un ejemplo de estas es el crecimiento de levaduras
osmofilicas que tienen la capacidad de disminuir la
concentracién de azucares, haciendo que el hibitat
sea mds adecuado para la invasién por otras especies.
Asimismo, las levaduras que habitan la superficie de los
frutos pueden producir 4cidos grasos insaturados que
inhiben el desarrollo de poblaciones bacterianas gram-
positivas, mientras que otras bacterias presentes en
este mismo hébitat utilizan para su desarrollo factores
de crecimiento como la tiamina y el 4cido nicotinico,
producidos por las levaduras; entre tanto, las levaduras
utilizan para su crecimiento metabolitos producidos

por algunas bacterias presentes en la fildsfera (Atlas &

Bartha, 2002).

En el caso de los hongos filosféricos, estos también
g
pueden competir por nutrientes y espacio, ademds de

parasitar a otros microorganismos, producir antibiéticos
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para limitar su desarrollo o usar interacciones sinérgicas

—como las arriba descritas— para colonizar la

superficie foliar (Lindow & Brandl, 2003).

Aunque los microorganismos antagonistas han surgido
como una alternativa promisoria para reducir el uso
de fungicidas quimicos en el control de enfermedades
(Moretto, Cervantes, Batista, & Kupper, 2014), su
efectividad es variable y depende de factores como la
dosis aplicada sobre la filésfera; la especie de la planta
a la que se aplica; la aplicacién de productos quimicos
como fertilizantes, fungicidas o insecticidas que
favorecen la proliferacién de una poblacidn especifica;
la presencia de metabolitos producidos por plantas
u otros microorganismos, y factores abi6ticos como
temperatura, radiacién, disponibilidad de agua y
nutrientes (Wang, Xue, Han, Bu, & Liu, 2014; Zhang
et al., 2008a).

Por otra parte, el desarrollo de agentes biocon-
troladores también se ve limitado, debido a que estos
frecuentemente son incapaces de controlar las infeccio-
nes ya establecidas, muchas de ellas causadas por
patégenos quiescentes (Ippolito & Nigro, 2000). No
obstante, la eficiencia de un agente de control biolégico
podria ser mejorada al integrarlos con el control
quimico dentro de una estrategia de manejo integrado,
por lo que se ha propuesto la utilizacién de agentes
bioldgicos junto con los fungicidas que sean compatibles

o que puedan usarse secuencialmente (Errampalli &

Brubacher, 2006; Shtienberg & Elad, 1997).

Esta estrategia ofrecerfa no solo la oportunidad de
reducir la cantidad de fungicida aplicado tanto en pre
como en poscosecha, sino también el nivel de residuos

téxicos en los productos comercializados (Ippolito &

Nigro, 2000).

Principales agentes de control biolégico

de fitopatogenos foliares

Desde 1950, cuando se iniciaron algunos ensayos
tendientes al control biolégico de fitopatégenos
foliares, son muchos los microorganismos que se han
utilizado; tal es el caso de Fusarium spp. y Penicillium
claviforme, aislados del cultivo de lechuga para para
evitar el establecimiento primario de Botrytis cinerea
(Newhook, 1951; Wood, 1951).

herbarum controld el moho gris en fresa cuando se

Cladosporium

protegieron las flores bajo condiciones de campo (Bhatt
& Vaughan, 1962). Varios hongos como Alternaria
alternata y Cladosporium cladosporioides controlaron
S. sclerotiorum en varios cultivos (Boland & Hunter,
1988; Whipps et al., 1993). Trichoderma hamatum
redujo el moho gris de la vaina del frijol, ocasionada
por B. cinerea (Nelson & Powelson, 1998). Algunas
especies de levaduras y bacterias también han sido
reportadas como efectivas en el control de B. cinerea
en frijol y tomate (Elead, K&hl, & Fokkema, 1994b;
Redmond, Marois, & MacDonald, 1987). Por ejemplo,
Bacillus brevis redujo en un 64-71% el moho gris de
la col china (Edwards & Seddon, 1992). Muchos
otros microorganismos se han utilizado para controlar
enfermedades foliares; sin embargo, se destacan

la bacteria Bacillus subtilis y los géneros fungicos
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Trichoderma, Ampelomyces y Rhodotorula, siendo
Trichoderma spp. el microorganismo mds utilizado,

principalmente para el control de B. cinerea en uva
(Dubos, 1992; O'Neill et al., 1996) y fresa (Tronsmo
& Dennis, 1977).

Hongos en el control biolégico
de patégenos foliares

A continuacién, se ampliard la informacién sobre varios
de los hongos, tanto filamentosos como levaduras

utilizados en el control biolégico de patdgenos foliares.

Hongos filamentosos

Trichoderma spp.

El género Trichoderma (Hypocreales, Ascomycota)
incluye alrededor de 104 especies basadas en analisis
moleculares. Varias de estas corresponden, en su

fase sexual, a Hypocrea (Druzhinina, Kopchinskiy,



& Kubicek, 2006; International Subcommission
on Trichoderma and Hypocrea Taxonomy [1sTH],
2017). Este género es un habitante del suelo
(figura 1.8), cosmopolita, capaz de crecer en suelos
nativos de pradera, de agricultura, de bosques,
salinos, de desierto y en pantanos de todas las zonas
climaticas (incluidas la Antirtida, la tundra y las
regiones tropicales); también se encuentran en lagos,
en el aire, en la biomasa de plantas, en la vecindad de
casi todos los tipos de especies de plantas vivas y en
semillas (Mukherjee, Horwitz, Singh, Mukherjee, &
Schmoll, 2013).

Ademis, se encuentran con frecuencia en la madera en
descomposicién (Samuels, 1996), y es econémicamente
importante como productora de enzimas industriales
(Trichoderma reesei) (Kubicek & Penttila, 1998), de
antibidticos (Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998) y
como biocontrolador de diversos fitopatégenos (Elad,
2000a; Harman, Howell, Viterbo, Chet, & Lorito,
2004), ya que puede crecer en asociacidén simbidtica/
endofitica con las plantas para protegerlas de factores
bidticos y abidticos (Mastouri, Bjérkman, & Harman,

2010; Shoresh, Harman, & Mastouri, 2010).

Este hongo ha demostrado ser resistente/tolerante
a muchos plaguicidas utilizados en la agricultura
(Chaparro, Carvajal, & Orduz, 2011; Goldman et
al,, 1993; Mukherjee, Sherkhane, & Murthy, 1999).
Ademis, Trichoderma spp. es un fuerte invasor
oportunista, de crecimiento rdpido y prolifico
productor de esporas (Schuster & Schmoll, 2010).
Todas estas razones lo sitian como un hongo ideal
tanto para aplicaciones industriales como para su uso
como bioplaguicida. La actividad biocontroladora de
varias especies de Trichoderma ha sido ampliamente
documentada (Elad, 2000a; Lorito, Woo, Harman &
Monte, 2010; Moreno & Cotes, 2006; Moreno et al.,
2007; Shoresh et al., 2010).

Son varios los ejemplos de control exitoso que se han
logrado con el uso de la cepa T39 de Trichoderma
harzianum, que puede considerarse como un modelo
para el control de patégenos foliares, principalmente
de B. cinerea, dada la gran cantidad de investigaciones
realizadas con este microorganismo (Elad, 1994; Elad,
2000a; Elad & Freeman, 2002; Elad & Shtienberyg,
1995; Elad & Stewrt, 2004; Elad et al., 1993b; Freeman
et al., 2004; Guetsky et al., 2001; O'Neill et al., 1996;
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Paulitz & Bélanger, 2001; Perazzolli et al., 2008; Shafir
et al., 2006). Esta cepa fue aislada del dosel del pepino
(Elad, Zimand, Zags, Zuriel, & Chet, 1993a).

Debido al trabajo intensivo llevado a cabo en condi-
ciones comerciales en el control moho gris de la vid
(Elad, 1994; Elad & Shtienberg, 1995) y dado el
control eficaz de B. cinerea en invernadero en diferentes
cultivos en Israel (Elad, 1994; Elad & Zimand, 1991;
Elad & Zimand, 1992) y en muchos otros paises
(Elad, 1994), esta cepa fue registrada bajo el nombre
de Tricodex para el control de B. cinerea en campo
(O'Neill et al.,, 1996) y en invernadero (Shtienberg
& Elad, 1997), ya sea actuando sola o de forma
integrada con fungicidas. Este aislamiento también
mostrd ser efectivo contra otras enfermedades como
la cladosporiosis del tomate (Fulvia fulva) y el moho
blanco (Sclerotinia sclerotiorum) en varios cultivos,
incluido el pepino (Elad & Shtienberg, 1997). En
varios estudios de invernadero y campo se demostré su
actividad biocontroladora, como en el caso de trabajos
realizados en el control de B. cinerea, Pseudoperonospora
cubensis y Sphaerotheca fusca (sinénimo de Sphaerotheca
fuliginea) en pepino, en condiciones comerciales de
invernadero, en los que se obtuvieron porcentajes
de control entre 35 y 78% (Elad, 2000a). Cuando
se evalué en experimentos a gran escala usando
diferentes frecuencias y dosis de aplicacién, controlé
la antracnosis producida por Colletotrichum acutatum y
por el moho gris (B. cinerea) en fresa, bajo condiciones
controladas y en condiciones de invernadero (Freeman
et al., 2004). En otros estudios, se demostré el efecto
biocontrolador de T. harzianum T39 en el control
preventivo del mildeo velloso de la vid, producido por
Plasmopara viticola, bajo condiciones de invernadero,
logrindose proteccién superior al 40 %, mediada por

resistencia sistémica inducida (Perazzolli et al., 2008).

Otras especies de Trichoderma han sido utilizadas
exitosamente para el control de patégenos foliares
econdmicamente importantes; tal es el caso de
Trichoderma atroviride, que ha sido utilizado para
el control de Cryphonectria parasitica y de B. cinerea
(Brunner et al., 2005; Dodd, Lieckfeldt, & Samuels,
2003). Trichoderma koningiopsis cepa Th003, aislada
de suelo colombiano (previamente identificada como
Trichoderma koningii), también ha producido un
control efectivo de B. cinerea en tomate (Moreno &
Cotes, 2006; Moreno et al., 2007) y mora (Zapata,
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Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica

Trichoderma atroviride

Trichoderma harzianum Trichoderma koningiopsis

Trichoderma longibrachiatum Trichoderma spirale

Figura 1.8. Aspecto macro y microscopico de varias especies de Trichoderma aisladas de suelo colombiano.
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Acosta, Diaz, Villamizar, & Cotes, 2011); del mildeo
polvoso en tomate (Moreno & Cotes, 2006), y del
moho blanco de la lechuga (Cotes et al, 2007).
Otras cepas de Trichoderma spp. han sido también
utilizadas para el control de Alternaria solani,
Bipolaris  oryzae, Pyricularia oryzae, Sphaerulina
oryzina (syn. Cercospora janseana, Cercospora oryzae) y
S. sclerotiorum en tomate, papa y arroz (Prabhakaran,
Prameeladevi, Sathiyabama, & Kamil, 2015). Por su
parte, T. afroharzianum, en evaluaciones de campo a
gran escala, produjo una reduccién de la severidad
de 43 % del mildeo polvoso producido por Erysiphe
necator en cultivos de vid; ademds, mostré una alta
tolerancia a los fungicidas cominmente utilizados
para el manejo de esta enfermedad (Sawant et al.,
2017). T. stromaticum, en ensayos de campo en
Pert, redujo en 48 % la escoba de bruja producida
por Crinipellis perniciosa en el cultivo de cacao; sin
embargo, este microorganismo no tuvo un efecto
contra las enfermedades pudricién negra del fruto
y moniliasis causadas por Phytophthora spp. y
Moniliophthora roreri, respectivamente, en este cultivo
(Krauss & Soberanis, 2002).

Ampelomyces quisqualis
Ampelomyces quisqualis es un hongo picnidial,
Ascomycota, de la clase Dothideomycetes, orden
Pleosporales y familia Phaeosphaeriaceae, que se
encuentra cominmente parasitando mildeos polvosos.
A pesar de haberse descrito 18 especies, todas han sido
mencionadas con A. quisqualis como sinénimo (Index
Fungorum [1rs], 2017). Pintye et al. (2012) encon-
traron que A. quisqualis sensu lato estd compuesto por
varias especies cripticas reflejadas en clados claros en
drboles filogenéticos, con diferencias de secuencia mas
alla de los limites de las especies. Estas especies cripticas
son, sin embargo, morfoldgicamente indistinguibles y
sus rangos de hospederos se superponen totalmente.
Por lo tanto, en la actualidad se esta desarrollando un
proyecto para aclarar la nomenclatura y la taxonomia
de estas especies, ya que hay 18 especies reportadas,
que no son distinguibles basados en su morfologia

(Dayarathne et al., 2016).

Este hongo puede crecer de manera sapréfita durante
cortos periodos, pero tiene pocas posibilidades de

sobrevivir durante perfodos mas largos en ambientes
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naturales sin parasitar al mildeo polvoso, ya que
requiere agua para germinar y para infectar colonias
del patégeno. Las infecciones pueden ocurrir en menos
de 24 horas a 25 °C (Kiss, Russell, Szentivanyi, Xu,
& Jeffries, 2004; Sundheim & Krekling, 1982). A.
quisqualis invade y crece sobre el mildeo polvoso,

volviendo opacas, aplanadas y de color blanco a gris las

colonias del patégeno (Hashioka & Nakai, 1980).

Ampelomyces spp. ha sido reportado en mas de 65
especies vegetales (ocho géneros) de Erysiphaceae en
todo el mundo; por ejemplo, ha sido reportado por
Hino y Kato (1929), Belsare, Moniz y Deo (1980),
Hijwegen y Buchenauer (1984), Tsay y Tung (1991),
Kiss (1997, 1998). Sus interacciones con las plantas
huéspedes y el mildeo polvoso lo han convertido en
uno de los caos mas evidentes de relaciones tritréficas
en la naturaleza, aunque su estudio ha recibido poca

atencién en la ecologia de hongos y plantas hasta ahora

(Kiss et al., 2004).

El primer ensayo significativo de control biolégico
utilizando Ampelomyces fue llevado a cabo por Jarvis
(1977). Desde entonces, ha habido muchos otros
ejemplos positivos donde Ampelomyces se ha utilizado
para controlar una amplia gama de mildeos polvosos
en varios cultivos. Todos estos estudios allanaron
el camino para la comercializacién del producto
desarrollado denominado AQ10 (Daoust & Hofstein,
1996; Hofstein, Daoust, & Aeschlimann, 1996).

Muchos trabajos han demostrado resultados positivos
al evaluar A. quisqualis para el control de Podosphaera
leucotricha en manzana, Sphaerotheca sp. en grosella
negra, Erysiphe communis en remolacha, Erysiphe
umbelliferarum y Oidium sp. en zanahoria, Sphaerotheca
spp. en Cucurbiticeas, Uncinula necator en vid, Oidium
mangiferae en mango, Phyllactinia suffulta en morera,
Leveillula taurica en pimiento, S. pannosa en rosa,
Sphaerotheca macularis f. sp. fragariae en fresa y Erysiphe
betae en remolacha azucarera, entre otros (Kiss et al.,
2004). Al respecto, Cafhi, Legler, Bugianiy Rossi (2013)
demostraron que las aplicaciones de A. quisqualis en
vifiedos, antes y después de la cosecha, redujeron la
formacién de ascocarpos del patégeno (chasmotecios),
mientras que Legler, Cafh, Kiss, Pintye y Rossi (2011)
y Legler et al. (2016) describieron la seleccién de una
nueva cepa de A. quisqualis con parasitismo mejorado

de chasmotecios de Erysiphe necator.
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Otros hongos filamentosos

Otros mohos han sido utilizados en diversos
cultivos; tal es el caso de los usados en el control
biolégico del patégeno causante de la costra negra en
caucho: Phyllachora huberi (Hevea brasiliensis), en el
que se utilizaron los hiperparasitos Cylindrosporium
concentricum 'y Dicyma pulvinata (Junqueira &
Gasparotto, 1991). Asimismo, utilizando Clonostachys
rosea (antes Gliocladium roseum), se logré controlar el
tizén de la hoja producido por Botrytis squamosa en
cebolla (Sutton & Peng, 1993b) y B. cinerea en fresa
(Peng, Sutton, & Kevan, 1992) y en rosa (Morandi,
Sutton, & Maffia, 2000). Otros ejemplos del uso de este
hongo incluyen el control de mildeos y enfermedades

de césped (Sutton & Peng, 1993a; 1993b).

En otros trabajos se han utilizado los microorganismos
C. rosea, Penicillium sp., T. viride y C. gloeosporioides
en el control de B. cinerea en fresas (Peng & Sutton,
1991; Peng et al., 1992; Sutton & Peng, 1993b), asi
como Gliocladium catenulatum, vendido bajo el nombre
comercial de Prestop®, que eficientemente controla
Botrytis y otros hongos (McQuilken, Gemmell, &
Lahdenperi, 2001) y Lecanicillium lecanii, Microdochium
nivale, Typhula idahoensis y Cladosporium cladosporioides,
utilizados para el control de Puccinia striiformis £. sp.

tritici, agente causal de la roya amarilla o estriada del

trigo (Torres et al., 2017; Zhan et al., 2014).

Asimismo, Cullen, Berbee y Andrews (1984) evalua-
ron el potencial de Chaetomium globosum para el
control de la sarna del manzano, producida por
Venturia inaequalis, encontrando que las aplicaciones
semanales solo redujeron la enfermedad en un 20%,
haciendo poco promisorio este microorganismo para
su desarrollo comercial. En contraste con la aplicacién
de Athelia bombacina (sinénimo Microsphaeropsis
ochracea), se logré una reduccidn del inéculo primario
del patégeno entre 60 y 100%, dependiendo de la
cantidad de inéculo biocontrolador utilizado (Carisse
& Rolland, 2004; Heye, 1982; Miedtke & Kennel,
1990; Young & Andrews, 1990).

