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PRESENTACION

Hoy dia los objetivos de la produccién agricola son el brindar a los consu-
midores productos de calidad e inocuidad asegurada, producidos mediante
métodos conservacionistas de los recursos naturales, respetuosos del me-
dio ambiente y de la salud de los trabajadores y consumidores.

Esto ha llevado al desarrollo de programas de Produccion Integrada (Pl) y
de Buenas Practicas Agricolas (BPA). Estos Programas mediante Ia inte-
gracion de los agricultores con los servicios de extension y los centros de
investigacion implementan la produccion comercial de frutas y hortalizas
de alta calidad minimizando el uso de plaguicidas y sus efectos secunda-
rios. De esta forma el control de enfermedades se realiza integrando dife-
rentes métodos de control, complementando la racionalizacién del control
quimico, con métodos naturales que satisfagan a la vez exigencias econé-
micas, ecoldgicas y toxicoldgicas. Dentro de este contexto el control biol6-
gico ha demostrado ser una herramienta util en el manejo integrado de los
patogenos de plantas.

En Uruguay desde hace varios afios se llevan a cabo estudios tendientes a
desarrollar métodos de control biolégico de patégenos de plantas. La inves-
tigacion desarrollada en varios ambitos nacionales, se ha basado principal-
mente en la busqueda de microorganismos nativos capaces de controlar el
desarrollo de enfermedades causadas por cepas locales de patdgenos. En
la actualidad se esta poniendo énfasis en la produccion y desarrollo de
formulaciones, asi como en el estudio de medidas de control integrado que
involucren el uso del control bioldgico.

La experiencia acumulada durante estos afios ha permitido consolidar el Curso
de Educacion Permanente sobre Control Biologico de Patégenos de Plan-
tas. Dicho curso se lleva a cabo en forma coordinada entre docentes de la
Facultad de Agronomia y de Facultad de Quimica con la participacion de
investigadores de Facultad de Ciencias, INIA e Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable.

Con el objetivo de disponer de una publicacién que reuniese los principales
conceptos desarrollados en dicho curso y que a su vez permitiese la difusion
del conocimiento generado hasta el momento se decidié la publicacién del
presente libro.

Los autores agradecen a: Ingeniera Alimentaria Gabriela Garmendia, Inge-
niera Alimentaria Monica Cabrera y Magister Elisa Silvera por su colabora-
cion escribiendo los capitulos referentes al Control Bioldgico en poscosecha,
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Control Bioldgico de la fusariosis del trigo y Control Biolégico del moho gris
con Clonostachys rosea respectivamente.

Los autores también agradecen muy especialmente a la Comision Secto-
rial de Educacion Permanente el haber podido concretar esta tarea.
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INTRODUCCION

Durante los lltimos afios se ha incrementado la conciencia acerca de la
necesidad de preservar los recursos naturales y el medio ambiente tanto
para las generaciones actuales como para las futuras. En este contexto,
hoy dia los objetivos de la produccién agricola son el brindar a los consumi-
dores productos de calidad e inocuidad asegurada, producidos mediante
métodos conservacionistas de los recursos naturales, respetuosos del me-
dio ambien

En relacion a las frutas y hortalizas, el concepto de “calidad” ha sufrido una
fuerte evolucion de modo que ya no se refiere a la mera estética del producto
(forma, tamario, color) sino que incluye, aspectos relacionados al proceso de
produccion y comercializacion. La preservacion de los recursos naturales
durante su produccion, la preservacion del medio ambiente, el cuidado de la
salud de trabajadores y consumidores forman parte ahora, de ese nuevo
concepto de calidad.

El manejo tradicional de las enfermedades de plantas en la produccion con-
vencional, basado en aplicaciones periédicas de funguicidas, es ahora se-
riamente cuestionado. La aplicacién de funguicidas en la produccion de fru-
tas y hortalizas provoca los mas altos indices de impacto, superando a los
insecticidas y herbicidas utilizados para controlar plagas y malezas.

Para dar respuestas a las exigencias actuales de la Sociedad, agricultores
y técnicos deben implementar complejos sistemas de Manejo Integrado
(MI) de las enfermedades, en los que se trata de minimizar el uso de
funguicidas recurriendo a técnicas y productos de bajo impacto ambiental,
respetando la salud de trabajadores y consumidores. Se parte del supues-
to, de que no es posible destruir ni eliminar a las poblaciones de patégenos
de plantas, sino que es necesario convivir con ellas manejandolas de tal
modo que su interferencia en los cultivos sea menor permitiendo producir
en forma comercial.

El control biolégico (CB) de las enfermedades de plantas aparece como una
herramienta indispensable al momento de disefiar y poner en practica Siste-
mas de Manejo Integrado. EI CB surge de la observacion, estudio y conoci-
miento de la naturaleza misma. El estudio de las relaciones o interacciones
de los microorganismos entre si, de los microorganismos con las plantas y
de la influencia del medio ambiente sobre ellas, ha permitido su manejo de
manera de propiciar el desarrollo de las plantas e interferir el desarrolio de
las enfermedades.
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Para poner en préactica estrategias de CB de las enfermedades de las plan-
tas, es necesario conocer en profundidad el ciclo biolégico del patdégeno, el
ciclo de la enfermedad, la biologia de la planta huésped asi como las carac-
teristicas epidemioldgicas de la enfermedad. Estos conocimientos son los
que permiten definir los momentos, sitios y estrategias mas oportunos de
intervencion, con el objetivo de minimizar los dafios ocasionados por la en-
fermedad. Una de las limitantes mayores que tiene el CB es las carencias de
estos conocimientos por lo que, en la mayoria de los casos, es necesario
comenzar por estudiar el patosistema antes de iniciar cualquier proceso de
desarrollo de una herramienta bioldgica.

Por tratarse de interacciones entre seres vivos, las que son influenciadas por
el ambiente, las herramientas de control biolégico no siempre son aplicables
en forma universal. Por el contrario los desarrollos locales brindan la posibi-
lidad de disponer de técnicas o métodos mejor adaptados a cada situacion
de produccion.

Los trabajos tendientes a desarrollar productos biolégicos con la finalidad de
controlar las enfermedades que atacan los cultivos comienzan con la bus-
queda de posibles antagonistas entre los cuales se seleccionan los mas
efectivos, los que seguiran un largo proceso de desarrollo hasta disponer de
una formulacion aplicable a nivel comercial.

La eleccion de las estrategias de aislamiento, seleccién y aplicacion de agentes
de CB deben ser cuidadosamente estudiadas y disefiadas si se pretende
tener resultados positivos. El estudio de los mecanismos de accion de los
agentes de biocontrol nos permitird comprender como funciona el control
biolégico en determinado patosistema y permitira idear mecanismos de
potenciacion de los mismos. Debera asegurarse la inocuidad del antagonista
tanto para el ser humano como para otros cuitivos, flora y fauna nativas.
Luego deberan idearse y ajustarse formas de produccion masiva del agente
de control biologico. Se buscaran métodos de produccion sencillos de bajo
costo. Luego es necesario formular el microorganismo en una forma que sea
de facil aplicacion, que permita mantener la viabilidad del ACB por un tiempo
prudente y en lo posible que favorezca su efectividad.

En este libro se presentan algunos conceptos basicos que deben servir de
guia para comprender la esencia del control bioldgico de las enfermedades
de plantas.

Como el Control Biologico de las enfermedades de plantas requiere de
un profundo conocimiento del patosistema se inicia con un capitulo refe-
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rente a la enfermedad, su ciclo asi como aspectos epidemiolégicos que
deben ser consideradosa a la hora de razonar métodos y estrategias de
control a seguir.

Posteriormente se define el Control Bioldgico a la vez que se explicitan
algunas de sus principales caracteristicas. A continuacién se hace referen-
cia a los distintos tipos de agentes microbianos utilizados para el CB. Para
comprender como es que los antagonistas ejercen su accién biocontroladora
se presenta una profunda revision acerca de los mecanismos de accion de
los diferentes agentes de Control Bioldgico. Luego se analizan las diferen-
tes estrategias posibles a la hora de realizar una busqueda, aislamiento y
seleccion de posibles Agentes de Biocontrol. Luego se discuten algunos
elementos basicos a tener en cuenta al momento de definir la aplicacion de
un agente de control biolégico. Finalmente se presentan 3 ejemplos de
desarrollos de métodos de control bioldgico, en enfermedades de
poscosecha, de la fusariosis de la espiga de trigo y del Moho gris ocasio-
nado por Botrytis cinerea.
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CAPITULO 1

Las enfermedades de plantas y su manejo

Pedro Mondino'

1.1. Concepto de enfermedad

Las enfermedades de las plantas son objeto de estudio de la Fitopatologia y
pueden encontrarse numerosas definiciones de enfermedad en cualquier li-
bro basico de esta disciplina. Agrios define a la Enfermedad como el mal
funcionamiento de células y tejidos de la planta huésped, que resulta de su
continua irritacién por un agente patogénico o factor ambiental, y que condu-
ce al desarrollo de sintomas. Posteriormente agrega, que la enfermedad es
una condicion que involucra cambios anormales en la forma, fisiologia, inte-
gridad o comportamiento de la planta. Cambios estos, que pueden resultar
en un dafio parcial o muerte de la planta o de alguna de sus partes (Agrios,
1995).

Es necesario destacar que la enfermedad de una planta es un proceso dina-
mico de interaccion entre ésta y el patdgeno en su medio ambiente. Esto
indica que no se trata de algo estatico, sino que evoluciona con el tiempo.

Para que ocurra la enfermedad deben coincidir en el tiempo y en el espacio
la presencia de la planta en estado susceptible, el patégeno en estado viru-
lento y el ambiente favorable para el desarrollo de la misma. Para facilitar el
estudio de estas interacciones se ha representado a la enfermedad median-
te un triangulo, cuyos vértices ocupan la planta, el patdgeno y el ambiente y
sus lados estan formados por flechas en ambos sentidos, que representan
las diferentes interacciones posibles. Como el Hombre es capaz de influir
sobre el desarrollo de la enfermedad, afectando tanto a la planta, al patoge-
no como al ambiente, su influencia es también objeto de estudio y se ha
colocado en un nuevo vértice transformando al triangulo de la enfermedad
en un tetraedro.

Desde un tiempo a esta parte se comenzé a dar importancia a los
microorganismos, que en forma abundante, viven en contacto con las plan-
tas, tanto en el suelo (rizosfera y rizoplano), epifiticamente sobre hojas, flo-

" Unidad de Fitopatologia, Departamento de Proteccion Vegetal.
Facultad de Agronomia. UdelaR.
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res, frutos y semillas como endofiticamente (dentro de los propios tejidos del
vegetal) (Droby et al., 1999; Lindow y Brandl, 2003). Debido a que varios de
estos microorganismos son capaces de interferir en el proceso de desarrollo
de la enfermedad, se han transformado en objeto de estudio ocupando un
nuevo vértice en la representacion esquematica de la enfermedad que se
transformé ahora en una piramide (Figura 1).

Ambiente
et v Patégeno  Figura 1. Representacion piramidal de las enfermeda-
ombre des de plantas. El control biolégico de las enfermeda-
A des de plantas ha colocado a los microorganismos

que estan en contacto con las plantas como especial
objeto de estudio. Estos microorganismos
interaccionan con la planta, el patégeno, el ambiente y
son influenciados por las practicas agricolas que
realiza el Hombre en un lugar y tiempo determinado

incidiendo directamente sobre el desarrollo de la

i A enfermedad.
Microorganismos Hemed

1.2.- Ciclo de la enfermedad

Las enfermedades de plantas pueden ser causadas por agentes bidticos y
abidticos. Dentro de los agentes bioticos los mas importantes son los hon-
gos, bacterias y virus. A su vez, condiciones adversas del ambiente, como
por ejemplo deficiencias de oxigeno, temperaturas por encima o debajo del
rango de sobrevivencia, carencias de luz o agua, excesos o deficiencias de
nutrientes entre otros, pueden
desencadenar procesos de enfer-
medad.

El desarrollo de las enfermeda-  piseminacion
des bidticas se caracteriza por

la ocurrencia de una serie de T
eventos sucesivos y ordenados

(Figura 2). Estos eventos son Sobrevivencia
la sobrevivencia del patégeno, Ciclos
su diseminacion, la infeccion, la SeCUNGAN0S
colonizacion de los tejidos, la

aparicion de los sintomas y fi- Ciclo primarios

naIrpente la reprOdUCCIon de' Figura 2. Esquema del ciclo de las enfermedades de
patogeno. plantas.
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Sobrevivencia

Los patégenos de plantas han desarrollado diferentes capacidades de sobrevi-
vir en ausencia del huésped. Ciertos hongos, producen estructuras de

Figura 3. Repollo atacado por la podredumbre blanda de
las hortalizas. Esclerotos de Sclerotinia sclerotiorum
sobreviviran en el suelo hasta la siguiente temporada.

el caso de la Rhizoctonia de la papa
los esclerotos pueden permanecer en
el suelo o pueden quedar adheridos a
la superficie de los tubérculos (figura
8). Otros hongos sobreviven como
micelio, cuerpos fructiferos o esporas.
Por ejemplo Uncinula necator, agente
causal del Oidio de la Vid, tiene la ca-
pacidad de sobrevivir como micelio en-
tre las escamas de las yemas de la
planta Vid. Las ascosporas de Taphrina

Figura 5. Clamidosporas como estructura de resistencia
y sobrevivencia de algunos hongos.

sobrevivencia como esclerotos o
camidosporas (figuras. 3,4 y 5). Por
ejemplo: Sclerotinia sclerotiorum, agen-
te causal de la podredumbre blanda de
las hortalizas, diferentes especies de
los géneros Sclerotium y Botrytis pro-
ducen esclerotos mientras que diferen-
tes especies dentro de los géneros
Fusarium, Mucor o Rizopus tienen la
capacidad de formar clamidosporas. En

Figura 4. Esclerotos de Botrytis squamosa adheridos a
un bulbo de cebolla.

deformans agente causal del torque del
duraznero, sobreviven de una tempo-
rada a la siguiente sobre la corteza de
las ramas de arboles afectados. Los
conidios de Penicillium expansum so-
breviven adheridos a los bins utilizados
para guardar la fruta (figura 7).

Algunos patogenos han desarrollado la
capacidad de sobrevivir en forma
saprofitica. Tal es el caso de hongos y

DE PATOGENOS
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bacterias. Por ejemplo Botrytis cinerea agente causal del Moho gris en nume-
rosos huéspedes tiene una alta capacidad saprofitica que le permite colonizar

Figura 6. Durante el invierno Venturia inaequalis,
agente causal de la sarna del manzano, sobrevive en
las hojas caidas en el suelo

Figura 7. Esporas de Penicillium expansum, causante
del Moho azul de la manzana, sobreviven adheridas a
las paredes de los cajones.

una manera comun de sobreviven-
cia. Por ejemplo el TSWV, virus que
ocasiona la peste negra del tomate
sobrevive sobre diferentes cultivos o
malezas susceptibles.

Diseminacion

y reproducirse en restos de vegetales
muertos. Venturia inaequalis, agente
causal de la sarna del manzano tam-
bién sobrevive en forma saprofitica en
el suelo (figura 6), en las hojas caidas
en el otofo. Las bacterias patégenas de
plantas, en su gran mayoria, tienen ca-
pacidad de sobrevivir saprofiticamente
sobre la planta, en el suelo o en los ras-
trojos de cultivos afectados. Por ejem-
plo Erwinia carotovora, causante de la
podredumbre blanda de la papa, es ha-
bitante normal de la superficie de los
tubérculos de papa utilizados para pro-
pagar el cultivo.

En el caso de patdgenos obligados, el
desarrollo en huéspedes alternativos es

Figura 8. Esclerotos de Rizoctonia solani (se parecen a la
tierra adherida al tubérculo) se diseminan adheridos al
tubérculo usado como semilla.

La diseminacion del indculo es la responsable del incremento de enferme-
dad en un cultivo e incluye 3 subprocesos: Liberacion del inéculo, dispersién

y deposicion.

La liberacion de inéculo puede ser activa o pasiva. La liberacion de ascosporas
de hongos como Sclerotinia sclerotiorun o Monilinia fructicola se realiza en for-
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ma activa, desde los apotecios (figuras 9 y 10). Otros patdgenos como por ejem-
plo Penicillium spp. que provocan podredumbres en citrus y manzanas produ-

Figura 9. Apotecios de Sclerotinia sclerotiorum liberan
activamente las ascosporas al aire.

La mayoria de los hongos producen
esporas lo suficientemente livianas
como para poder ser transportadas por
corrientes de aire desde su fuente hasta
otra planta. Otros hongos en cambio,
producen esporas en masas pastosas

cen conidios en cadenas que se libe-
ran en forma pasiva arrastrados por las
corrientes de aire (figura 11).

Los agentes o vehiculos de disemina-
cion de patégenos pueden ser el aire,
agua, semilla (semilla botanica u otro
tipo de propagulos de plantas como
tubérculos, bulbos, estacas entre
otros), sustratos o suelos infestados,
insectos, maquinaria, herramientas,
botas o ropas infestadas. (Figura 8).

Figura 10. Ascosporas de Monilinia fructicola conteni-
das en ascas. Listas para ser liberadas del apotecio.

como por ejemplo Fusicoccum spp. o Colletototrichum spp. que sélo pueden
ser dispersadas por el salpicado de gotas de agua (figuras 12y 13). Las bacte-
rias producen como signo zoogleas que también necesitan del agua como

vehiculo de dispersion (figura 14).

Figura 11. Conidios de Penicillium italicum se desprenden
facilimente y son arrastrados por las corrientes de aire.

Los virus de plantas se propagan en
forma 100% efectiva mediante la
siembra de propagulos vegetativos
infectados. Por ejemplo en cultivos
como la vid que se propaga
vegetativamente, el uso de estacas
provenientes de una planta infectada
por virus como el Grape leaf roll vi-
rus (GLRV) o el Grape fan leaf virus
(GFLV) es garantia de propagacion de
estos virus a las nuevas plantas.

Bacterias como  Clavibacter
michiganensis causante del cancro
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bacteriano del tomate o Xanthomonas campestris pv. cucurbitae causante de
la mancha foliar de las cucurbitaceas se propagan adheridas a las semillas.

Esclerotos de Sclerotioum rolfsii o de Sclerotium cepivorum pueden
propagarse de un suelo a otro viajando en la tierra adherida a las ruedas del
tractor, herramientas o botas de los trabajadores.

Figura 13. Colletotrichum spp. produce sus conidios en
Figura 12. Fusicoccum amygdali exuda cirros de masas pastosas y anaranjadas que se dispersan
conidios los que son dispersados por el agua. mediante salpicaduras de agua.

Algunos patégenos se valen de los insectos para diseminarse de un lugar a
otro. Un ejemplo tipico es el de virus que son transmltldos por insectos.
Pulgones, trips y cochinillas pueden »

ser transmisores de virus al alimen-
tarse en una planta enferma y luego
de una sana. Pero también pueden
transportar esporas de hongos, tal es
el caso de los conidios de Bofrytis
cinerea o Monilinia spp. que pueden
ser transportados desde un fruto en-
fermo a otros sano adheridos a las
patas de algunos insectos.

Infeccion

Una vez que el indculo toma contacto
con la planta deben ocurrir determi-
nadas condiciones para que el pat6-
geno pueda penetrar al tejido vege-
tal, y producir la infeccion. La pene-

tracion al Vegetal puede ser activa o0  Figura 14. La zooglea bacteriana, de consistencia mucosa,
es dispersada por el salpicado de aguas de riego o lluvia.
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pasiva. Hongos y nematodos pueden penetrar directamente los tejidos vege-
tales. Algunos hongos y las bacterias lo hacen en forma pasiva ingresando
por aberturas naturales o heridas. Los virus ingresan mayoritariamente por
heridas realizadas por sus vectores. También algunos érganos especiales de
las plantas como nectarios, anteras, estigma pueden ser lugar de ingreso de
hongos o bacterias.

Las medidas de control preventivas se aplican antes de la ocurrencia de la
infeccion. Luego que esta ocurrio las posibilidades de manejar la enfermedad
se reducen. La aplicacion de medidas curativas implica que estas tengan la
capacidad de eliminar al patégeno dentro de la planta sin afectar a ésta.

El proceso de desarrollo de la enfermedad prosigue con la colonizacién de
los tejidos del vegetal. La colonizacion puede darse intercelularmente o
intracelularmente. Con posterioridad a la infeccion sobreviene el periodo de
incubacion hasta la aparicion de los sintomas de la enfermedad.

Sobre los sintomas es comun observar la presencia de signos del patégeno.
Generalmente los patégenos producen sus propagulos exteriormente de for-
ma de facilitar su desprendimiento, liberacion y diseminacion. En otros casos
se producen estructuras de resistencia para poder sobrevivir hasta la tempo-
rada siguiente. Es comun observar sobre los sintomas, estructuras
reproductivas (esporas de hongos, exudados bacterianos).

1.3 .- La enfermedad en el cultivo

Cuando nos referimos al control de enfermedades de plantas no estamos
pensando un una unica planta sino en un cultivo (numerosas plantas). En los
cultivos se enfrentan poblaciones de plantas a poblaciones de patégenos. La
evolucion de las enfermedades en los cultivos es objeto de estudio de una
rama de la fitopatologia denominada epidemiologia.

El conocimiento de algunas caracteristicas epidemioldgicas de la enferme-
dad es clave al momento de definir estrategias de control.

Para controlar el desarrollo de una epidemia es posible actuar sobre diferen-
tes parametros epidemiolégicos como el indculo inicial (X)), la tasa de desa-
rrollo de la enfermedad (r) o el tiempo (t). Sin embargo la eficiencia en el
control que puede lograrse actuando sobre estos diferentes parametros va-
ria segun las caracteristicas epidemiolégicas de cada enfermedad.

En las enfermedades monociclicas ocurre un Unico ciclo de infeccion por
temporada, la planta enferma no es capaz de contagiar a otras dentro de la
misma temporada y se limitara a producir indculo para atacar nuevas plantas
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sanas en el préximo ciclo. En este tipo de epidemias, la cantidad de enferme-
dad en el cultivo esta directamente relacionada a la cantidad de inéculo pri-
mario proveniente de la temporada anterior, no existiendo, o siendo irrele-
vante, el contagio entre plantas

enfermas. Por esta razon si t0-  cantidad de
mamos una medida de control Enfermedad . _._ . _._ o e
qgue baje a la mitad la cantidad %o R
de indéculo primario obtendremos s
una reduccion también de un M T T
50% en el numero de plantas en- )
fermas. Asi es, que para contro- Xol2 o
lar el desarrollo de enfermedades t(dias)
I'T:IOI’]OCIClIC&S, reSUIt_an muy _eﬂ- Grafico 1. La cantidad de plantas enfermas por una
cientes aquellas medidas tendien- enfermedad monociclica esta en directa relacién con el
tes a disminuir el indculo inicial indeulo inicial Las graficas muestran el efecto de una

s ' medida de control que reduce a la mitad el inéculo inicial
(Graﬁco 1 ) (X,). Como resultado la cantidad de enfermedad sera

reducida también a la mitad (gréfico azul).

Por otro lado, en las enfermeda-

des que producen epidemias denominadas policiclicas, cada planta enferma
es capaz de contagiar a otras durante el ciclo del cultivo produciéndose un
avance exponencial de la enfermedad. En este tipo de epidemias, las medi-
das que apuntan a reducir el indculo inicial suelen ser inefectivas. Esto es
debido, a que una baja proporcion de enfermedad en los inicios del cultivo
puede, por contagio entre plantas, alcanzar niveles muy altos o totales de
destruccién del cultivo.

Para el control de epidemias del tipo policiclicas, resultan mas efectivas aque-
llas medidas de control tendientes a disminuir la tasa de desarrollo de la
enfermedad. (Grafico 2)

Cantidad de Cantidad de
Enfermedad Enfermedad r
(Ln x/1-x) A . (Ln x/1-x) A *
y
t (dias) t (dias)

Grafico 2. Una transformacion logaritmica de la grafica de desarrollo de una enfermedad policiclica nos permite
visualizar comparativamente el efecto de reducir el indculo inicial (X)) o la tasa de desarrollo (r) en una enferme-
dad policiclica. La grafica muestra que la reduccion a la mitad de! inoculo inicial solamente provoca un minimo
retraso en el desarrollo de la enfermedad, mientras que reducir en la misma proporcién [a tasa de desarrollo
logra un efecto superior.
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Es posible visualizar esto al graficar la cantidad de enfermedad en funcion
del tiempo.

A modo de ejemplo, la aplicacién de esporas de Athelia bombacina, un
antagonista que compite con Venturia inaequalis en las hojas caidas en el
suelo es una medida que apunta a disminuir el inéculo inicial de la enferme-
dad. La sarna del manzano ocasionada por V. inequalis es una enfermedad
policiclica y por lo tanto esta estrategia no sera apropiada, a menos que se
logre una efectividad tan alta que permita bajar el inéculo inicial a valores
casi despreciables.

Un segundo ejemplo es la aplicacién de un formulado a base a Trichoderma
spp. al suelo con el fin de destruir los esclerotos de Sclerotium rolfsii agente
causal de la podredumbre blanca de hortalizas. Esta medida también apunta
a disminuir el inéculo inicial. En este caso como estamos frente a una enfer-
medad tipicamente monociclica, la reduccién del nimero de esclerocios via-
bles redundara en una reduccién proporcional de la enfermedad en esa
temporada, por lo que sera una medida potencialmente efectiva.

Como tercer ejemplo citaremos la aplicacion en bafos de poscosecha de un
formulado bioldgico en base a levaduras que colonizan las heridas de la
manzana compitiendo por espacio y nutrientes con cepas patdégenas de
Penicillium. Este ejemplo muestra un caso de aplicacién de una medida de
control efectiva, basada en el conocimiento de las caracteristicas del ciclo de
la enfermedad: se trata de un patdgeno que necesita de heridas para pene-
trar al huésped y que necesita alimentarse de nutrientes presentes en esas
heridas para poder producir la infeccidn. Se utilizan levaduras que colonizan
las heridas con mayor habilidad que el patégeno y que ademas le consumen
los nutrientes evitando asi que se produzca la infeccion. Si lo analizamos
desde el punto de vista de las caracteristicas epidemioldgicas de la enferme-
dad veremos que también constituye una estrategia apropiada ya que el moho
azul ocasionado por Penicillium spp. produce una epidemia del tipo policiclica
y esta medida apunta a reducir la tasa de infeccidn.

Con estos ejemplos se pretende demostrar la importancia de conocer el ciclo y
las caracteristicas epidemiolégicas de ia enfermedad, para poder disefiar estra-
tegias de uso de medidas de control bioldgico. Al momento de poner en practica
una medida de control se debe analizar que posibilidades de éxito tiene esa
medida en base al conocimiento profundo del patosistema. Lamentablemente
existen carencias importantes en el conocimiento de los patosistemas lo que
dificulta el desarrollo e implementacién de medidas de CB. En la mayoria de los
€asos es hecesario generar estos conocimientos estudiando el patosistema como
primera etapa en el desarrolio de métodos de Control Bioldgico.
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1.4. El control bioldgico y los sistemas de Manejo Integrado de
enfermedades de plantas

De acuerdo a la evolucion que ha tenido el control de las enfermedades de
plantas hoy dia es necesario que las medidas o técnicas de control sean utili-
zadas en forma coordinada formando parte de sistemas de Manejo Integrado.

El Manejo Integrado (M) implica una concepcion filoséfica diferente de la
proteccion vegetal. Concepcion que parte de la base de que las poblaciones
de patogenos, insectos plaga o malas hierbas no son “enemigas a destruir”
sino que se trata de “componentes del agro-ecosistema” y por tanto la pro-
duccion debe convivir con ellas. Esta concepcidn también incorpora la nece-
sidad de proteger al ambiente y a los recursos naturales, considerando a su
vez, el contexto socioecondmico en que se desarrolla la produccién. Final-
mente en los Ultimos afios se explicita, como objetivo del MI, la necesidad de
reducir el uso de pesticidas como forma de minimizar sus efectos secunda-
rios negativos sobre el ambiente y la salud humana (Mondino, 2004).

Se representa el Manejo Integrado de las enfermedades de plantas como
una piramide conformada por capas o estratos en los que se ubican los dife-
rentes tipos de control a aplicar. En la base de esa piramide se ubican medi-
das de manejo comprendidas dentro de las llamadas practicas culturales,
luego se integran métodos fisicos 0 mecanicos, posteriormente se coloca un
nuevo estrato o capa en el que se ubica al Control Biologico de las enferme-
dades de tal forma que el control quimico queda reducido a la minima expre-
sion confinado al pequefo vértice superior (figura 15 )

Control quimico tradicional (fungicidas, antibidticos)

Control quimico racional (aceites, bicarbonatos, Inductores de resistencia,
quitosano, extractos de plantas)

Control biolégico (aplicacion de antagonistas, plaguicidas bioldgicos)

Control fisico (solarizacién, poda de eliminacion de fuentes de indculo)

Control cultural, genético (Eleccion de variedades resistentes
rotaciones de cultivo, eleccion del suelo)

Figura 15. Representacion grafica de la construccion de Sistemas de Manejo Integrado de enfermedades de plantas.
La Base del sistema se construye en base a la implementacion de medidas preventivas, métodos culturales, uso de
resistencia genética ymétodos fisicos de control. Si se quiere reducir el uso del control quimico a la minima expresion
es imprescindible integrar métodos de control biolégico. Finaimente dentro del control quimico es posible priorizar el
uso de biopesticidas de origen natural como los aceites, quitosano, carbonatos, vinagres, entre otros.
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CAPITULO 2

Control Biolégico.

Pedro Mondino
2.1.- Introduccioén.

En la naturaleza las plantas viven en permanente interaccion con poblaciones
de microorganismos. Estos microorganismos (m.o.) (hongos filamentosos, le-
vaduras y bacterias) viven en la cercania de las plantas y en contacto con
ellas, sobre la superficie de las hojas, flores y frutos (microflora filosférica),
alrededor de las raices (microflora rizosférica), sobre las semillas (microflora
espermoférica) o incluso en el interior de la planta (microorganismos enddéfitos).
A modo de ejemplo, se citan poblaciones del orden de 4,5x10°® microorganismos
en un gramo de suelo rizosférico y de 1x10% microorganismos en el agua de
lavado de una manzana y 10® a 107 células viviendo epifiticamente por gramo
de hoja (Lindow y Brandl, 2003).

A pesar de que las condiciones ambientales que se dan sobre las plantas no
parecen a priori favorables para el desarrollo de m.o. (se producen grandes
oscilaciones de temperatura, vientos, exposicion a la luz ultravioleta disponi-
bilidad de agua limitada e intermitente) su presencia es una constante sobre
la superficie vegetal. Esto se explica porque el origen y desarrollo evolutivo
de las plantas superiores ha ocurrido en un medio ambiente que estuvo siem-
pre colonizado por m.o., de donde ha resultado una coevolucion de un am-
plio rango de asociaciones planta-microrganismo.

Los nutrientes para el crecimiento de los m.o. sobre las superficies vegetales
son generados de manera habitual dentro de la plantay en forma de exudados
difunden o son excretados a la superficie. Estos exudados contienen una
gran variedad de materiales organicos que incluyen azucares simples,
aminodacidos, acidos organicos, vitaminas y hormonas de crecimiento de la
planta, que pueden ser empleados mas o menos eficientemente como
sustratos por los distintos micoorganismos.

Las poblaciones de m.o. interactian entre siy con la planta. Estas interacciones
pueden ser beneficiosas para la planta, neutras o perjudiciales. Como es sabi-
do, los patogenos interactuan negativamente con la planta produciendo enfer-
medad. Por el contrario, otros microorganismos interactdan en forma positiva.

Algunos ejemplos de acciones benéficas para la planta son: la solubilizacion
de nutrientes, la fijacion de nitrégeno, la produccion de sustancias promotoras
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del crecimiento vegetal y la induccién de resistencia frente a fitopatégenos.
Indirectamente, las plantas también se ven favorecidas cuando estos
microorganismos establecen relaciones de antagonismo con los patégenos.

Solamente una minima proporcién de los microorganismos que pueden to-
mar contacto con las plantas resulta ser patdgena. En la naturaleza lo normal
es que las plantas estén sanas y esto es debido a una estabilidad natural
existente entre los seres vivos dada por la presencia de mecanismos de
autorregulacion. A esta autorregulacion de las poblaciones de seres vivos se
la denomina Control Biolégico.

2.2- Biocontrol en la naturaleza.

En la naturaleza existe una interacciéon continua entre los potenciales
patégenos y sus antagonistas de forma tal que estos ultimos contribuyen a
que no haya enfermedad en la mayoria de los casos; es decir, existe un
Control Biolégico (CB) que funciona naturalmente.

Evidencias del control natural de
patégenos de plantas se pueden ob-
servar con facilidad (Mondino,
2003b). Por ejemplo, si sobre el final
del verano recorremos cultivos de
cucurbitaceas es comun observar que
las colonias de Oidios (hongo
patdgenos ectopa-rasitos) que nor-
malmente se presentan de color blan-

co estan recubiertas de color gris (fi-

Figura 1. Coloniae Oidioobre Hojas d zapallito de : guras 1 y 2) Ese otro ‘hongo ngS que
tronco. crece sobre las colonias de Oidio es

Ampelomyces quisqualis, un hongo
micoparasito que crece alimen-
tandose de los oidios. Existen, en
otros paises, varias formulaciones
comerciales registradas para el
biocontrol de oidios en base a este
hongo antagonista (figura 3).

Es comuin encontrarse con esclerotos
de Sclerotinia sclerotiorum causante
de la podredumbre blanda de las hor-

Figura 2. Colonias de Oidio naturalmente colonizadas
por Ampelomices quisquialis
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talizas naturalmente colonizados por cepas Trichoderma spp. También es po-
sible utilizar a los propios esclerotos del patégeno como cebo para capturar
antagonistas que viven naturalmente
en el suelo y que son capaces de des-
truir los esclerotos (Silveira et al., 2002;
Silveira et al., 2001) (figuras 4 y 5).

e B v gy 7 STATOADNY OF FRACROAL
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Un ejemplo comunmente citado en la
bibliografia es la existencia de suelos
supresivos, en los que, coincidiendo
la presencia de in6culo del patdégeno,
huésped sensible y ambiente favora-
ble, determinada enfermedad no se

Figura 3. Producto comercial en base a A. quisquialis.

desarrolla. Esos suelos denominados
supresivos del desarrollo de la enfer-
medad pierden esa caracteristica
cuando son esterilizados, lo que indi-
ca la existencia de un factor biético res-
ponsable de la supresividad. En esos
suelos es comun encontrar cepas de
Trichoderma spp., Pseudomonas spp.

Figura 4. Esclerotos de Sclerotinia sclerotiorum
colonizados por cepas de Trichoderma spp del suelo.

entre otras especies de micro-organis-
mos antagonistas (Martinez et al.,
2002; Kloepper et al., 1980).

2.3 Las practicas agricolas y el
biocontrol.

Desde hace un tiempo a esta parte
comenzé a tomarse conciencia de
que la agricultura afecta el equilibrio
existente en la naturaleza. De los va-
rios desequilibros causados por la
agricultura, el desequilibrio micro-
biano habia pasado por mucho tiem-

Figura 5. Captura de antagonistas descomponedores e 3
de esclerotos utilizando esclerotos de S. Sclerotiorum po desapercibido (Slg ler Yy Turco,

como cebo. Los esclerotos son colocados dentro de 2002)
mallas y enterrados en el suelo. .
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Chalutz y Wilson (1990) observaron que las frutas citricas que habian sido
bafiadas o lavadas en la entrada a la planta de empaque sufrian mayor pro-
porcién de podredumbres. Estos investigadores pudieron comprobar como,
al sembrar el agua de lavado de la fruta, crecian solamente bacterias y leva-
duras epifiticas. Sin embargo cuando se hicieron diluciones de esa misma
agua de lavado y se sembraban en medio de cultivo comenzaron a crecer
colonias de los principales hongos patégenos.

Asi es que estos investigadores iniciaron un proceso de busqueda y selec-
ciéon de cepas antagonicas de los patégenos comunes de poscosecha de
citrus llegando a desarrollar productos comerciales en base a cepas de leva-
duras y bacterias epifiticas (Droby et al., 1999; Droby et al., 1998; Janisiewicz
y Jeffers, 1997)

Recientes trabajos realizados en Brasil demostraron que las poblaciones
endofiticas de levaduras y hongos filamentosos en frutos de manzana eran
diferentes segun se tratase de manzanas provenientes de produccion con-
vencional, integrada u organica (Camatti et al., 2005; Camatti et al., 2001).
Hasta el momento no se habia reparado en los desequilibrios a escala
microbiana que se producen como consecuencia de las practicas agricolas
ni en como éstos pueden estar favoreciendo el desarrollo de las enfermeda-
des de las plantas.

Conociendo las interacciones existentes entre los microorganismos y de és-
tos con las plantas es posible idear maneras de manipular esas interacciones
de forma de frenar o controlar el desarrollo de las enfermedades. Manejando
la microflora existente en contacto con las plantas es posible controlar a los
patégenos de plantas (Janisiewicz y Marchi, 1992; Kerry, 2000). Es posible
sacar ventaja de las interacciones benéficas para la planta favoreciendo su
crecimiento y resistencia a patdégenos. También es posible utilizar las
interacciones antagoénicas de forma de eliminar a los patégenos o impedir
que estos puedan atacar a la planta y desarrollar la enfermedad. A esto se le
ha denominado Control biolégico.

Seleccionando microorganismos por su habilidad para antagonizar o contro-
lar a los patogenos de plantas se ha logrado obtener cepas eficientes con las
gue se ha logrado desarrollar formulados comerciales. Existen formulados
comerciales cuyo ingrediente activo son hongos, levaduras o bacterias. Es-
tos productos son definidos como biopesticidas o funguicidas biologicos. Una
lista de los biopesticidas registrados en los EEUU puede consultarse en el
sitio Web de la U.S. Environmental Protection Agency (EPA) en la direccion:
http://www.epa.gov/pesticides/biopesticides/product_lists/index.htm.
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2.4.- Definiciones.

Se define control biolégico como la reduccién de la densidad de in6culo o
de las actividades productoras de enfermedad de un patégeno o parasito, en
su estado activo o durmiente, mediante uno o mas organismos, lograda de
manera natural o a través de la manipulacion del ambiente, del hospedador o
del antagonista o por la introduccién masiva de uno o mas antagonistas”
(Baker y Cook, 1974)

Por su parte la Academia Nacional de Ciencia de Estados Unidos, en 1987
define al control biolégico como la utilizacién de microorganismos naturales
o modificados, genes o productos génicos, para reducir los efectos de orga-
nismos indeseables, favoreciendo a los organismos utiles para el hombre
(NAS 1987).

Esta definicion de CB instaura la polémica al incluir a los microorganismos
genéticamente modificados como parte integrante del CB y ha recibido fuer-
tes cuestionamientos (Garcia et al., 1988).

Mas recientemente, Wilson y Wisniewski (1994), se refieren al CB como toda
forma de control que no involucre el uso de plaguicidas de sintesis quimica.
Luego explicitan que existen 3 métodos para llevario a cabo: Uso de
microorganismos antagonistas; uso de sustancias naturales (por ejemplo:
extractos de plantas) o modificacién de la resistencia del huésped.

Se trata de una definicién sumamente amplia que excluye solamente al uso
de plaguicidas de sintesis quimica. Todo otro método de control, incluso el
manejo mediante la resistencia genética (uso de variedades resistentes a los
patégenos) es considerado CB.

A los efectos de esta publicacion utilizaremos una definicidn restringida se-
gun la cual el Control Bioldgico es la introduccion artificial de organismos
antagonistas (agentes de control bioldgico) en el patosistema, para controlar
el patégeno y favorecer a la planta, reduciendo el indculo del patégeno y/o la
intensidad de los sintomas posteriores a la infeccién.

Hablaremos de Control Bioclogico en referencia a la utilizacion de
microorganismos beneficiosos para reducir los efectos indeseables de los
patégenos sobre las plantas. Estos microorganismos benéficos existen natu-
ralmente y pueden ser seleccionados y reaplicados en concentraciones ma-
yores y en momentos oportunos para que ejerzan su accion antagonica. Tam-
bién pueden ser potenciadas las poblaciones naturales de microorganismos
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benéficos mediante un apropiado manejo de los cultivos. Por ejemplo: me-
diante la incorporacion de compost a los suelos estamos incrementando la
cantidad y biodiversidad microbiana y de ese modo dificultando el desarrollo
de los patégenos. Por ultimo, existe la posibilidad de explotar la variacion
genética natural de las plantas seleccionando aquellos fenotipos que favore-
cen poblaciones epifiticas de microorganismos benéficos (Dunn et al., 2003;
Simon et al., 2001; Smith et al., 1999, Jaques et al., 1995).
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CAPITULO 3

Antagonistas microbianos como agentes de biocontrol

Silvana Vero'

3.1.- Introduccion.

En general cuando hablamos de Control Bioldégico hacemos referencia a la
utilizacion de microorganismos beneficiosos con el fin de reducir los efectos
indeseables de los patdgenos de plantas. Estos microorganismos benéficos
existen naturalmente, ocupando diferentes nichos.

Para que ocurra una enfermedad un patogeno debe competir con otros
microorganismos para asegurarse un sitio adecuado en la planta suscepti-
ble. Un buen antagonista deberia ser capaz de impedir que el patdgeno colo-
nizara ese lugar y comenzara la infeccién o en ultima instancia, deberia po-
der destruir al patégeno en el sitio de infeccion impidiendo que la enferme-
dad se desarrollara. Esto se puede lograr mediante varios mecanismos entre
los que se encuentran la competencia con el patogeno, por nutrientes o es-
pacio en el sitio de infeccion, la inhibicion o destruccion del patégeno por
produccion de sustancias tdxicas en el sitio de accion, o la induccion de res-
puestas de resistencia en la planta.

Existen varias formas de lograr un control biolégico efectivo. En algunas cir-
cunstancias, el control bioldégico ocurre naturalmente, sin intervencién huma-
na. En otros casos, el hombre debe influir en mayor o menor grado, introdu-
ciendo cambios en el patosistema, de forma de poder lograrlo. Esta interven-
cién puede implicar el uso de practicas culturales tales como la rotacién de
cultivos, la solarizacion, o el ajuste de las condiciones de almacenamiento en
poscosecha, de modo de favorecer a los antagonistas naturales y desfavore-
cer al patégeno en el sitio de accion. O puede tratarse de una intervencion
mas dréastica, consistente en realizar aplicaciones masivas de
microorganismos antagonistas previamente seleccionados. En esos casos,
se busca que estos antagonistas, no sean microorganismos foraneos, sino
que formen parte de la microflora normalmente presente en esos lugares. Es
por elio que se prefiere utilizar como controladores biolégicos, cepas nativas
qgue hayan sido aisladas de sitios semejantes al de aplicacion. Esto asegura

' Catedra de Microbiologia, Departamento de Biociencias.
Facultad de Quimica. UdelaR.
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una rapida adaptacién al lugar donde se espera que ocurra el biocontrol.
Esta ultima es una practica muy utilizada y para la cual se han desarrollado
las formulaciones comerciales de biocontrol.

3.1.1- Biocontrol natural

Los llamados suelos supresivos, son ejemplos de control biolégico natural.
Dichos suelos se caracterizan por una baja incidencia de una determinada
enfermedad, adn cuando estén presentas cepas virulentas del patégeno y
plantas susceptibles a esa enfermedad. Por ejemplo Nishiyama y colabora-
dores (1999), encontraron y caracterizaron suelos supresivos que impedian
el desarrollo de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum
en tomate. También se encontraron suelos supresivos que impedian el desa-
rrollo de Gaeumannomyces graminis var. tritici. en trigo o de la podredumbre
de raiz en manzano causada por Rhizoctonia solani (Mazzola, 1999).

Tanto factores biéticos como abidticos influyen en la capacidad supresiva de
los suelos. Sin embargo, Weller y colaboradores (2002) afirman que en mu-
chos casos la capacidad de supresion es trasmisible de un suelo a otro,
confirmando la teoria de que los microorganismos antagonistas son la razon
fundamental de la capacidad supresiva. Por ejemplo, se ha demostrado el
importante rol de cepas de Pseudomonas fluorescentes y Fusarium spp. no
patégenos en la supresion de las enfermedades vasculares causadas por
cepas patogenas de Fusarium (Mazzola, 2002). Irikiin y colaboradores (2006)
afirman que es necesario estudiar como un todo, la comunidad microbiana
de los suelos supresivos para entender su funcionamiento y poder de esa
forma influir en ella. En ese sentido trabajos como el de Toyota y colaborado-
res (2000) estudian la relacion entre las caracteristicas fisioldgicas de la co-
munidad y la capacidad supresiva de un suelo. A su vez, Mazzola y colabora-
dores (2004) demostraron la posibilidad de incidir en la apariciéon de suelos
supresivos mediante practicas culturales. En su trabajo demostraron que
suelos en los cuales se habia plantado trigo durante varios afios, resultaban
supresivos para el desarrolio de la podredumbre de raiz causada por
Rhizoctonia solani en manzano cuando se sustituia el trigo por manzanos.

Otro ejemplo de control bioldgico que ocurre naturalmente es el control del
cancro del castafio causado por el hongo Cryphonectria parasitica. En el afio
1951, mientras que la enfermedad se extendia por Europa y EEUU, los casta-
fios del norte de Italia parecian recuperarse. Los aislamientos de Cryphonectria
obtenidos de estos arboles, presentaban una morfologia anormal en cultivoy a
la vez eran hipovirulentos, es decir los sintomas desarrollados en arboles in-
fectados artificialmente, eran de baja severidad. Desde entonces, se han en-
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contrado cepas hipovirulentas en otras localidades de Europa y en areas don-
de se introdujeron cepas hipovirulentas se lograron recuperar plantaciones de
castario afectadas (Escoda, 2000). Se demostré luego, que estas cepas, po-
seian micovirus en forma de ARN de doble cadena, los cuales eran los cau-
santes de la disminucion de virulencia y que los mismos podian ser transmiti-
dos a cepas virulentas por anastomosis de las hifas de ambas cepas.

3.1.2.- Biocontrol mediado por el hombre

Los casos comentados anteriormente muestran ejemplos en los que el con-
trol bioldgico se ha dado naturalmente o en los cuales se han introducido
cambios en el ecosistema (mediante practicas culturales, por ejemplo) para
promover el desarrollo de los agentes naturales de biocontrol. Sin embargo,
en otros casos, es necesario aplicar en forma masiva, los microorganismos
biocontroladores al ecosistema. De esta forma se introduce un cambio en la
comunidad presente que busca impedir o minimizar el desarrollo de un agen-
te patdgeno. Basado en esta estrategia se han desarroliado formulaciones
comerciales, utilizando microorganismos biocontroladores como principio
activo. En la actualidad se estan desarrollando formulaciones utilizando
potenciadores de los agentes microbianos de biocontrol, tales como enzimas
o sustancias naturales categorizadas como biopesticidas.

3.2.- Antagonistas microbianos como agentes de biocontrol

Varios tipos de microorganismos se han estudiado y caracterizado como agen-
tes de biocontrol de patdgenos de plantas.

Tanto bacterias, como hongos filamentosos, levaduras y virus han demostra-
do ser efectivos biocontroladores de ciertas enfermedades en determinados
patosistemas.

En general, la interaccién entre el antagonista, el patégeno y la planta hospe-
dera es muy especifica. Esto implica una ventaja del control biolégico frente
a otros métodos de control, ya que cuanto mas especifica sea esta relacion,
menor probabilidad habra de que el antagonista actue en forma inhibitoria
sobre organismos diferentes al organismo blanco (patégeno). Sin embargo,
esta caracteristica también puede ser considerada como una desventaja a la
hora de desarroliar un producto comercial, ya que habra que disefiar un pro-
ducto para cada patosistema.

A continuacion se presentaran ejemplos de diferentes microorganismos utili-
zados como controladores biolégicos de patégenos de plantas, y se mencio-
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naran los casos en los que se han desarrollado formulaciones comerciales
que utilicen dichos microorganismos como principio activo.

3.2.1.- Bacterias como controladores biolégicos

Las bacterias han sido utilizadas como agentes de control biolégico de enfer-
medades fungicas y bacterianas, tanto en partes aéreas, como en la raiz de
las plantas hospederas. Incluso se han utilizado para el control biologico de
enfermedades que aparecen en la etapa de almacenamiento poscosecha.

A continuacion, se resumiran algunos ejemplos del uso de bacterias en es-
trategias de control biolégico. Por ser uno de los primeros casos estudiados
y de las primeras formulaciones comerciales desarrolladas, por los proble-
mas surgidos luego de su uso y los estudios que llevaron a alcanzar las
soluciones, estudiaremos en primer lugar y con algo de detenimiento el caso
de bacterias biocontroladoras de agalla de corona. Se comentaran, luego,
ejemplos de control biolégico que involucren bacterias promotoras del creci-
miento vegetal y por Gltimo se discutiran ejemplos de bacterias bicontroladoras
de patdgenos poscosecha.

3.2.1.1 Bacterias controladoras de la agalla de corona

Uno de los primeros casos estudiados, de bacterias antagonistas de
fitopatogenos, fue el implicado en el biocontrol de la agalla de corona produ-
cida por Agrobacterium tumefaciens. Esta bacteria patogena produce tumo-
res en el tallo al nivel del suelo (Deacon, 2002) en un amplio rango de dicoti-
ledoneas tales como manzana, pera, durazno, almendras, rosas. La bacteria
actua transfiriendo a la planta la informacién genética necesaria para produ-
cir citoquininas y 4cido indol acético (hormonas vegetales), que inducen un
crecimiento celular excesivo el cual lleva a la formacion de los tumores en la
planta. Esa informacion esta codificada en el ADN contenido en un plasmido
(lamado plasmido Ti) que lleva la bacteria patégena. Cuando entran en con-
tacto la bacteria y la planta se transfiere solamente una parte del ADN que
lleva el plasmido bacteriano. A este ADN se le llama T-DNA por ser el ADN de
transferencia. El T-DNA lleva ademas la informacion necesaria para que las
células vegetales afectadas sean capaces de producir y liberar al medio,
metabolitos antes no producidos por la planta. Estos metabolitos son
agrocinopinas y opinas que pueden ser utilizados por la bacteria patégena
como unica fuente de carbono y energia. Es decir, la bacteria transfiere a la
planta la informacién necesaria para que la misma produzca los nutrientes
necesarios para su multiplicacion. Como la utilizacion de estos metabolitos
no es una caracteristica comun para otras rizobacterias, la liberacion de los
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mismos, en las inmediaciones de la planta, hace que se produzca en esa
zona, un enriquecimiento selectivo de los patdgenos.

Diferentes cepas de Agrobacterium tumefaciens contienen diferentes tipos de
plamidos Ti, los cuales codifican para la produccion de diferentes tipos de opinas
y agrocinopinas. Uno de los tipos mas comunes codifica para la produccion de
nopalina y agrocinopina A. Otro tipo de plasmido aislado, codifica para la sintesis
de octopina y agropina. La parte del plasmido que permanece en la célula
bacteriana codifica a su vez para la produccion de las permeasas y las enzimas
necesarias para el uso de estas sustancias como nutrientes bacterianos.

En 1970, Allan Kerr, en Australia, descubridé una forma de controlar
biolégicamente esta enfermedad. De raices de plantas sanas, aisl6 cepas de
otra especie bacteriana muy relacionada a la bacteria patdégena. Estas cepas
identificadas como de la especie Agrobacterium radiobacter eran capaces
de disminuir los sintomas de la enfermedad cuando se coinoculaban con
bacterias patégenas. Una cepa en especial, denominada Agrobacterium
radiobacter K84 inhibia totalmete la enfermedad cuando se inoculaba en pro-
porciones iguales con bacterias patdgenas en heridas de raiz. Se comprobo
mas adelante, que esta cepa llevaba un plasmido denominado pAgK84, que
codificaba para la produccién de un antibiético al cual se llamoé Agrocin 84.
Sin embargo, este antibidtico no era capaz de inhibir cualquier cepa de
Agrobacterium tumefaciens, sino solamente aquellas capaces de utilizar la
nopalina y las agrocinopinas Ay B como fuente de carbono y energia. Dichas
cepas patégenas presentan en sus plasmidos Ti la informacién necesaria
para la produccién de la permeasa que permite la entrada de la agrocinopina
Ay B. Se determind que a través de dicha permeasa, también entraba a la
célula bacteriana, el Agrocin 84 (Kim y Farrand, 1997). De esta forma, el
antibiético no era efectivo en bacterias que no tuvieran esa permeasa.

A su vez, la cepa biocontroladora contenia otro plamido (plasmido NOC) con la
informacion necesaria para permitir la entrada y la utilizacién de la nopalina, produ-
cida por las células de las plantas afectadas por el patdgeno. Esta propiedad permitia
que las bacterias antagonistas crecieran selectivamente junto a las patdogenas en
la superficie de las raices afectadas. Por ello se postuld, que ademas del efecto
toxico causado por el Agrocin 84 a la cepa patdgena, la competencia por nopalina,
podria ser otro mecanismo implicado en el biocontrol (Lopez et al., 1989).