Levaduras

Varias levaduras epifitas que colonizan diferentes

superficies planas (Fernindez, Mestre, Marchelli, &
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Fontenla, 2012; Pusey, Stockwell, & Mazzola, 2009)
(figura 1.9) tienen actividad biocontroladora, ya que
proporcionan una barrera natural contra ciertos
fitopatégenos (Avis, Caron, Boekhout, Hamelin, &
Bélanger, 2001; Jacobsen, 2006; Robiglio, Sosa, Lutz,
Lopes, & Sangorrin, 2011). Estas generalmence
producen polisacaridos extracelulares, que al parecer
las ayudan a sobrevivir en superficies de las plantas;
también pueden metabolizar una amplia variedad
de fuentes de nutrientes y tolerar una variedad de
fungicidas basados en productos quimicos (Buck &
Burpee, 2002), caracteristicas que pueden contribuir
a su utilidad como agentes de biocontrol. Sin
embargo, a pesar de que se han utilizado muchas
levaduras, son limitados los ejemplos en los que se ha
llegado al desarrollo de productos o de prototipos de
bioplaguicida para su uso condiciones de precosecha
en campo. A continuacidén, se mencionarin algunos

ejemplos relevantes.

Pseudozyma spp.
Pseudozyma es un pequefio grupo de hongos similares
a levaduras, clasificados dentro de los Basidiomycetes
Ustilaginales (Boekhout, 1995). En su mayoria son
epifitas o sapréfitas y no son patdgenas para las plantas
y animales (incluyendo insectos) (Avis & Bélanger,
2002). P. flocculosa se aislé por primera vez como
un antagonista del mildeo polvoso en condiciones
diferentes. Los

ambientales trabajos posteriores

mostraron que era igualmente efectivo contra
Sphaerotheca pannosa var. rosae y Erysiphe graminis £. sp.
tritici, que son responsables del mildeo polvoso de la
rosa y el trigo, respectivamente (Hajlaoui & Bélanger,

1991; 1993).

P rugulosay P. flocculosa se han reportado por su actividad
biocontroladora contra los diferentes mildeos con los
que estidn asociadas (Hammami, Castro, Rémus-Borel,
Labbé, & Bélanger, 2011). P. flocculosa, por ejemplo, no
penetra las células del patégeno, pero secreta un dcido
graso inusual que tiene un efecto antibidtico contra el
mildeo y otros patdgenos (Avis et al,, 2001). Pseudozyma
aphidis, que normalmente se encuentra en secreciones
de afidos, también se ha encontrado en la filésfera;
esta es un pariente cercano del agente de biocontrol
P. rugulosa (Begerow, Bauer, & Boekhout, 2000), que
también es capaz de producir colapso del mildeo del
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Figura 1.9. Aspecto macro y microscdpico de varias cepas de levaduras aisladas de la fildsfera de mora.
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pepino (Podosphaera xanthii anteriormente Sphaerotheca
fuliginea), ya que prolifera en el tejido infectado y
produce hifas largas que parasitan las esporas e hifas del

patégeno como un ectoparasito, lo que se traduce en una

eficacia del 75 % (Gafni et al., 2015).

Rhbodotorula spp.

Rhodotorula es una levadura comtn en el medio
ambiente, ya que se encuentra en aire, suelo, aguas
dulces de lagos, lagunas y rios, y en el agua de mar
(amplia distribucién en la naturaleza). Su clasificacién
taxondémica es la siguiente: pertenece a la divisién
Basidiomycota, clase Microbotryomycetes, orden
Sporidiobolales y familia Sporidiobolaceae. Su teleo-
morfo pertenece al género Rhodosporidium (Hoog &

Guarro, 1995; Larone & Howard, 1996).

R. glutinis tiene la capacidad de colonizar multiples
sustratos naturales (residuos agricolas) y artificiales,
debido a que puede crecer en una variedad de fuentes
de carbono como glucosa, sacarosa y lactosa; ademds,
presenta capacidad de adaptarse a ambientes extremos
como aguas residuales de refinerfa (Aksu & Eren,
2007), yacimientos arqueoldgicos (Guamdn-Burneo
& Carvajal-Barriga, 2009), glaciares y ambientes
4cidos (Libkind, 2007). R. glutinis ha sido aislado en
reducidos casos de muestras clinicas y considerado
como un patégeno emergente oportunista, dado que
puede causar infecciones (fungemia) en pacientes

inmunocomprometidos (Tuon & Costa, 2008).

La levadura antagonista, Rhodotorula glutinis, es un
componente importante de la comunidad microbiana
epifita en las superficies de las frutas y hortalizas
(Elmer & Reglinski, 2006), y se ha propuesto para el
control bioldgico del moho gris en manzana (Zhang
et al, 2009), en fresa (Zhang et al.,, 2010; Zhang et
al,, 2007), en durazno (Zhang et al., 2008b), en pera
(Zhang et al., 2008a) y en mora (Zapata et al., 2011;
Zapata et al., 2013b). Por otra parte, Kalogiannis et al.
(2006), al evaluar 30 aislamientos de levaduras de la
filésfera de tomate, encontraron que la cepa Y-44 de R.
glutinis redujo en 90 % la incidencia del moho gris bajo
condiciones de invernadero, ademis de reducir en 50 %

el porcentaje de heridas infectadas por B. cinerea.

Rhodotorula minuta suprimid eficientemente el desarro-
llo delaantracnosis del mango causada por Colletotrichum

gloeosporioides en huertos comerciales durante tres
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temporadas de cosecha, cuando fue aplicada a intervalos
mensuales. En esta investigacién se demostrd que la
levadura colonizé el filoplano, compitiendo con el
patdgeno, lo que resultd en una reduccién significativa de
la infeccién de las frutas, ya que se redujo la severidad de
la antracnosis del fruto a niveles equivalentes o mejores
que el fungicida benomil (Patifio-Vera et al., 2005).

Otras levaduras

Otras levaduras epifiticas también han demostrado alta
actividad biocontroladora contra B. cinerea; tal es el caso
de Pichia membranaefaciens, que fue eficaz en el control
de B. cinerea en cultivos de vid (Masih et al,, 2001), ya
que inhibié al patégeno por coagulacién del citoplasma.
Asimismo, Saligkarias, Gravanis y Epton (2002)
reportaron niveles de control para B. cinerea en plantas
de tomate cultivadas bajo invernadero del 83 % con las
levaduras Candida guilliermondii, aislamientos 101 y US
7,y del 62% con Candida oleophila 1-182, al ser aplicadas
24 horas antes del patégeno (Saligkarias et al., 2002).

albidus

biocontroladora contra el moho gris cuando fue

Cryptococcus también mostré actividad
aplicado a las hojas y flores de frijol y tomate (Elead,
Kohl, & Fokkema, 1994a, 1194b). Metschnikowia
fructicola, aplicado antes de la cosecha en dos
temporadas de cultivo de fresa, en ensayos bajo de
invernadero, demostrd ser igualmente efectivo que el
fungicida Fenhexamid para el control de B. cinerea en
las etapas previas a la cosecha. Por otra parte, en ensayos
de campo, la incidencia de la enfermedad se redujo
a niveles comercialmente aceptables en precosecha,
ademds de reducir en un 64-72% la pudricién de las

frutas en poscosecha (Karabulut et al., 2004).

Aplicacién de hongos biocontroladores
usando entomovectores

El uso de las abejas forrajeras como diseminadores de
bioplaguicidas garantiza que el agente biocontrolador
llegue a las flores a medida que se abren (Albano et
al., 2009; Mommaerts et al., 2010; Shafir et al., 2006).
Ademis, las abejas diseminadoras proporcionan
un servicio de polinizacién adicional, que conduce

a un aumento del peso y del rendimiento del fruto

(Garibaldi et al., 2015; Klatt et al., 2014; Tuohimetsi,



Hietaranta, Uosukainen, Kukkonen, & Karhu, 2014).
El sistema implica varias interacciones entre el vector,
el cultivo objetivo y el fitopatdgeno (Kevan, Kapongo,
Al-mazra'awi, & Shipp, 2008).

Varios hongos biocontroladores han sido utilizados
exitosamente para el control del moho gris causado
por B. cinerea en fresa, cuando son llevados por
entomovectores (abejas o abejorros) a las flores, lo que
conduce a la prevencién de la enfermedad. Esto fue
demostrado por Peng et al. (1992) quienes aplicaron
mediante entomovectores el hongo Gliocladium roseum
(sinénimo Clonostachys rosea). Otros autores evaluaron
las cepas de T. harzianum, como la cepa 1295-22 de
T. harzianum (Kovach, Petzoldt, & Harman, 2000);
la cepa T39, aplicada como el producto formulado
Tricodex (Bilu, Dag, Elad, & Shafir, 2004), y la cepa
T-22 (Albano et al., 2009).

Bacterias en el control biolégico
de patégenos foliares

En varios trabajos se ha descrito el potencial de uso de
diferentes bacterias en el control biolgico en la filésfera,
usdndolas solas 0 en mezclas; por ejemplo, Bacillus cereus
(Kokalis-Burelle et al., 1992), Pseudomonas fluorescens
(Rabindran & Vidhyasekaran, 1996; Umesha,
Dharmesh, Shetty, Krishnappa, & Shetty, 1998), Bacillus
subtilis (Arya & Parashar, 2002), Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Brevibacillus laterosporus
y Paenibacillus polymyxa (Alippi, Perelld, Sisterna,
Greco, & Cordo, 2000), Pseudomonas syringae (Volksch
& May, 2001), Nocardioides thermolilacinus (Carrer
Filho, Romeiro, & Garcia, 2008), Pantoea agglomerans
(Sharma et al., 2009), Paenibacillus lentimorbus (Khan,
Mishra, & Nautiyal, 2012), Pseudomonas aeruginosa
(Maiti, Sen, Paul, & Acharya, 2012), Streptomyces
griseoviridis, Streptomyces lydicus (Cuppels, Higham, &
Traquair, 2013), Streptomyces lavendulae, Streptomyces
coelicolor (Abdallah, Haroun, Gomah, El-Naggar,
& Badr, 2013), Serratia nematodiphila (Khoa, Giau,
& Tuén, 2016; Lee et al., 2017). Sin embargo, pocos
de estos trabajos han conducido a desarrollo de
productos y a evaluaciones de campo. A continuacién,
se profundizari en la presentacién de algunas bacterias

frecuentemente utilizadas.
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Bacillus spp.

El género Bacillus pertenece a la divisién Firmicutes,
familia Bacillaceae; se caracteriza por sus estructuras
de bacilos gram-positivos y son aerobios estrictos o
anaerobios facultativos, que en condiciones de estrés
forman una endospora central de forma ovalada
o cilindrica, que le permite resistir condiciones
desfavorables del ambiente. En general, son méviles,

con flagelos peritricos (Turnbull, 1996).

Bacillus spp. se encuentra entre los agentes de control
biolégico bacterianos mds potentes. Aunque se utiliza
principalmente para controlar patégenos del suelo,
esta bacteria ha sido usada en menor medida para el
control de enfermedades foliares (Perellé & Ménaco,
2007). La capacidad de los bacilos para producir
esporas los hace extremadamente resistentes a las altas
temperaturas, pH desfavorables, radiacién ultravioleta,
desecacidn, congelacién extrema, escasez de nutrientes
y de agua, y desinfectantes quimicos (Cano & Borucki,
1995). Estas esporas son producidas por Bacillus spp.
cuando las condiciones ambientales son desfavorables
(Nakano & Zuber, 1998), lo que les permite sobrevivir
en la filésfera y controlar fitopatdgenos. Las especies
mds utilizada en el control biolégico de fitopatégenos
son ubicuas, sapréfitas, y se aislan frecuentemente
de suelo, de agua, de aire y de material vegetal en

descomposicién (Piggot & Hilbert, 2004).

Bacillus subtilis ha sido la bacteria més utilizada.
Baker, Stavely y Mock (1985) lograron una reduccién
del 75% de la roya del frijol con tres aplicaciones
semanales de esta bacteria, en comparacién con el
testigo, encontrando en varios ensayos que B. subtilis
fue mis efectivo que el fungicida Mancozeb. En
otros trabajos, se demostré que esta bacteria también
controlé eficazmente la mancha foliar de la remolacha
azucarera, producida por Cercospora beticola (Collins
& Jacobsen, 2003), y varias enfermedades limitantes
del tomate, como el tizén tardio, producido por
Phytophthora infestans; el tizén temprano, ocasionado
por Alternaria sp.; el mildeo polvoso, producido por
Oidium  neolycopersici, Erysiphe orontii, Leveillula
taurica, y el moho de la hoja, producido por Fulvia fulva
(Sultan, 2012). En un estudio reciente, se demostré
que la cepa UD1022 de B. subtilis ejercid control de
Pseudomonas syringae en Arabidopsis thaliana (Kumar

& Purohit, 2012).
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Por otra parte, Ali y Nadarajah (2014) demostraron
que la aplicacién en mezcla de Trichoderma spp. y de
B. subtilis controld efectivamente Magnaporthe grisea
en arroz. Ademais, B. subtilis también ha sido utilizado
contra los hongos de la madera (Phaeoacremonium
aleophilum, Phaeomoniella  chlamydospora) en vid
(Alfonzo, Conigliaro, Torta, Burruano, & Moschetti,
2009), contra la antracnosis  (Colletotrichum
gloeosporioides) en chile (Ashwini & Srividya, 2014),
contra la roya del frijol (Uromyces phaseoli) (Baker et
al., 1985), contra la cercosporiosis de la remolacha
azucarera (Collins & Jacobsen, 2003), contra el mildeo
velloso (Peronospora, Pseudoperonospora) en hortalizas
(Fravel, 1999), contra la mancha negra del aguacate
(Pseudocercospora  purpurea) (Korsten, De Villiers,
Wehner, & Kotzé, 1997), contra las bayas momificadas
(Monilinia vaccinii-corymbosi) en arindano (Scherm,
Ngugi, Savelle, & Edwards, 2004) y contra la sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis) en banano (Serrano,

Manker, Brandi, & Cali, 2013).

Otras especies de Bacillus también se han utilizado
contra diferentes fitopatdgenos. Bacillus amyloliquefaciens
FZB24 se ha evaluado exitosamente contra Phytophthora,
contra las manchas de las hojas y el mildeo polvoso en
hortalizas y cucurbiticeas (Bochow, El-Sayed, Junge,
Stavropoulou, & Schmiedeknecht, 2001; Borriss, 2011)
y contra la antracnosis (Colletotrichum dematium) en
morera (Hiradate, Yoshida, Sugie, Yada, & Fujii, 2002).
Bacillus mycoides se ha utilizado contra el moho gris
(Botrytis cinerea) en fresa (Guetsky et al., 2001) y B.
pumilus contra Alternaria, mildeo velloso, mildeo polvoso,

roya negra y sigatoka negra en banano y en otros cultivos
(Serrano et al., 2013).

Streptomyces spp.

Streptomyces es una bacteria gram-positiva, cosmopo-
lita, perteneciente a la familia Streptomycetaceae y es el
género mis representativo dentro de las Actinobacterias
(Kdmpfer, 2006), que incluye cerca de 550 especies
(National Center for Biotechnology Information
[NneB1], 2017). Los miembros de Streptomyces son bien
conocidos por su habilidad para producir una variedad
de compuestos bioactivos con diferentes funciones como
antibacteriano (Ramesh & Mathivanan, 2009; Ser et
al., 2016), antimicético (Lam, 2006) y antiviral (Ara,
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Bukhari, Aref, Shinwari, & Bakir, 2012). Varias cepas
de este género han demostrado potencial para el control
bioldgico de fitopatdgenos foliares, especialmente de
hongos tales como Alternaria (Tahvonen & Avikainen,
1987), Phoma medicaginis (Samac, Willert, McBride,
& Kinkel, 2003), Streptomyces scabies (Hiltunen,
Ojanpera, Kortemaa, Richter, Lehtonen, & Valkonen,
2009) y Colletotrichum gloeosporioides (Palaniyandsi,
Yang, Cheng, Meng, & Suh, 2011). En una investigacién
reciente sobre el control bioldgico de la piriculariosis,
producida por el hongo Magnaporthe oryzae (anamorfo
Pyricularia oryzae), se demostré potencial de diferentes
especies de Streptomyces como agentes de control
biolégico altamente efectivos cuando se aplicaron
a plantulas infectadas por el patégeno, resultando
en hasta 88,3% de reduccién de la enfermedad bajo

condiciones de invernadero (Law et al., 2017).

Micovirus en el control biolégico
de patégenos foliares

Los micovirus son un grupo de virus que habitan y se
replican en células de hongos filamentosos, levaduras y
oomicetos (Ghabrial & Suzuki, 2009). Los micovirus
pueden usarse como agentes de control biolégico de
enfermedades fingicas en las plantas. Algunos pueden
atenuar la patogenicidad de sus hongos hospederos,
ejerciendo asi control bioldgico de las enfermedades
fangicas. Un ejemplo clasico lo representa la cepa RNA
hipovirus Cryphonectria 1 (CHV1), utilizada para
controlar el chancro del castafio causado por Cryphonectria
(syn.Endothia) parasitica en Europa (Anagnostakis, 1982);
sin embargo, los resultados no fueron muy prometedores.
Contrariamente, cuando se utiliz6 esta cepa en Estados
Unidos, se obtuvieron resultados satisfactorios, ya que
existen grupos de compatibilidad vegetativa (vca, por
su sigla en inglés) en las poblaciones del patégeno C.
parasitica en Estados Unidos, que los que existen en
Europa, lo que permite la transmisién horizontal del
micovirus y, en consecuencia, ocurre el control de la
enfermedad (Milgroom & Cortesi, 2004).