Mas adelante se descubrié también que la cepa Agrobacterium radiobacter
K84 producia ademas otro antibiotico denominado Agrocin 434 codificado en
otro plasmido y ademas un siderdforo del tipo hidroxamato denominado ALS84
codificado en el ADN cromosomal, producido solamente en baja concentra-
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cion de hierro (Penyalver y Lopez, 1999). Estos metabolitos eran también
capaces de inhibir ciertas cepas patogenas de Agrobacterium tumefaciens'y
podrian contribuir también a los mecanismos de biocontrol en la planta (Mc
Clure et al., 1998; Pefalver et al., 1994).

El descubrimiento de Kerr, dio lugar a la preparacion de formulaciones co-
merciales cuyo ingrediente activo era fa bacteria Agrobacterium radiobacter
K84 (Agrogall-30, Galltroll, Norbac). Sin embargo con el tiempo de uso co-
menzaron a aparecer cepas de Agrobacterium tumefaciens que a pesar de
presentar la permeasa para el Agrocin 84 resultaban resistentes al antibioti-
co. Esto se debia a que el plasmido pAgK84 que codifica para la produccion
de Agrocin 84, y que ademas es el responsable de la inmunidad al antibiotico
de las cepas que lo contienen, habia sido transferido de las cepas
biocontroladoras a las cepas patégenas por conjugacion. El plasmido pAgK84
no es un plasmido conjugativo, pero si lo es el plasmido NOC, que también
esta presente en las cepas biocontroladoras productoras de Agrocin 84. Al
movilizar el plasmido NOC, también se moviliza el plasmido pAgK84, que
lleva la informacién para la inmunidad (Penyalver et al., 2000). Se pens6 en
un primer momento que el Agrocin 84 actuaba sobre la sintesis de ADN pero
luego se demostrd que su verdadera accion era la inhibicién de la leucil-
tRNA sintetasa, enzima vital, en el patégeno (Kim et al., 2006). La inmunidad
conferida por el plasmido pAgK84 se debe a que dicho plasmido codifica
para la sintesis de ofra sintetasa inmune al antibiético (Reader et al., 2005).

Para evitar la transferencia del plasmido y concomitantemente de la inmuni-
dad a cepas patdgenas, se construyd por ingenieria genética una nueva cepa
denominada Agrobacterium radiobacter K1026 incapaz de realizar la trans-
ferencia (Ryder y Jones, 1991). Utilizando dicha cepa como ingrediente acti-
vo, se formuld un nuevo producto comercial denominado No Gall. La cepa
K1026 se convirtié asi en el primer microorganismo geneticamente modifi-
cado liberado para su uso en el medioambiente.

Este caso ha sido el primer ejemplo de un patdgeno capaz de adquirir resis-
tencia a un agente de biocontrol.

3.2.1.2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Se denomina como PGPB (plant growth promoting bacteria) a aquellas
bacterias asociadas a las plantas que promueven el crecimiento de las mis-
mas. Dentro de estas bacterias las mas estudiadas son la denominadas PGPR
0 sea rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Kloepper et al., 1991).
Pueden actuar como biofertilizantes favoreciendo la adquisicion de nutrientes
por parte del vegetal (por ej., bacterias fijjadoras de nitrégeno, bacterias
solubilizadoras de fosfato), como fitoestimuladores, produciendo hormonas
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vegetales, o como controladores biologicos impidiendo el desarrollo de en-
fermedades causadas por fitopatégenos (Bloemberg y Lugtenberg, 2001).

De acuerdo a la teoria de la trofobiosis, siempre que una planta se encuentre
en equilibrio nutricional, es decir siempre que no tenga ni exceso ni defecto
de nutrientes, la misma dispondra de excelentes herramientas para defen-
derse del ataque de plagas y enfermedades. Segun esta teoria, cualquiera
sea el modo de accion de las PGPR, se podria afirmar que las mismas con-
tribuyen a que no haya enfermedad.

En general el modo de accién de las PGPR involucra mas de uno de los
metodos mencionados. Por ejemplo en el trabajo de Garat y colaboradores
(2000) se selecciond una cepa de
Pseudomonas fluorescens capaz de
promover el crecimiento de plantines
de tomate en condiciones controla-
das. La misma cepa a su vez, era
capaz de producir sustancias
antifungicas capaces de inhibir

Fusarium oxysporum y Sclerotinia
P HE i sclerotiorum. La Figura 1 muestra el
Figura 1. Ensayo de promocién de crecimiento de =, .
plantines. Cepa 1 promovio el crecimiento. Cepa 2 ensayo de promocion de crecimien-
perjudica ef crecimiento to mostrando los plantines someti-
dos a diferentes tratamientos. La figura 2 muestra el cultivo dual de la cepa
de Pseudomonas fluorescens contra Fusarium oxysporum.

A su vez Barka y colaboradores (2002), demostraron que la cepa de
Pseudomonas sp. PsJN, era capaz de promover el crecimiento de plantines
de vid y a su vez inhibia el crecimiento de Botrytis cinerea en cultivo dual y
sobre la planta. Ya que en los ensayos, la bacteria biocontroladora se aplica-
ba a la raiz y el patdgeno en forma
foliar, se propuso en el trabajo, que la
cepa de Pseudomonas sp. PsJN po-
dria ademas ser inductora de resis-
tencia en la planta hospedera (Ver Ca-
pitulo 4 Mecanismos de Accion).

Las PGPR han sido aisladas de
rizosfera, de rizoplano y también vez
se han encontrado como endofitas en
diferentes vegetales. Segun Cumbs
y colaboradores (2004), el uso de an- -
tagonistas endéfitos con habilidad in- Figura 2. Ensayo de cultivos duales de rizobacterias
trinseca para colonizar tejidos inter- aisladas de tomate contra Fusarium oxysporum
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nos de la planta, aumenta la estabilidad de los mismos a las posibles varia-
ciones ambientales y por lo tanto prolonga su utilidad como controladores
biologicos.

Existen numerosos ejemplos de rizobacterias asociadas al control biolégico
de patogenos de plantas. La proteccion lograda con las rizobacterias no se
limita al control de patégenos radiculares sino también a patégenos de las
parte aéreas, debido a mecanismos de induccion de resistencia sistémica
lograda por la presencia de determinadas rizobacterias asociadas a la raiz,
especialmente en el caso de bacterias endofitas (Benhamou y Nicole, 1999).
Algunos de los géneros bacterianos mas estudiados como PGPR y asocia-
dos al control biolégico de fitopatdgenos son Bacillus (Bai et al., 2002; Yu et
al., 2002), Pseudomonas (Siddiqui y Shaukat, 2003; Dowling y O’'Gara, 1994,
Bagnasco et al., 1998; Haas y Defago, 2005), y Streptomyces (Sabaratnam y
Trauqair, 2002; Cao et al., 2004). Algunos ejemplos de formulaciones comer-
ciales de control biolégico, cuyos principios activos son bacterias pertene-
cientes a los géneros anteriormente mencionados, son los siguientes:

¢ Actinovate, (principio activo: Streptomyces lydicus). Esta recomendado para
su uso contra patogenos de suelo;

¢ Kodiac (principio activo: Bacillus subtilis). Esta recomendado para evitar el
camping-off causado por Rhizoctonia solani entre otros.

¢ BioJect Spot-Less (principio activo: Pseudomonas aureofaciens). Esta re-
comendado para evitar mancha del délar y antracnosis en césped.

También se pueden encontrar ejemplos de bacterias biocontroladoras no
asociadas a las raices de plantas. Por ejemplo Khan et al. (2001) encontra-
ron bacterias del género Bacillus asociadas al control biolégico de Gibberella
zeae en trigo. Dichas bacterias resultaron buenas colonizadoras de las anteras
de las flores de trigo impidiendo la infeccién por parte del patégeno. De la
misma forma Zhang y colaboradores (2005) encontraron dos cepas
bacterianas identificadas como Brevibacillus brevis ZJY-1 and Bacillus subtilis
ZJY-116, capaces de controlar Gibberella zeae en espigas de cebada. Por su
parte, Anderson y colaboradores (2004), describen a la bacteria Pseudomonas
fluorescens A506 como biocontroladora del fuego bacteriano causado por
Erwinia amylovora en peras y manzanas. Se demostré que la bacteria anta-
gonista actuaba por competencia, excluyendo al patégeno de las flores, lu-
gar de entrada de la infeccion. A su vez El-Hendawy y colaboradores (2005)
encontraron que mediante aplicaciones foliares de la bacteria Rahnella
aquatilis se podian controlar los sintomas ocasionados por Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria en hojas de tomate.
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3.2.1.3. Bacterias como controladoras de enfermedades poscosecha

Diversas bacterias han sido utilizadas con éxito como controladores de en-
fermedades en poscosecha. Trabajos pioneros en el tema como los de
Gueldner y colaboradores (1988) y de Janisiewicz y Roitman (1988) demos-
traron la utilidad de la cepa Bacillus sultilis B-3 contra la podredumbre more-
na del durazno, y de la cepa Pseudomonas cepacia LT-4-12W contra el
moho azul y moho gris en manzanas y peras, respectivamente. Ambas bac-
terias controlaban la aparicion de sintomas debidos al ataque de los frutos
por los hongos patégenos mencionados, en las condiciones de almacena-
miento en poscosecha. La cepa Pseudomonas cepacia LT-4-12W también
resultd efectiva contra la podredumbre morena en duraznos tal como lo de-
muestra el trabajo de Smilanick y colaboradores (1993). Se demostré que
ambas cepas biocontroladoras producian antibidticos (iturina y pirrolnitrina,
respectivamente), por lo cual se supuso que estos antibidticos estaban impli-
cados en el biocontrol. Ademas la aplicacion de los antibidticos purificados
también controlaba el desarrollo de los patégenos. Sin embargo, la cepa
Pseudomonas cepacia LT-4-12W también tuvo la capacidad de controlar una
cepa patdégena de Penicillium italicum resistente a la pirrolnitrina (Janisiewicz
y Korsten, 2002).

Ejemplos mas recientes del uso de bacterias como controladores biolégicos
de enfermedades poscosecha se pueden encontrar en los trabajos de Vifas
y colaboradores (1998) y Nunes y colaboradores (2001), basados en los es-
tudios de la cepa Pantoea agglomerans CPA-2 como controladora bioldgica
de patégenos en poscosecha de manzana y pera respectivamente. La efec-
tividad de la cepa permitia controlar el desarrollo de Penicillium expansum
en heridas de peras inoculadas artificialmente, almacenadas 60 dias a 1°C,
en porcentajes mayores del 90%. Otra cepa de Pantoea agglomerans ha
sido utilizada con éxito en el biocontrol de Monilinia laxa y Rhizopus stolonifer
en fruta de carozo (Bonaterra ef al., 2003). Los ensayos en fruta inoculada y
almacenada a 20°C mostraron niveles de efectividad de hasta 100% en la
inhibicion de Monilinia laxa en algunas variedades de durazno.

En la actualidad existen formulaciones comerciales basadas en bacterias
biocontroladoras para su uso en tratamientos preventivos de enfermedades
poscosecha. Un ejemplo es BioSave 1000 producido por EcoScience
Corp.(USA), cuyo principio activo es la cepa Pseudomonas syringae ESC
10, cuya efectividad fue demostrada por los trabajos de Janisiewicz y Marchi
(1992) y de Janisiewicz y Jeffers (1997). La bacteria ha demostrado su efec-
tividad contra el moho azul y moho gris en manzanas y contra patégenos
poscosecha de citrus.
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Otro producto desarroltado comercialmente es el Avogreen, cuyo ingrediente
activo lo constituye una cepa de Bacillus sultilis capaz de biocontrolar
Cercospora y antracnosis en palta. El producto ha sido registrado en Sud
Africa y es de aplicacion precosecha (Janisiewicz y Korsten, 2000).

3.2.2.- Virus como controladores biolégicos

Se describira a continuacion, el uso de virus bacterianos y fungicos para el
biocontrol de bacterias y hongos fitopatdgenos.

3.2.2.1. Bacteriéfagos

Los bacteridéfagos o simplemente fagos, son virus que parasitan bacterias.
Existen distintos tipos de bacteriéfagos. Algunos de ellos penetran a la bac-
teria hospedera, manejando la maquinaria celular de forma de reproducirse
e inducir la lisis celular, con la concomitante liberacion de la progenie. Este
comportamiento se conoce como ciclo litico. Otros pueden permanecer en
un estado conocido como lisogenia, dentro de la célula bacteriana, incorpo-
rando en algunos casos su material genético al ADN celular. En presencia de
determinados estimulos se puede inducir, en estos casos, el ciclo litico que
lleva a la muerte bacteriana y a la diseminacion de numerosas particulas
virales. A su vez se han encontrado otro tipo de fagos, que se reproducen
dentro de la bacteria hospedera y son expulsados al ambiente sin ruptura de
la célula bacteriana. Un ejemplo de estos virus, es el virus filamentoso Lf que
infecta Xanthomonas campestris pv. campestris (Lin et al., 1999).

El proceso de infeccion virica comienza con el reconocimiento entre la bacte-
ria hospedera y el bacteriofago. Este reconocimiento es muy especifico, en
general a nivel de subespecie. Es asi que la capacidad de ser infectada por
determinados bacteriéfagos es una caracteristica taxonémica a nivel de
subespecie, en bacterias.

Se han encontrado bacteriéfagos capaces de infectar y provocar la lisis a
varias bacterias fitopatogenas. Por ejemplo, se detectaron virus capaces de
provocar la lisis de Xanthomonas campestris pv pruni (Randhawa y Civerolo,
1986), de Xanthomonas campestris pv pelargonii causante de |la marchitez
bacteriana del geranio (Flaherty, 2001), de Xanthomonas campestris pv
versicatoria causante de la mancha bacteriana en tomate y morrén (Flaherty,
2000) y de Erwinia amylovora causante del fuego bacteriano en manzanas y
peras (Schnabel y Jones, 2001; Gill et al., 2003).

Segun Gill y Abedon (2003) para que el uso de bacteriéfagos para el
control de fitopatégenos sea efectivo se tienen que tener en cuenta cier-
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tas variables que influyen en el proceso. Se debe considerar el nicho
que ocupan las bacterias que se busca atacar y preguntarse si el mismo
es accesible para los bacteriéfagos. A su vez, es necesario determinar
si existe un medio acuoso que facilite la difusion de los fagos para al-
canzar las bacterias blanco. Otro factor a considerar es la presencia de
biofilms bacterianos en el sitio de accién, lo cual dificultaria el acceso
del fago a la superficie de la bacteria y por lo tanto, el reconocimiento
entre fago y bacteria. Es importante también considerar la capacidad de
sobreviviencia del fago en el ambiente antes de que llegue a darse la
infeccion bacteriana.

En la actualidad, a partir de diciembre de 2005, se ha aceptado el registro en
EEUU de Agriphage, una formulacion comercial cuyo principio activo es una
mezcla de fagos activos contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y
contra Pseudomonas syringae pv. tomato, para ser utilizados en tomate y
morrén. El registro afirma que los fagos, base de la formulacion, se encuen-
tran normalmente en el agua, suelo y sobre las plantas a tratar y que su
supervivencia en el ambiente, si no encuentran una bacteria hospedera, es
de tan solo 48 horas (EPA, 2006a).

3.2.2.2. Micovirus

Los micovirus son virus que parasitan hongos. La mayoria de los micovirus
caracterizados hasta el momento, tiene un genoma de ARN de doble cade-
na, el cual puede estar encapsidado en particulas isométricas (Vilches y Cas-
tillo, 1997), o aparecer como elementos no encapsidados asociados a vesi-
culas membranosas en el citoplasma o dentro de las mitocondrias (Lakshman
et al., 1998). A su vez se han encontrado micovirus con otra morfologia tales
como los encontrados por Howitt y colaboradores (2001) en Boltrytis cinerea
con forma de bastones flexibles o rigidos.

A diferencia de ios bacterioéfagos, los micovirus no tienen etapas de vida fue-
ra del hongo parasitado y en ningun caso conocido provocan ia lisis del hon-
go parasitado. Para ser transmitidos de un hongo a otro es necesario que
haya contacto citoplasmatico entre la cepa que lo transmite y la cepa que lo
recibe. Esto implica que para que ocurra la transferencia debe haber anasto-
mosis entre las hifas de las cepas involucradas, por lo cual ambas cepas
deben pertenecer al mismo grupo de compatibilidad vegetativa.

La presencia de micovirus en los hongos puede tener efectos detectables
fenotipicamente. Sin embargo existen casos en los que no se detectan cam-
bios apreciables. En varios casos la presencia de los micovirus se ha asocia-
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do con aparicién de hipovirulencia en el hongo parasitado. El caso mas co-
nocido vincula la presencia de micovirus a la hipovirulencia del hongo
Cryphonectria parasitica que causa el cancro del castafio. En este caso la
transmision de los micovirus de cepas hipovirulentas a cepas virulentas logré
controlar naturalmente la enfermedad. También se han encontrado cepas
hipovirulentas de Botrytis cinerea (Vilches y Castillo, 1997), Sclerotinia
sclerotiorum (Xie et al., 2006) y Rhizoctonia solani (Dilip et al.,1998) debido
a la presencia de micovirus.

Segun lo comentado anteriormente, podriamos decir que a pesar de que la
hipovirulencia es provocada por la presencia de micovirus, los verdaderos
agentes de control biologico, o sea aquellos que deberian ser incorporados
en un patosistema para controlar la enfermedad, serian las cepas fungicas
hipovirulentas que llevan los mencionados virus. La anastomosis de las hifas
de esos hongos con hifas de hongos virulentos provocaria la transferencia
de los micovirus y la concomitante aparicion de hipovirulencia.

3.2.3.- Levaduras como agentes de control biolégico
3.2.3.1. Levaduras como ACB de patégenos de poscosecha

En general las levaduras han sido muy estudiadas como controladores biolo-
gicos de enfermedades desarrolladas durante el almacenamiento poscosecha
de frutas y hortalizas. Ya en 1995, la cepa Candida oleophila |1-182 fue regis-
trada como el ingrediente activo del producto Aspire por Ecogen Inc. (USA)
para el control biolégico de enfermedades poscosecha de manzana y citrus
(Droby et al., 1998; Chand- Goyal ef al., 1999). En la actualidad existe otra
formulacion comercial basada en levaduras para el control biolégico en
poscosecha desarrollada por Anchor Yeast (Sud Africa). Esta formulacién se
denomina Yield Plus y el principio activo es la levadura Crypfococcus albidus
(Bar-Shimon et al., 2004). Otras cepas pertenecientes a esta especies han
sido descritas como buenos antagonistas de patdgenos poscosecha de fru-
ta. Por ejemplo, Lima y colaboradores (1996) a su vez han desarrollado tra-
bajos utilizando otra cepa de Candida oleophila (cepa L66) junto con otra
levadura, Aureobasidium pullulans L47 para el control de Rhizopus stolonifer
y Botrytis cinerea en frutillas, logrando buenos resultados en aplicaciones
pre y poscosecha. A su vez, Fan y Tian (2001) demostraron la capacidad de
una cepa de Cryptococcus albidus de controlar el desarrollo de Botrytis cinerea
y Penicillium expansum en heridas de manzana.

Otras especies dentro de los géneros Candida y Cryptococcus también han
demostrado ser eficaces controladores de patdgenos poscosecha. Los tra-
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bajos de Vifias y colaboradores (1999) y Usall y colaboradores (2000), mues-
tran la eficiencia de una cepa de Candida sake en controlar patdgenos
poscosecha en heridas de manzanas Golden Delicious. La eficacia se daba
tanto a 20°C como a 1°C, alcanzandose vaiores de proteccion del 100%. A
su vez, se ha demostrado la eficiencia biocontroladora obtenida utilizando
cepas de Cryptococcus laurentii en
poscosecha. Son ejemplos de ello los
trabajos de proteccion de manzanas
contra P. expansum (Roberts, 1990;
Vero et al., 2002), de proteccion de
uvas contra Bolrytis cinerea (Lima et
al., 1998) y de peras contra Botrytis
cinerea (Zhang et al., 2005).

Cepas de levaduras pertenecientes al
género Metschnikowia también han
encontrado su utilidad como agentes
de control biolégico de enfermedades
poscosecha en manzanas, y uvas
(Janisiewicz et al., 2001). Cepas de
Metschnikowia pulcherrima, se han
aislado de la superficie de manzanas
sanas determinandose que las diferen-

Figura 3. Aspire producto comercial registrado en
EEUU basado en levaduras para el control biolégicode  tes cepas provenientes de la misma

enfermedades poscosecha.

huerta, tenian diferente capacidad
biocontroladora. Este hecho ya habia sido descrito por Schena y colaborado-
res (1999) para cepas de Aureobasidium pullulans. La actividad
biocontroladora de las diferentes cepas contra Botrytis cinerea en manzana
resultaba diferente, detectandose ademas una diversidad genética determi-
nada por perfiles RAPD. Estos ejemplos demuestran que la capacidad
biocontroladora se da a nivel de cepa. Por lo tanto, contar con un aislamiento
perteneciente a una especie a la que pertenezcan cepas con reconocida
capacidad biocontroladora, no asegura que el aislamiento sea un buen anta-
gonista.

Existen otros ejemplos del uso de cepas de Aureobasidium pullulans para
control biolégico de patégenos poscosecha. Trabajos como el de Ippolito et
al. (2000) muestran su eficacia en el control de Botryitis cinerea y Penicillium
expansum en manzanas, llegandose a obtener protecciones del orden del 89
y 67% respectivamente, en heridas inoculadas luego de almacenamiento a
24°C por 14 dias. El trabajo de Garmendia y colaboradores (2005) muestra
también, la eficiencia de biocontrol lograda con una cepa nativa de
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Aureobasidium pullulans sobre Botrytis cinerea y Penicillium expansum en
manzanas Red Delicious durante tres meses de almacenamiento poscosecha
a 1°C. Los niveles de proteccion alcanzados llegaron a 82 y 70% respectiva-
mente. La Figura 4 muestra el resultado de un ensayo de biocontrol de moho
azul en manzanas utilizando como antagonista la cepa Aureobasidium
pullulans B21. Se pueden observar las heridas protegidas y no protegidas en
una misma manzana. Para realizar el
ensayo se hicieron heridas artificia-
les en la zona ecuatorial de la fruta,
las cuales se inocularon con el anta-
gonista y el patégeno. En cada fruta
se dejo una herida control que sélo
se inoculo con el patégeno. En la Fi-
gura 4 se observa la herida control
mostrando los sintomas de la
Herida Herida pudricion causada por P. expansum,
conrol protegida L y las heridas protegidas por el

Figura 4. Ensayo de control biolégico de P. expansum en biocontrolador que no desarrollaron
heridas de manzana, por accién de levaduras nativas. Ver .
explicacion en el texto sintomas.

Muchos de los trabajos mencionados en este capitulo, han estudiado los
mecanismos implicados en el biocontrol, llegando al conclusién de que en
la mayoria de los casos, se trata de de inhibicién del patégeno por compe-
tencia por nutrientes (Garmendia et al., 2005). También hay trabajos que
involucran antagonistas productores de enzimas capaces de degradar pa-
redes del patdgeno o incluso de micoparasitismo, (Bar-Shimon et al., 2004;
Garmendia et al., 2005) o capaces de inducir respuestas de resistencia en
el hospedero (lppolito et al., 2002).

La produccion de sustancias téxicas que inhiban al patégeno no es uno de
los mecanismos mas encotrados en las interacciones levadura antagonista-
patégeno. Sin embargo se debe considerar que las cepas de Aureobasidium
pullulans pueden ser productoras de antibidticos conocidos como
aureobasidinas (Castoria et al., 2001) y que se esta trabajando actualmente
con levaduras productoras de micocinas capaces de inhibir hongos
filamentosos (Santos y Marquina, 2004).

En general todos los trabajos muestran niveles de proteccioén elevados cuan-
do los antagonistas se inoculan en forma previa o conjunta al patégeno, pero
nunca cuando la inoculacion del antagonista es posterior a la del patégeno.
Estos resultados muestran claramente el caracter preventivo, pero nunca
curativo del tratamiento.
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3.2.3.2. Levaduras como ACB de hongos en el almacenamiento de
granos

Petersson y colaboradores (1999) y Druvefors y colaboradores (2002) demos-
traron la utilidad de una cepa de Pichia anomala J121 como controladora bio-
I6gica del desarrollo de Penicillium roqueforti en granos de trigo almacenados
durante periodos de hasta 14 meses en silos con diferentes cantidades de
aire. El almacenamiento de granos inoculados con dicha cepa biocontroladora
impidio el desarrollo del patégeno (inoculado en concentraciones de 102 ufc/g
de trigo). Sin embargo en silos no tratados con la levadura antagonista, la
concentracion del patégeno llegé a valores de 10° ufc/g de trigo.

3.2.3.3.Levaduras como controladores biolégicos de partes aéreas

Saligkarias y colaboradores (2002) encontraron que cepas de levadura eran
capaces de controlar el desarrollo de Bofrytis cinerea en plantas de tomate,
en ensayos in vitro sobre tallos y en ensayos en planta inoculados sobre
hoja. Las levaduras que resultaron mejores antagonistas fueron las cepas
Candida guilliermondii 101 y US7.

Por su parte Khan y colaboradores (2003) encontraron que dos cepas de
levadura Cryptococcus nodaensis OH182.9 y Cryptococcus sp. OH 181.1
eran capaces de controlar el ataque de Fusarium durante la floracion del
trigo. Los niveles de proteccion alcanzados utilizando aspersiones de estos
antagonistas durante la floracion llegaban hasta un 60%.

3.2.4. Hongos filamentosos como controladores biolégicos

Existen muchos trabajos que involucran hongos filamentosos en el control
biolégico de enfermedades de plantas. Entre ellos se pueden citar
Trichoderma, Gliocladium, Ampelomyces quisqualis. Ejemplos de control bio-
I6gico utilizando Gliocladium spp. seran desarrollados en el Capitulo 9, por lo
cual se comentaran aqui los usos de Trichoderma spp. y Ampelomyces
quisqualis como agentes de biocontrol.

3.2.4.1. Ampelomyces quisqualis

El hongo Ampelomyces quisqualis es un micoparasito de ocurrencia natural,
capaz de parasitar oidios de varios cultivos como por ejemplo la vid. Es uno
de los pocos agentes microbianos de control bioldgico, de accién curativa.
Crece por encima del hongo patdgeno y cura la infeccion. Existe una formu-
lacién comercial denominada AQ10, registrada en 1994 en EEUU, cuyo prin-
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cipio activo es una cepa de dicho controlador biolégico. Su uso esta reco-
mendado para varios cultivos (EPA, 2006b)

3.2.4.2. Trichoderma spp.

Existen numerosos estudios utilizando hongos del género Trichoderma como
controladores biologicos de hongos fitopatégenos y como promotores del
crecimiento vegetal.

Harman y colaboradores (2004) describen a la cepa Trichoderma harzianum
T22 como un efectivo promotor del crecimiento de raices de maiz y pepino.
Mencionan ademas, que este hongo es capaz de colonizar la raiz de las
plantas actuando en la promocién del crecimiento y en la defensa contra
fitopatégenos radiculares. Afirman también que es activo contra fitopatdgenos
de las partes areas ya que mediante la colonizacion radicular, induce la re-
sistencia sistémica contra ataques en otras partes de la planta. Otros traba-
jos como el de Yedidia y colaboradores (2003) avalan el uso de cepas de
Trichoderma como inductores de la resistencia sistémica. Este trabajo de-
muestra que la aplicacion de la cepa Trichoderma asperellum T-203 en las
raices de las plantas de pepino, lleva a un aumento localizado en la planta,
de las enzimas vinculadas con la resistencia a patdgenos, el cual desapare-
ce luego de dos dias. Sin embargo si pasado ese periodo las hojas de las
plantas tratadas, son inoculadas con la bacteria fitopatdgena Pseudomonas
syringae pv. lachrymans, ocurre la expresion de los mecanismos de resisten-
cia y la infeccion no se produce.

Otros autores han caracterizado a los hongos del género Trichoderma, como
controladores biolégicos de patdégenos de suelo tanto en asociacion con la
planta como a distancia por ser capaces de parasitar y destruir formas de
resistencia y propagacioén de hongos fitopatégenos que se encuentran en
el suelo. Es asi que se han encontrado cepas de Trichoderma spp. capaces
de colonizar y dejar inviables esclerotos de diferentes hongos. Clarkson y
colaboradores (2002) relatan el aislamiento y seleccién de dos cepas de
Trichoderma viride por su capacidad de degradar esclerotos de Sclerotium
cepivorum en suelo. En asociacion con la planta se han utilizado cepas de
Trichoderma spp. para impedir enfermedades de emergencia de plantines.
En estos casos, el agente biocontrolador ha sido aplicado como recubri-
miento de semillas. De esta forma si la cepa de Trichoderma utilizada es
buena colonizadora, se logra una proteccion desde el inicio de la germinacién
(Ezziyyani et al., 2004; Harman y Bjorkman, 1998). Las cepas de diferentes
especies de este género, han demostrado habilidad para colonizar efecti-
vamente la rizosfera, rizoplano y en algunos casos llegar al interior de las
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raices de plantas, logrando asi un efectivo control de patégenos radiculares
(Avila Miranda et al. 2006).

A su vez, existen ejemplos que muestran hongos del género Trichoderma
como efectivos controladores de patégenos que atacan las partes aéreas de
las plantas. Por ejemplo el trabajo de Eden y Stewart (1996) demuestra la
capacidad de cepas de Trichoderma sp. de proteger tallos de tomate de la
infeccion con Botrytis cinerea. A su vez, Harman y colaboradores (1996) de-
muestran la efectividad de cepas de Trichoderma harzianum en el control de
Botryits cinerea en uva. Por su parte, Elad (2000) demuestra la efectividad
de la cepa Trichoderma harzianum T39 (principio activo de la formulacién
comercial Trichodex) como controladora de Boftrytis cinerea en vid y de
Cladosporium fulvum en hoja de tomate, entre otros.

También se han utilizado cepas de Trichoderma spp. para el control biolégico
de fusariosis de espiga en trigo (Pereyra et al., 2005). Las cepas de
Trichoderma spp. fueron aplicadas a los rastrojos de trigo infectados con
Gibberella zeae de forma de impedir que se produjeran los peritecios del
patégeno, cuyas ascosporas sirven de inéculo primario para el desarrollo de
la enfermedad. La capacidad de colonizar los rastrojos de trigo evidenciada
por algunas de las cepas de Trichoderma utilizadas en el ensayo, redujo el
numero de peritecios formados en los rastojos tratados (ver Capitulo 8). La
figura 5 muestra los rastrojos colonizados por Gibberella zeae (control) y los
rastrojos colonizados por Trichoderma donde no se observa formacion de
peritecios. A su vez se muestra un caso, en el que la cepa de Trichoderma
utilizada no fue efectiva en controlar la colonizacién por Gibberella zeae y la
formacion de peritecios. El ensayo se realizé sobre rastrojos esterilizados
por autoclave, dispensados sobre arena estéril en placas de Petri. Se inocu-
laron los rastrojos con una suspension conjunta de conidias de Gibberella
zeae y de Trichoderma y se incubaron con ciclos de luz y sombra de 12 horas
a temperatura ambiente. Los controles se realizaron inoculando solamente
con Gibberella zeae.

Control Trichoderma no controlador Trichoderma biocontrolador

Figura 5. Ensayo de control de colonizacion de rastrojos y formacion de peritecios de Gibberella zeae, por accion de
distintas cepas nativas de Trichoderma.
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En general y segun Harman y Bjérkman (1998), los hongos del género
Trichoderma ejercen el control de fitopatdgenos por medio de los siguientes
mecanismos:

¢ Micoparasitismo

¢ Antibiosis

e Competencia por nutrientes y espacio
¢ Induccion de resistencia

Debido a su capacidad micoparasitica, los hongos del género Trichoderma
pueden tener efectos no deseados sobre hongos benéficos, por lo cual es
necesario un estudio exhaustivo de estos efectos antes de liberar una cepa
biocontroladora al ambiente.

Se ha determinado que ciertas ce-
pas de Trichoderma pueden tener
efectos inhibitorios en la formacién
de micorrizas. El trabajo de Martinez
y colaboradores (2004) asi lo de-
muestra. En dicho trabajo, se estu-
di6 la interaccién entre 5 cepas de
Trichoderma pseudokoningii y los
hongos micorriticos Glomus
mosseae y Gigaspora rosea, in vitro
y en invernaculo. Sus resultados evi-
denciaron que cuatro de las cepas Figuraé. Cultivo dual de Trichoderma y Gibberelia zeae
inhibian la germinacion de los hon-

gos micorriticos. Wyss y colaboradores (1992) observaron también una in-
hibicién de la formacién de micorrizas por la interaccion de una cepa de
Trichoderma harzianum con Glomus mosseae en la rizosfera de plantas de
soja. Sin embargo otros trabajos demuestran que no existen probiemas de
interaccion y en algunos casos se corroboro que el hongo micorritico inhibia
a la cepa de Trichoderma (Green et al.,1999). Por lo tanto es de suma
importancia evaluar en cada caso las interacciones entre ambos tipos de
hongos.

Se ha demostrado, ademas que las cepas pertenecientes a los grupos
Trichoderma aggressivum f. aggressivum (Th4) y Trichoderma aggressivum
f. europaeum (Th2) se caracterizan por una alta agresividad contra cultivos
de hongos comestibles (Samuels et al., 2002). En el caso de haber seleccio-
nado cepas de esas especies seria necesario valorar el riesgo-beneficio de
su aplicacion, especialmente si se trata de aplicaciones masivas.
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En la actualidad existen formulaciones comerciales que utilizan como princi-
pio activo cepas de Trichoderma para el control biologico de varios patogenos
de plantas. Algunas de ellas son : Trichodex, Trieco y Trichopel, cuyos princi-
pios activos son cepas de Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y una
mezcla de Trichoderma harzianumy T. viride. Cada una de ellas es recomen-
dada para su uso en varios cultivos y contra varios patégenos.

3.3.- Caracteristicas ideales de un agente microbiano de biocontrol

En general, los microorganismos utilizados como agentes de control biologi-
co deben cumplir con una serie de requisitos, entre los cuales se pueden
mencionar:

e deben ser genéticamente estables,

e efectivos a bajas concentraciones,

o faciles de cultivar en medios sencillos y econémicos,

e efectivos frente a un amplio rango de patdgenos, pero sin provocar efec-

tos adversos en flora benéfica,

e compatibles con otros métodos de control

¢ no deben ser toxicos para humanos ni animales,

¢ no deben producir metabolitos toxicos en el sitio de accidn

¢ no deben ser fitotoxicos.

La busqueda de microorganismos que retinan estas caracteristicas debe guiar
la seleccion de un agente microbiano de biocontrol.

En la actualidad existen muchas formulaciones comerciales que contienen
microorganismos antagonistas para uso en control bioldgico de enfermedades
de plantas. Algunas de ellas han sido mencionadas a lo largo de este capitulo.

Para conocer las formulaciones registradas en EEUU, sus principios activos,
los patégenos contra los cuales son activos y los vegetales en los cuales se
recomienda su aplicacién, asi como sus posibles efectos tdxicos y recomen-
daciones de uso se recomienda visitar el sitio web de la EPA (Environmental
Protection Agency) de EEUU, destinado a la informacion sobre los llamados
biopesticidas (EPA, 2006¢)

3.4.- Pasos a seguir en el desarrollo de agentes de control biolégico

Los pasos a seguir en la seleccion de un agente de biocontrol para un deter-
minado patosistema, requieren bastantes estudios y en general el trabajo de
un equipo multidisciplinario que incluya, por lo menos, microbidlogos,
fitopatodlogos, bidlogos moleculares, bioquimicos y quimicos.
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En general se siguen los siguientes pasos, aunque el orden de la secuen-
cia aqui planteada, puede ser diferente, en algunas ocasiones.

e Estudio del patositema
En primer lugar se debe caracterizar el patosistema sobre el que se pre-
tende actuar. Es fundamental conocer el patégeno que se quiere controlar
y el sitio donde se espera que ocurra el biocontrol.

» Aislamiento y seleccion de cepas locales del patogeno
Es necesario aislar y caracterizar las cepas patogenas locales en busca
de aquellas cepas que muestren mayor agresividad para utilizarlas como
patégenos en los ensayos de biocontrol.

e Aislamiento de posibles agentes de biocontrol
Las tacticas y estrategias utilizadas para el aislamiento se discuten en el
capitulo 5.

¢ Seleccion de los agentes de biocontrol
Las tecnicas de seleccion también son discutidas en el capitulo 5

e [dentificacion de los agentes de biocontrol seleccionados.

La identificacion precisa de los microorganismos seleccionados es funda-
mental. Se debe llegar a una identificacién a nivel de especie o en algu-
nos casos a nivel de subespecie. De esta forma, se descartaran aquellas
cepas que pertenezcan a especies que hayan sido caracterizadas como
patégenos humanos, animales o vegetales o con conocida accién anta-
gonica sobre otros micoorganismos benéficos.

La identificacion puede realizarse en el propio laboratorio mediante prue-
bas fenotipicas siguiendo claves, utilizando kits comerciales o enviando la
cepa a algun organismo acreditado para que realice la identificacién. En
la actualidad utilizan métodos de biologia molecular, basados por ejemplo
en la secuenciacion de determinadas regiones del genoma y posterior
comparacion de las secuencias obtenidas con las depositadas en bancos
de datos de libre acceso, pudiendo de esa forma asignar una especie a
esa secuencia. Los meétodos de biologia molecular permiten caracterizar
aun mas la cepa seleccionada, llegando en algunos casos a conseguir
marcadores moleculares que permiten distinguir esa cepa de otras de la
misma especie. Esto permite seguir el destino de la cepa biocotroladora
en aplicaciones de uso y a su vez, es de fundamental importancia a la
hora de patentar la cepa.

e Caracterizacion de la cepa seleccionada
Dentro de las pruebas de caracterizacion se pueden mencionar la deter-
minacion de la temperatura optima de crecimiento, la compatibilidad con
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otros métodos de control, la compatibilidad con flora benéfica asociada al
cultivo y el perfil nutricional.

¢ Determinacion de los mecanismos de accion
Es necesario conocer los mecanismos por los cuales el microorganismo
antagonista ejerce el biocontrol. De esta manera se podran realizar estu-
dios para potenciar la accién del biocontrolador.

¢ Optimizacién de las condiciones de produccion
Se deben establecer las condiciones éptimas de produccion del agente
de biocontrol en condiciones econémicamente rentables. Esto implica el
uso de sustratos baratos para la produccion, tales como excedentes de
otras industrias, por ejemplo la melaza de cafa o suero de leche. Implica
ademas la optimizacion de las condiciones de incubacién de forma de
optimizar el rendimiento y disminuir el tiempo de cultivo.

¢ Desarrollo de una formulacion
Es importante llegar a una formulacién de facil aplicaciéon y de estabilidad
asegurada en condiciones de almacenamiento no exigentes.

e Registro de la formulacion
La formulacién debe ser registrada previo a su uso masivo. Los requeri-
mientos para los registros varian segun los distintos paises pero en gene-
ral se necesitan pruebas de efectividad, de toxicidad, de identificacién y
caracterizacion de la cepa utilizada, datos sobre los mecanismos de ac-
cién involucrados, de permanencia en el ambiente, y efecto sobre otro
tipo de organismos diferentes al organismo blanco.
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CAPITULO 4

Mecanismos de biocontrol

Silvana Vero

4.1.- Introduccion.

Los microorganismos antagonistas pueden ejercer su control sobre el pato-
geno por varios mecanismos de accion, interactuando con el huésped o di-
rectamente con el patégeno (Figura 1). En la mayoria de los casos la protec-
cion dada por un antagonista involucra mas de un mecanismo. Por otra parte
es deseable que asi ocurra para disminuir los riesgos de aparicion de cepas
resistentes.

Baker (1991) define varios mecanismos posibles de accion entre los que se
encuentran la produccién de antibiéticos, la competencia por nutrientes o
espacio, el parasitismo y la induccién de resistencia del huésped. A su vez
clasifica estos mecanismos segun la accién se ejerza directamente sobre el
patégeno o sobre la planta hospedera.

En el contexto de este libro se ha decido ampliar la clasificacion de Baker,
incluyendo los mecanismos por los cuales el antagonista causa la reduccion
de virulencia del patdégeno, sin afectar su viabilidad. Este tipo de mecanis-
mos se incluye dentro de los mecanismos de accion que involucran una
interaccion directa patdgeno antagonista. A su vez se ha incluido el término
amensalismo que involucra la produccion por parte del antagonista, de
antibioticos y otro tipo de sustancias que afectan directamente la viabilidad o
la capacidad de crecimiento del patégeno (Figura 1)

L

HUESPED A
AGENTES
) BIOCONTROLADORES
PATOGENO| | B

A. Interaccion patdgeno-antagonista  B. Interaccién antagonista-hospedero
1. Amensalismo 1.Induccidén de resistencia

2. Reduccién de la virulencia del patégeno

3. Competencia

4. Parasitismo

Figura 1. Mecanismos Involucrados en el Control Biolégico de patogenos. (Adaptado de Baker, 1991)
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4.2.- Interaccion patégeno antagonista
4.2.1.- Amensalismo

Amensalismo se define como la produccién por parte de un organismo (anta-
gonista) de sustancias inhibitorias o tdxicas para otro tipo de organismo.
Estas sustancias son de variada naturaleza y tienen diferentes blancos de
accion.

Dentro de este tipo de sustancias se pueden mencionar los antibidticos, las
toxinas killer y enzimas capaces de degradar paredes de hongos patdégenos.

4.2.1.1.- Antibioticos

Son productos del metabolismo secundario de los microorganismos anta-
gonistas capaces de inhibir el desarrollo o provocar la muerte del microor-
ganismo patdégeno. Como es caracteristico de los metabolitos secundarios,
su produccion depende en gran medida del medio y del ambiente donde se
esta desarrollando el microorganismo productor. Son sustancias de bajo
peso molecular, activos a muy bajas concentraciones. Puede tratarse de
sustancias solubles o volatiles. En general actiuan sobre el patégeno ata-
cando un sitio blanco especifico, por lo cual la aparicién de cepas resisten-
tes no es dificil.

El uso de microorganismos productores de antibiéticos para el control biold-
gico es muy discutido. Algunos autores afirman que se corren los mismos
riesgos que al aplicar fungicidas sintéticos. Por un lado, se hacen necesarios
estudios toxicolégicos que demuestren que dichas sustancias antibidticas
son inocuas para organismos diferentes del organismo blanco, incluido el
hombre. Por otra parte las poblaciones de microorganismos patégenos se
pueden tornar resistentes al efecto del antibidtico como sucede con los
fungicidas quimicos. El antecedente mas notorio ha sido el caso de la apari-
cion de cepas de Agrobacterium tumefaciens, patégeno causante de la aga-
lla de corona, resistentes al Agrocin 84, un antibidtico producido por una cepa
de Agrobacterium radiobacter que lograba controlar al patdgeno a través de
dicho antibiotico (Campbell, 1989).

Sin embargo, quienes defienden el uso de microorganismos productores de
antibioticos basan su fundamentacion en el hecho de que las cantidades de
antibioticos producidas a escala microbiana no pueden ser comparadas a la
aplicacion de cantidades masivas de productos quimicos realizada en la agri-
cultura.
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4.2.1.1.1.- Antibiéticos de origen bacteriano

Se han identificado varios compuestos antibidticos, tanto solubles como volati-
les, de origen bacteriano implicados en el biocontrol de patdgenos fungicos.
Ejemplos de ellos son los antibidticos producidos por microorganismos pertene-
cientes al género Pseudomonas, tales como 2,4-diacetilfloroglucinol, fenazina,
pioluteorina pirrolnitrina y algunos polipéptidos ciclicos (Raaijmakers et al., 2002).
De la Fuente y colaboradores (2004) estudiaron los mecanismos implicados en
el biocontrol ejercido por la rizobacteria Pseudomonas fluorescens UP61, la cual
era capaz de controlar varios patdgenos tales como Pythium ultimum en Lotus
corniculatus, Sclerotium rolfsii en porotos y Rhizoctonia solani en tomate. De-
mostraron que la cepa biocontroladora producia tres antibioticos: 2,4-
diacetilfloroglucinol, pyrrolnitrina y pyoluteorina. El mismo grupo de investigado-
res encontré que la cepa Pseudomonas fluorescens UP148 también era capaz
de proteger la leguminosa forrajera Lotus corniculatus del damping off causado
por Rhizoctonia solani, mediante la produccion de un antibiético derivado de la
fenazina no descrito hasta ese momento (Bajsa, 2003). Dilantha y colaborado-
res (2005) demostraron a su vez, que varias cepas de Pseudomonas fluorescens
aisladas de rizosfera de canola y soja producian antiboticos volatiles capaces
de inhibir la germinacion de esclerotos y ascosporas de Scelerotinia sclerotiorum,
in vitro y sobre suelo. La sustancias antiflingicas fueron identificados como
ciclohexanol, decanal, 2-etil 1-hexano! y nonanal.

Asimismo, se ha elucidado la estructura de otros antibidticos producidos por
bacterias pertenecientes a otros géneros como Bacillus, Streptomyces 'y
Stenotrophomonas y se ha asociado su produccion al biocontrol de patogenos
vegetales. (Hashidoko et al., 1999; Kim et al., 1999; Leclére et al., 2005). Tam-
bién existen ejemplos de microorganismos productores de antibioticos capaces
de controlar patbgenos poscosecha. Janisiewicz y Roitman (1988) aislaron una
cepa de Burkhordelia cepacia , capaz de proteger peras y manzanas contra el
ataque de Penicillium expansum y Botrytis cinerea . Dicha cepa producia in vitro
un potente antifungico, llamado pirrolnitrina, el cual inhibia el crecimiento en
medio de cultivo de los patdgenos mencionados, a concentraciones menores de
1 mg/ml (Droby y Chalutz, 1994). La pirrolnitrina purificada aplicada sobre fruta
en concentraciones diez veces mayores controlaba también la aparicion de en-
fermedad debida a los mencionados patdgenos. Se concluyo que este antifingico
no era la Unica razon por la cual la bacteria biocontroladora era capaz de prote-
ger la fruta cosechada del ataque de los patogenos.

Se ha planteado recientemente que la produccion de estas sustancias
antibidticas esta regulada por sefales de sensores de quérum (Miller y Bassler,
2001). Como ejemplo se puede citar la produccién de fenazina por la cepa
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Pseudomonas aureofaciens 30-84. Se ha demostrado que la produccion de
este antibidtico es de fundamental importancia para el control del
Gaeumannomyces graminis var. tritici en trigo y que la produccién del mismo
esta mediada por sensores de quérum (Wood et al., 1997).

Para demostrar el rol de los antibidticos en el control biolégico de enfermeda-
des de plantas, se han utilizado cepas mutantes con pérdida de la capacidad
de producir el antibidtico, o mutantes sobreproductoras (Bonsal et al., 1997;
Chin-A-Woeng et al., 1998; Nowak-Thompson et al., 1999). Es muy impor-
tante ademas demostrar la capacidad de colonizacién y la produccion del
antibiético en el sitio de accién. Segun Mavrodi y colaboradores (2006) las
Pseudomonas fluorescentes productoras de 2,4- diacetilfloroglucinol son muy
efectivas como biocotroladoras de patégenos de suelo. Sin embargo difieren
en su habilidad para colonizar raices de diferentes cultivos, lo cual ias hace
mas 0 menos aptas para su uso como biocontroladores. Se han encontrado
fenotipos capaces de colonizar y mantener una alta poblacién activa en rai-
ces aun cuando de inoculen en densidades tan bajas como 10 a 100 ufc/g de
suelo (Landa et al., 2002). A su vez, existen trabajos que demuestran la pro-
duccidn de los antibidticos en el sitio de accion. Por ejemplo, Raaijmakers y
colaboradores (1999) demostraron que el antibiotico 2,4- diacetilfloroglucinol
se producia en la rizosfera de trigo cuando la misma se inoculaba con cepas
de Pseudomonas fluorescentes productoras del antibiotico.

4.2.1.1.2.- Antibidticos de origen flingico

No sdlo se han encontrado antibidticos de origen bacteriano vinculados al
control biolégico de hongos fitopatdgenos. Existen miltiples trabajos que iden-
tifican sustancias antibidticas producidos por hongos biocontroladores. La
mayoria de los estudios se han enfocado en hongos de los géneros
Trichoderma y Gliocladium.

Son muchos los trabajos demostrando la capacidad de Trichoderma spp. de
producir diferentes antibiéticos activos contra fitopatdogenos fungicos. Entre
ellos se pueden citar gliotoxina, gliovirina, viridina, pironas y antibiéticos de
naturaleza peptidica como alameticina y suzukamicina. (Vey et al., 2001;
Rey, 1998). Dentro de los antibidticos peptidicos se destaca un grupo de
péptidos (peptaibols) de sintesis no ribosémica (Chutrakul y Peberdy, 2005)
con alto contenido en el aminoacido alfa aminobutirico, un amino alcohol
terminal en el extremo COOH y un aminoacido acetilado en el extremo N-
terminal (Landreau et al., 2002). La accién de estos compuestos se basa,
principalmente, en alterar la permeabilidad iénica de la membrana celular del
patogeno. En la actualidad se han identificado mas de 180 antibi6ticos de
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este tipo producidos por hongos del género Trichoderma. Para algunos de
estos antibidticos se ha demostrado actividad contra patégenos flngicos y
bacterianos, como en el caso de las tricokininas producidas por cepas de
Trichoderma koningii (Xiao-Yan et al., 2006). Las tricokininas demostraron
un amplio espectro de accion, ya que se detecté actividad in vifro contra
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani
entre otros patégenos fungicos, pero ademas también fueron activos contra
bacterias Gram positivas como Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis.

En general, la produccion de antibidticos, se puede detectar faciimente en el
laboratorio por ensayos de inhibicion del desarrollo del patégeno in vitro (Figu-
ra 2). Sin embargo la deteccion de ac-
tividad inhibitoria en medios de culti-
Vo, no garantiza que los microorga-
nismos antagonistas sean capaces de
producir algun efecto de ese tipo en el
verdadero sitio de accion. Esto se debe
a que, como se menciono anteriormen-
te, la produccion de estas sustancias
inhibitorias dependen en gran medida
de las condiciones de crecimiento del

Figura 2. Cultivo dual de Bacillus subtilis y Sclerotium
x rolfsii. (derecha). Placa control (izquierda) de Sclerotium
antagonista. rolfsii

4.2.1.1.3- Ensayos para la determinacion de actividad antimicrobiana

Los ensayos para el estudio de produccién de metabolitos antimicrobianos
son sencillos de realizar en el laboratorio. Consisten en ensayos de inhibi-
cion del crecimiento en condiciones de laboratorio, del patégeno a controlar.
En general, se trata de determinar si un microorganismo es capaz de produ-
cir sustancias solubles o volatiles que inhiban el desarrollo de un determina-
do patégeno en medio de cultivo.

Cultivos duales

Consisten en sembrar el microorganismo cuya actividad antibiética se quiere
ensayar, en un medio de cultivo y determinar si es capaz de inhibir el desa-
rrollo del patégeno a controlar.