Se ha sugerido que la identificacién de cepas hipo-
virulentas de Botrytis podria representar una opcién
para el control de enfermedades causadas por Botrytis
spp. Los micovirus de ARN que infectan a Botrytis se

registraron por primera vez en 1995 y hasta ahora se



han registrado varias especies de micovirus ARN de
cadena doble o simple (dsRNA o ssRNA por sus
siglas en inglés), pertenecientes a Alpha flexiviridae,
Gamma flexiviridae, Narnaviridae, Partitiviridae,
Totiviridae y a una familia no asignada. Se ha
demostrado en B. cinerea la cepa BE(MV1 que atentia
el crecimiento micelial y la patogenicidad de su
hospedero, que ademas presenta transmisién vertical
de hifas a conidios y transmisién horizontal desde

aislamientos hipovirulentos a aislamientos virulentos

del patégeno (Wu, Zhang, Yang, & Li, 2016). En
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consecuencia, existe gran interés en el estudio de
los micovirus de Botrytis y su utilizacién como una
estrategia viable de control; sin embargo, todavia hay
preguntas no resueltas sobre la propagacién de los
micovirus presentes en los aislamientos donantes y
su transmisién a las cepas patogénicas, dado que las
poblaciones de B. cinerea contiene al menos 66 grupos
de compatibilidad vegetativa (Beever & Weeds, 2004),
lo que potencialmente representa un gran obsticulo
para el uso exitoso de dichos micovirus (Pearson &

Bailey, 2013).

Control biolégico de virus de plantas

Masde2.000virus patégenos hansidoreportadosanivel
mundial por causar pérdidas econdémicas considerables,
al afectar varias especies de plantas que son utilizadas
por el hombre para diferentes objetivos (Hull, 2014).
Por ejemplo, el virus del bronceado del tomate (Tomato
spotted wilt virus) causa marchitamiento y necrosis, y el
virus africano del mosaico de la yuca (African cassava
mosaic virys) produce mosaicos severos y causan una
disminucién considerable del rendimiento de la planta

(Thresh & Cooter, 2005).

Aunque el control de enfermedades virales mediante
métodos quimicos o bioldgicos es reciente y ha tenido
poco desarrollo, en el presente capitulo se introducirin
los fitopatégenos virales y se mostrarn algunas opcio-

nes para su manejo.

Dafios en plantas causados
por virus y sus caracteristicas

A nivel mundial, en el 2.002 se calculé que las pérdidas
porenfermedadesviraleserandel 14,6 % dela produccién

de los cultivos, lo que equivale aproximadamente a 220

mil millones de délares (Agrios, 2015).

Los virus de plantas son particulas muy pequenas que
solo se pueden reproducir dentro de las células vivas
del hospedero y pueden causar infeccién. Las particulas
virales consisten de material genético (la mayoria con
arn y otros con adn) y una proteina de cubierta que
protege estos genes que contienen el cédigo genético
minimo para su replicacién y proteccién. El mecanismo
de replicacién del virus depende completamente de las

células y la maquinaria bioquimica del huésped, lo que
hace dificil su control. En las figuras 1.10 y 1.11 se

presentan plantas afectadas por diferentes virus.

Figura 1.10. Virus del mosaico del pepino (cmv). a.

Sintomas tipicos en hojas de pepino afectadas; b. Parti-
culas del virus vistas al microscopio electrénico.
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Figura 1.11. Virus del mosaico del tabaco (tmv). a.

Sintomas tipicos en hojas afectadas en tabaco; b. Sintomas
tipicos en hojas afectadas en uchuva; c. Particulas del
virus vistas al microscopio electrénico.

Capitulo 1. Control biolégico de patdgenos foliares

Fotos: Sadao Kobayashi y Satoshi T. Ohki

Métodos de control de
los virus de las plantas

Actualmente, existen varios métodos importantes
para el control de virus en plantas, como el control de
los vectores por medio del control biolégico, el control
cultural y el desarrollo y produccién de vacunas que
contienen virus atenuados o el desarrollo de agentes
antivirales. Adicionalmente, también se recomienda
el control cultural mediante el uso de semillas sanas
y libres de virus, la propagacién de cultivos a partir
de meristemos certificados como libres de virus
o la insercién de genes de resistencia en plantas

susceptibles.

Control de vectores

Se conoce que la mayoria de los virus de plantas
(alrededor del 76 %) son transmitidos por vectores
(afidos,

trips, 4caros, cochinillas; saltahojas como Sogatella

como los artrépodos moscas blancas,
furcifera, Nilaparvata lugens y Laodelphax striatellus;
saltaplantas como Bothrogonia ferruginea y Recilia
dorsalis, y escarabajos); nematodos como Xiphinema
americanum que trasmite el virus de la mancha anular
del tabaco (Trsv, por las siglas de Tobacco ringspot
virys) (McGuire, Kim, & Douthit, 1970), y algunos
hongos como Olpidium virulentus, que transmite
el virus Mirafiori o virus de la vena ancha de la
lechuga (Mirafiori lettuce big-vein virus) (figura 1.12)
(Momonoi, Mori, Matsuura, Moriwaki, & Morikawa,
2015).

Otros microorganismos transmisores de virus, clasifi-
cados como Protista, los representan los plasmodiofd-
ridos; tal es el caso de Polymyxa spp., Plasmodiophora
spp. y Spongospora spp., que afectan cereales, hortali-
zas y papa (Singh, Verma, & Varma, 2008). Dentro
del grupo de los vectores, los mds importantes son
los afidos, que transmiten el 55% de los virus des-
critos en plantas (Hogenhout, Ammar, Whitfield, &
Redinbaugh, 2008), siendo el control de estos insec-
tos hemipteros uno de los métodos més importantes
para manejar diferentes enfermedades virales de gran
impacto. Varios microorganismos han demostrado
ser eficaces en el control de los insectos vectores de



virus; tal es el caso de los hongos entomopatdgenos
Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Paecilomyces
tenuipes (ver capitulo 6 de este libro sobre “Hongos

entomopatdgenos en el control biolégico de insec-
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tos plaga”), y de bacterias entomopatégenas como
Bacillus thuringiensis (ver capitulo 5 de este libro so-
bre “Bacterias entomopatégenas en el control biolé-

gico de insectos”).

Figura 1.12. Sintomas tipicos del virus de la vena ancha de la lechuga.

Vacunas o virus atenuados

Una planta que haya sido infectada con un virus en
particular no puede infectarse con cepas diferentes del

mismo virus o con virus estrechamente relacionados.

Este fenémeno se llama proteccidn cruzada y fue des-
crito por primera vez para el virus del mosaico del
tabaco (Tmv) (McKinney, 1929). Posteriormente,
Holmes (1934) planteé la posibilidad de desarrollar
un virus atenuado de TMV que podria usarse en plan-

tas de tomate, como una vacuna frente a otros virus

similares. Esto significa que una cepa de un virus la-
tente y asintomitico o de un virus atenuado que se
inocula previamente en una planta puede protegerla

de la infeccidén de una cepa virulenta sin causar dafio.

Para la elaboracién de vacunas con virus atenuados,
el material genético debe ser seleccionado a partir de
virus mutantes. Uno de los métodos mis usados para el
logro de mutantes es empleando tallos de plantas, que
son infectados de manera sistemdtica y se almacenan
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durante varias semanas a temperaturas desde -15 °C a
35 °C. Posteriormente, se induce la mutacién por efecto
de la radiacién de luz ultravioleta o por suspensién en
4cido nitroso. La savia de las hojas infectadas con el
virus o solo la suspensién del dcido nucleico del virus se
mantiene bajo irradiacién ultravioleta o en una solucién
de 4cido nitroso. Algunas veces, los virus mutantes
atenuados se encuentran de manera latente en plantas
hospederas infectadas, como por ejemplo el virus de la
tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus) (Grant &
Costa, 1951) y el virus de los brotes hinchados en cacao
(Cacao swollen-shoot virus) (Hughes & Ollennu, 1994).
Finalmente, los virus mutantes son seleccionados por
aislamiento de una lesidn y reinoculados en las plantas
originales para seleccionar un aislamiento que no

muestre ninglin sintoma o que presente sintomas muy

suaves (tabla 1.2).

Un virus atenuado debe tener las siguientes carac-
teristicas: 1) que no produzca ningin sintoma o que
los sintomas sean muy suaves y no causen reduccién en
los rendimientos del cultivo tratado; 2) que sea estable
durante un largo periodo; 3) que no sea transmitido
por vectores; 4) que proteja contra una amplia gama
de virus y cepas; 5) que no cause lesiones severas
en coinfeccidén con otros virus; y 6) que sea facil de

multiplicar y conservar para usos practicos.

El primer virus atenuado de Tmv, denominado L11A,
fue seleccionado a partir de cepas avirulentas que
fueron obtenidas de tallos de tomate inoculados con
el virus e incubados a 35 °C durante 14 dias (tabla
1.2). Desde entonces, y por mds de 30 anos, este virus
ha sido usado para proteger de la infeccién por cepas
virulentas al tomate cultivado bajo condiciones de
invernadero (Oshima, 1981) (tabla 1.2). Otro ejemplo
de virus atenuado es la cepa ZYMV-2002, del virus
del mosaico amarillo del calabacin (Zucchini yellow
mosaic virus), que se encuentra registrado en Japén
desde el 2011 como un producto “‘quimico agricola”
liofilizado. Estos virus atenuados han mostrado un
comportamiento excelente, teniendo en cuenta que
no se ha reportado una reduccién en el rendimiento
de la produccién, en comparacién con la reduccidén
causada por la cepa virulenta. Es importante resaltar
que obtener virus atenuados es un proceso complicado
y su punto débil es que solo son efectivos para prevenir
la infeccidén causada por el mismo virus activo o por

una cepa muy cercana.
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Inicialmente, se crefa que el modo de accién de los
virus atenuados era la produccién por parte de la
planta de varias réplicas de proteinas de la cubierta
viral, que impiden que, al momento de la infeccidn, el
virus virulento pueda quedar sin la cubierta para poder
iniciar su replicacién (Beachy, 1999). Es importante
mencionar que, para que la vacuna pueda ser efectiva
en el control de la enfermedad, las proteinas deben ser

especificas para cada virus.

Otro modo de accién de los virus atenuados es el
silenciamiento del ARN como una reaccién de defensa
de la planta hospedera. Un ejemplo de este mecanismo
es el virus atenuado o cepa L11A de T™mV, que tiene en
su ARN 11 substituciones de bases, comparado con su
cepa virulenta L (Nishiguchi et al., 1985). Este cambio
fue causado por una mutacién en la proteina de 130k
Da, dela cepa L11A, que controla el silenciamiento del

ARN y que muestra menos actividad que la virulenta

(Kubota, Tsuda, Tamai, & Meshi, 2003).

Otro ejemplo de virus atenuado corresponde a la cepa
CM95 del virus del mosaico de pepino (cmv, por las
siglas de Cucumber mosaic virus), que presenta una
mutacién en la proteina 2b (Nakazono-Nagaoka, Sato,
Kosaka, & Natsuaki, 2004) y actia como supresor de
silenciamiento del ArN (Brigneti et al.,, 1998; Ding, Li,
& Symons, 1995) (tabla 1.2). La cepa ZYMV-2002
del virus del mosaico amarillo del calabacin (Zucchini
yellow mosaic virus) tiene cuatro sustituciones de
aminodcidos en la proteina multifuncién HC-Pro
(helper component protein), cuya funcién es actuar
como un silenciador del supresor y también de la
HC-Pro, que es requerida para la transmisién por
dfidos. La mutacién de la proteina del componente
auxiliar HC-Pro evidencié la pérdida de la capacidad
de transmisién por dfidos del ZYMV-2002, lo que
demostrdé que no pudo multiplicarse de forma natural

(Hokama, Kawano, & Tokashiki, 1993).

Algunos de los virus atenuados tienen ArRN satélite, que
es una pequefa secuencia de ARN que depende de un
virus cooperante o auxiliar (helper o mister), necesario
para su replicacién. A menudo el ArN satélite actla
sobre la multiplicacién o sobre los sintomas causados
por el virus auxiliar (Roossinck, Sleat, & Palukaitis,
1992). Un ejemplo bien conocido es la cepa atenuada
de cmv, que se produjo por unién de su ARN satélite,

para controlar la enfermedad causada por este virus

(Yoshida, Goto, & Tizuka, 1985).
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Tabla 1.2. Principales virus atenuados usados para la proteccién cruzada en plantas

Virus . Cgp :jl/ Metod(? ’de Pais Cultivo Reporte
Aislamiento obtencién
HM55 5 Sasaki (1974
Virus de la tristeza de : : Japén asaki ( )
los citricos M-16A b Japén Citricos | Ieki et al. (1997)
Ci . .
(Citrus tristeza virus) Cepas inactivas a Brasil Costa y Miiller (1980)
Virus del mosaico del
moteado verde del
: Motoyoshi
pepino H33b b,d, . Melé y Y
SH33 de Japén “O% | Nishiguchi (1988)
(Cucumber green mottle
mosaic virus)
S51 af China Tomate | Tieny Wu (1991)
a, ina omate ien u (1
VII‘I:IS del mosaico del S50 f Ch T Tien y Wu (1991)
pepino
(Cucumber mosaic KO3 af Japén Tomate | Sayama et al. (1993)
virus) Pepi Kosaka y Fukunishi
) pino, osaka y Fukunishi
M
CM95 : Japon etc. (1997)
Virus de mosaico de
brotes hinchados de
. ) Hughes y Ollennu
cacao
Cepas inactivas a Ghana Cacao (1994)
(Cocoa swollen shoot
mosaic virus)
Virus del moteado Pa18 b ]apén Goto et al. (1984)
atenuado del pimiento
Pimienta
(Pepper mild mottle C-1421 b Japén Nagai (1987)
virus)
Virus de la mancha
anular de la papaya LIAS.1 EE. UU.,, p Yeh y Gonsalves
> d Taiwén P (1984)
(Papaya ringspot virus)
Virus del mosaico de
: Kosaka y Fukunishi
la soja Alal5-M2 c Japén Soya (1(;5933; y Fukunishi
(Soybean mosaic virus)
Virus del mosaico del
tabaco M b EE. UU. Tabaco | Holmes (1934)

(Tobacco mosaic virus)

(Contintia)
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(Continuacién tabla 1.2)

Virus . Lt ?/ MetOd? ,de Pais Cultivo Reporte
Aislamiento obtencién
Goto y Nemoto
L11A b Japén (1971); Oshima
Virus del mosaico del (1981)
tomate Holanda, Tomate
o MII-16 d Reino Unido, Rast (1975)
(Tomato mosaic virus)
etc.
K d China Yang et al. (2002)
Virus del mosaico
amarillo del calabacin S
) ) Kosaka y Fukunishi
ZY95 ¢, d Japén Pepino
(Zucchini yellow (1997)
mosaic virus)

*Método: a. Seleccidn natural; b. Alta temperatura; c. Baja temperatura;

Fuente: Adaptada de Nishiguchi & Kobayashi (2011)

Agentes antivirales

Allard (1915) reportd el primer inhibidor de una
infeccidn causada por fitovirus, a partir de una proteina
antiviral extraida de la planta conocida como hierba
carmin (Phytolacca americana). Hasta el momento,
se han examinado muchos materiales vegetales para
evaluar el control de los virus de las plantas. Entre los
antivirales de origen vegetal, la proteina antiviral pap,
aislada de P. americana, es bien conocida (Duggar &
Armstrong, 1925). Otros antivirales de proteinas
aisladas son la glicoproteina Dianthina del clavel
(Dianthus caryophyllus) (Stirpe, Williams, Onyon,
Legg, & Stevens, 1981), la proteina antiviral map de
Mirabilis jalapa (Kubo, Tkeda, Imaizumi, Takanami, &
Mikami, 1990), 1r1p de Iris hollandica (Van Damme
et al., 1997), Trichosanthin de Trichosanthes kirilowii
(Lam et al, 1996) y Figaren de Cucumis figarei
(Fujiwara, Kanamori, Ohki, & Osaki, 2001).

Estos inhibidores son proteinas inactivadoras de
ribosomas (PIR), que muestran actividad antiviral
frente a virus de plantas y animales (Barbieri,
Battelli, & Stirpe, 1993). Adicionalmente, estas

proteinas o glicoproteinas vegetales parecen bloquear
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d. Acido Nitroso; e. Radiacién ultravioleta; f. Rna satélite.

especificamente los sitios de infeccidn en las plantas y

no inhiben la transmisién por 4fidos.

Ademais de las p1R, se ha reportado que el filtrado del
caldo de cultivo de crecimiento de algunos hongos
causa reduccién de la infeccién viral en plantas. Un
ejemplo de esta actividad es la demostrada para el
hongo patégeno Trichothecium roseum, que causa putre-
faccién rosada en varias frutas y hortalizas, pero se
caracteriza porque produce un polisacirido llamado
T-poli, que induce resistencia sistémica en las plantas,
contrarrestando la infeccién viral (Gupta, Chandra,

Verma, & Verma, 1974).

Otros inductores de resistencia sistémica han sido
aislados a partir de Fomes fomentarius (BAS, polisa-
cérido) (Aoki et al., 1993), Phytophthora megasperma
(glicoproteina) (Parker, Schulte, Hahlbrock, & Scheel,
1991), Boerhavia diffusa (glicoproteina) (Verma &
Awasthi, 1980), Clerodendrum aculeatum (proteina)
(Verma, 1994), Cyamopsis tetragonoloba (proteina)
(Khan & Verma, 1990), Bougainvillea spectabilis
(proteina) (Verma & Dwivedi, 1984). El modo de
accidn de estos no estd claro, pero se sabe que no acttian
directamente sobre el virus y que el agente inhibidor

se sintetiza en plantas inoculadas con el inductor y no



en plantas inoculadas con virus. Esto fue demostrado
por Verma y Dwivedi (1984), quienes reportaron que
el agente antiviral fue producido en las hojas basales
de plantas tratadas con el extracto de raiz de Boerha-
via diffusa (sin inoculacién de virus). En el mismo tra-
bajo (Verma & Dwivedi, 1984), la proteina inducida
por B. diffusa fue eficaz no solo en plantas de su misma
especie, sino también en otras especies, en las que se
produjo induccién de resistencia sistémica causando

reduccidén de la infeccién viral.