Para el estudio de microorganismos productores de sustancias solubles y
capaces de difundir en el agar, se siembran ambos microorganismos
(biocontrolador y patégeno) en una misma placa y se determina si el creci-
miento del antagonista inhibe el crecimiento del patégeno. Siempre es nece-
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sario sembrar una placa del mismo medio solamente con el patégeno de
forma de corroborar su crecimiento en las condiciones del ensayo. En gene-
ral la siembra de los microorganismos (biocontrolador y patégeno) se hace
en superficie, colocando un indculo de
ambos a una distancia determinada
uno del otro. Cuando se trata de
patégenos fungicos, el patdégeno se
siembra en forma de disco de micelio
en crecimiento o colocando un peque-
Ao volumen de una suspension de
conidias o esporas del patdogeno so-
bre el medio de cultivo en el cual se
Figura 3. Cultivo dual de Bacillus pumillus y Penicilium  realizara el ensayo. Enfrentado a éste,
L e A se siembra el microorganismo anta-

gonista. Si el mismo se trata de un
hongo filamentoso se realiza la siembra de igual forma, si se trata de un
antagonista bacteriano o levaduriforme, en general se siembra en forma de
estria. La Figura 2 muestra un cultivo dual entre una bacteria (Bacillus subtilis)
y un hongo fitopatégeno (Sclerotium rolfsii). A su vez se aprecia un cultivo de
Sclerotium rolfsii en forma asilada, incubado en el mismo medio y en las
mismas condiciones que el cultivo
dual. Se puede ver que la presencia
de la bacteria en la placa de cultivo
dual inhibe a distancia el crecimiento
del hongo. Esto se debe a la produc-
cion de sustancias antifungicas capa-
ces de difundir en ese medio de culti-
vo. La Figura 4 muestra cultivos duales
entre diferentes bacterias aisladas de
la rizosfera de tomate y un aislamien-
to del hongo fitopatégeno Sclerotinia
scleotiorum. Las cepas C1y T3 fue-
ron identificadas como Pseudomonas Figura 4. Cultivos duales de bacterias aisladas de la

spp. Yy las B1 y T23 como Bacillus Spp. rsiilt;srz;:rgztomate y el hongo fitopatégeno Sclerotinia

La siembra del patégeno también puede realizarse en forma incorporada en
el medio de cultivo. Para ello se dispensa en la base de una placa de Petri
estéril, un volumen de no mas de 2ml de una suspension de determinada
concentracion de células (o esporas en el caso de hongos filamentosos) de
forma de lograr un crecimiento confluente en la placa. Se colocan entonces
aproximadamente 15 ml de medio de cultivo fundido, moviendo suavemente
la placa de forma de incorporar el indculo en el medio. Se deja solidificar el
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medio y se siembra el antagonista en la superficie de la placa en forma pun-
tual o de estria. Se incuba y se determina si hubo inhibicién del crecimiento

del patdgeno alrededor de la colonias
del antagonista (Figura 5)

Para el estudio de produccién de sus-
tancias antimicrobianas volatiles, se
deben enfrentar antagonista y pato-
geno en medios separados, pero de
forma que las sustancias volatiles
emitidas por el antagonista lleguen di-
rectamente al medio donde esta cre-
ciendo el patégeno. De esta forma,
se siembra en la superficie de medio
de cultivo contenido en la base de
placas de Petri, el antagonista y el
patégeno, cada uno en una placa di-
ferente. Luego se quitan las tapas de
las dos placas y se enfrentan las dos
bases que contienen el medio inocu-
lado. La uniéon de ambas bases se

Figura 5. Ensayo de produccion de toxinas killer. Las
levaduras productoras de toxina se sembraron en
superficie en forma de estria, la levadura blanco
(sensible) se incorporé al medio. La levadura incorpora-
da creci6 en forma confluente, salvo alrededor de las
levaduras productoras de micocinas.

sella con Parafilm. Se incuban las pla-

cas enfrentadas y se determina si hay inhibicién del crecimiento del paté-
geno comparado con un control sin antagonista. La Figura 6 muestra un
ensayo de inhibicién del crecimiento de Fusarium graminearum por
metabolitos volatiles de hongos del género Trichoderma. Notese que el
diametro de la colonia del control es mucho mayor que la del patogeno
enfrentado al antagonista

Figura 6. Ensayo de produccién de sustancias antiflingicas volatiles. En las 5 placas de la derecha se observan
cultivos de Trichoderma spp.(sembrados en la parte de abajo de la placa) inhibiendo a Fusarium graminearum
(sembrado en la parte superior).En la foto de la izquierda se ve el tamafio de la colonia de Fusarium graminearum
sembrado en una placa control
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Actividad antimicrobiana de soluciones

Para determinar la actividad antimicrobiana de metabolitos en solucion se
emplean técnicas similares a las anteriores. Las soluciones cuya actividad
antimicrobana se quiere determinar, deben ser estériles, para evitar el creci-
miento de microorganismos no deseados en el ensayo. Por lo tanto, previo al
ensayo, las mismas se esterilizan generalmente por filtracion. De esta forma
se evitan tratamientos térmicos que pudieran afectar a los compuestos
antimicrobianos. En general se realizan ensayos de difusion en agar pero
también se podrian realizar ensayos en medio liquido.

Difusion en agar

Los ensayos de difusion se basan en la inhibicion del crecimiento del patoge-
no causado por un antibiético capaz de difundir en un medio de cultivo solido
(con agar). Es un método cominmente utilizado para determinar la suscepti-
bilidad de un microorganismo frente a un antibiético.

A grandes rasgos, se prepara una placa de Petri conteniendo un medio de
cultivo adecuado para el desarrollo del microorganismo que se desea inhibir.
Luego se prepara un inéculo estandarizado de dicho microorganismo y se
inocula el medio de cultivo hisopando la superficie entera de la placa. Se
sumergen, entonces, discos de papel de filtro de tamafio estandarizado, en
las soluciones cuya actividad antibidtica se pretende determinar y se colo-
can los mismos en la superficie del medio de cultivo inoculado, a una distan-
ciade 1,5 cm entre si y del borde de la placa. Luego se incuban las placas a
temperatura adecuada durante 18-20 horas. Durante la incubacion el anti-
bidtico difunde desde el papel de filtro hacia toda la placa. A una determina-
da distancia del disco, ocurrira una inhibicion del crecimiento del microorga-
nismo, visualizandose una zona o halo de inhibicién, cuyo diametro sera pro-
porcional a la cantidad de antibiético agregado al disco de papel de filtro. En
los laboratorios de Microbiologia Clinica, se usa este método para realizar
los antibiogramas (perfiles de sensibilidad a distintos antibiéticos) de las ce-
pas patégenas humanas, utilizando discos de papel adquiridos comercial-
mente que contienen una concentracién estandarizada de los antibidticos a
ensayar.

Se pueden realizar ensayos de difusién utilizando otros métodos de inocu-
lacion (siembra incorporada) y otro tipo de reservorio para los
antimicrobianos (cilindros de vidrio, de metal, etc.). La Figura 7 muestra un
ensayo de actividad antimicrobiana contra el hongo Penicillium digitatum
(patégeno poscosecha de citrus), de filtrados obtenidos del cultivo en me-
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dio liquido de cepas de Bacillus spp.
El método de inoculacion usado fue
siembra incorporada y se utilizaron
cilindros estériles de metal como
reservorios para las soluciones a en-
sayar.

La reproducibilidad de este método
esta afectada por varios factores como
la constante de difusion del agente, la
velocidad de crecimiento del microor-
ganismo patogeno y el espesor del
medio de cultivo. Es importante tener
en cuenta que es imposible comparar
la actividad de dos compuestos dife- Figura7. Ensayo de actividad antimicrobiana de

. SIRE e filtrados obtenidos de cultivos liquidos de cepas
rentes por medida de la inhibicion del  antagonistas de Bacillus spp.
crecimiento de un patégeno por este
ensayo. Un antibiético con mayor capacidad de difusion puede provocar halos
de inhibicién mayores a pesar de tener menor actividad.

Ensayo en medio liquido

El ensayo en medio liquido permite determinar si la adicién de la solucién a
ensayar inhibe el crecimiento del microorganismo blanco. Se preparan tubos
conteniendo un medio liquido nutriente y se agrega la solucién a ensayar.
Los tubos son inoculados con una suspension estandarizada del m.o. en
estudio e incubados a la temperatura adecuada durante un periodo predeter-
minado. Luego de la incubacion los tubos son examinados en base a la apa-
ricién o no de evidencia macroscoépica de crecimiento visualizada por la pre-
sencia de turbidez, velo o sedimento. Este tipo de ensayo esta afectado por
varios factores como son la naturaleza del m.o. utilizado, el tamafio del inéculo,
la composicién del caldo de cultivo, el tiempo y condiciones de incubacion.
Por lo tanto para comparar diferentes antibioticos con el fin de determinar
cual es el mas efectivo contra un determinado m.o. o para evaluar la suscep-
tibilidad de varios m.o. ante a un determinado antibiético, es indispensable
estandarizar estrictamente las condiciones del ensayo.

Bioautografia
Mediante este método se puede determinar cual de los compuestos de una

solucién separados por una cromatografia en capa fina es el responsable de
la actividad antimicrobiana. Luego de realizada la cromatografia se coloca la
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placa cromatografica en la base de
una placa de Petri estéril. Se vierte
sobre ella un volumen determinado de
medio de cultivo fundido vy
termostatizado, el cual ha sido previa-
mente inoculado con una cantidad
predeterminada de células, esporas o
conidias, del patégeno que se busca
inhibir. La placa cromatografica que-
da entonces cubierta por una capa de
medio de cultivo inoculado. La placa
de Petri se tapa y se incuba a tempe-
ratura y tiempo predeterminado. El re- :
sultado se puede observar en la Figu- Figura 8. Bioautografia de filtrados de

. antagonistas de Bacillus spp.. Las zonas blancas
ra 8 . El ensayo mostrado por fIQUTa indican la presencia de un compuesto antiftingico.
corresponde a la cromatografia de fil-
trados obtenidos del medio de cultivo en fase estacionaria de cepas de Bacillus
spp. capaces de inhibir al Penicillium expansum (patégeno poscosecha de
manzanas) en cultivo dual. Se aprecia un crecimiento confluente del patdge-
no (Penicillium expansum), salvo en las zonas donde se encuentra el com-
puesto antimicrobiano.

ltivo de cepas

4.2.1.2.- Toxinas killer

Algunas levaduras son capaces de secretar toxinas de naturaleza proteica,
letales para otras levaduras sensibles pertenecientes a la misma o diferente
especie. A este tipo de toxinas se les conoce como micocinas o toxinas killer.
A su vez, las levaduras productoras de estas toxinas son inmunes a las mis-
mas. Esta propiedad fue descubierta en la especie Saccharomyces cerevisiae,
y ha sido muy utilizada en la industria de bebidas fermentadas. Es asi que se
seleccionan como inéculo para estas fermentaciones levaduras productoras
de toxinas killer de forma de evitar fermentaciones no deseadas. En la ac-
tualidad se conocen levaduras pertenecientes a otros géneros capaces de
producir este tipo de toxinas, por ejemplo Kluyveromyces (Ciani y Fatichenti,
2001), Pichia (Santos y Marquina 2004), Schwanniomyces (Chen et al., 2000)
y Williopsis (Walker et al., 1995).

A su vez, se han encontrado levaduras capaces de producir toxinas killer con
actividad contra hongos filamentosos fitopatogenos. Walker y colaboradores
(1995) fueron pioneros en este tipo de trabajo. Estudiaron la capacidad de
cepas killer de distintas especies de levaduras de controlar diferentes hon-
gos fitopatdgenos tales como Botrytis cinerea, Rhizoctonia solanii, Fusarium
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equiseti y Phytophtora infestans. Santos y Marquina (2004) han descrito el
rol de una toxina killer producida por una cepa de Pichia membranifaciens
en el control del crecimiento de Botrytis cinera in vitro y sobre plantas de vid.
Weiler y Schmitt por su parte demuestran la accion in vitro de la zygocina,
una toxina killer producida por una cepa de levadura de la especie
Zygosaccharomyces bailii contra fitopatégenos como Fusarium oxysporumy
Colletotrichum graminicola.

La base genética para la expresion del fenotipo killer es diversa. En algunos
casos la informacién para la produccion de la toxina se encuentra codificada
en virus de ARN doble cadena de localizacion citoplasmatica como en el
caso de Saccharomyces cerevisiae y Zygosaccharomyces bailii, en otros
casos la informacién esta en plasmidos lineales de ADN como en el caso de
Kluyveromyces lactis (Schmitt y Breinig, 2002). Sin embargo, en levaduras
como Williopsis californica y Hasenula mrakii la localizacion de la informa-
cién esta a nivel cromosomal. En general la accion de estas toxinas killer se
da a nivel de la pared del patégeno fungico por lo cual no tienen accion sobre
bacterias ya que las mismas tienen otro tipo de pared.

4.2.1.3.- Enzimas capaces de degradar paredes de hongos patégenos

Los microorganismos pertenecientes al Reino Hongos se caracterizan por
presentar pared celular formada por quitina, glucanos y proteinas. Algu-
nos hongos, como por ejemplo los pertenecientes al Phylum Zygomycota,
también contienen quitosano en la pared celular. El 80-90% de dicha
pared esta formada por polisacaridos y tiene una estructura multilaminar.
Estas laminas formadas por polimeros fibrosos se encuentran embebidas
en una matriz de polimeros tipo gel. La Tabla 1 muestra los tipos de
polimeros presentes en la pared de los diferentes grupos taxondmicos
dentro del Reino Hongos. Todos los grupos pertenecientes a este Reino,
presentan quitina y distintos tipos de glucanos en la pared. En la Tabla 1
se muestra ademas, resaltado en color rojo, el grupo Oomycota. Este
grupo, al cual pertenecen algunos fitopatégenos (por ej., Pythium spp. y
Phytophtora spp.), reine microorganismos de crecimiento filamentoso que
no pertenecen al Reino Hongos. Anteriormente estos organismos eran
clasificados como hongos, pero estudios filogenéticos han determinado
que ya no pertenezcan mas a este Reino. Una de las caracteristicas
fenotipicas que los diferencia es la presencia de celulosa y no de quitina
en la pared celular.

La pared celular es de vital importancia para los hongos. Por esta razon, la
produccion de enzimas capaces de hidrolizar los compuestos que forman la
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pared celular, es una estrategia factible para controlar el desarrollo de hon-
gos fitopatégenos.

Pared fingica

Grupo taxonémico |Polimeros fibrosos |Polimeros tipo gel
Basidiomycota quitina Xilomanoproteina
B(1-3)B(1-6)glucano o(1-3)glucano
Ascomycota Quitina Galactomanoproteina
B(1-3)B(1-6)glucano o(1-3)glucano
Zygomycota Quitina Ac. Poliglucurénico
Quitosano Glucuromanoproteina
Polifosfatos
Chytridiomycota Quitina Glucano
Glucano
Oomycota B(1-3)B(1-6)glucano glucano
celulosa

Tabla 1.- Composicion de la pared de los diferentes grupos de hongos. Modificada de Deacon (1997).

Se han descrito numerosos ejemplos de microorganismos productores de
quitinasas, glucanasas y proteasas capaces de hidrolizar las paredes celula-
res de hongos fitopatégenos. Muchas veces se ha visto la produccién asocia-
da al micoparasitismo, pero existen casos en que la produccion se da aun en
ausencia de una manifiesta interaccion directa entre patégeno y antagonista.
Por ejemplo, Castoria y colaboradores (2001) describieron una cepa de
Aureobasidium pullulans (LS-30) capaz de controlar los dafios postcosecha
causados por Botrytis cinereay Penicillium expansum en manzana y por Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifery Aspergillus niger en uvas de mesa. En su trabajo
demostraron que dicha cepa producia quitinasa y  1-3 glucanasa in vitro 'y
sobre las heridas de la fruta, sin interactuar fisicamente con los patégenos, por
lo cual postularon que el micoparasitismo no estaba involucrado en esa
interaccion. Por su parte, Jijakli y Lepoivre (1998) encontraron que la adicion
de paredes celulares de Botrytis cinerea a una suspension de Pichia anomala
(levadura antagonista) potenciaba la produccién de B 1-3 glucanasa por este
antagonista y aumentaba la proteccion contra Botrytis en heridas de manzana.
De esta manera se demostraba que la accion de esta enzima estaba implicada
en el mecanismo de biocontrol.

También se han encontrado bacterias involucradas en el biocontrol de
patdgenos fungicos, capaces de producir estas enzimas. Por ejemplo, se ha
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descrito que la quitinasa producida por Serratia plymuthica C48 inhibia la
germinacion de esporas de Botrytis cinerea (Frakowski et al., 2001) y que la
capacidad de producir quitinasa extracelular es fundamental para explicar la
actividad biocontroladora de una cepa de Serratia marcescens contra
Sclerotium rolfsii (Ordentlich et al., 1987). A su vez se han descrito enzimas
quitinoliticas producidas por cepas de Bacillus cereus y Pantoea agglomerans,
implicadas en el control biolégico de Rhizoctonia en algodén (Pleban et al.,
1997). Whipps (2001) describe que el rol de dichas enzimas se confirma ya
que mutantes de Panfoea agglomerans deficientes en la produccion de la
misma, resultaron incapaces de proteger a los plantines de algodén del ata-
que del patégeno.

También se han descrito hongos del género Trichoderma y Gliocladium como
productores de este tipo de enzimas. Numerosos trabajos demuestran que
hongos de estos géneros son capaces de producir quitinasas, glucanasas y
proteasas, cuya actividad antifingica se ve potenciada por la produccion de
sustancias antibidticas (Schirmbdck et al., 1994). Se ha demostrado que es-
tas enzimas son inducibles en presencia de los sustratos de cada enzima y
que ademas pueden ser inducidas en presencia de paredes fungicas como
Unica fuente de carbono y energia. A su vez, la produccion de las mismas es
reprimida en presencia de glucosa. Por eso para determinar si un microor-
ganismo es capaz de producir enzimas capaces de degradar paredes fungicas,
se cultiva el microorganismo en un medio que tenga paredes del patégeno a
controlar como Unica fuente de carbono (Rey, 1998) y se estudian los niveles
enzimaticos a lo largo de la fase de crecimiento.

Se debe considerar que existen ciertos patégenos vegetales que anterior-
mente eran clasificados como hongos pero actualmente pertenecen al reino
Chromista. Entre ellos se encuentran los microorganismos pertenecientes a
los géneros Phytophtora y Pythium. Una caracteristica de éstos es que no
presentan quitina en su pared, sino celulosa. En este caso la busqueda de
biocontroladores se debe dirigir hacia aquellos microorganismos producto-
res de celulasas y no de quitinasas.

4.2.2.- Reduccion de la virulencia del patégeno

Se describen dos métodos por los cuales microorganismos antagonistas
pueden reducir la virulencia de los patogenos:

a) Produccién de enzimas capaces de degradar sefiales de quérum que go-
biernan la expresioén de los factores de virulencia del patégeno
b) Transmisién de hipovirulencia a cepas virulentas

CONTROL BIOLOGICO
DE PATOGENOS
DE PLANTAS




4.2.2.1.- Enzimas degradadoras de sensores de quérum (quérum
sensing)

Se denomina quérum sensing a la regulacidn de la expresion génica de un
organismo en respuesta a las fluctuaciones en la densidad de la poblacion.
Las bacterias capaces de sensar el quérum producen y liberan sefiales qui-
micas llamados autoinductores cuya concentracion en el medio aumenta
cuando aumenta la densidad celular. La deteccién por parte de las bacterias
productoras, de un umbral minimo del autoinductor hace que los genes go-
bernados por sefiales de quérum se expresen. En resumen, las células pro-
ducen y detectan “moléculas senal” mediante las cuales se dispara una ac-
cion concertada de toda la poblacion. Esta accién comienza sélo cuando se
alcanza una concentracion critica de la “molécula sefial” (que corresponde a
una concentracion dada de células).

Tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas usan sefiales
de quorum para regular la expresion de diversas actividades fisioldgicas, ta-
les como simbiosis, produccion de antibidticos, produccion de siderdforos,
produccion de factores de virulencia. En general las bacterias Gram negati-
vas utilizan N-acyl homoserina lactonas como autoinductores mientras que
en el caso de las Gram positivas los autoinductotores son oligopéptidos (Miller
y Bassler, 2001).

En el caso de la bacteria Erwinia carotovora se ha demostrado que [a pro-
duccion de factores de virulencia tales como enzimas que degradan paredes
vegetales, esta mediada por sensores de quérum (Pirhonen et al., 1993;
Andersson et al., 2000). La dependencia de las sefiales de quérum para la
expresion de factores de virulencia también se ha demostrado en otras bac-
terias fitopatdgenas tales como Agrobacterium tumefaciens (Fuqua y Winans,
1994), Ralstonia solanacearum (Flavier et al., 1997), y Pantoea stewartii (Bek
von Bodman et al., 1995)

Recientemente se ha demostrado que existen bacterias biocontroladoras
capaces de degradar las moléculas autoniductoras, bloqueando de esa for-
ma la expresion de genes mediada por sensores de quérum. De esta forma
se puede impedir la expresion de factores de virulencia de los patégenos
que controlan. Ya que la mayoria de los patégenos bacterianos depende de
estos autoinductores para la expresién de factores de virulencia claves en la
infeccidn, el descubrimiento de estos antagonistas tiene gran potencial
biocontrolador alin en estrategias curativas es decir, después de establecida
la infeccion.

CONTROL BIOLOGICO
DE PATOGENOS
DE PLANTAS 6 2




Molina y colaboradores (2003) describen en su trabajo la cepa de Bacillus
sp. A24 productora de una enzima capaz de degradar las N-acyl hoserina
lactonas que actuan como autoinductores en la expresion de factores de
virulencia de Erwinia carotovora en papa. Demuestran ademas, que la infor-
macion para la produccién de fa enzima esta codificada en un plasmido. Esos
investigadores lograron ademas, transferir ese plasmido a una cepa de
Pseudomonas fluorescens no controladora, la cual logra controlar la enfer-
medad luego de la transferencia. Esta cepa de Pseudomonas fluorescens
transformada logra también controlar en tomate ia agalla de corona produci-
da por Agrobacterium tumefaciens.

La investigacion acerca de sensores de quérum en hongos esta comenzan-
do. Se ha determinado que la levadura Candida albicans utiliza farnesol como
autoinductor y que el mismo esta involucrado en la formacion de pseudomicelio
y biofilms (Nickerson et al., 2006). Aun no hay datos sobre sensores de quorum
en hongos filamentosos

4.2.2.2.- Transmision de hipovirulencia a cepas virulentas

Se denomina hipovirulencia a la reduccién en la capacidad para infectar,
colonizar, matar y/o reproducirse sobre determinado hospedero que presen-
tan determinados aislamientos dentro de una poblacién de patdgenos (Boland,
2004). Se debe, en general, a la reduccién o pérdida de expresion de facto-
res de patogenicidad o virulencia del patégeno, por ejemplo una disminucion
en la produccién de enzimas capaces de degradar paredes celulares del
hospedero vegetal. Este fendmeno a menudo se ha visto asociado la pre-
sencia de micovirus de ARN de doble cadena. Sin embargo existen casos de
hipovirulencia asociados a mutaciones nucleares, mutaciones mitocondriales
o presencia de plasmidos (Monteiro-Vitorello et al., 1995, Monteiro-Vitorello
et al., 2000). Por otra parte, la presencia de micovirus no necesariamente
implica la aparicién de un fenotipo hipovirulento. En Monilinia fruticola, se
han detectado ARN de doble cadena, de localizacién citoplasmatica, de dife-
rentes tamafios. Tsai y colaboradores (2004) comprobaron la presencia de
estos elementos en 36 de 49 aislamientos provenientes de duraznos de Nueva
Zelanda. Sin embargo la presencia de estos micovirus no estaba asociado a
fendomenos de hipovirulencia.

Se ha demostrado que es posible utilizar cepas hipovirulentas de un patoge-
no para controlar enfermedades causadas por cepas virulentas de la misma
especie. En otras palabras, es posible utilizar una cepa de patogeno con
virulencia disminuida como agente de biocontrol. Para obtener un biocontrol
efectivo, las cepas hipovirulentas deben conservar su capacidad de coloni-
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zar el sitio de infeccién pero sin causar dafio a la planta hospedera. Asu vez
deben ser capaces de transferir efectivamente a cepas virulentas que se
encuentren en el mismo habitat, los elementos genéticos que confieren la
hipovirulencia.

La aparicion de este tipo de cepas hipovirulentas y su vinculacion con el
control bioldgico de enfermedades vegetales, ha sido estudiado en varias
especies de patogenos fungicos tales como Cryphonectria parasitica,
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor, Sclerotinia homoeocarpay Botrytis
cinerea.

El fendmeno se descubrié en 1951, en el hongo Cryphonectria parasitica,
agente causal del cancro del castafo. Mientras que la enfermedad se exten-
dia por Europa y EEUU, los castafios del norte de ltalia parecian recuperase.
Los aislamientos obtenidos de estos arboles, presentaban una morfologia
anormal en cultivo y a la vez eran hipovirulentas, es decir los sintomas desa-
rrollados en arboles infectados artificialmente, eran de baja severidad. Des-
de entonces, se han encontrado cepas hipovirulentas en otras localidades
de Europa y en areas donde se introdujeron cepas hipovirulentas se lograron
recuperara plantaciones de castafio afectadas (Bisseger et al., 1997).

Desde hace tiempo se conoce que la causa de la hipovirulencia en esta
especie flngica, es la presencia de virus pertenecientes al género Hypovirus.
Este virus es de localizacion citoplasmatica y se trasmite cuando ocurre
anastomosis de las hifas, es decir puede ocurrir en cepas que pertenezcan al
mismo grupo de compatibilidad vegetativa. No todas las cepas de
Cryphonectria parasitica pueden anastomosarse e intercambiar contenido
citoplasmatico, o cual limita en parte, la trasmision del virus. Se ha demos-
trado que la presencia de este virus inhibe la produccion de ciertas enzimas
vinculadas a la virulencia en el hongo tales como la celulasa (Wang y Nuss,
1995).

También existen trabajos que demuestran la existencia de cepas hipovirulentas
en hongos del género Sclerotinia. Boland (2004) menciona ejemplos de ca-
sos en S. sclerotiorum, S. minor 'y S. homoeocarpa. En el caso de S.
sclerotiorum, se pudo asociar el fenémeno de hipovirluencia a la presencia
de ARN de doble cadena no encapsidado perteneciente al género Hypovirus.
En el casode S. homoeocarpa se detectd la presencia de virus del género
Mitovirus como los presentes en hongos del género Ophiostoma. Se trata de
ARN de doble cadena de localizacién mitocondrial. Los mecanismos por los
cuales la presencia de estos micovirus causan hipovirulencia en cepas de
estas especies no han sido elucidados aun. Seguin Zhou y Boland (1998)
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cepas hipovirulentas de S. sclerotiorum producen menores cantidades de
acido oxalico que las cepas virulentas. En el caso de S. minor, Savard y
colaboradores (2003) describen la produccion de un compuesto denomina-
do sclerominol por parte de cepas hipovirulentas del patogeno, el cual no es
producido por cepas virulentas. El rol de este compuesto en la fisiologia de
las cepas hipovirulentas no se ha demostrado, sin embargo se ha determina-
do que dicho compuesto también es producido por cepas hipovirulentas de
S. sclerotiorum (Boland, 2004).

Los estudios de cepas hipovirulentas de género Sclerotinia como
controladores bioldgicos, se han centrado en las especies S. minory S.
homoeocarpa. Esto se debe a que existen numerosos grupos de compati-
bilidad dentro de la especie S. sclerotiorum, lo cual dificulta el uso de cepas
hipovirulentas como controladores biologicos. Se debe recordar que los
micovirus causantes de la hipovirulencia solo se tramiten a por anastomo-
sis de hifas a cepas compatibles.

En el caso de Sclerotinia minor, Boland (2004) menciona trabajos sobre
lechuga en los cuales la inoculacion con cepas hipovirulentas del patdégeno,
produjo una reduccion en la severidad de la enfermedad en mas del 50% y
una reduccion de hasta un 90% en el nimero de esclerotos producidos. Tam-
bién se lograron buenos resultados utilizando cepas hipovirulentas de S.
homoeocarpa en condiciones controladas y a campo (Zhou y Boland, 1997).
Una de las cepas hipovirulentas utilizadas logré reducir en hasta un 90% la
incidencia de las manchas (dollar spot) causadas por cepas virulentas del
patégeno sobre césped. Estos resultados demuestran que no todas las ce-
pas hipovirulentas tienen la misma capacidad biocontroladora, por lo cual la
seleccion del agente de biocontrol debe siempre incluir ensayos en las con-
diciones de uso.