Un ejemplo del uso de este tipo de control es el
adoptado por los agricultores japoneses, quienes
cultivan Shiitake (Lentinula edodes) en restos de cafa
de aztcar y aplican Lentemin®, que es un extracto de
medio de cultivo que estd registrado y se comercializa
para evitar la infeccidn por virus en cultivos de tomate,
pimiento verde, pepino, melén y orquideas (Kobayashi,
Hiramatsu, & Akatsuka, 1987).

Todos los agentes mencionados anteriormente actian
como inhibidores de la infeccién viral, pero no son
inhibidores de su multiplicacién. En contraste, el
antibidtico Blasticidin S, que se usaba como fungicida
en arroz, mostré actividad antiviral (Hirai et al., 1966)
al inhibir la sintesis de proteinas, y al parecer también

la sintesis viral de la polimerasa.

No obstante, aunque los agentes antivirales tienen
la ventaja de poder controlar varios virus al tiempo,
estdn muy lejos de poder ser implementados dentro de
estrategias de manejo, puesto que son muy pocos los

intentos de evaluarlos bajo condiciones de campo.

Herramientas biotecnolégicas
para el control de fitovirus

El 4cido nucleico viral tiene al menos tres genes: uno
para codificar la proteina de la cubierta, otro para la
enzima replicasa y otro para la proteina de movimiento.
Estos tres pueden ser los objetivos para el desarrollo
de estrategias de control biotecnolégico. EI Tmv es
el modelo pionero y se ha utilizado para la primera
prueba real de la resistencia mediada por la proteina
de la cubierta (Abel et al., 1986), la resistencia mediada
por la replicasa (Golemboski, Lomonossoff, & Zaitlin,
1990) y la resistencia mediada por la proteina de

movimiento (Deom et al., 1990).
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Una vez el virus invade una célula de la planta, la cdpside
se desarma y su dcido nucleico penetra en el niicleo para
la traduccién y su posterior replicacién. Con base en
esto, se ha demostrado que cuando a una planta, antes
de que sea infectada por el virus, se le transfiere un gen
que codifica para alguna proteina de cpside y esta es
replicada y sintetizada, puede inhibir tanto el proceso
de replicacidn del virus como el recubrimiento del virus
invasor. En la actualidad, se ha demostrado que este
método es eficiente en la prevencién o reduccién de la
infeccién y la enfermedad causada por virus idénticos y
estrechamente relacionados. Adicionalmente, también
se ha reportado proteccién mediada por proteinas
de cubierta para T™v (Sanders et al, 1992), cmv
(Shigetou, Kaishu, Gonsalves, Gonsalves, & Slightom,
1991), el virus X de la papa (pvx, por las siglas de
Potato virus X) (Hemenway, Fang, Kaniewski, Chua,
& Tumer, 1988), el virus Y de la papa (pvy, por las
siglas de Potato virus Y) (Perlak, Kaniewski, Lawson,
Vincent, & Feldman, 1994) y el virus de la mancha
anular de la papaya (prsv, por las siglas de Papaya
ringspot virus) (Kaniewski, Lawson, & Thomas, 1993).

Uno de los ejemplos exitosos de este mecanismo de
accién es la resistencia de las plantas de papaya a prsv,
que causé graves pérdidas en los principales paises
productores. La planta de papaya transgénica llamada
Rainbow o linea 51-5, a la que se le transfiri6 el gen
que codifica una proteina de la cubierta viral de este
virus cepa HA5-1, demostrd ser resistente frente a
la infeccién del virus y se empezé a comercializar
desde 1998 en Hawaii (Fitch, Manshardt, Gonsalves,
Slightom, & Sanford, 1992). Es importante aclarar
que, aunque las plantas Rainbow 51-1 contienen un
gen que codifica una proteina viral, la resistencia no se
debe a la inhibicién del revestimiento del virus como

tal, sino que se atribuye al silenciamiento del gen

(Ruanjan, Kertbundit, & Juticek, 2007).

También se reportd la resistencia mediada por la
replicasa, cuyo gen se introdujo en plantas empleando
biotecnologia, frente a pvx (Audy, Palukaitis,
Slack, & Zaitlin, 1994), al virus del mosaico de la
alfalfa (amv, por las siglas de Alfalfa mosaic virus)
(Brederode, Taschner, Posthumus, & Bol, 1995), al
cmv (Hellwald & Palukaitis, 1995), al virus del rizado
amarillo del tomate (TyLcv, por las siglas de Tomato
yellow leaf curl virus) (Noris et al., 1996) y a Tmv. Las

plantas transgénicas resistentes a TMV contienen una
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secuencia que codifica un fragmento de 54 kDa de
la enzima replicasa, sin que la proteina sea detectada
posteriormente en las células (Golemboski et al,
1990). Por eso, la resistencia mediada por ArRN viral
puede considerarse en plantas como un ejemplo de

silenciamiento de genes post-transcripcional (Prins et

al,, 2008).

La proteina de movimiento codificada por el virus
ayuda a las particulas virales o al 4cido nucleico viral
a moverse de una célula a las células vecinas, por via
plasmodesmos. Las plantas transgénicas en las que se
altera la acumulacién de las proteinas de movimiento
evidenciaron resistencia frente a Tmv (Deom et al.,
1990). Posteriormente, Cooper, Lapidot, Heick, Dodds
y Beach (1995) describieron que las plantas de tabaco
transgénicas, con este mecanismo, no solo mostraron
un alto nivel de resistencia a Tmv (Tobamovirus), sino
también frente a virus no relacionados como el virus
del cascabeleo del tabaco (Trv, por las siglas de Tobacco
rattle virus) (Tobravirus), el virus de la estria clorética
del mani (pcisv, por las siglas de Peanut chlorotic streak
virus), (Caulimovirus), el virus de la mancha anillada
del tabaco (Trsv, por las siglas de Tobacco ringspot
virus) (Nepovirus), el virus del mosaico de la alfalfa

Amv (Alfamovirus) y el cmv (Cucumovirus).

Otros ejemplos de plantas transgénicas que han sido
comercializadas corresponden a las que evidencian
resistencia frente a zymv y al virus del mosaico de
la sandia (wmv, por las siglas de Watermelon mosaic
virus) (Fuchs & Gonsalves, 1995), asi como plantas

de papa que han demostrado resistencia frente al

virus del enrollamiento de la hoja de papa (pLrv, por
las siglas de Potato leafroll virus) y a pvy, entre otras
(International Service for the Acquisition of Agri-
biotech Applications [1saaA], 2017).

Como se ha ilustrado en este capitulo, la ingenieria
genética es un método de control muy eficaz para
contrarrestar las infecciones virales en una amplia gama
de cultivos, ya que consiste en una tecnologfa rdpida
y exacta para obtener plantas resistentes a los virus.
Es importante resaltar que los cultivos transgénicos
o los virus transformados estin sujetos a normas de
bioseguridad, por los posibles impactos negativos que
pueden tener sobre el medio ambiente y la salud humana,

sin que se haya reportado algtin tipo de problema.

A pesar de las grandes ventajas del uso de plantas
transgénicas resistentes a virus, su uso es muy
limitado. Se estima que el drea global de cultivos
genéticamente modificados por pais en el 2016 fue
asi: en EE. UU.,, 72,9 millones de ha (39,4%); en
Brasil, 49,1 millones de ha (26,5%); en Argentina,
23,8 millones de ha (12,9%); en Canad4, 11,6
millones de ha (6,2%), y en India, 10,8 millones ha
(5,8 %), entre otros; el drea cultivada dentro de estos
cinco paises es de 168,2 millones de ha (90,9 %)
(1saaa, 2017). Este dato indica que, incluso en los
paises donde esta tecnologia es adoptada, su uso
sigue siendo limitado, principalmente por la baja
aceptacidn publica; por esta razdn, se debe continuar
realizando estudios, con el fin de demostrar que las
plantas transgénicas son seguras y atin hay un largo

camino por explorar.

Modos de accién de los biocontroladores de patégenos foliares

La actividad biocontroladora de fitopatdgenos folia-
res depende de diversos mecanismos de accidén, como
la competencia por espacio y por nutrientes, el hiper-
parasitismo, la lisis, la antibiosis, la induccién de
resistencia en la planta hospedera, la restriccién de los
factores de patogenicidad, la reduccién de la capacidad
saprofitica del patégeno —cuando esta existe— y la
diseminacién de sus esporas. En general, los patégenos
necrétrofos como B. cinerea dependen de nutrientes
exégenos y son susceptibles a la competencia de

agentes microbianos o de sus secreciones inhibitorias,
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mientras que los patdgenos biotréficos, como los que
causan el mildeo, son independientes de nutrientes
exégenos durante la germinacién y la penetracidn,
y pueden establecer una infeccién en una superficie
vegetal agotada. No obstante, en la superficie de la
planta, los conidios o los tubos germinativos de los
biétrofos son susceptibles a antibidticos y enzimas

(Elad,

1996), A continuacidn, se describirdn los principales

liticas producidas por microorganismos
mecanismos involucrados en el control bioldgico de

patégenos foliares.



Competencia

Desde la perspectiva de un microorganismo, la
superficie de las plantas es un ambiente hostil,
limitado en cuanto a la disponibilidad de nutrientes
(Andrews, 1992). De acuerdo con esto, para que un
microorganismo pueda colonizarla debe competir por

los nutrientes y por el lugar donde estos se encuentran

(Pal & Gardener, 2006).

En este sentido, la competencia como forma de
supervivencia es uno de los modos de inhibicién de
fitopatdgenos mds importante y es definido como el
comportamiento desigual de dos o mis organismos
ante un mismo requerimiento, ya sea este un nutriente
o un nicho especifico para su crecimiento (Hjeljord
& Tronsmo, 1998). Por lo tanto, caracteristicas como
la adaptacién a diferentes condiciones ecofisioldgicas,
como la temperatura, la humedad y el pH presente
en la filosfera, asi como la velocidad de crecimiento
y desarrollo del biocontrolador, pueden favorecer la
colonizacién de un sustrato por una determinada
comunidad microbiana en detrimento de otra (Hjeljord
& Tronsmo, 1998; Muccilli & Restuccia, 2015).

La competencia por nutrientes, sean estas fuentes
de nitrégeno, carbono o cualquier microelemento,
es un modo de accién asociado particularmente a
las bacterias y a las levaduras (aunque no exclusivas
de estas), debido a la relacién superficie/volumen
que estos microorganismos presentan, asi como su
crecimiento exponencial, cualidad que les permite
consumir con mayor rapidez los nutrientes disponibles,
en comparacién con los tubos germinativos de los
conidios de los hongos fitopatégenos. Las levaduras
constituyen un grupo de microorganismos carac-
terizados por su capacidad de crecer y sobrevivir en
condiciones adversas y estresantes, y de colonizar una
amplia variedad de ambientes, siendo uno de los grupos
de microorganismos dominantes en la filésfera (Droby,
Wisniewski, Macarisin, & Wilson, 2009; Janisiewicz,
Tworkoski, & Sharer, 2000; Muccilli & Restuccia,
2015).

En el mismo sentido, la competencia por sustrato,
ligada a la capacidad de asimilar diferentes fuentes
de nutrientes, es considerada como un atributo de
adaptacidén ecoldgica, sumado a una alta velocidad

de crecimiento, abundante produccién de cuerpos
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fructiferos o esporulacién; asimismo, un metabolismo
eficiente, que le permita mediante la produccién de una
variedad de metabolitos y enzimas colonizar diferentes
sustratos, es un eficiente mecanismo utilizado por

varios biocontroladores.

Patégenos como Botrytis cinerea son particularmente
susceptibles a la ausencia de nutrientes, ya que
este factor limita la germinacién de los conidios, la
formacién del tubo germinal y los procesos posteriores
de infeccién (Elad, 1996; Filonow, Vishniac, Anderson,
& Janisiewicz, 1996). En este sentido, la aplicacién
preventiva de agentes de control biolégico como las
levaduras puede reducir la incidencia del patégeno vy,

por supuesto, las pérdidas que este provoque.

Este modo de accién se ha demostrado para muchas leva-
duras, entre ellas Sporobolomyces roseus contra B. cinerea,
cuando es inoculada simultdneamente con el patdgeno
y antes de que este colonice heridas de manzanas,
obteniendo una incidencia del 25%, comparada con el
99% de incidencia del tratamiento B. cinerea y con el
92 % alcanzado con benomil (Filonow et al., 1996).

Igualmente, las levaduras en las heridas de las frutas
crean un ambiente pobre en oxigeno y en hierro, ya que
producen sideréforos para capturar el hierro, afectando
la germinacién de los conidios de los patdgenos.
Rhodotorula glutinis produce icido rodotordlico, que
es un sideréforo hidroxamato esencial en el control de
Penicillium expansum en manzanas (Calvente, Benuzzi,
& de Tosetti, 1999), en tanto que Metschnikowia
pulcherrima 'y Metschnikowia fructicola producen un
pigmento rojo denominado “pulquerrimina’, involu-
crado en el control de B. cinerea, Alternaria alternata

y P. expansum en manzanas (Saravanakumar, Spadaro,

Garibaldi, & Gullino, 2009).

Por otra parte, patégenos bidtrofos como los causantes
delos mildeos olasroyas, que no dependen de nutrientes
exégenos para la germinaciéon de los conidios y para
la penetracidén, también pueden establecerse sobre la
superficie de la planta, aunque los nutrientes se hayan
agotado. Sin embargo, los conidios o tubos germinales
estin expuestos a los antibidticos y a las enzimas
liticas producidas por diferentes microorganismos
(principalmente bacterias como Bacillus spp., y
Pseudomonas spp.), que pueden inhibir la germinacién

y lisar los tubos germinativos (Elad & Freeman, 2002).

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltrdn-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad

95



96

Volumen 1. Agentes de control biolégico

Por otro lado, el hongo Trichoderma spp. estd biolé-
gicamente adaptado para realizar una colonizacién
agresiva de los sustratos; ademds, tolera condiciones
adversas para sobrevivir mediante crecimiento acti-
vo o formando clamidosporas que le sirven como

Su alta velocidad de

crecimiento, abundante esporulacién y la amplia

estructuras de resistencia.

variedad de enzimas que produce hacen que sea un

muy eficiente sapréfito y un excelente agente de control
biolégico (Harman, 2000; Sawant, 2014).

En el control de fitopatégenos, la competencia por
nutrientes ha presentado resultados importantes,
particularmente contra hongos necrotréficos. De
acuerdo con Kessel (1999, citado por Lindow et al,
2004), el control de estos patégenos puede obtenerse
durante su fase saprofitica, cuando este es susceptible a
la ausencia de nutrientes, limitando asi su desarrollo y

la produccién de las enzimas necesarias parala invasién

de los tejidos (Lindow et al., 2004).

Micoparasitismo y lisis

El ataque directo por el antagonista hacia un fitopaté-
geno especifico, sea necrétrofo o bidtrofo, es uno de los
ejemplos mds usados para describir el micoparasitismo
realizado por especies del género Trichoderma, uno de
los microorganismos mas caracteristicos por presentar
este modo de accién; en general, esto ocurre concomi-
tantemente con la produccién de metabolitos secun-
darios téxicos y de enzimas como quitinasas, celulasas
y B 1-3 glucanasas, que degradan la pared celular de
diversos fitopatégenos (Lindow et al., 2004; Stefanova,
Leiva, Larrinaga, & Coronado, 1999).

Varias levaduras también ejercen un micoparasitismo
(higura 1.13), como Pseudozyma aphidis en su intera-
ccién con Podosphaera xanthii, que ademds de antibiosis

y resistencia inducida parasita al patégeno (Gafni

et al.,, 2015).

Figura 1.13. Conidios del mildeo polvoso colapasados por una levadura. Imagen al microscopio electrénico de barrido.
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Figura 1.14. Adhesién de conidios de Trichoderma harzianum T39 sobre hifa de Botrytis cinerea. Imagen al microscopio

electrénico de barrido.

Una gran variedad de hongos exhibe el micoparasitismo
como mecanismo de consecucién de nutrientes,
siendo algunos de ellos Ampelomyces, Trichoderma,
Gliocladium y Pythium spp., que han sido empleados
como principio activo de diferentes bioplaguicidas
(Chet, Benhamou, & Haran, 1998; Elad, 1995;
Szentivdnyi & Kiss, 2003).

En Trichoderma spp., el proceso de parasitismo exhibe
un crecimiento quimitréfico hacia el fitopatdgeno
blanco. Posteriormente, se presenta un periodo de
reconocimiento molecular entre este y el huésped,
siendo el evento que precede al proceso de antagonismo
propiamente dicho, que es mediado por la interaccién
entre lectinas y carbohidratos (Chet et al., 1998);
luego, se produce la adhesién (figura 1.14) y el
enrollamiento sobre el micelio del huésped, mediante
la formacién de apresorios y la produccién de enzimas
liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas,

glucanasas y proteasas que degradan las paredes

celulares del huésped, facilitando la penetracién de
las hifas de Trichoderma spp., para luego absorber los
nutrientes del interior del hongo parasitado (Bélanger,
Dufour, Caron, & Benhamou, 1995; Elad & Kapat,
1999; Harman, 2000; Howell, 2003).

Entre los micoparisitos mas conocidos por atacar
el micelio de B. cinerea, se encuentran Trichoderma,
Gliocladium y Pythium spp. (Elad, 1996). El para-
sitismo de los esclerocios de B. cinerea también se
ha descrito (Kohl & Schlssser, 1989); ademds, se
ha demostrado que varias enzimas estin implicadas
en el micoparasitismo de este patégeno, incluyendo
las que degradan la pared celular, como proteinasas,
mananasas, laminarinasas y quitinasas (Labudova
& Gogorova, 1988). Se han logrado nuevos avances
en el entendimiento de las interacciones Botrytis-
biocontrolador, con el andlisis de patrones de proteinas
secretadas por T. harzianum ETs 323 en condiciones

de laboratorio (Yang, Yang, Peng, Lo, & Liu, 2009).
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Un L-aminoicido oxidasa (raa0) y dos endoqui-
tinasas del biocontrolador se indujeron en el medio
de cultivo que contenia micelio inactivo de B. cinerea,
como la tnica fuente de carbono. Las enzimas B-1,3-
glucanasas, B-1,6-glucanasas, quitinasas, proteasas
y xilanasas fueron significativamente mayores en
los medios que contenian B. cinerea inactivo que, en
otros medios, lo que sugiere que la pared celular de

B. cinerea es el objetivo principal del biocontrolador

(Yang et al., 2009).

El micoparasitismo ha sido demostrado en diferentes
accesiones de Trichoderma spp., que hacen parte
del Banco de Germoplasma de Microorganismos
con Interés en Control Bioldgico de la Corporacién
Colombiana de Investigacién Agropecuaria (Corpoica).
Estas cepas han sido aisladas de variedad de sustratos
y de lugares de Colombia (Smith et al,, 2013). Este
modo de accidén también lo presentala cepa colombiana
Trichoderma koningiopsis cepa Th003, principio activo
del bioplaguicida Tricotec®, desarrollado por la misma
entidad, que parasita eficientemente el micelio y los
esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum en sistemas de

produccién de hortalizas (Moreno et al., 2010b).

Las enzimas producidas por el biocontrolador pueden
jugar no solamente efecto directo durante el proceso
de micoparasitismo, sino inhibicién de la actividad
patogénica. En este sentido, Elad y Kapat (1999)
observaron que las proteasas producidas por T.
harzianum T39 en las hojas reducian la germinacién
de los conidios y la actividad de las enzimas de B.
cinerea, lo que detuvo el desarrollo de la enfermedad.
Asimismo, se ha encontrado que varias especies
de la bacteria Lysobacter son productoras de una
gran variedad de enzimas liticas como quitinasas,
B 1-3 glucanasa, lipasas y proteasas, que inhiben
el crecimiento de patégenos como B. cinerea y
Phytophthora capsici, ya sea por cambios estructurales
producidos en la pared celular de los hongos o por la
inhibicién de la actividad de sus enzimas (Gémez-
Expdsito, Postma, Raaijmakers, & De Bruijn, 2015;
Ko, Jin, Krishnan, Lee, & Kim, 2009).

Este efecto también se ha observado con otros
metabolitos como los sideréforos, particularmente
con la enteroquelina producida por la enterobacteria
Rabnella aquatilis, que reduce la actividad de las
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enzimas poligalacturonasa y lacasa producidas por

B. cinerea (Sansone et al., 2011).

En contraste con la competencia por espacio y
nutrientes, el parasitismo ligado ala lisis es el modo de
accién eficiente en el control de fitopatégenos obligados
como mildeos o royas. Hongos como Ampelomyces
quisqualis ha mostrado alta eficiencia en el control de
mildeo polvoso en vid, manzanos y rosales; mediada
por la produccién y accién de exo-B-1,3-glucanasa,
las hifas penetran tanto estructuras asexuales como
micelio y conidios, asi como estructuras sexuales
como cleistotecios. Una vez se desarrolla, produce sus
picnidios, lo que le permite parasitar las estructuras
de resistencia o hibernantes del patégeno, ampliando
el potencial de control (Kiss, 2003; Punja & Utkhede,
2003; Szentivinyi & Kiss, 2003).

El fenémeno de micoparasitismo sobre el mildeo
polvoso y algunas royas también ha sido demostrado
para el hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii
que, aparte de controlar insectos plaga como afi-
dos, también ha sido eficiente en el control de
fitopatégenos (Kim, Goettel, & Gillespie, 2007).
Al realizar aplicaciones de Mycotal®, cuyo principio
activo es L. lecanii, parasité el micelio de Sphaerotheca
fusca en meldn bajo invernadero, siendo mas eficiente
en el control cuando se aplic en etapas tempranas
de la infeccién del patégeno, comparado con otros
micopardsitos como Acremonium alternatum y A.
quisqualis (Jackson, Skillman, & Vandermeer, 2012;
Romero et al., 2007b; Romero, Rivera, Cazotla, De
Vicente, & Pérez-Garcia, 2003). Jackson et al. (2012)
también observaron la capacidad de parasitismo de
L. lecanii contra la roya del caté Hemileia vastatrix, al
realizar aplicaciones para el control de la escama verde

de café Coccus viridis.

Antibiosis

La antibiosis se define como la interaccién que
involucra un compuesto de bajo peso molecular o
un antibiético producido por un microorganismo
que tiene un efecto negativo sobre otro (Lo, 1998),
mecanismo de supresién atribuido particularmente a
ciertas especies de bacterias y hongos. La capacidad

de producir diferentes antibidticos probablemente



estd involucrada en la supresién de los competidores,
algunos de los cuales son patdgenos de las plantas.
Este modo de accién es ejercido por un amplio
numero de bacterias y hongos biocontroladores para
el control de patégenos necrétrofos o bidtrofos. Un
ejemplo de este es la levadura Pseudozyma flocculosa,
habitante comun de la superficie de hojas y frutas, que
produce y libera metabolitos con actividad antiftingica

eficaz en el control de diferentes fitopatégenos

(Lindow et al., 2004).

Diferentes especies de los géneros Pseudomonas
spp., Bacillus spp. y Streptomyces spp. también se
han caracterizado por producir una gran variedad
de antibidticos, siendo ademds los dos primeros los
mds estudiados y utilizados como agentes de control
biolégico. En cuanto al género Bacillus, especies como
B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. megaterium,
B. mycoides, B. pumilus y B. subtilis son conocidas
por ser muy eficientes en la produccién de varios
antibidticos; por ejemplo, aproximadamente el 5%
del genoma de B. subtilis estd dedicado para la sintesis
de antibidticos, en tanto que para B. amyloliquefaciens
es el 8%. Esto les confiere capacidad para producir
mds de una veintena de compuestos antimicrobianos

estructuralmente diferentes (Chen et al., 2009;
Riickert et al., 2011; Stein, 2005).

Los antibiéticos producidos por diferentes especies
de Bacillus se encuentran agrupados en tres familias:
las surfactinas, las iturinas y las fengicinas, que de
acuerdo con las caracteristicas genéticas de cada cepa
varfan en su estructura (Abriouel, Franz, Omar, &
Galvez, 2011; Arguelles-Arias et al., 2009; Stein,
2005). Se han demostrado los efectos de metabolitos
de Bacillus spp. en el control de patégenos foliares. Ali
et al. (2016) encontraron que, al realizar aplicaciones
foliares tanto preventivas como posteriores a la
inoculacién del patdgeno de filtrados de cultivo de B.
subtilis en plantas de flor de Pascua, dieffenbachia y
tomate, se logré reducir entre 68 y 81 % el tamafio y
numero de lesiones causadas por Alternaria alternata.
Asimismo, se demostrd la contribucidn de las iturinas
y de las fengicinas en el antagonismo de B. subtilis
hacia Podosphaera fusca, que infecta las hojas de meldn;
en este caso, se obtuvo un efecto inhibidor sobre la
germinacién de los conidios del patégeno (Romero
et al., 2007a). En otro trabajo, se demostré el efecto

inhibidor de las iturinas de Bacillus amyloliquefaciens
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sobre Colletotrichum lindemuthianum, agente causal

de la antracnosis en mora (Hiradate et al., 2002).

El género Pseudomonas incluye diferentes especies
que colonizan el suelo y la superficie de las plantas.
Especies como P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa
y P aureofaciens producen diferentes antibidticos que
pueden ser agrupados en varias clases: 1) floroglucinoles
(2,4-diacetilfloroglucinol), 2) fenazinas, 3) pirrolnitrina
(a partir de este antibidtico se desarrollé el fungicida
fludioxonil), 4) pioluteorina y 5) cianuro de hidrégeno
(Meena, 2014). La actividad de estos antibidticos estd
relacionada con dafios en la membrana celular, que en
los conidios causa su permeabilizacién, inhibiendo asi
su germinacién, y en el micelio provoca su disrupcién y
vacuolizacién (Chitarra et al,, 2003; Etchegaray et al.,
2008). Aunque no son muchos los ejemplos de control
de patdgenos foliares con Pseudomonas, atribuidos a
antibidticos, Défago et al. (1990) demostraron que el
cianuro secretado por la cepa CHAO de P. fluorescens
desempenaba un papel importante en el control de
Gaeumannomyces graminis var. tritici; posteriormente,
se le atribuyé al 2,4-diacetilfloroglucinol efecto en el
control de este patdgeno (Keel et al., 1992). Por otra
parte, Sreenivasulu y Aparna (2001) le atribuyen el
control de Ganoderma lucidum en coco a un metabolito
volatil también producido por P. fluorescens.

Algunos hongos, particularmente especies de
Trichoderma, producen diferentes metabolitos con
propiedades antibidticas, que pueden ser de naturaleza
volatily no volatil. Aunque en un principio se consideré
que la accién inhibitoria sobre otros hongos se debia
a compuestos no voldtiles, Dennis y Webster (1971)
identificaron que la actividad de control se debia a
compuestos voldtiles, notando que las accesiones mas
eficientes producian un fuerte olor a coco, relacionado

quizds con la actividad antagonista.

Entre los metabolitos volitiles, el 6 pentil-a-pirona
(6paP) es el mas conocido y estudiado, producido por
especies como T. atroviride, T. koningii, T viride y T.
harzianum; este metabolito es un poliquétido con un
dulce aroma a coco y cuya toxicidad se relaciona con
su capacidad hidrofébica, que le permite adsorberse
dentro de las membranas celulares, formando una
capa hidrorrepelente sobre la pared celular, que impide

la absorcién de agua por la célula del hongo (Jelen,
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Blaszczyk, Chetkowski, Rogowicz, & Strakowska,
2014; Scarselletti & Faull, 1994; Sivasithamparam
& Ghisalberti, 1998). La actividad de los metabolitos
volatiles se relaciona con un efecto esencialmente
fungistitico, ya que debilita al patégeno, haciéndolo
aiin mis sensible a los antibidticos no volitiles, lo
que se conoce como un “hiperparasitismo” de origen
enzimdtico (Bélanger et al., 1995).

En cuanto a los antibiéticos no volitiles, diferentes
especies de Trichoderma se han caracterizado por
producir antibidticos como alameticina, dermadina,
furanona, gliotoxina, pacibasina, suzukacilina, tricho-
dermina, trichotecenos, trichorzianina y viridina,
que causan a nivel celular la vacuolizacién, granu-
lacién, coagulacién, desintegracién y lisis (Howell,
2003; Mukherjee, Horwitz, & Kenerley, 2012;
Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998). Aunque son
pocas las demostraciones del efecto biocontrolador
de los metabolitos volitiles de Trichoderma spp. en
condiciones de campo, se han desarrollado algunos
trabajos utilizando aislamientos de T. harzianum, T.
virens, T. viride, T. reesei y T. saturnisporum, cuyos

metabolitos inhibieron el desarrollo de Colletotrichum

capsici en pimiento (Ajith & Lakshmidevi, 2010).

En otro estudio, se demostrd que 34 aislamientos de
Trichoderma spp. produjeron metabolitos volitiles,

téxicos para C. gloeosporioides en vid (Sawant, Rajguru,

Salunkhe, & Wadkar, 2012).

Por otra parte, aun cuando la produccién de
antibidticos no sea una cualidad atribuida a las
levaduras, Pseudozyma flocculosa y Pseudozyma rugulosa
son conocidas por su actividad de control sobre mildeo
polvoso mediante la produccién de antibidticos, que
son una mezcla de dcidos grasos, particularmente los
dcidos 9-heptadecenoico, 6-metil-9-heptadecenoico
y  4-metil-7,11-heptadecadienoico. Estos tienen
una accidén citotdxica, ya que los 4cidos grasos
antiftingicos se insertan naturalmente en la membrana
lipidica de las membranas fingicas, produciendo
una interrupcién fisica (o mecdnica) que induce una
elevada volatilidad. Este efecto es producido por la
alta libertad de movimiento de los acidos grasos, que
implica la rotacién de la molécula en la membrana
fangica y el desplazamiento de los componentes de la
membrana, debido al doblez o curvatura fija en estos

dcidos grasos insaturados, lo que causa una elevada
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humedad de la membrana. Los esteroles tienden a
neutralizar esta elevacién en la fluidez de la membrana
inducida por el estrés, pero los hongos que tienen
un contenido bajo en esteroles, como los causantes
del mildeo polvoso, no son capaces de hacer frente a
una elevacién excesiva de la fluidez de la membrana.
Esto provoca una desorganizacién generalizada de la
membrana, que conduce alaliberacién de componentes
intracelulares, trastorno citoplasmitico y, finalmente, a
la desintegracién celular (Avis & Bélanger, 2002).

En relacién con la inhibicién de Botrytis spp. por
compuestos antimicrobianos, se ha demostrado que
Penicillium chrysogenum produce compuestos que
reducen la germinacién conidial de Botrytis fabae,
reduciendo las lesiones producidas por el patdgeno
en las vainas de frijol (Jackson et al., 1997). Por otra
parte, los biocontroladores T. harzianumy Gliocladium
virens producen los antibidticos peptaibol y gliotoxin,
respectivamente, que inhibieron la germinacién
de los conidios de B. cinerea (Schirmboéck et al.,
1994). Bacillus brevis secreta gramicidina S, que
es un potente inhibidor de B. cinerea (Edwards
& Seddon, 1992). Otras bacterias como Serratia
plymuthica y varias especies de Pseudomonas descritas
como biocontroladores producen el antibidtico
pirrolnitrina, que inhibe el crecimiento micelial de B.
cinerea (Ajouz et al., 2010).

Induccién de resistencia

Las plantas tienen la capacidad de responder a una gran
variedad de estimulos quimicos producidos por los
microorganismos asociados a estas, ya sean saprofitos,
promotores de crecimiento vegetal y cepas de los
patégenos no virulentas. Estos estimulos inducen las
defensas de la planta mediante cambios bioquimicos
que potencian la resistencia contrala infeccién posterior
de diferentes fitopatdgenos, tanto del suelo como de
la filésfera e, incluso, protegen contra el ataque de los

insectos fitéfagos (Elad & Stewart, 2004).

Las respuestas de defensa pueden ser de naturaleza
local, denominada resistencia sistémica adquirida (SAR)
o resistencia sistémica inducida (1sR), dependiendo del
tipo y cantidad del estimulo. La sar estd mediada

por el 4cido salicilico, un compuesto que se produce



tras la infeccién de un patdgeno y que conduce a la
expresién a la activacién de varios genes responsables
de la sintesis de proteinas relacionadas con Ila
patogénesis, que incluyen enzimas como peroxidasas,
quitinasas, proteasas y -1,3-glucanasas, que pueden
actuar directamente para lisar las células del patdgeno,
para reforzar la pared celular con el fin de resistir la
infeccién, o para inducir muerte celular localizada

(Pal & Gardener, 2006).

El efecto de la actividad en la induccién de respuestas
de defensa se ha demostrado para diferentes
bacterias; por ejemplo, Ramarathnam, Fernando y
de Kievit (2011) obtuvieron los mejores resultados
en el control del pie negro de la canola producido
por Phoma lingam, cuando realizaron aplicaciones
de Pseudomonas chlororaphis (cepas DF 190 y PA23),
de B. cereus (cepa DFE4) y de B. amyloliquefaciens
(cepa DFE16). En un principio se suponia que,
dado que estas bacterias producen una gran variedad
de antibidticos, este modo seria el causante de la
actividad de biocontrol; sin embargo, la proteccién se
observé en aquellas partes de la planta que no habfan
sido inoculadas con las bacterias, demostrando el

efecto de induccidn de resistencia sistémica.

Con Trichoderma spp. se ha logrado un progreso
significativo en la comprensién de los mecanismos
de accién implicados en la induccidén de resistencia
(De Meyer, Bigirimana, Elad, & Hofte, 1998). Varios
de ellos se describirin a continuacién, en un caso de
estudio con la cepa T39 de T. harzianum. Navazio
et al. (2007) descubrieron, en el caso de T. atroviride,
el efecto de metabolitos complejos secretados en las
células vegetales, que detectan las moléculas producidas
por el biocontrolador, mediante cambios intracelulares
de Ca 2+, y que las células vegetales tienen la capacidad
de discriminar sefales, originadas en la interaccién con
uno o dos hongos y modular sus respuestas de defensa.
De hecho, se sabe que la interaccién planta-Trichoderma
spp- se correlaciona con los cambios con el proteoma y

con el transcriptoma de la planta (Shoresh et al., 2010).

Cambios en la superficie de las plantas

El comportamiento de los patdgenos en la superficie
de plantas puede cambiar cuando los agentes de

control biolégico modifican las propiedades de dicha

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

superficie. Por ejemplo, Bacillus brevis, aplicado a col
china, produce gotas de agua que se extienden y secan,
cambiando la humectabilidad de la superficie de las
plantas (Edwards & Seddon, 1992). Ademais, la unién
de microorganismos al patégeno puede estar implicada
en varios mecanismos de control bioldgico; en este
caso, la unién de las levaduras Rhodotorula glutinis
y Cryptococcus albidus a los conidios de B. cinerea se
asocia con la formacién de un material fibrilar, que al
parecer es una matriz extracelular de tipo polisacarido
(Mec) que produce el patdgeno. Segin sugirié Elad
(1996), esta matriz se trata de una lectina; Meyer,
Fischer, Barbul y Elad (2001), al analizar la interaccién
entre Trichoderma y B. cinerea mediante microscopia
electrénica, demostraron que Trichoderma se adhiere a
dicha matriz, reduciendo la penetracién del tejido por

parte del patégeno.