Castro y colaboradores (2003) demostraron la existencia de cepas
hipovirulentas de Botrytis cinerea que contenian en su citoplasma micovirus
isométricos de 33 nm, de cubierta proteica y cuyo genoma consistia en ARN
de doble cadena de 6.8 kb. Comprobaron que dichas cepas eran
hipovirulentas, producian menor cantidad de la enzima lacasa y tenian una
tasa de esporulacién menor que las cepas virulentas. Aun no se han realiza-
do ensayos de biocontrol utilizando estas cepas.

4.2.3.- Competencia

Es un modo de accidn indirecto, donde no hay accion directa del antagonista
sobre el patégeno. En este caso ambos compiten; imponiéndose uno de ellos
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por ser capaz de procurarse de manera mas rapida y eficiente los nutrientes
y/o el sitio necesario para desarrollarse. La competencia hace referencia al
desigual comportamiento de dos 0 mas microorganismos ante un mismo re-
guerimiento, cuando la utilizacion de éste por uno de ellos reduce la cantidad
disponible para otros. Un factor esencial para que haya competencia es la
escasez de algun elemento esencial para el desarrollo de alguno de los
microorganismos. Si hay exceso no hay competencia.

Droby y Chalutz (1994) mencionan
que la competencia se podria enten-
der como una demanda simultanea de
los recursos por dos o mas poblacio-
nes microbianas en un determinado
microambiente. Por lo tanto, para que
un antagonista sea un efectivo com-
petidor debe reunir las siguientes ca-
racteristicas: ser capaz de adaptarse
mejor que el patdgeno al ambiente en
donde se daréa la competencia, lograr
una rapida colonizacion del sitio de
accion, y poseer una alta capacidad

. i K Figura 9. Ensayo de bacterizacion de raices. Se
de utilizar nutrientes a bajas concen-  observa el crecimiento bacteriano en forma de velo

alrededor de la raiz.

traciones. Se debe tener en cuenta
que para que un antagonista sea efectivo competidor el nimero de células
del mismo debe alcanzar un nivel critico activo antes de la entrada del paté-
geno y por supuesto, la llegada del antagonista debe ser previa o en conjun-
to a la del patdégeno. Queda claramente establecido el caracter preventivo y
no curativo de este tipo de control.

La competencia entre microorganismos puede darse por diferentes factores
como ser: espacio fisico, luz, oxigeno o nutrientes. Esta ultima ha sido la
mas estudiada.

4.2.3.1- Competencia en la rizosfera

La competencia por nutrientes y por un nicho especifico es uno de los meca-
nismos fundamentales por el cual las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal protegen a las raices de los fitopatdgenos (Compant et al., 2005). Se
plantea que a lo largo de las raices se pueden encontrar varios nichos ricos
en determinados nutrientes que atraen a diversos microorganismos entre
ellos a los fitopatogenos. Por ello la capacidad de colonizacion de las raices
y de utilizacion de los exudados radiculares es fundamental para que un
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determinado microorganismo sea capaz de proteger la raiz del ataque de
fitopatdgenos. Este deberia ser un criterio importante a la hora de seleccio-
nar microorganismos biocontroladores de patégenos de raiz. Para ello se
pueden realizar ensayos de colonizacion in vitro. Los mismos consisten en
poner en contacto semillas de la planta cuya raiz se pretende colonizar, con
una suspension del microorganismo a ensayar. Luego se colocan las semi-
llas tratadas en un tubo conteniendo agar al 0.8%, de forma de tener un
soporte semisoélido para las semillas, que permita el crecimiento de la raiz
dentro del medio (Figura 9). Si el microorganismo es capaz de colonizar las
raices se podra ver el crecimiento microbiano como una turbidez o halo
alrededor de las mismas.

4.2.3.2- Competencia en poscosecha

También en el caso de patégenos poscosecha este tipo de mecanismo de
biocontrol juega un rol muy importante. En especial, para microorganismos
gue causan enfermedad a partir de la colonizacion de heridas o aberturas
naturales del producto cosechado. En ese caso, para la aparicion de enfer-
medad es necesario la germinacion de los elementos de dispersion que han
llegado a la herida y posterior colonizacion de misma, lo cual requiere del
consumo de nutrientes por parte de los patégenos. De esta forma, una de las
estrategias para impedir la aparicion de enfermedad es controlar el desarro-
llo de los mencionados patdgenos mediante la colonizacion previa de los
posibles sitios invadidos, por microorganismos antagonistas. Estos antago-
nistas deben ser capaces de agotar el espacio o los nutrientes esenciales
para el desarrollo del patégeno.

Existen numerosos ejemplos de biocontrol de patégenos colonizadores de
heridas durante el almacenamiento de productos cosechados mediante com-
petencia.

Arras et al (1998) demostraron que una cepa de Pichia guillermondi era
capaz de colonizar efectivamente heridas realizadas en frutas citircas y de
esa forma protegerlas contra el ataque de Penicillium italicum. Roberts (1990)
informo sobre cepas de Cryptococcus laurentii y Cryptococcus flavus capa-
ces de colonizar heridas de manzanas y peras en condiciones ambientales y
de camara (0°C), protegiéndolas contra el ataque de patdégenos poscosecha.
En ambos casos se planted que la competencia por espacio estaria
involucrada en el mecanismo de accién de los antagonistas.

En la Figura 10 se aprecia la colonizacién y permanencia en heridas de man-
zana, de levaduras antagonistas capaces de inhibir el desarrollo del moho
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azul causado por Penicillium expansum. Para obtener esta grafica se cuen-
tan las levaduras vivas presentes en heridas de manzanas almacenadas entre
0 y 1°C a lo largo del tiempo, durante 3 meses. Para realizar el ensayo se
realizan heridas artificiales en la zona ecuatorial de manzanas sanas recién
cosechadas. Se inoculan dichas heridas con una suspension del antagonista
a ensayar y se almacenan las frutas en condiciones de almacenamiento co-
mercial. Cada cierto intervalo de tiempo se extraen de la fruta las heridas
inoculas y se determina la cantidad de
antagonistas vivos presentes en cada - - ——
herida, mediante un recuento en pla- ::2:2}
ca. Se puede apreciar en la grafica que
el numero de levaduras vivas en cada
herida es elevado y se mantienen el
orden de 10° microorganismos por he- ‘
rida, a lo largo del tiempo, por lo que T e e e w0
se presume que las heridas estarian =~ B

. Figura 10. Curva de crecimiento de la levadura
protegidas por o menos tres meses,  cystofiiobasidium infirmominiatum en heridas de
ante una eventual infeccién con el pa- manzana a 1°C. La levadura es un efectivo antagonis-

ta de Penicillium expansum en poscosecha de

tégeno (Garmendia et al., 2005) manzanas.
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4.2.3.3- Competencia por nutrientes: fuentes de carbono y nitrégeno

Para demostrar la competencia por nutrientes en determinado habitat, se rea-
liza el ensayo de biocontrol en abundancia y en escasez del nutriente limitante.
Si el biocontrol se observa en condiciones de escasez de dicho nutriente y no
es apreciable cuando el nutriente esta en abundancia se puede suponer que el
agente biocontrolador compite efectivamente con el patégeno por el reactivo
limitante. La Figura 11 muestra el porcentaje de biocontrol alcanzado por la
levadura biocontroladora Candida ciferrii cuando se inocula en heridas de
manzana junto con el hongo patégeno
Penicillium exansum. Se puede ver que
cuando el patégeno es inoculado junto
con jugo de manzana, la proteccion se
pierde. Esto hace suponer que cuan-
do se agrega jugo de manzana, algun

% de biocontrol

i - 0 nutriente limitante deja de estar en es-
jugo de vt | c’asez en las henda_s, por lo cual el pa-
manzana ' tdégeno puede germinar a pesar de que

i o la herida haya sido colonizada por el
Figura 11. Porcentaje de biocontrol de P. expansum en . .
manzanas utilizando la levadura Candida ciferrii como antagonista. Lo mismo ocurre cuando
biocontrolador, cuando el patégeno se inocula en e| patégeno se inocula junto con una

ausencia (agua) o presencia de diferentes nutrientes .. .
(jugo de manzana, nitrato) solucion de nitrato, el cual puede ser
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utilizado como fuente de nitrégeno por el patdégeno pero no por el antagonista.
En ese caso, se ve nuevamente que el biocontrol desaparece, y dado que se
habia demostrado anteriormente que el nitrato, en la concentracion utilizada,
no inhibia el crecimiento del antagonista, se supone que el nitrégeno seria el
nutriente limitante en esta interaccion (Vero et al., 2002)

4.2.3.4- Competencia por nutrientes: hierro

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento microbiano. En suelos

en presencia de oxigeno y a pH neutro el hierro se encuentra como ién férrico
en forma insoluble de forma poco accesible para los microorganismos. En
general el hierro disponible en suelos y sobre la superficie de las plantas es
escaso (Compant et al., 2005). En condiciones de baja disponibilidad de hie-
rro ciertos microorganismos pueden producir unas moléculas de bajo peso
molecular, denominadas siderdforos capaces de quelar el ién férrico y trans-
portarlo al interior celular. Los microorganismos productores de sideroforos
tienen a su vez receptores de membrana y sistemas de transporte especifi-
cos, que reconocen el complejo siderdforo-hierro formado vy lo ingresan de
esta forma, al interior celular.

Algunos microorganismos son capaces de reconocer e incorporar sideroforos
producidos por otros microorganismos, con lo cual logran una ventaja adicio-
nal en la lucha por el hierro. Por ejemplo, se ha demostrado que bacterias del
genero Pseudomonas son capaces de incorporar complejos hierro-
sideroforos, que contienen los sider6foros enterobactina y aerobactina, pro-
ducidos por bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Loper y Henkels, 1999)

Los distintos sideréforos tienen diferente afinidad por el hierro. Dicha afinidad
depende del microorganismo en cuestion y en general los siderdforos de ori-
gen bacteriano tienen mayor afinidad por el hierro que los de origen fungico.
Es por ello que en situaciones de escasez de hierro ciertas bacterias son
capaces de inhibir el desarrollo de patégenos flngicos. En estos casos el
biocontrol deja de ser efectivo si se adiciona hierro en el sitio de competencia.

A diferencia de los fitopatdgenos, las plantas en general, no se ven afectadas
por la escasez localizada de hierro a causa de los sideroforos microbianos.
Las plantas requieren menores concentraciones de hierro y ademas en algu-
nos casos tienen la capacidad de incorporar los complejos sideréforos-hierro
de origen microbiano.

Existen numerosos ejemplos de biocontrol mediado por sideréforos produci-
dos por bacterias del género Pseudomonas, las cuales logran controlar en
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condiciones de escasez de hierro el desarrollo de determinados hongos
fitopatdgenos. Por ejemplo, Manwar y colaboradores (2004) demostraron que
la produccion del sideréforo pioverdina estaba implicada en el biocontrol de
varios hongos fitopatégenos como Fusarium oxysporum, and Sclerotium rolfsii.
Whipps (2001) también hace referencia al rol de este sideroforo en el biocontrol
de fitopatégenos como Pythium spp. y Fusarium spp.. Menciona que la im-
portancia del mismo en el control de hongos se ha demostrado mediante el
uso de pioverdina purificada o comprobando la falta de control al utilizar bac-
terias cuya capacidad de sintetizar pioverdina hubiera sido eliminada por
mutaciones. Se ha demostrado ademas que la pioverdina y el salicilato, que
también actia como sideroforo, pueden actuar a su vez como inductores de
respuestas de resistencia en la planta (Leeman et al., 1996). Ambrosi y cola-
boradores (2000) demostraron el importante rol del sideréforo pseudobactina
en en biocontrol del patdgeno bacteriano Erwinia carotovora subsp. carotovora,
por accion de la cepa Pseudomonas B10CA1. Comprobaron que la bacteria
patégena era capaz de producir un sideréforo llamado chrysobactina, cuya
afinidad por el hierro resulté menor que la de la pseudobactina, por lo cual en
un ambiente con baja concentracion de hierro la cepa de Pseudomonas
B10CA1 tenia ventaja en la competencia.

En nuestros trabajos de control bio-
I6gico en poscosecha hemos demos-
trado que una de las levaduras capa-
ces de controlar el moho gris causa-
do por Botrytis cinerea en manzanas,
produce sideréforos de mayor afini-
dad por el hierro que los producidos
por el patégeno. La Figura 12 mues-
tra cultivos duales de la levadura an-
tagonista y el patégeno (Botrytis
cinerea) en medio de cultivo con di-
ferentes concentraciones de hierro.
Se puede apreciar que a concentra-

ciones bajas del metal, ocurre inhibi-
cioén del crecimiento del patégeno, la
cual no se observa en medios con
abundancia de hierro.

4.2.4- Micoparasitismo

Figura 12. Cultivos duales de la levadura biocontroladora
Aureobasidium pullulans y el patégeno Botrytis cinerea,
en medios de cultivo conteniendo diferentes concentra-

ciones de hierro. Se puede observar que la inhibicién del
patégeno se da cuando al concentracion de hierro es
baja, y la misma se va perdiendo a medida que aumenta
la concentracion del metal.

Se denomina micoparasitismo a la capacidad de un organismo de degradar
y asimilar hongos. El organismo micoparasito debe ser capaz de colonizar
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un hongo vivo, degradar sus paredes celulares, asimilar y nutrirse a partir
del contenido celular del mismo.

Este mecanismo es una de las estrategias utilizadas por hongos biocontroladores
tales como los pertenecientes a los géneros Trichoderma y Gliocladium (Figura
13). Existen numerosos trabajos demostrando la actividad micoparasita de ce-
pas pertenecientes a estos géneros, sobre variados hongos fitopatégenos. Por
gjemplo, Lu y colaboradores (2004) demostraron, mediante el uso de proteina
verde fluorescente, el micoparasitismo de una cepa de Trichoderma atroviride
sobre Pythium ultimum en cocultivo y sobre semillas de pepino. Asu vez, Zeilinger
y colaboradores (1999) utilizaron el mismo método para determinar el rol de la
qutinasa en el micoparasitismo de
Trichoderma harzianum sobre
Rhizoctonia solani. Lo y colaboradores
(1998) mediante observaciones mi-
croscopicas también demostraron el rol
del micoparasitismo en el control de
Rhizoctonia solani en césped por par-
te de Trichoderma harzianum.Asu vez,
Harman y Bjérkman (1998), afirman
gue el micoparsitismo es uno de los
mecanismos involucrados en el
biocontrol ejercido por Trichoderma
spp. o Gliocladium spp. sobre BOtfytlS Figurg 13. Culti.vo dual de Trichoderma atroviride.y.

; ) . Fusarium graminearum. Se observa el sobrecrecimiento
cinerea en partes aéreas de diversoS e la de Trichoderma sobre el micelio de Fusarium, o
CUltiVOS, tales como frutillas. cual hace suponer un micoparasitismo

Sin embargo el micoparsitismo no es un mecanismo de accion exclusivo de
los hongos filamentosos. Wisniewski et al. (1991), demostraron que existia
una fuerte unién de la levadura antagonista Pichia guillermondii a hifas del
patogeno Botrytis cinerea. Mediante microscopia electronica de barrido, los
autores pudieron observar la ruptura de la pared celular del patégeno en las
zonas en las que las células del antagonista se habian unido previamente.
El- Gaouth y colaboradores (1998) realizaron trabajos utilizando co-cultivos
de la levadura antagonista Candida saitoana y el hongo patéogeno Botrytis
cinerea. En esos experimentos también se pudieron observar las levaduras
asociadas al micelio del hongo, cuyas hifas mostraban dafios en las paredes
y degenaracion del citoplasma.

A su vez, los trabajos de De Boer y colaboradores (2001 y 2004) han demos-
trado la existencia de bacterias micéfagas, definidas como bacterias capa-
ces de vivir y crecer a expensas de hifas fungicas vivas. Dichas bacterias
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pertenecen a un nuevo género y especie y han sido nombradas como
Collimonas fungivorans. Se demostré que las bacterias micéfagas se fijan a
las paredes y crecen a expensas de hifas vivas de tres hongos filamentosos:
Chaetomium globosum, Fusarium culmorum, y Mucor hiemalis. Se compro-
bo que la poblacidn bacteriana aumentaba en presencia de hifas vivas de
estos hongos, tanto en medio de cultivo minimo como en arena inoculada
con las cepas. Los autores afirman que existen diferencias entre este tipo de
bacterias y las bacterias quitinoliticas descritas hasta el momento. En el caso
de las Collimonas fungivorans se constaté adhesion de las bacterias a las
hifas, ademas se comprobd que estas bacterias solo atacan hifas jovenes.
Las hifas maduras o ya vacias no sirven de alimento a estas bacterias.

Proceso de micoparasitismo

El proceso de micoparasitismo ha sido extensamente estudiado para el caso
hongos micoparasitos. Se ha establecido que dicho proceso involucra las
siguientes etapas: quimiotropismo, reconocimiento, unién y penetracion al
hongo hospedero con posterior asimilacion del contenido celular.

El quimiotropismo se refiere al crecimiento del antagonista en direccion al pa-
tégeno, bajo el estimulo de algin compuesto quimico. En estrecha relacion
con la etapa anterior, ocurre luego el reconocimiento entre hospedero y
micoparasito la cual estd mediada por interacciones del tipo lectina-carbohi-
drato, entre las paredes de ambos organismos. Las lectinas son proteinas con
sitios de unién especificos para determinados carbohidratos. Por ejemplo se
han encontrado lectinas en las paredes de patégenos como Rhizoctonia solani
las cuales se unen especificamente a galactosa y fucosa presentes en las
paredes celulares de Trichoderma harzianum (Elad et al., 1983). Para demos-
trar el rol de las lectinas en la unién del micoparasito al hospedero, Inbar y Chet
(1992) disefiaron un sistema por el cual unieron covalentemente a una fibra de
nylon una lectina purificada del hongo fitopatégeno Sclerotium rolfsii. Cuando
dicha fibra de nylon se puso en contacto con una cepa de Trichoderma
harzianum (micoparasita de Sclerotium rolfsii), dicho hongo se enroll¢ alrede-
dor de la fibra tal como si se tratara de una hifa de Sclerotium rolfsii.

Wisniewski et al. (1991) demostraron que la unién de la levadura antagonista
Pichia guillermondii a hifas del hongo Boltrytis cinerea, también estaba me-
diada por lectinas y que la misma era inhibida por la presencia de los
carbohidratos por los cuales la lectina implicada, tenia afinidad.

Luego del reconocimiento, el micoparasito se une al hongo hospedero y ocu-
rre la lisis de la pared celular de este ultimo. En el caso de hongos del género
Trichoderma se ha visto que en la etapa de unién al hongo hospedero, las hifas
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del micoparasito se enrollan alrededor de las hifas del hospedero, de forma de
aumentar los puntos de contacto (Ver Figura 14). Se ha demostrado que en
dichos puntos de contacto, los hongos de género Trichoderma forma estructu-
ras tipo gancho y similares a apresorios que penetran en el hongo hospedero
(Chet et al.,, 1998; Lu et al., 2004). Es en ese momento, que se induce la
produccion de enzimas capaces de degradar la pared del hongo hospedero.
Las enzimas involucradas incluyen quitinasas, glucanasas y proteasas. Steyaert
y colaboradores (2003) sostienen que la induccion de estas enzimas, se pro-
duce en cascada. Basados en los trabajos de Inbar y Chet (1992) y Haran
(1996) postulan que la primer enzima
hidrolitica (en este caso una quitinasa
denominada CHIT102) se produciria
por la induccion provocada por el re-
conocimiento mediado por lectinas.
La accién de esta enzima sobre
polimeros de la pared celular provo-
caria la aparicion de residuos
(oligosacaridos) que actuarian a su

F i 3 :
Figura 14. Fresco observado con microscopio opticocon ~ VEZ COMO inductores de otras enzimas
aumento 400X. Las hifas de Trichoderma sp. se enrollan hidroliticas
alrededor de una hifa de Rhizopus sp. )

El micoparasitismo no se limita solamente a la destruccion de hifas. Existen
micoparasitos capaces de colonizary dejar inviables los esclerotos produci-
dos por varios fitopatbgenos como estructuras de resistencia. Stewart y
Harrison (1989) demostraron que hongos pertenecientes a las especies
Gliocladium roseum, G. virens, Chaetomium globosum y Coniothyrium
minitans podian actuar como micoparasitos de esclerotos del patégeno
Sclerotium cepivorum. Los micoparasitos colonizaban la superficie y la es-
tructura interna de los esclerotos, im-
pidiendo su posterior germinacion.

Clarckson y colaboradores (2002)
también seleccionaron micopa-rasitos
capaces de destruir esclerotos de
Sclerotium cepivorum en medio de
cultivo y en suelo. Una cepa de
Trichoderma viride seleccionada logré
una destruccion del 60% de los
esclerotos en el suelo y redujo la inci-
dencia de enfermedad en plantines de Figura 15. Placa que muestra esclerotos de Sclerotinia
cebolla. La Figura 15 muestra sclerotiorum colonizados por cepas de Trichoderma spp.
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esclerotos de Sclerotinia sclerotiorum colonizados por cepas de Trichoderma
spp. Los esclerotos habian sido colocados en trampas de malla en el suelo y
luego fueron dispuestos sobre papel de filtro himedo para que germinaran.
Sin embargo, lo que se obtuvo fue un crecimiento masivo de Trichoderma
sobre la mayoria de los esclerotos.

4.3- Interaccion Agente Huésped
4.3.1- Induccion de resistencia

Se denomina resistencia a la capacidad de un organismo a sobreponerse
completamente o en cierto grado a la acciéon de un patégeno. Existen dos
tipos de resistencia: la resistencia constitutiva (propia de la planta, expresa-
da en todo momento) y la resistencia inducida (expresada sélo ante la pre-
sencia de determinados estimulos). En esta instancia, se hara referencia a
los diferentes mecanismos por los cuales los microorganismos
biocontroladores pueden provocar respuestas de resistencia inducida en los
vegetales.

Las interacciones planta patégeno

son de dos tipos: compatible, cuan- Patégeno oo

do ocurre enfermedad e incompati- ek,

ble cuando la planta resiste. De Genes de avinencia e
acuerdo a la teoria gen por gen S S
(Flor,1955), en una interaccion incom- S

patible el producto de un gen de re- {;? o AN
sistencia en la planta interactua con < Inductor

el producto de un gen de avirulencia
en el patégeno (Figura 16). De esta
forma se activan mecanismos de de- _ e :
fensa que impiden la aparicion de (Céluia de [o planio -
enfermedad. - -

T : i Figura 16. Esquema de la interaccién de un patégeno
Las interacciones compatlbles OCU-  avirulento y una planta resistente.

rren cuando la planta no tiene o no  (Pibuio: Alejandra Mondino)

expresa correctamente el producto del gen de resistencia y/o el patégeno
no expresa su gen de avirulencia. De esta forma no se desencadenan
mecanismos de resistencia y la enfermedad ocurre. En resumen, en las
interacciones incompatibles, los mecanismos de defensa de la planta se
activan a tiempo para impedir la enfermedad, mientras que en las
interacciones compatibles, dichos mecanismos no se activan o se activan
tardiamente, de forma que es imposible evitar la enfermedad.
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Si los mecanismos de defensa fueran activados de alguna manera, previa-
mente a la infeccion por un patogeno, entonces la enfermedad podria evitar-
se. Esto es lo que sucede cuando se da una respuesta de resistencia induci-
da, la cual ocurre cuando una planta estimulada adecuadamente activa sus
mecanismos inducibles de resistencia. La resistencia inducida no debe ser
vista como la creacién de mecanismos de resistencia en plantas que care-
cen de los mismos, sino que se trata de la activacion de mecanismos que se
expresan solo si son inducidos.

Los mecanismos de resistencia inducida se pueden activar por una respuesta
de hipersensibilidad, por determinadas sustancias quimicas y también por la
interaccion con microorganismos no patdgenos que en ese caso actuarian como
biocontroladores frente a futuras infecciones. En general las respuestas de re-
sistencia inducida aparecen en forma sistémica y no son especificas. Esto signi-
fica que no solo se protege el sitio donde ocurrié la induccion, sino también
lugares alejados del mismo. Ademas, implica que la resistencia inducida protege
a la planta contra el ataque de microorganismos similares o diferentes al que
causo la induccion. Sin embargo existen casos donde las respuestas de resis-
tencia aparecen solamente en zonas cercanas al sitio de induccion. En esos
casos estamos frente a lo que se denomina resistencia localizada inducida, a
diferencia de la resistencia sistémica inducida que ocurre a distancia.

Los mecanismos de resistencia inducida pueden dividirse en dos grandes ti-
pos: la resistencia sistémica adquirida (SAR, systemic adquired resistance) y
la resistencia sistémica inducida (ISR, induced systemic resistance). En am-
bos casos se trata de respuestas de resistencia inducida, que se producen en
forma sistémica. Sin embargo difieren en el tipo de inductor, el tipo de respues-
ta y el tipo de sefial que coordina la respuesta de resistencia a distancia
(Hammerschmidt, 1999). En el caso de SAR, la induccion se puede dar por
interaccion con patdgenos que causen una lesién necrética, por respuestas de
hipersensibilidad o por sustancias quimicas naturales o sintéticos. Es asi que
sustancias inorganicas como sales de fosfatos, o silice (SiO,) inducen este
tipo de respuesta. Asimismo, se ha demostrado que sustancias organicas de
origen natural tales como el quitosano (polimero de N-glucosamina), el acido
salicilico o acidos grasos poliinsaturados también son inductores. Por otro lado,
dentro de los inductores quimicos de origen sintético se pueden citar el
propenazol, el acido DL-3- aminobutirico y el S- metil ester del acido benzo-
(1,2,3)-thiadiazol-7-carbotioico (BTH). Dentro de los inductores quimicos de
origen natural, esta el harpin, proteina producida por la bacteria patégena
Erwinia amylovora capaz de inducir una respuesta tipo SAR en plantas trata-
das (EPA, 2006f). EI harpin esta categorizado como biopesticida por la EPAy
existe en EEUU una formulacion comercial denominada Messenger® que
contiene la proteina harpin como principio activo.
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Este tipo de resistencia es en general de muy amplio espectro. Se ha demostra-
do por ejemplo que en pepino una primera infeccion con Colletotrichum lagenarium
el agente causal de la antracnosis, lleva a una respuesta de resistencia inducida
contra patégenos flingicos, bacterianos y virales (Sticher ef al., 1997).

La respuesta del SAR esta asociada con la produccion de proteinas relacio-
nadas con la patogénesis (PRP: pathogensis related proteins) entre las que
se incluyen enzimas capaces de hidrolizar polimeros constituyentes de pare-
des celulares de hongos (quitinasas, proteasas y glucanasas) y con proce-
sos de lignificacion que limitan la entrada del patégeno. A su vez, el SAR es
mediado via un proceso dependiente de acido salicilico.