Reduccién de la produccién
del inéculo patogénico

Lareduccidénenlaproduccién deinéculo patogénico ha
sido demostrada en Botrytis spp., que es comiinmente
policiclico, por lo que dicha reduccién puede crear un
efecto acumulativo sobre varios ciclos de enfermedad
(Kohl & Fokkema, 1993). También se ha demostrado
que varios microorganismos suprimen la conidiacién
de B. cinerea en fresa (Peng & Sutton, 1991) y en
otros cultivos (Morandi et al., 2000). Ulocladium
atrum redujo la esporulacién de B. cinerea en hojas
muertas de lirio y de cebolla expuestas a condiciones
de campo; ademds, la colonizacién de tejido necrético
por U. atrum previene la colonizacién sapréfita de esas
hojas por B. cinérea (Kshl, Molhoek, Van der Plas, &
Fokkema, 1995).

Otros modos de acciéon

Dado que uno de los factores de patogenicidad
producido por B. cinerea y Sclerotinia sclerotiorum es el
4cido oxdlico, se ha demostrado la capacidad que tienen
varias bacterias biocontroladoras para degradarlo, lo que
se tradujo en su actividad protectora contra B. cinerea en
pepino, vid, tomate y Arabidopsis thaliana (Schoonbeek,
Jacquat-Bovet, Mascher, & Métraux, 2007).
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Modo de accidn de T. harzianum T39, un caso de estudio

Uno de los casos mis estudiados en relacién con los

mecanismos de accién de patdgenos foliares es el de

Trichoderma harzianum cepa T39, principio activo del

Adherencia a las hifas del patégeno En ausencia de T. harzianum

y micoparasitismo

biofungicida Trichodex® (desarrollado por el Volcani
Center de Israel), cuyo patdgeno blanco es B. cinerea. Los

modos de accidén resumidos se muestran en la figura 1.15.

Acido salicilico
Etileno
Expresion de PR1a, Chi9y GluB

Trichoderma

En presencia de

> Induccién de resistencia
T. harzianum

Competencia por nutrientes

ag

@)

o Trichoderma

Q7 Patogeno

Wz_o
agno
[@A®

Reduccioén de las actividades de
exo y endopoligalacturonasa,
pectina metil esterasa

y pectato liasa

. Mecanismos quimicos

devirulencia

Interferencia con los procesos de patogenicidad

Figura 1.15. Modos de accién utilizados por T. harzianum T39 en el control de patdgenos foliares.

Fuente: Elaboracién propia

Mediante diferentes estudios, se ha demostrado que
la actividad de T. harzianum T39 contra patégenos
foliares estd mediada por varios modos de accién, y
que esta cepa es capaz de adherirse y micoparasitar al

patdgeno (figura 1.14).

No obstante, esta ejerce modos de accién diversos,
algunos de los cuales no habian sido descritos
previamente para otros agentes de control bioldgico

(Elad, 2000a). Estos mecanismos incluyen:
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Resistencia inducida

Este fenémeno ocurre tanto local como sistémica-
mente y se demostrd cuando se aplicaron células vivas
(higura 1.16) o muertas de T39 a las raices de varias
plantas, obteniéndose supresién del moho gris en las
hojas de frijol, tomate y pimiento, y del mildeo polvoso
en las hojas de pepino, pimiento y tabaco (De Meyer et
al., 1998; Elad, 2000a).



También se demostrdé que T. harzianum T39 participa
en una compleja reprogramacidén transcripcional
en vid (Palmieri et al, 2012), que afecta a las
proteinas asociadas con respuestas a estrés, fotosin-
tesis, sefializacién redox y metabolismo energético
(Perazzolli et al., 2012). Observaciones de la infeccién
por B. cinerea en hojas cosechadas de plantas cultivadas
en los suelos tratados con el biocontrolador revelaron
el fenémeno de resistencia sistémica inducida contra
B. cinerea, que se demostrd por la expresién génica
relacionada con el 4cido salicilico (sa) y con etileno
(eT), de una manera proporcional a la concentracién
de Trichoderma utilizada (Harel, Mehari, Rav-David,
& Elad, 2014). T. harzianum T39 también tuvo
efectos sobre la expresién de PR1a, Chi9 y GluB. La
expresiéon de los genes EFR1 y ACOI, relacionados

con ET, también fue inducida por T39. En el caso
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de las interacciones P. viticola -vid - T39, ocurrié
induccidén de los genes Lox9 en plantas tratadas con
el biocontrolador. Antes de la inoculacién con B.
cinerea, los genes sensibles a sa fueron inhibidos por
T39y, después de la inoculacién con el patégeno, T39
indujo una fuerte expresién de los genes sensibles a sa
(Perazzolli, Roatti, Bozza, & Pertot, 2011).

Interferencia con
los procesos de patogenicidad

La cepa T39 de T. harzianum impide la penetracién
de B. cinerea en el tejido del huésped e interfiere con
los procesos de patogenicidad (Zimand, Elad, &
Chet, 1996). T39 redujo las actividades de exo y

Figura 1.16. Resistencia sistémica inducida contra Botrytis sp. en el dosel. Izquierda: testigo sin aplicacién del

biocontrolador; derecha: efecto de resistencia inducida en el dosel cuando T. harzianum T39 fue aplicada al suelo.
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endopoligalacturonasa, pectin-metil-esterasa y pectato
liasa (Zimand et al., 1996), quitinasa, $-1,3-glucanasa
y cutinasa, producida por B. cinerea (Kapat, Zimand,
& Elad, 1998). Se demostrd que T. harzianum T39
produjo una cistein-proteasa que redujo la actividad
patogénica relacionada con las enzimas de B. cinerea
y el desarrollo subsecuente de la enfermedad (Elad
& Kapat, 1999), como parte de su mecanismo de
control bioldgico; esto fue demostrado al utilizar un
inhibidor especifico de la proteasa de T39 que anulé
su actividad biocontroladora (Elad, Kirshner, Yehuda,
& Sztejnberg, 1998). Por otra parte, T39 también
suprimié el estallido oxidativo causado por el ataque

de B. cinerea (Lapsker & Elad, 2001).

Competencia

Esta cepa también mostrd capacidad para competir

por los nutrientes que B. cinerea requiere para ger-

Algunas experiencias exitosas

minar (Elad & Kapat, 1999); de esta forma, afecta
la germinacién de los conidios del patégeno y su

penetracién en los tejidos de la planta (Zimand et

al., 1996).

Es obvio que una combinacién de estos modos de
accién —vy tal vez también de otros— sea responsable
del control bioldgico; sin embargo, en el caso de la
cepa T39, la actividad biocontroladora no estuvo
relacionada con antibiosis, ni con micoparasitismo,
a pesar de que este agente de control bioldgico es
capaz de degradar polimeros de las paredes celulares
fungicas, como la quitina (Elad, 2000a).

Es probable que para cada enfermedad que T39
controla operen diferentes mecanismos de accidn,
si se tiene en cuenta que el mildeo polvoso fue
controlado por resistencia inducida, mientras que
en el caso de necrétrofos, como B. cinerea, se de-
mostré competencia, restriccién de las enzimas
de patogenicidad y resistencia inducida como los

mecanismos involucrados en el control.

en el control de fitopatégenos foliares

La incorporacién del control biolégico en el manejo
de fitopatégenos foliares ha permitido reducir las
aplicaciones de plaguicidas de sintesis en diferentes
sistemas productivos, aportando a la inocuidad y a su
cadena de valor. A continuacién, se mencionan algunas
experiencias exitosas que han utilizado agentes de
control biolégico en el control de enfermedades foliares

en diferentes cultivos.

Trichodex®

Elaislamiento T39 de T. harzianum fue el primer agente
de biocontrol que se desarrollé como bioplaguicida,
con el nombre comercial de Trichodex®. Este fue
comercializado, registrado y usado para el control
de patdgenos foliares en cultivos bajo invernadero y
en vifiedos. Trichodex® representa un modelo en el
desarrollo de bioplaguicidas, respaldado por una sélida
base cientifica liderada por el investigador Yigal Elad,
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que conté ademds con una alianza con la empresa
Makhteshim Agan Industries, de Israel, gracias a la cual
se logré el desarrollo del producto y su lanzamiento.

Trichodex® se encuentra entre los primeros biopla-
guicidas registrados para el control de fitopatdgenos;
sin embargo, tuvo que enfrentar cuellos de botella
importantes para su implementacidn, lo que llevé a su
retiro del mercado. Trichodex® consistié en un polvo
mojable a base de conidios y fragmentos de micelio,
compatible con las pricticas agricolas regulares. Fue
registrado para 20 paises y su tecnologia fue patentada
en todos los paises de destino. Los registros fueron
generalmente para el control del moho gris (Botrytis
cinerea) en cultivos a libre exposicién de vid (uva para
vino y uva de mesa), pero en algunos paises el objetivo

fueron cultivos bajo invernadero. El modo de accién de

T39 es complejo y tnico (Elad, 2001).

A partir de 1986, los esfuerzos en el laboratorio de este

investigador se centraron en el aislamiento de un agente



de control biolégico que se utilizarfa para el control
de patdgenos foliares. El patégeno fingico B. cinerea
fue elegido debido a su importancia agricola. Los
muchos aislamientos que se recolectaron de diversas
plantas y partes de plantas se probaron en bioensayos,
y algunos de ellos mostraron potencial para el control
de B. cinerea. El contacto con la industria se establecié
en una etapa inicial, mediante un convenio con la
empresa Makhteshim Agan Industries (Beer Sheva,
Israel), con el objetivo de desarrollar el bioplaguicida.
La investigacién y el desarrollo se llevaron a cabo
en paralelo entre el Volcani Center (Yigal Elad), en
cooperacién con la Universidad Hebrea (Ian Chet), y
por el personal de Makhteshim, dirigido por A. Cohen
y H. Abir. Para ello se seleccionaron varios aislamientos
de T. harzianum y se formularon inicialmente, con el
fin de que pudieran aplicarse en condiciones similares

a las comerciales.

El aislamiento T39 se eligié después de experimentos
en vinedos e invernaderos de hortalizas. Los resultados
de control obtenidos fueron publicados (Elad, 1994;
Elad et al., 1993a). El personal de Makhteshim y sus
agentes en todo el mundo llevaron a cabo ensayos de
eficaciay, desde 1993, se logré el registro de Trichodex®
en Argentina, Australia, Bulgaria, Estados Unidos,
Chile, Colombia, Croacia, Chipre, Grecia, Guatemala,
Hungria, Israel, Italia, Marruecos, Paraguay, Rumania,
Turquia, Eslovenia, Sudafrica y los Estados Unidos; en

algunos otros paises, el proceso de registro tardé mas.

Los estudios toxicoldgicos de Trichodex® se desa-
rrollaron para satisfacer las diversas demandas de todos
los paises de destino, incluidos Australia, la Unién
Europea y Estados Unidos, entre otros. Ademis, se
realizaron estudios para responder preguntas sobre
las interacciones potenciales con la fauna natural,
con poblaciones microbianas autdctonas, con las
abejas polinizadoras y con los enemigos naturales
de las plagas de los cultivos agricolas priorizados,
encontrando resultados que respaldaron la afirmacién
de que el producto era seguro para los cultivos, para
los consumidores de productos agricolas y para el
medio ambiente. El desarrollo de la formulacién de
Trichodex® permitié mejorar y hacer consistente
la actividad biocontroladora; su empaque al vacio
permitié una prolongada vida util y alta supervivencia
en la planta. Dado que la formulacién es un polvo que

se dispersa ficilmente en agua, pudo ser aplicada con
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equipos agricolas regulares, generalmente utilizados

para la aplicacién de fungicidas (Elad, 2001).

La eficacia de Trichodex® para el control del moho gris
en la vid se determind en més de 130 experimentos, en
34 variedades, bajo diversas condiciones comerciales en
todo el mundo (O'Neill et al., 1996). El bioplaguicida
se aplicé generalmente en cuatro etapas: 1) al final de
la floracién, 2) al cierre de racimos, 3) al comienzo de
la maduracién de las bayas y 4) dos a tres semanas
después. En algunos experimentos, se hicieron apli-
caciones adicionales durante la floracién o 1-3 semanas
antes de la cosecha. En todos los experimentos, se
comparé la eficacia del bioplaguicida Trichodex®
con la de los fungicidas estindar recomendados. Los
experimentos también incluyeron tratamientos en
los que T. harzianum T39 se integré con fungicidas
quimicos, aplicindolos de forma alternada. Ademis, se
demostré que el bioplaguicida no afecté el proceso de
fermentacién del jugo de uva (desarrollo de la levadura,

sabor del vino y produccién de alcohol).

Cuando Trichodex® se evalué en cultivos de inver-
nadero, en general se registré control del moho gris
en tomate, pepino y fresa, cuando se utilizé solo o
alternado con fungicidas quimicos. Fue muy efectivo
en invernaderos de hortalizas que tenfan control de
temperatura y en sistemas de agricultura orgdnica.
Cuando Trichodex® se alterné con productos quimicos
(principalmente en invernaderos no calentados), se
aplicaron las reglas basadas en un sistema de soporte
de decisiones desarrollado por Shtienberg y Elad
(1997), para adaptar el tiempo de aplicacién del
agente de biocontrol a las condiciones del invernadero.
Ademis, Trichodex® fue eficaz contra Sclerotinia
sclerotiorum, Cladosporium fulvum y Pseudoperonospora

cubensis (Elad, 2000a, 2000b).

Uno de los obsticulos que tuvo que enfrentar
Trichodex® estuvo relacionado con el largo tiempo que
le llevé para penetrar en el mercado en muchos lugares
del mundo, principalmente porque fue el primer
producto de este tipo. En muchos paises, las autoridades
responsables del registro de productos fitosanitarios
carecian de directrices y normas de registro apropiadas
para los agentes de control biolégico microbiano, ya
que las Unicas pautas que existian fueron disefiadas
para plaguicidas. Ademds, las regulaciones relativas

al registro varfan de un pais a otro e, incluso, pueden
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variar dentro de un pais, si un estado o provincia en
particular decide imponer directrices mas estrictas que
las normas nacionales, como en el caso de California
frente al resto de estados en EE. UU.

Por otra parte, dado que el bioplaguicida podia
dirigirse a un mercado pequefio, las demandas de las
autoridades en ciertos paises plantearon una restriccién
econdmica sobre la viabilidad del registro; por ejemplo,
en un pais los costos de registro del producto (tarifas
de registro y pruebas de eficacia aprobadas) fueron
similares a los ingresos brutos esperados por las
ventas del bioplaguicida, lo que lamentablemente no
promovié la implementacién del control bioldgico.
Ademis, al ser un organismo vivo, el agente de control
bioldgico se ve mis afectado por factores ambientales
y requiere atencién diferente con respecto a su envio,
almacenamiento y uso. Los posibles usuarios y
distribuidores deben ser educados sobre su manejo y
deben estar convencidos del valor de un producto de
control bioldgico, a pesar de ser mas dificil de usar
que los plaguicidas estindar; por lo tanto, la adopcién
de tecnologias de control biolégico por parte de los
productores fue mis lenta de lo esperado. De hecho, en
muchos lugares, los agricultores, los asesores agricolas
e incluso los investigadores y el personal de campo
no estaban acostumbrados a las demandas especiales
de manipulacién y uso impuestas por el agente de
biocontrol en vivo. Por esta razén, las instrucciones
especiales para el uso de Trichodex® tuvieron que
ser formuladas y luego tuvieron que ser entregadas
a lo largo de la cadena de comercializacién, ventas e

implementacidn.

La leccién que se lleva a casa es que todos los
involucrados en la "cadena de biocontrol’, desde
investigadores hasta personal de la industria, agencias
de registro, vendedores, productores y consumidores,
deben desempefiar papeles diferentes a los que jugaron
en la "cadena de control quimico” (Elad, 2001).

Tricotec®

Tricotec® es un biofungicida desarrollado por Corpoica,
cuyo principio activo es el hongo Trichoderma
koningiopsis cepa Th003, que cuenta con registro de

uso ante el Instituto Colombiano Agropecuario (1ca)
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para el control de Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotinia
minor, en lechuga; Rhizoctonia solani, en tomate y arroz,

y Fusarium oxysporum, en tomate.

Dados los atributos en el control de diferentes
fitopatégenos, Tricotec® ha sido evaluado con éxito
y ahora es utilizado en el control del moho gris en el
cultivo de mora (figura 1.17). La principal alternativa
de control de esta enfermedad ha sido la aplicacién
de fungicidas de sintesis quimica como Carbendazim,
Benomil, Mancozeb, Difenoconazol, Procloraz, entre
otros; sin embargo, muchos de estos no estn registrados
para su uso en el cultivo. Adicionalmente, su uso supone
graves limitantes dada las caracteristicas propias de la

planta y del patégeno (Zapata et al,, 2013a).

Al tratarse de una planta de produccién continua
que produce dos cosechas por semana, la proximidad
entre las aplicaciones de fungicidas, la cosecha de la
fruta y su corto periodo poscosecha posibilitan que
la fruta comercializada en los diferentes mercados
presente residuos de estos plaguicidas, afectando asi
su inocuidad, constituyéndose adicionalmente en un
riesgo para la salud de los consumidores. De acuerdo
con esto, y buscando otra alternativa de control, se
realizé la evaluacién de la eficacia en el control del
moho gris de Tricotec®, en dos cultivos comerciales
en el municipio de Silvania, veredas Agua Bonita y
Monterrico, (Cundinamarca, Colombia), teniendo
como tratamientos testigo las aplicaciones de los
fungicidas Procloraz y Difenoconazol, y el tratamien-
to convencionalmente utilizado por el productor:
Carbendazim.