En el caso de ISR, en cambio, la respuesta de resistencia se induce por la
presencia a nivel de raiz de rizobacterias. Se denomina rizobacterias a aque-
llas bacterias que se encuentran en grandes numeros en la superficie de la
raiz, las cuales se alimentan principalmente de los exudados radiculares.
Existen trabajos que demuestran que bacterias asociadas a la rizosfera be-
nefician de alguna forma a la planta, ya sea promoviendo su crecimiento o
como controladores biolégicos de patégenos. Es asi que, demostrados es-
tos efectos, se las llama PGPR (plant growth promotion rhizobacteria) o sea
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Se ha demostrado que en
algunos casos la presencia de estas bacterias o de bacterias enddfitas, indu-
ce la resistencia a patdogenos en partes alejadas de la planta, sin causar
ningun dafio en la planta hospedera. Se plantea que para que ocurra la acti-
vacion del ISR, debe existir una interaccion entre la bacteria y la planta me-
diada segun algunos autores por siderdforos o lipopolisacaridos provenien-
tes de las bacterias inductoras (Ramamorthy et al., 2001).

También se ha demostrado que sustancias volatiles producidas por PGPR
tales como cepas de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens, son capa-
ces de activar ISR en plantines de Arabidopsis enfrentadas a la bacteria
patdgena Erwinia carotovora subespecie carofovora (Ryu et al., 2004).

Al igual que el SAR la resistencia sistémica inducida es no especifica y de
amplio espectro. Por ejemplo, en el caso de pepino, la rizobacteria
Pseudomonas putida 89B-27 fue capaz de proteger a distancia contra el ata-
que de Colletotrichum orbiculare (causante de antracnosis), contra Erwinia
tracheiphila (patégeno foliar), contra Fusarium oxysporumf sp. cucumerinum
(causante de marchitamiento vascular y que penetra por ias raices) y contra
cucumber mosaic virus (van Loon ef al., 1998). A su vez, Alves Silva y cola-
boradores (2004) demostraron Ia inespecificidad del ISR utilizando la
rizobacteria Bacillus cereus B101R, la cual colonizando las raices de tomate
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indujo resistencia a varios patégenos del filoplano, tales como Alternaria solani,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Stemphillium solani y Oidium
lycopersici. Existen ademas, trabajos que demuestran la proteccién inducida
causada por rizobacterias contra nematodos (Santhi y Sivakumar, 1995) e
insectos (Zehnder, 1997).

La induccion de resistencia por rizobacterias esta vinculada a mecanismos
por los cuales se fortifica la pared celular del vegetal y se alteran respuestas
fisiolégicas y metabdlicas. De esta forma se potencian las respuestas de
defensa de la planta cuando la misma es atacada por un patégeno (Compant
et al., 2005). Por ejemplo el tratamiento se semillas de arvejas con
Pseudomonas flourescens 63-28 tuvo como resultado la formacion de barre-
ras estructurales como deposicion de calosa, y la acumulacion de sustancias
fendlicas en el sitio de ataque de Pythium ultimun y Fusarium oxysporum f.
sp. pisi (Benhamou et al., 1996). Se demostré en algunos casos que los
cambios bioquimicos o fisiolégicos incluyen la induccion de produccion de
PRP tales como quitinasas y peroxidasas. Por ejemplo, la inoculacion de
plantas de tomate con la rizobacteria endofitica Pseudomonas flourescens
63-28 provocd una induccién de quitinasa, cuando la planta fue atacada por
Fusarium oxysporum f. sp. radicis- lycopercisi. Sin embargo, otros autores
afirman que no se detecta la induccién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (Van Loon et al.,, 1998) . En esos casos se hace evidente la
induccién de otras sustancias tales como las enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL), chalcona sintetasa o polifenoloxidasa, ademas de la formacion de
fitoalexinas (Ramamoorthy et al., 2001). Hay evidencia reciente que demues-
tra que la induccion de la enzima chalcona sintetasa, vinculada con mecanis-
mos de defensa, pueden ser promovida por las N-acil-homoserina lactonas
asociadas con los sensores de quérum e bacterias Gram negativas (Compact
et al., 2005).

Este tipo de resistencia inducida se diferencia del mecanismo antes defini-
do como SAR, en que la misma se da sin acumulacién de acido salicilico en
la planta. La mayoria de las rizobacterias asociadas a este mecanismo,
inducen la resistencia mediante procesos independientes del acido salicilico
qgue involucran el etileno y jasmonato con sefiales (Compact et al., 2005)

La induccion de resistencia tiene un tiempo limitado de accion luego del esti-
mulo. Ramamorthy y colaboradores (2001) afirman que el tiempo de persis-
tencia depende del inductor y de la especie vegetal. En general, los niveles
de resistencia alcanzan su maximo nivel después de 4 o 5 dias de ocurrida la
induccioén, pero luego disminuye con el tiempo. Por ejemplo Liu et al. (1995)
demostraron que la resistencia inducida a la antracnosis, por tratamiento con
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PGPR, podia perdurar hasta 5 semanas en el caso del pepino. Sin embargo
el periodo variaba dependiendo de la rizobacteria utilizada en la induccién.

Es necesario precisar que para demostrar induccién de resistencia se tiene
gue probar la separacion espacial entre el patdgeno y el agente biocontrolador.
Es decir que las bacterias inductoras deben estar ausentes del sitio de pro-
teccion durante todo el experimento. En el caso de rizobacterias que prote-
gen contra la infeccion de un patégeno en parte aéreas es importante corro-
borar que las rizobacterias no hayan sido trasladadas como enddfitas desde
la raiz a las zonas protegidas. Por ejemplo en los ensayos de De Meyer y
Hofte (1997) de resistencia inducida en poroto contra Botrytis cinerea, se
demostré que la rizobacteria inductora utilizada (Pseudomonas aeruginosa
7NSK-2) no estaba presente en extractos de tallo y hojas. En el caso de que
las rizobacterias protejan contra un patégeno radicular se debe realizar en-
sayos en los que el sistema radicular se divide en dos partes, una parte se
inocula con las rizobacterias inductoras y la otra parte se enfrenta al patége-
no en cuestion, y luego se plantan en macetas separadas. La resistencia
inducida se ve como una menor incidencia y severidad de la enfermedad en
las plantas inoculadas con rizobacterias inductoras, en comparacion con los
controles no bacterizados. Un ejemplo de este tipo de ensayo con plantas de
rabanito se puede encontrar en los trabajos de Leeman y colaboradores (1996)
y de Van Wees y colaboradores. (1997).

Los mecanismos de resistencia inducida también se han descrito para el
biocontrol de enfermedades de poscosecha. Ippolito y colaboradores (2000)
describen la aparicion de enzimas de resistencia (quitinasas, glucanasa y
peroxidasas) en heridas inoculadas con la levadura Aureobasidium pullulans,
la cual es capaz de controlar el desarrollo de moho azul causado por
Penicillium expansum, en manzanas. Los autores del trabajo llaman a este
fenémeno resistencia inducida, sin embargo se debe notar una diferencia
con el fendmeno discutido hasta el momento en este capitulo. En [os casos
anteriormente descritos, la induccién de la resistencia se produce por un
agente inductor, pero la misma se expresa solamente cuando el vegetal se
enfrenta a un patégeno luego de la induccién. La aparicidn de respuestas de
defensa no se da en presencia del agente inductor, como en este caso. El
Gaouth y colaboradores (2003) describen otro ejemplo de resistencia induci-
da en manzana en poscosecha. En este caso, se realizan sobre la fruta 2
herdas separadas unos 2 cm. En una de ellas se inocula la levadura antago-
nista (Candida saitoana) y en el otro el patégeno (Penicillium expansum).
Los autores demostraron en este caso una proteccion a distancia de las he-
ridas inoculadas con el patégeno y determinaron la presencia de enzimas de
defensa (quitinasas) en dichas heridas.
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CAPITULO 5

Aislamiento y seleccion de Agentes de
Control Biolégico

Pedro Mondino

5.1.- Introduccion.

Este capitulo trata acerca de la importancia que tienen el aislamiento y la
seleccion de microorganismos Agentes de Control bioldgico (ACB).

Todo Programa de CB se sustenta en el apropiado aislamiento y seleccion de
los microorganismos agentes de biocontrol de modo que esta fase determina
las chances de éxito (Bettiol, 1991). Sabiendo que en la comunidad microbiana
existe una gran diversidad de microorganismos, debemos preguntarnos como
buscar y seleccionar al mas apropiado para nuestros objetivos.

Diferentes Agentes de Control Bioldgico han sido aislados de suelos (Handelsman
y Stabb, 1996; Bagnasco, 1997; Bagnasco et al., 1998), del sustrato usado para
cultivar plantines ( Gravel et al., 2005) sobre partes aéreas de las plantas (Bleve
et al., 2006; Droby et al., 1999; Janisiewicz y Marchi, 1992; Vero et al., 2003,
Vero et al., 2002); en contacto con las raices (Idris et al., 2006; Berg, et al., 2001,
Kerry, 2000); colonizando o hiperparasitando a patégenos (Silveira et al., 2002;
Silveira et al., 2001) o dentro de la planta (Pratella et al., 1993).

Si bien es posible encontrar efectivos ACB en forma azarosa, podemos esta-
blecer una estrategia de busqueda que nos permita aumentar las probabili-
dades de éxito y nos simplifique el largo camino a recorrer hasta disponer de
un producto comercial. Asi es que, se considera mayor la probabilidad de
hallar antagonistas, en aquellos lugares en donde: coincidiendo la presencia
del patégeno, la planta huésped y el ambiente favorable al desarrollo de la
enfermedad, ésta no ocurre. Es posible que alli esté funcionando algun tipo
de biocontrol natural.

Esto puede suceder naturalmente (por ejemplo en el caso ya mencionado de
suelos supresivos) o podemos forzar tal situacion colocando plantas o frutos
en condiciones favorables al desarrollo de la enfermedad y luego aislar
micoorganismos en contacto con aquellas plantas o frutos que permanecie-
ron sanos.

La adaptacion de los ACB al sitio en que deberan ejercer su accion
biocontroladora es un objetivo primordial. Las chances de encontrar
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microorganismos eficientes agentes de biocontrol se incrementan si busca-
mos en el mismo ambiente en que seran aplicados. Si aislamos un microor-
ganismo antagonista de un lugar diferente al lugar en que debera ejercer su
accion, deberemos luego comprobar que sea capaz de adaptarse a vivir y
competir en ese sitio. Por ejemplo, si un microorganismo antagonista es ob-
tenido del suelo, no necesariamente se adaptara a vivir sobre las hojas o
frutos y controlar patégenos foliares o de poscosecha. En ese caso se debe-
ran realizar los ensayos correspondientes para verificar su adaptacion a este
nuevo sitio.

La probabilidad de que nuestro microorganismo antagonista se adapte al
sitio de accion es mayor si lo hemos seleccionado de la flora existente alli
mismo.

La busqueda de agentes de control biolégico sobre la superficie misma de
las plantas se basa en el conocimiento de que alli viven poblaciones de bac-
terias, levaduras y hongos filamentosos entre los que se pueden encontrar
antagonistas de los patogenos (Jacques et al., 1995). Estas poblaciones que
naturalmente viven en contacto con la planta interactiian con esta y suelen
alimentarse de exudados liberados por la propia planta. Estos
microorganismos ya estan adaptados a vivir en contacto con la planta por lo
que no sera necesario ningun proceso de adaptacion al lugar de accion.

Otro elemento a tener en cuenta durante la busqueda de ACB es la acepta-
cion de éstos por parte de los consumidores. El consumidor puede ser rea-
cio a admitir alimentarse con frutas u hortalizas que han sido tratadas con
microorganismos extrafos, por ejemplo obtenidos de un compost; sin em-
bargo es proclive a aceptar aquellos microorganismos que naturalmente vi-
ven sobre la fruta y que por lo tanto siempre ha tenido contacto con ellos.

La busqueda de antagonistas puede realizarse en forma general (cualquier
tipo de agente de control biolégico), o puede estar dirigida hacia la obtencion
de microorganismos con alguna caracteristica especial. Por ejemplo, si la
mejor estrategia de manejo de una enfermedad es la disminucion del indculo
primario consistente en esclerotos, nuestra busqueda se podria orientar ha-
cia aquellos microorganismos capaces de degradar esos esclerotos.

Debido a que numerosos ACB tienen capacidad de ser parasitos de los patégenos
de plantas es factible realizar-busquedas de antagonistas a partir de colonias o
estructuras del patégeno colonizadas. Es posible encontrar patégenos natural-
mente colonizados por algun antagonista (por ej. esclerotos de Botrytis cinerea o
Botrytis squamosa colonizados por Clonostachys rosea, o colonias de oidio co-
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lonizadas por Ampelomyces quisqualis). También es posible utilizar al patdgeno
como cebo para capturar antagonistas. Por ejemplo, esclerotos de Sclerotinia
sclerotiorum  se colocan en mallas enterrados en el suelo durante 1 mes o mas
y luego son retirados y sembrados en placas o colocados en camara hiumeda de
donde se aislan cepas de antagonistas. Esta técnica ha sido utilizada con éxito
en la busqueda de antagonistas con capacidad de destruir esclerotos de
Sclerotinia sclerotiorum en Uruguay ( Silveira et al., 2001 )

El biocontrol de patdgenos de poscosecha de fruta tales como Penicillium
spp. causante de la podredumbres en pomaceas y citrus, requiere de anta-
gonistas bacterias o levaduras capaces de competir con el patégeno en las
heridas ya que éstas constituyen la principal via de entrada del patégeno. La
probabilidad de encontrar microorganismos habiles en colonizar heridas se
incrementa si se realiza la busqueda en heridas de frutos que han permane-
cido sanos a pesar de estar presente el patégeno.

La busqueda de buenos colonizadores de heridas se puede realizar sobre
heridas naturales o provocadas artificialmente. La busqueda de antagonistas
de Monilinia fructicola a partir de heri- pEg : \

das naturales vy artificiales fue realiza-
da con éxito en Uruguay utilizando
montes de produccion organica. Una
semana antes de la cosecha (momen-
to de maxima susceptibilidad al ataque
del patégeno) frutos con heridas natu-
rales fueron identificados y marcados
sobre la planta, otros frutos sanos fue-
ron heridos artificialmente con bisturi.
Una semana después los frutos que
permanecieron sanos fueron llevados
al laboratorio y desde las heridas se %

aislaron los microorganimos alli pre-  Fura . Herdes el  arifcines o nscsce
sentes (Figura 1). Monilinia fructicola.

Si se pretende controlar patégenos de poscosecha de frutos que se almace-
nan por largos periodos en camaras frigorificas a bajas temperaturas y alta HR
es necesario disponer de microorganismos que no vean disminuida su capaci-
dad antagonica en esas condiciones. El biocontrol de los patdgenos que cau-
san podredumbres en el almacenamiento en camara frigorifica requiere de
cepas de antagonistas adaptadas a crecer a las bajas temperaturas en que
se almacena la fruta. En este caso la busqueda de ACB se realiza sobre la
superficie de frutos al momento de salida de camara de forma de incrementar
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las probabilidades de encontrar cepas adaptadas al frio. Los microorganismos
alli presentes son los que han logrado sobrevivir en las condiciones de alma-
cenamiento de la fruta. La incubacién de esos microorganismos se realiza en
la heladera o en la propia camara frigorifica. De este modo solamente se tra-
bajara con aquellos microorganismos capaces de sobrevivir al frio.

Los ejemplos anteriores muestran que existen objetivos que guian u orientan la
busqueda de ACB. Al momento de iniciar un proceso de busqueda y seleccion
de microorganimos antagonistas debemos tener presente esos objetivos de for-
ma de poder disefar una estrategia acorde al cumplimiento de los mismos.

5.2.- Aislamiento

El aislamiento de los microorganismos se realiza sembrando en medio de
cultivo. Para aislar microorganismos de la superficie de frutos,flores u hojas
es comun colocar las mismas en agua
estéril o suero fisioldgico, agitar duran-
te unos minutos de forma de extraer
el biofilm microbiano en contacto con
el vegetal y hacer diluciones, los que
posteriormente se siembran en placas
con medio de cultivo (figura 2). Tam-
bién es posible sembrar por impresién
del material vegetal sobre el medio de
cultivo presionando levemente con la
hoja, piel de un fruto o parte de una

Figura 2. Extraccién de micoorganismos de la superficie
de un fruto de manzana por lavado con suero fisiolégico.
raiz. Para el aislamiento de microorga-
nismos del suelo rizosférico suele ha-
cerse una suspension de suelo, se
hacen diluciones y se siembra por
rastrillado en placa con medio de cul-
tivo. Las placas se incuban en estufa

Figura 3. Colonias de microorganismos provenientes s Iuego o procede alpplsdlparadis-

de la siembra de una suspension de suelo. Las lar las diferentes colonias que apare-
colonias diferentes seran repicadas hasta obtener t
aislamientos puros. cen (ﬂgura 3)
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5.3.- Seleccion de ACB.

Una vez que se han aislado diferentes microorganismos es necesario proce-
der a seleccionar aquellos con mayor potencial biocontrolador. La seleccion
del mejor ACB se puede realizar en el laboratorio mediante métodos “in vitro”,
utiizando plantas (metodos “in vivo”), o métodos intermedios que utilizan
parte del vegetal, pero se realizan en el laboratorio.

5.3.1.- Seleccion “in vitro”

La técnica mas utilizada para la seleccion de los ACB es la siembra de cultivos
duales. Esta técnica se realiza “in vitro” y consiste en hacer crecer simultanea-
mente y enfrentados al patdégeno y a sus potenciales antagonistas en una
placa con medio de cultivo. Esa técnica permite detectar facilmente interacciones
directas como la inhibicion del crecimiento por produccion de antibidticos, la
destruccion de hifas del patdgenos por efecto de enzimas producidas por el
antagonistas, o el parasitismo directo del patégeno por parte del antagonista.
Esta técnica también permite cuantificar la inhibiciéon midiendo por ejemplo los
diametros de los halos de inhibicion del crecimiento, o las areas de las colonias
del patdgeno en presencia o ausencia de diferentes antagonistas. Se debe
realizar el ensayo con un numero de repeticiones suficiente como para sacar
conclusiones estadisticamente significativas.

La técnica de cultivos duales (Figuras
4, 5 y 6) tiene como ventajas la facili-
dad, el bajo costo y el hecho de que
permite evaluar una gran numero de
microorganismos en un espacio redu-
cido y en corto tiempo.

Una desventaja de los métodos de
seleccion “in vitro” es que no todos los
mecanismos de accién antagédnica
pueden ser detectados de esta ma-
nera. De ese modo se pueden estar
perdiendo muy buenos antagonistas.
SOIamente permite deteCtar antago- Figura 4. Cultivo dual de Epicocum nigrumy

nistas que actuan mediante ciertos Sclerotinia sclerotiorum.

mecanismos de accién como la

antibiosis o parasitismo directo, dejando de lado aquellos otros que actian
por otros mecanismos como la competencia con el patégeno en los sitios
de accién o la induccion de resistencia de la planta.
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Por ejemplo, varias levaduras efectivas
en el biocontrol de patégenos de
poscosecha actuan compitiendo por
espacio y por nutrientes en las heridas
de frutos evitando la accion de
patdégenos como los hongos del géne-
ro Penicillium. En una seleccion me-
diante cultivos duales estas cepas ha-
brian sido descartadas por inefectivas.

Asi es, que el hecho de que numero-
sos trabajos reporten la existencia de
ACB cuyo principal mecanismo de ac-
cion es la antibiosis, es atribuido al uso

Figura 5. Cultivo dual entre Bacillus sp. y Botrytis , . K
squamosa. Se observa un fuerte halo de inhibicion. de la técnica de cultivos duales

(Campbell, 1989). Esto nos conduce
a reflexionar acerca de como las técnicas o estrategias elegidas para realizar
una investigacion nos pueden estar sesgando los resultados obtenidos.

Otra desventaja de las técnicas de seleccidn “in vitro” es la baja correlacion
entre los resultados obtenidos en el laboratorio con los resultados de cam-
po. Un ACB puede producir amplios halos de inhibicion, antagonizar en
forma efectiva al patégeno cuando se
lo enfrenta en una placa, y luego no
evitar el desarrollo de la enfermedad
cuando es aplicado sobre la planta.
Es que en el campo, cuando aplica-
mMOos un microorganismo sobre las
hojas de una planta o en el suelo, éste
puede ver disminuida su capacidad
antagonica por efecto de factores am-
bientales como la luz UV, baja hume-

; ! Figura 6. Seleccion “in vitro” mediante la técnica de
dad relatlva, competenma con otros cultivos duales de cepas de Trichoderma spp y

Fusarium graminearum

microorganismos, entre otros.
5.3.2.- Seleccién “in vivo”

Los métodos de seleccion “in vivo” consisten en evaluar la capacidad
biocontroladora de un determinado microorganismo en bioensayos con plan-
tas (Figuras 7, 8, 9, 10 y 11). En estos ensayos, el potencial agente de control
biolégico es aplicado directamente sobre la planta o en el sustrato en contac-
to con ésta. La planta asi tratada es inoculada luego con el patégeno. En
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estos ensayos lo que se evalla es la incidencia o severidad de la enferme-
dad en plantas con y sin aplicacion del antagonistas.

El método de seleccidn in vivo ha sido
utilizado en Uruguay con el objetivo
de seleccionar antagonistas con ca-
pacidad biocotroladora de patégenos
de poscosecha de citrus y manzanas
(Paolillo et al., 1998; Vero et al., 2002;
Silvera et al., 2001; Vero et al., 2004).
En estos trabajos, frutos previamente
tratados con suspensiones de
microorganismos (potenciales ACB),
fueron inoculados con suspensiones
de los patdbgenos mas comunes y lue-
go de un periodo de incubacion se

Figura 7. Ensayo de seleccion “in vivo” mediante
inoculacién de herdidas a frutos de naranja.

evalud y compard la incidencia y severidad de las podredumbres con y sin
aplicacion del potencial antagonista (figuras 7, 8, 9). Aquellas cepas que lo-

Figura 8. Seleccion de ACB mediante ensayo de
biopotreccion de heridas realizado “in vivo” usando
frutos. Se observa la proteccién en la herida de la
derecha lograda por un potencial ACB.

ficultades de los métodos “in vivo~es
gue son mas caros, mas trabajosos
(es necesario producir plantas) re-
quieren de mayor equipamiento (plan-
tas, invernaculo, personal) e insumen
mayor tiempo.

graron proteger al fruto del ataque del
patégeno fueron seleccionadas para
trabajos posteriores.

El método de evaluacion “in vivo” per-
mite seleccionar potenciales agentes
de control biolégico con independen-
cia del mecanismo de accién. Tam-
bién permiten detectar posibles efec-
tos negativos sobre la planta. Las di-

Figura 9. Ensayo de seleccion “in vivo™ utilizando frutos
de manzana. Se practican heridas las que son
secuecialmente inoculadas con el posible antagonista y
luego con el patégeno.

DE PATOGENOS
DE PLANTAS

CONTROL BIOLOGICO



Aunque no sea posible realizar la se-
leccion “in vivo”, la etapa de evaluar al
potencial agente utilizando plantas no
podra evitarse ya que es alli donde
debera demostrar su real capacidad
biocontroladora.

Figura 10. Ensayo de seleccién “in vivo” utilizando
plantines de tomate creciendo en bandejas. Los potencia-
les antagonistas asi como el patégeno se inoculan
directamente en el sustrato en que crecen las plantas.

5.3.3.- Seleccion combinada

Figura 11. Seleccion de ACB mediante ensayo in
vivo de bioproteccion de plantulas de lechuga.
Algunos microorganismos logran evitar la podredum-
bre blanda y muerte de la planta cuando son
aplicados al sustrato.

Existen mecanismos que denominamos intermedios o de selecciéon combi-
nada, que si bien se realizan en el laboratorio utilizan partes de plantas como
ser discos de hojas, trozos de tallos o de frutos. La utilizacién de discos de
hojas de vid ha sido utilizada para seleccionar potenciales antagonistas de
Botrytis cinerea (Whiteman y Stewart, 1998) El uso de discos de hoja de
frutilla ha sido utilizado para seleccionar microorganismos con capacidad de
antagonizar a Botrytis cinerea agente causal del Moho gris en frutillas (Sutton
y Peng , 1993). Discos de hojas de lechuga también han sido usados para
seleccionar bacterias supresoras de Bofrytis cinerea y Rhizoctonia solani
(Fiddaman et al., 2000). Trozos de “tallos” de lechuga (nervadura central de

la hoja) han sido usados para selec-
cionar cepas de hongos antagonistas
de Sclerotinia sclerotiorum. En estos
ensayos los trozos de tallo de lechu-
ga son colocados en placas sobre
sustrato estéril y en el centro un disco
de micelio de Sclerotinia sclerotiorum
es colocado en contacto con discos
similares de diferentes hongos con po-
tencial antagonismo (figuras 12y 13).
Si el patégeno es controlado los dis-

Figura 12. Seleccion combinada de ACB utilizando
trozos de vegetal. Este método permite superar algunas
de las dificultades de la seleccion “in vivo™.
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cos permaneceran intactos, de lo contrario Sclerotinia sclerotiorum avanza
sobre los trozos del vegetal ocasionando la pudricion de los mismos (Silveira
etal.,2001). También es posible bafar los trozos del vegetal en una suspen-
sion del posible antagonista.

La ventaja de este tipo de ensayos
combinados es que logran simular si-
tuaciones algo mas cercanas ala rea-
lidad y al utilizar trozos de material
vegetal ahorran en trabajo y tiempo.
En ocasiones permiten detectar efec-
tos fitotoxicos los que seran razon de
descarte del potencial biocontrolador.
Sin embargo no logran sustituir los
ensayos “in vivo” de modo que los
ACB seleccionados de este modo de- Figura 13. Si el potencial antagonista es efectivo el

beran pasar Iuego por ensayos con patégeno inoculado en el centro no logra colonizar los
lant trozos de vegetal (placa izquierda) de lo contrario el
plantas. patégeno los colonizara produciendo la podredumbre
tipica (placa de la derecha)

5.3.4.- Seleccion de ACB segun
caracteristicas especiales

Si bien el objetivo principal de toda busqueda y seleccion de ACB es la efec-
tividad en el biocontrol de determinado patégeno, existen otros objetivos no
menos importantes como la adaptacion al sitio de accion, la ausencia de
efectos fitotoxicos o dafiinos sobre la planta que queremos proteger, la adap-
taciéon al ambiente en que debera ejercer el biocontrol, la ausencia de efec-
tos secundarios negativos sobre la salud humana o el ambiente, entre otros.