Las aplicaciones de cada producto se realizaron con
una frecuencia de cada quince dias. El biofungicida se
utilizé a una concentracién de 1x107 conidios por mL7,
mientras que los fungicidas se aplicaron segin la dosis
recomendada por la ficha técnica del fabricante, siendo
la variable de evaluacién la incidencia del moho gris, al
determinar el porcentaje de frutos enfermos sobre el
total de frutos cosechados semanalmente. Igualmente,
se cuantificé la produccién de fruta por tratamiento
dos veces por semana durante tres meses, con el fin
de determinar la diferencia de la fruta cosechada por
tratamiento, encontrindose que Tricotec® presentd
una mayor eficacia en la disminucién de la incidencia
de la enfermedad; ademis, tuvo una reduccién de la

incidencia superior al 60 %, comparado con los fungicidas



Figura 1.17. Moho gris producido por B. cinerea en mora.

Procloraz, Difenoconazol y Carbendazim, con los que se
observé una reduccidn de la incidencia del 58,46 y 27 %,
respectivamente (Zapata & Cotes, 2013).

Por otra parte, en cuanto a la produccién de fruta, la
mayor cantidad cosechada se obtuvo en el tratamiento
en el que se aplicé el biofungicida, con un promedio
semanal de 5,6 kg, seguido del tratamiento Procloraz
con 4,4 kg, mientras que en el tratamiento productor
se obtuvo un promedio de 3,6 kg (cada tratamiento
consistié de 30 plantas) (Zapata & Cotes, 2013). Estos
resultados son muy satisfactorios, si se tiene en cuenta
no solo la cantidad de fruta cosechada, sino el efecto en
la reduccién de las aplicaciones de funguicidas, lo que
tendria un efecto positivo en la inocuidad de la fruta
y puede constituir un atributo de valor agregado para

algunos segmentos del mercado.

Asimismo, T. koningiopsis Th003 no solamente pre-
senta actividad biocontroladora sobre diferentes

fitopatégenos, sino que también ha mostrado un
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efecto de promocién del crecimiento vegetal (Cotes,
2001; Moreno, Smith, & Cotes, 2010a). Teniendo
en cuenta esta caracteristica, el biofungicida fue
evaluado con el propésito de mejorar las condiciones
en el establecimiento de plantulas de mora producidas
in vitro, y reducir las pérdidas durante la etapa de
endurecimiento y siembra definitiva. Se observé que
con las aplicaciones del producto, a una concentracién
de 1x10° conidios.mL" y con una frecuencia quincenal
durante el primer mes del trasplante, se obtuvo mayor
crecimiento, relacionado con valores de peso seco
promedio de 0,22 gy con mas del 47 % en produccién
de biomasa, comparado con el testigo, que present6
0,15 g de biomasa seca (Beltrin-Acosta & Cotes-
Prado, 2009).

La inoculacién del biofungicida Tricotec® en plantas
de mora producidas in vitro, 35 dias después del
trasplante, presentd efectos benéficos en su crecimiento
y en la adaptabilidad al sustrato (figura 1.18) (Beltrdn-
Acosta & Cotes-Prado, 2009).
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Figura 1.18. Efecto promotor de crecimiento del biofungicida Tricotec® en vitroplintulas de mora durante su

endurecimiento (35 dias). a. Testigo sin inocular; b. Aplicacién de Tricotec® semanal; c. Aplicacién de Tricotec®

quincenal.

Prototipo de bioplaguicida
a base de Rhodotorula glutinis

Con el propésito de contar con otro agente de control
biolégico que pudiera usarse de forma alternativa a
Tricotec® para el control de B. cinerea en mora, se
seleccionaron tres cepas de Pichia onychis y tres de
Rhodotorula  glutinis destacindose la cepa LV316
(antes codificada como LvCo7). Dicha seleccién se
llevé a cabo a partir de una coleccién de 100 levaduras
aisladas de la filésfera de mora y caracterizadas por los
siguientes rasgos: un sistema de microfermentacién

por su capacidad de crecer a temperaturas entre 5

°Cy 37 °C; rangos de pH de 3 a 9; actividad de agua
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de 0,92 y 0,94; tolerancia a la luz ultravioleta tipo B
(uvs) (figura 1.19); adherencia a la superficie foliar, y
actividad biocontroladora sobre B. cinerea (Cotes et al.,

2011; Zapata et al,, 2011).

A estas levaduras se les evaludé su actividad bio-
controladora contra B. cinerea en flores de mora; se
inocularon a una concentracién de 1x107 células.
mL-1. Al inocularlas 24 horas antes que B. cinerea,
las levaduras redujeron la incidencia de la enfermedad
entre un 49 y 75%, comparada con la presentada
por el patdgeno en ausencia de las levaduras, siendo
nuevamente la levadura LvCo7 (sinénimo Lv316) la
que presenté mayor protecciéon (incidencia de 18 %).

Al determinar la compatibilidad de las levaduras con

Fotos: Camilo Beltrin-Acosta
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Figura 1.19. Caracterizacién ecofisiolégica de las levaduras. a. Inoculacién de las levaduras en microplacas con medio

de cultivo con diferentes nutrientes, pH, Aw, y su incubacién a diferentes temperaturas; b. Células de levadura sometidas
durante 10 minutos de exposicidn a luz ultravioleta tipo B (uvB); c. Viabilidad de las levaduras expuestas a luz uvs,
expresada como unidades formadoras de colonia, luego de su incubacién a 25 °C por 48 h.

Alba Marina Cotes, Yimmy Zapata, Camilo Beltran-Acosta, Sadao Kobayashi, Liz Uribe, Yigal Elad

Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica

109



110

Volumen 1. Agentes de control biolégico

siete fungicidas, se observé que el crecimiento de la cepa
Lv316 no se vio afectado por Benomil, Carbendazim,
Difeconazol, Iprodién y Procloraz, mientras que
Captan y Mancozeb inhibieron el crecimiento de todas
las levaduras (Zapata et al.,, 2013a). Estos resultados
permitieron seleccionar la levadura R. glutinis cepa
Lv316 para desarrollar un prototipo de bioplaguicida
para el control de B. cinerea en cultivos de mora. Se
disenié un medio de cultivo eficiente para la produccién
de biomasa de esta levadura mediante un sistema de
tanque agitado; asimismo, se desarrollé un prototipo
de formulacién liquido que contiene un protector
contra la radiacién uvb (figura 1.20), que le confiri6
una proteccién del 62% frente a esta radiacidn;
ademds, este prototipo tuvo estabilidad de 6 meses de
almacenamiento a 8 °C (Zapata & Cotes, 2013).

Para evaluar la eficacia en el control de B. cinerea en
cultivos de mora, se establecieron dos parcelas expe-
rimentales en el municipio de Silvania (Cundinamarca),
sembrando plantas del ecotipo Monterrico, obtenidas
a partir de vitroplantas. Después de 77 dias de
evaluacién, el prototipo de formulacién a base de la
levadura mostré una alta eficacia para el control de B.
cinerea, presentando una reduccién de la incidencia
entre 55 y 65%, comparado con la obtenida al usar
los fungicidas quimicos Plocloraz, Difenoconazol
y Carbendazim, con los cuales se observé una redu-
ccién de la incidencia entre 26% y 45% (Zapata &
Cotes, 2013).

Fungifree AB®

México es uno de los principales productores de
mango a nivel mundial; sin embargo, para el 2013
solo el 29% de su produccién fue exportada. La baja
cantidad de exportacién de este producto se debié
a la alta incidencia de la antracnosis, enfermedad
causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides,
que afecta severamente los rendimientos y calidad de
la fruta (Comité Nacional Sistema Producto Mango
(Conaspromango], 2012). Adicionalmente, a partir
del 2005, paises compradores de mango como Estados
Unidos, Canadd y Japén restringieron el uso de
fungicidas quimicos al establecer “limites miximos de
residuos”y al restringir el uso de algunas moléculas con

accién fungicida (Conaspromango, 2012).
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Bajo este panorama, un grupo de investigadores
mexicanos aislé 200 cepas de microorganismos, entre
bacterias y levaduras, a partir de la filésfera de mango
colectada en cultivos localizados en diferentes regiones
del Estado de Sinaloa (México), para seleccionar a
partir de bioensayo in vitro e in vivo aquellos que
tuvieran potencial de uso en las etapas de pre y
poscosecha del mango. De esta forma, se seleccionaron
siete aislamientos de bacterias (seis cepas de Bacillus
sp, vy una de Pseudomonas sp.) y una de levadura

(Rhodotorula minuta) (Galindo et al., 2015).

Estos microorganismos fueron evaluados en campo y
aplicados a intervalos regulares desde la floracién hasta
la cosecha, estrategia que busca proteger la planta de la
infeccién y particularmente al fruto durante el proceso
de maduracién. Asi, se obtuvo la mayor eficiencia en el
control de la enfermedad al aplicar la cepa 83 de Bacillus
subtilis y Rhodotorula minuta como concentrados liqui-
dos, producidos en la planta piloto (Galindo et al,
2015; Patifio-Vera et al., 2005).

A pesar de que la formulacién liquida de B. subtilis
permitia reducir la severidad de la antracnosis en
casi tres veces, con respecto a la obtenida con el
control quimico (Benomil) usado tradicionalmente
para tratar la enfermedad, desde el punto de vista
comercial no era la mejor opcién en términos de la
estabilidad a largo plazo del producto, por lo que
se inicié el desarrollo de una formulacién sélida
(Galindo et al., 2015). Esto llevo al desarrollo, registro
y comercializacién del producto innovador Fungifree
AB®, cuyo principio activo es la bacteria B. subtilis
cepa 83, y que se lanzé al mercado en noviembre del

2012 (Galindo et al., 2015).

Cuando se realizaron las pruebas necesarias para
demostrar su eficacia en el control de la antracnosis
en mango, tendientes al registro del bioplaguicida
Fungifree AB®, se obtuvieron cosechas con un 80% de
frutos con calidad de exportacidn, mientras que con el

manejo convencional (quimico) solo se obtuvo un 25 %

(Galindo et al., 2015).

En virtud de la eficiencia demostrada en mango contra
la antracnosis, Fungifree AB® se evalué en otros
sistemas productivos y contra otras enfermedades.
Esto permitié ampliar su registro de uso en citricos
como limén, mandarina, naranja y toronja para el

control de la antracnosis producida por C. acutatum;
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b)

Fotos: Grupo de Control Biolégico de Corpoica

Figura 1.20. Prototipo de bioplaguicida a base de R. glutinis Lv316. a y b. Aspecto macroscépico de la levadura;
c. Produccién masiva mediante fermentacién liquida; d. Levadura separada del medio de cultivo; e. Prototipo de

formulacién.
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en aguacate y papayo, también para el control de la
antracnosis, pero producida por C. gloeosporioides; en
el control del mildeo polvoso en cultivos de calabaza,
calabacin, mel6n, pepino y sandia, producido por

Erysiphe cichoracearum, y en berenjena, chile, pimen-

ton, jitomate y tomate de mesa contra Leveillula
taurica; asimismo, se registré para su uso en bayas
como la fresa, frambuesa, zarzamora y arindanos
para el control de Colletotrichum fragariae, B. cinerea y
Sphaerotheca macularis (Galindo et al., 2015).

Bioplaguicidas registrados para el control de patégenos foliares.

Comunidad Econémica Europea y Estados Unidos de América

Dentro de los productos para reducir la dependencia
a los insumos quimicos, en especial fungicidas e
insecticidas que son aplicados de manera recurrente
en cultivos manejados convencionalmente, se han
desarrollado varios bioplaguicidas para el control
de enfermedades foliares, ya sea a base de agentes de
control bioldgico individuales, en mezcla, utilizados
como Unica estrategia o dentro de un enfoque de
manejo integrado y sostenible, con productos quimicos
recomendables y compatibles de baja toxicidad (Woo
et al,, 2014).

Actualmente, entre la Comunidad Econémica Europea
y Estados Unidos de América hay disponibles 21
bioplaguicidas dirigidos al control de fitopatégenos
foliares con registro de venta (tabla 1.3) (Agencia
de Proteccién Ambiental de Estados Unidos [Epa],
2017; Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
[ersa], 2017). El 42,9% de la totalidad de estos
tienen como principio activo bacterias; el 33,3 %,
hongos filamentosos; el 14,3 %, levaduras, y solo dos
estdn constituidos por actinomicetes (9,5%). La gran
mayorfa estdn formulados como grinulos y polvos

humectables o dispersables en agua.

Los biocontroladores bacterianos incluyen nueve
bioproductos a base de tres géneros: Bacillus,
Pseudomonas y Pantoea, siempre con base en una sola
cepa como ingrediente activo. Los bioplaguicidas a
base de Bacillus son cinco, dentro de los cuales estin

los siguientes:

o Subtilex®, a base de Bacillus amyloliquefaciens (cepa
MBI 600), se usa para el control del moho gris
(Botrytis spp.) en uvas, que controla la enfermedad
mediante colonizacién y competencia (Autoridad

Europea de Seguridad Alimentaria [Ersa], 2016a).
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e CX-9030°  Bacillus
plantarum cepa D747 (nombres alternos en EE. UU.:
Double Nickel 55°, Amylo-X°, Bacstar®) se registr6

para el control de moho gris en uvas, mediante

subsp.

amyloliquefaciens

diferentes modos de accidn, como competencia por
espacio y nutrientes y produccién de lipopéptidos
y proteasas, que aumentan la permeabilidad y
degradan la membrana de los hongos. Este también
se recomienda para el control de mildeo polvoso
(Erysiphe spp., Sphaerotheca spp.) y del mildeo
velloso (Peronospora spp., Pseudoperonospora spp.) en
Brassicas, hortalizas de bulbo y de hoja y legumbres
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFsa], 2014a).

o Taegro 2° con ingrediente activo Bacillus subtilis var.
amyloliquefaciens cepa FZB24, es recomendado para
el control de mildeos velloso y polvoso, en hortalizas
de hoja, papa y ornamentales, y de B. cinerea en uvas,
cuando se aplica de manera preventiva y en etapas
iniciales de la enfermedad (Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria [EFsa], 2017a).

e Serenade®, a base de Bacillus subtilis (QST 713), se
registrd para el manejo del moho gris en diversos
cultivos como uvas, tomate, berenjena y fresa. Actta
como fungistitico y fungitéxico por el rompimiento
de hifas de los patégenos presentes en la superficie
foliar; ademds, se recomienda para el control de
mildeo velloso (Bremia lactucae, Peronospora spp. y
Plasmopara viticola) y del mildeo polvoso (Uncinula
necator, Erysiphe spp., Sphaerotheca spp., Oidiopsis
taurica, Leveillula taurica, Podosphaera leucotricha,
Oidium spp., Podosphaera spp.) en hortalizas,
nueces, plantas ornamentales, drboles y arbustos, y
plantas tropicales (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria [Ersa], 2006).



e Sonata®, a base de Bacillus pumilus (QST 2808),
presenta actividad antifingica al producir un
aminoaztcar que inhibe el metabolismo celular y
que actia en el control de mildeo polvoso en uvas
y cucurbiticeas, generando zonas de inhibicién
sobre las superficies de las plantas, evitando asi
el establecimiento de los patdgenos en la planta
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
[EFsa], 2014b; Epa, 2017; EEsA, 2017a).

Por otra parte, se han registrado dos bioplaguicidas a

base de Pseudomonas spp.:

e Proradix®, cuyo principio activo es la cepa DSMZ
13134 de Pseudomonas sp., se recomienda para
el control de la gota causada por Phytophthora, en
hojas y tallos de papa. Este actia por competencia
por nichos, produccién de sideréforos promocién
del crecimiento vegetal y resistencia inducida
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
[EFsa], 2016b).

e BlightBan®, a base de la bacteria Pseudomonas
fluorescens cepa A506, se usa para el control del
fuego bacteriano causado por Erwinia amylovora.
Este compite por espacio y nutrientes en las flores
y frutos de diversas especies de plantas de la familia
Rosaceae, entre las cuales se encuentran perales
(Pyrus), manzanos (Malus), membrillos (Cydonia),
nisperos (Eriobotrya y Mespilus), cerezas, fresa,
almendras y melocotén (Prunus). Esta también se
recomienda para cultivos de tomate. Este género
produce una variedad de antibidticos y metabolitos
antifungicos, implicados
enfermedades (Epa, 2017).

en la supresién de

Existen, ademds, los bioplaguicidas Bloomtime
Biological® FD, a base de la cepa E325 de Pantoea
agglomerans, y Blight C9-1° Pantoea vagans cepa C9-1
(antes P. agglomerans). El modo de accién de ambos
antagonistas es la exclusidn e inhibicién competitiva
por nicho y nutrientes, recomendados para el control
del fuego bacteriano causado por E. amylovora. Es
aplicado a las flores abiertas de pera o manzana
y plantas relacionadas, y en arbustos frutales de
bayas y drupas, donde coloniza ripidamente los
tejidos florales (epa, 2017; EFsa, 2017b). Ademais,
la cepa C9-1 produce dos antibidticos: herbicolin
O y herbicolin I, con efecto protectante (Ishimaru,

Klos, & Brubaker, 1988), y tiene genes biosintéticos
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importantes para metabolitos antibacterianos, como

pantocina A y dapdiamida E (Smits et al., 2010).

Los bioplaguicidas a base de hongos estin constituidos
por cinco géneros diferentes, que son el insumo o
principio activo de siete formulaciones. Estas contienen
microorganismos en mezcla (dos formulaciones mixtas
a base de dos diferentes especies de Trichoderma), o a
base de un solo microorganismo, con cinco diferentes
bioplaguicidas registrados (Epa, 2017; EFsa, 2017b).
Tal es el caso de Bioten® wp y cuatro nombres
alternativos: Bio-Tam® 2.0, Tenet® wp, Remedier® wp y
Tenet T&O°; este bioplaguicida contienen una mezcla
de T. asperellum cepa ICC 012 (Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria [EFsa], 2014e) y T. gamsii
cepa ICC 080 (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria [EFsa], 2014g), que presentan control
sobre la enfermedad cuando se aplican en la poda
de la vid; ademds, controla la enfermedad causada
por Phaeomoniella chlamydospora, que causa danos
localizados en la parte basal del patrén de las plantas
de vid y en plantas injertadas, ocasionando un retraso
en el desarrollo, brotes con entrenudos cortos, hojas

cloréticas y de menor tamafo y, en ocasiones, la muerte

de la cepa de vid (Epa, 2017; EFsa, 2017b).

Otros productos a base de Trichoderma spp. son
Binab T, constituido por T. polysporum (1m1 206039)
(Autoridad Europeade Seguridad Alimentaria [Ersa],
2014h) y T. atroviride (1M1 206040) (Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria [Ersa], 2014f).
Este bioplaguicida se recomienda para el control de
B. cinerea en flores y frutos de fresa, asi como en el
control de Chondrostereum purpureum, causante de la
enfermedad hoja de plata que afecta ramas de drboles
de la familia Rosaceae, particularmente del género
Prunus (cerezas y ciruelas) y en 4drboles de manzanos
y peros. También controla a Didymella, que causa
infeccién en todas las partes foliares de plantas de
pepino, produce amarillamiento y marchitamiento de
las hojas, ademds de lesiones café oscuro y hundidas
enlabase dela planta, que pueden expandirse y rodear
el tallo al nivel del suelo o por encima de este. En
estas lesiones se observan numerosos picnidios. Las
esporas del hongo formadas en los picnidios pueden
pasar al fruto, hojas y tallos, causando infecciones
adicionales y la propagacién de la enfermedad (Epa,
2017; ersa, 2017b).
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El bioproducto Incept’, a base de Trichoderma
hamatum cepa 382, se recomienda para ser usado en
invernadero y vivero; controla varias enfermedades
foliares como mildeo polvoso y moho gris, y danos
causados por bacterias en cultivos ornamentales. Se
le atribuye capacidad de induccién de resistencia

sistémica (1sRr) (Epa, 2017).

Otros hongos filamentosos biocontroladores utiliza-
dos de forma individual han sido registrados como
bioplaguicidas. Estos son AQ10° o MI10° cuyo
principio activo es Ampelomyces quisqualis cepa M10
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria [EFsa],
2004a). Actualmente, se utiliza este biofungicida
AQI10° para el control de especies de los géneros
Brasilomyces,  Erysiphe,  Leveillula, ~ Microsphaera,
Phyllactinia, Podosphaera, Sphaerotheca y Uncinula, asi
como los anamorfos Oidiopsis y Oidium, en cultivos
de berenjena, calabacin, calabaza, fresa, meldn,
manzano, pepino, pimiento, rosal, sandia, tomate y vid
(Narayanasamy, 2013). Ademds, se le atribuyen como
principales modos de accién el hiperparasitismo y la
produccién de antibidticos de naturaleza lipopeptidica
(iturinas, fengicinas y surfactinas), con accidn téxica
sobre la membrana del hongo, generando poros que

desestabilizan su integridad (pa, 2017; EEsa, 2017b).

El producto Prestop®, a base de la cepa J1446 de
Gliocladium catenulatum, es recomendado para el
control preventivo de Didymella (Mycosphaerella),
moho gris (Botrytis sp.) en fresas, hortalizas, especias
y plantas ornamentales en invernadero y campo
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria [EFsa],
2004b). El bioplaguicida Botry-Zen®, a base de
Ulocladium  oudemansii cepa U39, se desarrolld
especificamente para el control de B. cinerea, y compite
por el mismo nicho ecoldgico y nutrientes; su uso se
recomienda en cultivos de frutas (mora, ardndano,
grosellas, bayas, frambuesa), bulbos (ajo, puerros,
cebollas, chalote), frutas citricas (pomelos, limones,
naranjas, lima, mandarina), cucurbiticeas (pepinos,
melones y calabacin), entre otros cultivos como
berenjena, pimiento, tomate, irboles frutales y de

nueces, y plantas ornamentales.

Polyversum®, cuyo principio activo es Pythium
oligandrum cepa DV74, aplicado al follaje de los
cultivos, acttia en el control de diferentes patdgenos
como Alternaria spp., Ascochyta spp., B. cinerea, Phoma
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spp., Plasmopara viticola y Puccinia spp.; debido a su
capacidad micoparasitica y competitiva, el ingrediente
activo moviliza los mecanismos de defensa y aumenta
la resistencia de las plantas a los ataques de hongos
patégenos de manera preventiva (Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria [EFsa], 2013b; epa, 2017;
EEFsa, 2017b).

En cuanto a agentes a base de levaduras propiamente
dichas o de microorganismos similares a levaduras,
se han registrado cuatro productos a base de cuatro
géneros. Tres de ellos contienen levaduras de manera
individual. Nexy®, a base de Candida oleophila cepa O, es
recomendado para el control de B. cinerea y Penicillium
expansum en el manejo en campo o poscosecha de
manzanas, peras y citricos, principalmente a través de
la competencia por nutrientes y espacio mediante la
precolonizacién de sitios de dafio o heridas de las plan-
tas (Jijakli, Lepoivre, Tossut, & Thonard, 1993),ademas
de la produccién de B-1,3-glucanasas que degradan
las paredes celulares de los hongos fitopatégenos
contribuyendo en su actividad antagonista. (Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria [EFsa], 2013a;
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos
(epa], 2009). Por otra parte, Ald1202° a base de
Saccharomyces cerevisiae cepa LAS02, es adecuado para
uso en agricultura ecoldgica y para mip, en el manejo
de Monilinia fructigena, Monilinia laxa, Monilinia
fructicola, Botrytis sp., Alternaria sp. Neofabraea alba, y
Penicillium sp., aplicado en campo o en poscosecha por
inmersidn, empapado o pulverizado en frutas de pepa,
frutas de hueso, uvas, tomate y fresa, donde acttia por
competencia y colonizacién de las superficies de los
frutos (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
[Ersa], 2015).

Tambien a partir de Pseudozyma flocculosa cepa PE-
A22 ui, aislada como epifita de la filésfera en trébol
rojo (Trifolium pratense), distribuida ampliamente
en América del Norte (Canadd y EE. UU.), se
desarrollé el biofungicida Sporodex®, siendo un
hiperpardsito y controlador de varios mildeos
polvosos como Sphaerotheca pannosa var. Rosae,
Sphaerotheca fuliginea, Erysiphe graminis var. Tritici y
Erysiphe polygoni, en las superficies aéreas de plantas
como pepino y rosa en ecosistemas agricolas de libre
exposicién o de invernadero. Esta levadura es un
micoparasito que colapsa las estructuras del patégeno,

ocasiondndole muerte mediante la secrecién de tres



4cidos grasos C-17 insaturados fungitéxicos (4cido
9-heptadecenoico, 4cido 6-metil-9-heptadecenoico y
4cido 4-metil-7,11heptadecadienoico) y un norterpeno
aciclico (2, 6, 10, 14, 18-pentametil-2, 6, 8, 10, 12, 14,
17-nonadecahepteno-1,19-diol). Las

afectan las membranas plasmiticas y los orgdnulos

fungitoxinas

citopldsmicos dentro de los 30 minutos de exposicién.
Después de 24 horas, la respuesta inhibidora incluye
pérdida de proteinas y electrolitos, haciendo que las
células colapsen rdpidamente y se produzca la muerte
como resultado de la actividad de las fungitoxinas sobre
las membranas y lipidos celulares. La sensibilidad a los
4cidos grasos libres C-17 insaturados est4 relacionada
con un alto grado de insaturacién de los 4cidos
grasos fosfolipidos y una baja proporcién de esteroles
(Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos
[Epa], 2002).

El producto con formulacién mixta de levaduras,
denominado Blossom protect®, a base de las cepas
DSM 14940 y DSM 14941 de Aureobasidium pullulans
var. pullulans, es recomendado para el tratamiento
bactericida preventivo de Erwinia amylovora en flo-
res de frutas de hueso. Estas levaduras compiten

con el patdégeno por inhibicién competitiva (espacio
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y nutrientes) (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria [Ersa], 2013b; epra, 2017; ersa, 2017b).

De los bioplaguicidas a base de Actinomicetes
solamente existen dos. El primero, constituido por
Streptomyces sp. cepa K61, cuyo nombre comercial
es Mycostop®, se recomienda para el control de
Botrytis en hojas, flores y frutos de tomate y otras
hortalizas, plantas ornamentales y en flores como
Gerbera; este compite por espacio y nutrientes, y
presenta micoparasitismo mediado por la produccién
de metabolitos que alteran las paredes celulares
del patdgeno, inhibiéndolo (Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria [EFsa], 2014c). El segundo
es Actinovate® AG, a base de Streptomyces lydicus cepa
WYEC108, que se recomienda para aplicaciones en
invernadero, vivero y campo, en el control preventivo de
enfermedades foliares como mildeo polvoso y velloso y
las causadas por Botrytis spp., Monilinia sp., Alternaria
sp., Mycosphaerella, Pseudomonas sp., y Xanthomonas
spp., en cultivos de cucurbiticeas, brasiciceas, horta-
lizas de hoja y de fruto, especias, uvas, bayas, arboles
citricos, frutas de hueso y de pomo, y cereales
(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria [Ersa],
2014d; epa, 2017; EFSA, 2017b).

Tabla 1.3. Microorganismos utilizados como principios activos de bioplaguicidas, recomendados para el control de

patdgenos foliares que presentan registro en la Unién Europea (UE) y en Estados Unidos (EE. UU.)

Nombre comercial / | Nombre comercial / formulacién
Ingrediente activo Cepa formulacién registro / Estados Unidos de América
Unién Europea (UE) (EE.UU.)
Hongo
Ampelomyces quisqualis M10 AQ10° WG M10° WG
Gliocladium catenulatum J1446 Prestop® WG
Pythium oligandrum DV 74 Polyversum®
Trichoderma hamatum 382 Incept®
Bioten®WP
Trichoderma asperellum ICC 012 Bioten®, Tenet® Nombres alternos:
Trichoderma gamsii ICC 080 WP, Remedier® Bio-Tam® 2.0, Tenet® WP, Remedier
WP, Tenet® T&O
Trichoderma polysporum IMI 206039 ,
Binab T® WP
Trichoderma harzianum IMI 206040 na w
. . Botry-Zen®
Ulocladium oudemansii U3 Nombre alterno: Zen-O-Spore*

(Contintia)
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(Continuacién tabla 1.3)

Nombre comercial / Nombre comercial / formulacién

Ingrediente activo Cepa formulacién registro / Estados Unidos de América
Unién Europea (UE) (EE.UU.)
Levadura
Aureobasidium pullulans var. DSM 14940 Blossom protect® WG
pullulans DSM 14941
Candida oleophila @) Nexy® WG
Saccharomyces cerevisiae LAS02 ALD1202° WG
Pseudozyma flocculosa PF-A22 UL Sporodex® L
Bacteria
Bacillus amyloliquefaciens MBI 600 Subtilex® WP Subtilex® NG WP
Bacillus subtilis var. FZB 24 Taegro 2° WP
amyloliquefaciens
Bacillus amyloliquefaciens D747 CX-9030° WG CX-9030° WG,
subsp. plantarum Nombres alternos: Double Nickel
55°, Amylo-X°, Bacstar®
Bacillus pumilus QST 2808 Sonata® SC Sonata® ASO
Nombres alternos: Sonata®,
BAY2100°, Ballad® Plus,
Bacillus subtilis QST 713 Serenade® WP Serenade® Garden WP
Nombre alterno: Natria®
Pantoea agglomerans E325 Bloomtime
Biological®
ED Biopesticide WP
Pantoea agglomerans C9-1 Blight C9-1°
Pseudomonas fluorescens A506 BlightBan®
Pseudomonas sp. DSMZ 13134 Proradix® WP
Actinomicete
Streptomyces sp. Ké61 Mycostop® WP
Streptomyces lydicus WYEC 108 Actinovate® AG

WG: Grinulos humectables / dispersables en agua; WP: Polvos humectables; SC: Suspensién concentrada; L: Liquido.

Fuente: Adaptada de Esra (2017b) y Epa
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Conclusiones y perspectivas

A pesar de los importantes avances logrados en el control biolégico de patégenos foliares,
aun falta mucho por investigar, pues no hay una oferta de bioplaguicidas registrados
para el control de varios de los fitopatdgenos foliares considerados més limitantes a nivel
mundial; tal es el caso de Magnaporthe oryzae, Puccinia spp., Fusarium graminearum,
Blumeria graminis, Mycosphaerella graminicola, Pseudomonas syringae, Xanthomonas oryzae,
Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis y Erwinia amylovora, entre otros. Por
otra parte, muchos de los bioplaguicidas existentes tienen limitada vida atil e inconsistente
actividad en campo, lo que sugiere limitaciones en el conocimiento ecofisiolégico de
los aislamientos usados como principios activos de dichos productos, problemas en su
formulacidn y en los estudios de compatibilidad de estos con todas las pricticas utilizadas

en el cultivo.

Los biocontroladores usados para el control de fitopatdgenos foliares, ademds de
ser eficientes contra una variedad de enfermedades del cultivo tratado, deben tener
caracteristicas tales como compatibilidad con los productos y pricticas de control que
se usan en los cultivos. Estos deben ser capaces de mantenerse activos y de sobrevivir en
presencia de los plaguicidas quimicos y de los fertilizantes que se utilizan cominmente en

el cultivo; ademds, deben sobrevivir a los métodos culturales que se emplean.

Estos agentes de control bioldgico deben actuar lo suficientemente répido para evitar que
el patégeno alcance a afectar las plantas, pues una vez que este haya producido dafio en
el cultivo, normalmente serd demasiado tarde para que el biocontrolador lo detenga. La
resistencia inducida es un mecanismo importante de la actividad biocontroladora, ya que

esta generalmente acttia contra varios tipos de patdgenos e incluso contra insectos plaga.

Los patdgenos que necesitan nutrientes para su germinacién o para la penetracion del
tejido del huésped pueden verse afectados por un biocontrolador que es ripido para
utilizar los nutrientes, por lo que esta caracteristica podria incluirse para la seleccién de

biocontroladores potenciales.

Dado que las condiciones medioambientales tienden a cambiar durante el desarrollo del
cultivo y durante el curso de la enfermedad, se deben desarrollar tecnologias que le confieran
tolerancia al biocontrolador frente a condiciones tales como cambios en la temperatura,
en el nivel de humedad y en la radiacién solar, asi como frente a la sequia, presencia de
diversos iones téxicos y de productos quimicos. La supervivencia en condiciones adversas
es necesaria cuando el periodo de actividad del microorganismo biocontrolador es largo
y cuando este debe persistir en funcidén del periodo de actividad del patdgeno y de las

condiciones del tejido vegetal susceptible.
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Los microorganismos biocontroladores pueden enfrentar antagonismo por parte de la
microflora nativa presente en los sitios de aplicacién. Por lo tanto, este debe tolerar la
actividad antagonista de dicha microflora. La formulacién podria ayudar a prolongar la
vida util del biocontrolador, asi como a extender la duracién de su actividad en condiciones

ambientales variables y frente a la microflora competitiva.

Pararesolver todos los cuellos de botella de los agentes de control bioldgico de fitopatdgenos
foliares, es necesario incrementar los esfuerzos de investigacién bdasica y aplicada,
promoviendo enfoques multidisciplinarios para integrar el control bioldgico dentro de
una estrategia de manejo integrado de plagas y de manejo integrado del cultivo. Dentro de
este contexto, se deben identificar las condiciones de la interaccién del biocontrolador con
la planta y con el patédgeno para reducir la inconsistencia en la actividad biocontroladora.
En este sentido, se puede sugerir la combinacién del bioplaguicida en cuestién, con
otros agentes de control bioldgico o con otras estrategias (quimicas, fisicas o culturales)
de control. La resistencia inducida es un modo de accién prometedor que requiere ser
explotado en las aplicaciones pricticas, pues la planta responde a algunas moléculas de
sefalizacién del biocontrolador. En este caso, la investigacién puede dirigirse a ambos
componentes del proceso de interaccién. El estudio de la fraccidon de senalizacién en el
microorganismo biocontrolador y su modificacién pueden revelar un inductor mis potente
que desempefie su funcién de senalizacién en una gama de condiciones mis amplia. En
el 4mbito de reaccién de la planta, la modificacién de los genes que son importantes para

la cascada de senalizacién de resistencia sistémica permitird una respuesta mis potente.

Por otra parte, dado que las técnicas de aplicacién de los bioplaguicidas para el control
de patdégenos foliares suelen ser deficientes, lo que estd relacionado con un déficit de
conocimiento sobre el tipo de equipos, presiones y modo de uso de estos, se debe investigar
este tema y comunicarlo a los agricultores y los vendedores de dichos productos. Es
importante también desarrollar y difundir sistemas de soporte para la toma de decisiones
sobre los momentos adecuados en que se deben aplicar los bioplaguicidas. Asimismo,
es importante establecer parcelas para demostrar los beneficios del control biolégico y
conformar redes de agricultores que ayuden a la difusidén de las pricticas exitosas. Es
claro que, para que aumente el uso del control bioldgico, se requiere de asesores, asistentes
técnicos y de agricultores mas calificados, por lo que su capacitacidn es fundamental para

el éxito de esta estrategia.
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