Es posible realizar la busqueda de determinado tipo de microorganismo an-
tagonista. Por ejemplo al ser conocida la habilidad biocontroladora de cepas
de Pseudomonas fluorescentes sobre patdgenos de suelo es factible iniciar
una busqueda selectiva de estas bacterias. Asi es que en Uruguay se han
realizado trabajos de busqueda y seleccion de estas bacterias para el
biocontrol de enfermedades de implantacion de leguminosas forrajeras
(Bagnasco et al., 1998).

Es posible seleccionar antagonistas en base a su capacidad de producir
enzimas degradadoras de las paredes de hongos patdgenos. Existen para
ello técnicas que permiten medir la actividad enzimatica. Para seleccionar
antagonistas con capacidad de degradar paredes del patégeno también es
posible hacer crecer a los potenciales antagonistas en un medio con paredes
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del patdgeno como unica fuente de carbono. En este medio sélo podran cre-
cer aquellos microorganismos que dispongan de las enzimas necesarias para
degradar dichas paredes (Jijakli y Lepoivre, 1998).

La seleccién de potenciales agentes de biocontrol cuyo mecanismo de ac-
cién sea la induccion de resistencia sistémica en la planta es posible realizar-
la midiendo la produccion de quitinasas y B-1,3-glucanasas (moléculas
indicadoras de la reaccion de resistencia) en plantas tratadas con diferentes
cepas potenciales ACB (Bargabus et al., 2004).

Por su parte Calvente y colaboradores desarrollaron un método de siembra
en placas con medio solido que permite seleccionar levaduras con capaci-
dad de competir por el hierro median-
te la produccién de sideroforos. Es-
tas levaduras compiten efi-
cientemente en las heridas de frutos
de manzana con el Penicillium
expansum agente causal del moho
azul (Calvente et al., 2001). La com-
petencia por hierro mediante produc-
cion de sideroforos puede ser evalua-
da mediante siembra de cultivos
duales en medios con diferentes con-
centraciones de hierro. También es
posible seleccionar productores de
sideroforos mediante siembra en me- Figura 14. La siembra de diferentes microorganismos
dio CAS (ﬂgura 14) (Milagres et al., en medio CAS permite detectar la presencia de cepas

productoras de sideréforos por elcambio de color del
1 999) medio de azul a amarillo.

En conocimiento de que Fusarium graminearum coloniza las anteras de la flor
de trigo y tiene escasa capacidad de utilizar al acido tartarico como fuente de
carbono, Khan y colaboradores utilizaron la estrategia de aislar potenciales
ACB de las anteras de la flor del trigo seleccionando aquellos con habilidad
para utilizar el acido tartarico. El objetivo de esta seleccion fue disponer de
ACBs que pudiesen ser formulados con incorporacion de acido tartarico como
suplemento. Posteriormente estos mismos investigadores se abocaron a la
busqueda de microorganismos con capacidad de utilizar la Colina, sustancia
que se produce en las anteras del trigo y que se sabe estimula la germinacion
de las esporas de Giberella zeae (Khan et al., 2001).

Actualmente técnicas moleculares permiten detectar la presencia de genes
responsables de caracteristicas deseables en un agente de biocontrol. De
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esta manera pueden servir de ayuda en la seleccion de microorganismos
potenciales agentes de biocontrol por ejemplo, detectando la capacidad de
producir un antibidtico determinado. A su vez estas técnicas permiten dife-
renciar entre microorganismos asi como descartar aislamientos genéticamente
idénticos. (Tomashow et al., 1997; Schena et al., 2000).

Con el objetivo de disponer de ACB con capacidad de curar infecciones ya
establecidas (capacidad curativa) se han realizado trabajos de busqueda y
seleccion de microorganismos endofitos. Estos microorganismos que viven
dentro de los tejidos vegetales tendrian la capacidad de antagonizar a
patogenos dentro de la planta, es decir con posterioridad al momento de
infeccion. La busqueda de endofitos con capacidad biocontroladora de roya
de la hoja del café ha sido realizada en Brasil (Shiomi et al., 2006)

Si de antemano sabemos que nuestro antagonista debera ser aplicado en
sistemas de manejo integrado que incluyen la aplicacion de fungicidas para
el control de otros patégenos, podemos disefiar métodos de seleccién que
permitan considerar esa caracteristica como por ejemplo el crecimiento en
medios enmendados con funguicida. Aquellas cepas de ACB resistentes a
fungicidas seran seleccionadas.

En ocasiones puede hacerse una busqueda tratando de evitar determinada
caracteristica como por ejemplo la produccion de antibidticos. La ausencia de
produccion de antibiéticos es una caracteristica deseable en los antagonistas
de patdgenos de poscosecha. La produccion de antibidticos obliga a realizar
estudios que demuestren su inocuidad para el consumidor. Por otra parte es
sabido que estas sustancias antibioticas tienen alto riesgo de generar resisten-
cia en las poblaciones del patdgeno. En este caso la técnica de cultivos duales
sirve para descartar aquellas cepas que producen halo de inhibicion.

Con el objetivo de descartar la posibilidad de que un potencial ABC sea
patégeno humano se estudia su capacidad de crecimiento incubando en es-
tufa a 37°C. Aquellas cepas capaces de crecer a 37 °C (temperatura del
cuerpo humano) son descartados hasta tanto no se realicen estudios que
confirmen su inocuidad.

Finalmente una caracteristica indispensable de todo ACB es la ausencia de
efectos negativos sobre la planta. En ensayos con plantas la observacion
de cualquier efecto negativo sera causa de descarte del agente de biocontrol.

Cualquier método de seleccion nos dara como resultado disponer de una
porcion de la poblacién de microorganismos con potencialidad antagonica.
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Pero solamente podra detectar una fraccion de la microflora antagonista. El
problema esta en definir cuales seran aquellos métodos de seleccion que
nos permitan encontrar los ACB con mayor capacidad de controlar al patége-
no cuando sean aplicados en el lugar y ambiente en que deberan ejercer el
biocontrol.

A su vez, es sabido que los ACB suelen actuar por mas de un modo de
accion y en ocasiones las técnicas utilizadas seleccionan por uno o pocos
modos. Caracteristicas como la habilidad de colonizar la rizosfera o las
semillas solamente puede ser evaluada en ensayos que involucren el uso
de plantas.

No existe una Unica estrategia de aislamiento y seleccion de agentes de
control biolégico y en cada caso debemos disefiar la que sea mas apropiada
a nuestros fines.

‘tos métodos de seleccion “in vitro” por lo general aportan informacion acerca

de los mecanismos de accion, en cambio aquellos métodos més complejos
que involucran a la planta y factores ambientales reproducen de mejor ma-
nera la situacion real aunque generalmente brindan escasa la informacion
acerca de los mecanismos de accion.

A su vez la utilizacién de métodos moleculares pueden servir de ayuda en
esa seleccién indicando por ejemplo si dentro de un grupo de potenciales
antagonistas seleccionados existen diferencia o se trata de individuos con
caracteristicas similares (Berg et al., 2000).

Generalmente es necesario utilizar una combinacién de métodos. Es comun
utilizar estrategias que combinen métodos “in vitro” con los que se realiza
una pre-seleccion y luego se pase a una etapa de seleccién “in vivo”.

El arte esta en disefiar aquella estrategia que nos conduzcan en la forma
mas directa a nuestro objetivo final.
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CAPITULO 6

Aplicacion de agentes de control biolégico

Pedro Mondino

De nada sirve haber seleccionado al mejor antagonista de un determinado
patdgeno, si luego por motivo de una mala aplicacion, este no puede ejercer
su accioén biocontroladora. Una aplicacion inoportuna y/o de mala calidad
puede echar por tierra todo el trabajo de desarrollo de un biopesticida.

El éxito de un agente de biocontrol depende de que se desarrollen
formulaciones y métodos de aplicacion apropiados. Una de las claves de ese
exito radica en lograr que el ACB apropiado, esté en el momento oportuno, y
en el lugar apropiado durante un tiempo suficiente.

Antes de decidir la aplicacion de un biopesticida necesitamos responder las
siguientes interrogantes: ;donde debemos aplicarlo?; ;cuando debemos
aplicarlo?; ;,como debemos aplicarlo? y si ¢ seran necesarias reaplicaciones
periodicas?.

La primera pregunta puede tener diferentes respuestas, por ejemplo, un ACB
puede ser aplicado directamente sobre la planta (hojas, raices, frutos, semi-
llas) o puede ser aplicado al suelo, o directamente sobre los rastrojos en
donde permanece el indculo del patégeno.

Las respuestas a la segunda pregunta también pueden ser variadas, por
ejemplo, un ACB puede ser aplicado antes de la siembra, durante la siembra,
durante las etapas de crecimiento del cultivo, previo a la cosecha, durante la
cosecha o luego de cosechado.

Para la pregunta del como debemos aplicarlo, también hay numerosas posi-
bles respuestas. Por ejemplo mediante aspersién, mezclado con el sustrato,
pildorado de la semilla, aspersiones foliares o bafio en poscosecha.

Por uitimo la necesidad de reaplicaciones también puede tener diversas res-
puestas en funcion de la capacidad del antagonista de establecerse y mante-
ner su poblacion en el sitio de accion.

Las respuestas a estas preguntas dependeran del tipo de planta, del tipo de
patégeno, de las caracteristicas propias del ACB y del tipo de estrategia de
control que estemos empleando.
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Asi es que el tipo de planta que queremos proteger nos determina en gran
medida las posibilidades de aplicacién. Por ejemplo los frutos pueden ser
asperjados o bafiados en la poscosecha, las raices de mudas de tomate o
cebolla podrian ser sumergidas en una suspension del antagonista, las se-
millas botanicas pueden ser peleteadas, los cortes de poda pueden ser pin-
tados o tratados con la formulacion biolégica. Igualmente la proteccion de las
raices puede resolverse mediante aplicaciones al sustrato o baro de las mudas
al transplante.

El tipo de patégeno sera también determinante del modo de aplicacion: Por
ejemplo, hongos de suelo podran ser controlados mediante aplicaciones di-
rectamente al sustrato, bafios de raices o pildorados de semillas, Patdgenos
foliares seran facilmente controlados mediante aplicaciones foliares mien-
tras que para patégenos de poscosecha sera factible bafar o asperjar la
fruta con una suspension del biopesticida.

Por otra parte el tipo de ACB y su modo de accidn influiran también en la
forma de aplicacion. Asi es que parasitos de estructuras de sobrevivencia del
patogeno deberan tomar contacto con éstas para poder actuar. Por ejemplo
el hongo Athelia bombacina debe ser aplicado directamente a las hojas de
manzana caidas en el suelo para que logre interrumpir el ciclo de Venturia
inaequalis.

Si nuestro antagonistas es un inductor de resistencia debera tomar contacto
con la planta antes que lo haga el patégeno, de forma de dar tiempo a que se
desencadenen los procesos de induccion. De Cal y colaboradores (1999),
encontraron que las aplicaciones de Penicillium oxalicum para el biocontrol
de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici eran mas efectivas cuando se reali-
zaban directamente en la almaciguera 7 dias antes del transplante. Con es-
tas aplicaciones se logré proteger a la planta durante un periodo de 60 a 100
dias. Sin embargo el tratamiento a las semillas no fue efectivo y los autores
lo atribuyen a que ese tratamiento no logré inducir la resistencia. Posterior-
mente estos mismos investigaciones demostraron que reaplicaciones de
Penicillium oxalicum prolongaban el efecto bioprotector (De Cal y Melgarejo,
2001).

Si nuestro antagonista actua compitiendo en las heridas con los patogenos,
debemos aplicarlo de modo que tenga chances de colonizar las heridas, an-
tes que el patdgeno. Los bafios en una suspension del antagonista de la
fruta antes de ingresar a la conservacion frigorifica permitira proteger las
heridas que se producen en la manipulacion de la fruta desde la cosecha en
el campo hasta la sala de empaque. En ocasiones aplicaciones precosecha
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facilitan la colonizacién del fruto por el antagonista anticipandose de ese modo
a los posibles patogenos.

La estrategia empleada para el biocontrol de la enfermedad también deter-
mina el momento de aplicacién. Una caracteristica general de los métodos
de control biologico es que, en su mayoria, carecen de capacidad curativa.
Es decir que deben ser aplicados preventivamente (antes de que ocurra la
infeccion) para que actien eficientemente. La excepcion a esto es el biocontrol
de los oidios, que al tratarse de hongos ectoparasitos, es posible curar infec-
ciones mediante aplicaciones foliares.

Los métodos de aplicacién deben permitir la maxima expresion del ACB.
Deben asegurar que el ACB crezca y logre el propdsito de controlar al pato-
geno. Asi es que los métodos de aplicacion deben ser pensados cultivo por
cultivo y enfermedad por enfermedad. No es posible idear métodos de apli-
cacion si se desconoce el funciona-
miento del patosistema y del ACB en
ese patosistema.

Al disefiar métodos de aplicacion debe
tenerse en cuenta que el agricultor
necesita familiarizarse con el método
y que éste ademas, debe ser funcio-
nal a su estructura de trabajo en el
predio. Por esta razon en general se
eligen métodos similares a los que

Y i .. T Figura 1. Aplicacién de una formulacion artesanal de
utiliza parala aphcamon de plagumdas Clonostachys rosea en almacigos de cebolla mediante

maquina pulverizadora de mochila.

guimicos (figura 1).

Algunos ejemplos de cémo las caracteristicas del patosistema determinan
los momentos de aplicacién: Botrytis cinerea causa una podredumbre cono-
cida como moho gris en los racimos de uva. Analizando la estrategia del
patégeno descubrimos que en realidad B. cinerea se instala en el racimo al
momento de la floracién, mas precisamente al final de la misma, colonizando
los restos florales. En esos restos de tejidos senescentes permanece en for-
ma latente hasta la madurez del racimo (envero) momento en que invade las
bayas. De tal modo que las aplicaciones de un ACB de la Botrytis en uva se
realizaran en la floracién y antes del cierre del racimo de forma de atacar a la
Botrytis antes de que esta invada las bayas produciendo la podredumbre.

Algo similar sucede con este patdgeno en tomate y en frutillas (figuras 2 y 3).
Los restos florales y otras partes senescentes de la planta son la primera via
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de ingreso. Una vez alli produce indculo secundario que atacara luego los

frutos maduros.

Aplicaciones en precosecha de productos bioldgicos resultaron efectivas en
el control de enfermedades de poscosecha hipdlito y nigro presentan una
lista de investigaciones en ese sentido (Ippolito y Nigro, 2000).

Figura 2. La observacion bajo lupa muestra que los
restos florales de una frutilla aun verde estan ya
colonizados por Botrytis cinerea. Un efectivo antagonista
deberia ser capaz de competir con la Botrytis por esos
restos florales.

caciones de Fusarium lateritium di-
rectamente sobre las heridas. Una
ingeniosa tijera de podar a la que se

Figura 4. Las abejas han sido utillizadas para
diseminar, llevando en sus patas esporas de antagonis-
tas, las que son depositadas en las flores que se
pretende proteger.

La literatura refiere a métodos inge-
niosos de aplicacion de ACB. Asi por
ejemplo se cita que abejorros y abe-
jas han sido eficientes en diseminar
in6culo de Clonostschys rosea des-
de la piquera de la colmena hasta las
flores del frambueso (Yu y Sutton,
1997; Kovach et al., 2000).

Las heridas del corte de poda de la
planta de vid son via de entrada de
Eutypa lata, un patdégeno que es
eficientemente biocontrolado por apli-

Figura 3. Los cortes de poda son via de entrada de la
Botrytis en tomate. Alli se instala y produce abundante
inoculo secundario que afectara a flores y frutos. Es
necesario proteger por lo tanto esos cortes de poda.

le anexd un sistema que asperja di-
rectamente sobre la herida al momen-
to de realizar el corte permitié lograr
controles tan efectivos como la apli-
cacion directa mediante pipeta sobre
la herida (Ho et al., 2005)
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Aplicaciones al sustrato permiten proteger a la plantula del ataque de
patégenos de suelo (figuras 5y 6). Lewis y colaboradores pudieron controlar
Rhizoctonia en berenjenas aplican-
do una formulaciones granuladas de
Gliocladium y Trichoderma al suelo
( Lewis et al., 1995).

Finalmente es necesario conocer la
necesidad de reaplicaciones. A dife-
rencia de las sustancias quimicas los
agentes de biocontrol son seres vi-
\g vos que pueden colonizar el lugar de
RN ) accion y multiplicarse de manera que
Figura 5. Mezcla con el sustrato de una formulacion en

polvo de Trichoderma para el biocontrol de patégenos de en los casos de que esto suceda no
suelo seran necesarias reaplicaciones. Si
por el contrario, el antagonista tiende a desaparecer en el correr de los dias
por efecto del ambiente y de la competencia con la microflora existente po-
drian ser necesarias reaplicaciones para mantener la efectividad en el
biocontrol.

En este caso los objetivos del agricultor, pueden no ser coincidentes con las
posibilidades de desarrollo comercial de un ACB. Asi es, que una ventaja del
control biolégico para el agricultor, como lo es la posibilidad de que no sean

necesarias reaplicaciones, puede ser
%% , “gﬁ
aEa

visto como una desventaja desde el
~

punto de vista del desarrollo comer-
cial. El producto tendra menor reventa
si una vez aplicado logra mantenerse
y multiplicarse en el lugar de accion

siendo innecesarias reaplicaciones

posteriores. Esto podria limitar su de- Aok . ,
sarrollo comercial. - —@i pre ﬁ'&% s :\'
Las necesidades de reaplicacion de- T L, TS &“1
penderan de los resultados de los es-  fi9ura . Lechugas creciendo en sustrato con

tudios de evolucién de la poblacion del

antagonista en el lugar de accion. Asi, por ejemplo, De Cal y Melgarejo en-
contraron que la repeticion de las aplicaciones de Penicillium oxalicum pro-
longaban la eficacia del biocontrol de la fusariosis del tomate (De Cal y
Melgarejo, 2001)
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CAPITULO 7

Control Biolbgico de enfermedades de poscosecha.

Gabriela Garmendia’
Silvana Vero'

7.1 Poscosecha: Caracteristicas y problemas

La poscosecha de productos agricolas se concibe como un conjunto de pro-
cesos integrados y secuenciados, por los que atraviesa el producto después
de la cosecha, en su camino hacia el consumidor y que se encuentra estre-
chamente vinculado a los sistemas de produccion (Pelayo, 1992). Es el pe-
riodo que transcurre desde el momento en que los productos son recolecta-
dos hasta aquel en el cual son consumidos en estado fresco, preparados o
transformados industrialmente. Este periodo es muy variable y depende de
diversos factores intrinsecos (especie, variedad y caracteristicas
fisicoquimicas) y extrinsecos (consumo, medio de transporte y condiciones
ambientales) a cada producto.

Luego de la recoleccién todo producto horticola puede tomar diversos desti-
nos. Uno de ellos es la venta directa de lo obtenido en la cosecha para con-
sumo inmediato o para algun propdsito industrial. En otros casos los produc-
tos se someten a una serie de actividades previas antes de llegar al consu-
midor. Estas actividades van a seguir determinada secuencia segun el pro-
ducto que se trate, pero a grandes rasgos son: el empaque, el almacena-
miento y el transporte.

En algunos casos los productos horticolas requieren de cierto almacena-
miento con el fin de equilibrar su oferta y su demanda. En otros casos tam-
bién se mantienen almacenados durante transportes prolongados, como en
el caso de las exportaciones por barco a otro continente. La vida de almace-
namiento potencial de un producto se encuentra predeterminada en gran
medida por sus caracteristicas genéticas y metabdlicas. Sin embargo facto-
res de precosecha, técnicas de manejo, momento de la cosecha, tratamien-
tos poscosecha y condiciones de almacenamiento determinaran finalmente
la capacidad real de almacenamiento del producto (Diaz, 2002)

'Catedra de Microbiologia, Departamento de Biociencias.
Facultad de Quimica. UdelaR.
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Segun el manejo, algunas frutas pueden tener una vida de almacenamiento
prolongada que puede ser desde algunos meses hasta un afio, por ejemplo,
manzanas y peras (Kuprferman, 1997). Otros productos fruticolas tienen un
periodo muy corto de almacenamiento que va desde dias hasta una sema-
na, por ejemplo, frambuesas y frutillas. La mayoria de las restantes frutas
tienen una vida de almacenamiento intermedia entre estos dos extremos.
Los parametros mas importantes a tener en cuenta durante el almacena-
miento son el correcto manejo de los niveles de temperatura, humedad y la
atmosfera, los cuales son de suma importancia en el control de la madura-
cion, en la posible aparicion de fisiopatias y en la capacidad de desarrollo de
microorganismos patogenos que pueden dafar a los frutos. También es im-
portante una adecuada limpieza y desinfeccion de los lugares de almacena-
miento, de forma de disminuir el riesgo de la llegada de patdgenos a la fruta.

A pesar de maximizar esfuerzos para reducir la susceptibilidad de los frutos y
también minimizar las fuentes posibles de entrada de patdégenos antes, du-
rante y después de la cosecha, las pérdidas en la poscosecha en muchos
casos siguen siendo significativas. Se ha estimado que las pérdidas totales
(debidas a factores bidticos y abidticos) en la poscosecha de frutas y vegeta-
les pueden llegar hasta el 25% (EI-Ghaouth et al., 2002). Parte de estas
pérdidas se deben a infecciones con patégenos fungicos.

Las infecciones cuyos sintomas se manifiestan durante el almacenamiento
poscosecha, pueden ocurrir entre la floracion y la maduracién del fruto o pue-
den adquirirse durante la cosecha y posterior acondicionamiento y almacena-
miento. En el primer caso, las infecciones pueden permanecer quiescentes
hasta que comience la senescencia del fruto durante el almacenamiento. En el
segundo caso, los patégenos penetran a la fruta a través de heridas causadas
durante la cosecha y el manejo posterior a la misma. Es muy dificil, mediante
técnicas de manejo poscosecha, controlar la aparicion de sintomas en el pri-
mer caso, sin embargo se pueden maximizar esfuerzos durante y después de
la recoleccion para evitar la aparicion de las podredumbres ocasionadas por
patégenos de heridas. Para minimizar las pérdidas ocasionadas por este tipo
de patogenos se deben tomar medidas tendientes a minimizar el nimero de
heridas por fruto y el indculo inicial de patégeno. Un bajo nimero de heridas se
puede lograr con cuidadosas medidas de manejo durante y después de la
cosecha, mientras que para minimizar el inéculo inicial es necesario extremar
las medidas de higiene y desinfeccién de los envases, de las camaras frigori-
ficas y de la fruta misma previo al almacenamiento.

En realidad, el control de las enfermedades de poscosecha se ha basado
histéricamente, en la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica mediante
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bafios, aspersion o incorporado en las ceras. Sin embargo en la actualidad,
es muy reducido el nimero de principios activos efectivos autorizados para
su uso en esta etapa, debido principalmente a consideraciones toxicologicas.
Esto ha generado dificultades a la hora de instrumentar estrategias de mane-
jo anti-resistencia, ya que las mismas se basan en la alternancia o rotacion
de principios activos de diferente modo de accién (Brent y Hollomon, 1998).
Como consecuencia, se ha constatado la presencia de poblaciones de
patogenos resistentes a los fungicidas mas comunmente utilizados. (Wozniak,
2003; Delgado y Pérez, 1998; EI-Goorani et al., 1984). Por otra parte, el uso
de fungicidas, especialmente en esta etapa tan cercana al consumo, esta
siendo muy cuestionada por el publico consumidor, el cual ha incrementado
su conciencia acerca de los riesgos a la salud y al medioambiente que trae
consigo el uso de fungicidas. Un nuevo concepto de calidad ha surgido. Los
consumidores ya no se fijan solamente en la estética del producto, sino que
exigen que esté libre de residuos toxicos y que, ademas, haya sido produci-
do siguiendo practicas sustentables y respetuosas del medio ambiente.

7.2 Control biolégico en poscosecha

Para poder dar respuesta a estas demandas se desarrollan en los diferentes
paises programas de Produccion Integrada (Pl) y de Buenas Practicas Agri-
colas (BPA). Estos Programas mediante la integracion de los agricultores
con los servicios de extension y los centros de investigacion implementan la
produccion comercial de frutas y hortalizas de alta calidad minimizando el
uso de plaguicidas y sus efectos secundarios (Mondino, 2003; Nufiez et al.,
2003; Giacinti 2003). El control biolégico de enfermedades de poscosecha
ha demostrado ser una alternativa promisoria, factible de ser incorporada en
Sistemas de Manejo Integrado.

La poscosecha presenta caracteristicas favorables para la utilizacion de téec-
nicas de control biolégico. En primer lugar, el ambiente de la poscosecha se
caracteriza por ser confinado y controlado lo cual facilita la aplicacion de los
productos biolégicos y la adaptacion de estos a las condiciones ambientales.
En segundo lugar el alto valor agregado de los productos cosechados justifi-
ca la implementacion de medidas de control que en otras circunstancias po-
drian no ser rentables (Mondino y Vero, 1999). Por otra parte, en muchos de
los casos se pretende sustituir los bafios o aspersion de fungicidas, por ba-
fios o aspersion utilizando suspensiones de antagonistas, por lo que el cam-
bio en los equipos e instalaciones de las plantas de tratamiento, no seria
drastico ni econémicamente excesivo.

Sin embargo debe tenerse en cuenta que las medidas de control de patégenos
de poscosecha deben alcanzar eficiencias muy altas. Una medida de control
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gue alcance un 80% de eficiencia es aceptada para el control de patégenos
de suelo, en cambio es inaceptable en las enfermedades de poscosecha en
donde se exigen eficiencias de un 95 a un 98 % como minimo (Spadaro y
Gullino, 2003).

En general cuando hablamos de Control Biologico hacemos referencia a la
utilizacion de microorganismos beneficiosos con el fin de reducir los efectos
indeseables de los patdgenos de plantas. Estos microorganismos benéficos
existen naturalmente y pueden ser seleccionados y reaplicados en concen-
traciones mayores y en momentos oportunos para que ejerzan su accion
antagénica. También pueden ser potenciadas las poblaciones naturales de
microorganismos benéficos mediante un apropiado manejo.

No solamente los pesticidas microbianos son considerados herramientas de
Control Biologico, también se reconocen como tales, a sustancias naturales.
Es asi que la EPA define como biopesticidas a sustancias de origen natural
tales como quitosano y derivados, bicarbonato de sodio y &cido acético entre
otros. Existen referencias del uso de bicarbonato de sodio (2-3%) o acido
acético (4-5%) usados en el primer bafio de la fruta previo al almacenamien-
to (Palou et al., 2002). La integracion de los agentes de control biolégico con
algunas de estas sustancias ha permitido potenciar su accion (Karabulut et
al., 2001, Droby et al., 2003).

En la actualidad existen varias formulaciones comerciales basadas en el uso
de microorganismos biocontroladores para el uso en poscosecha de frutas.
En EEUU se han registrado tres agentes microbianos de control bioldgico
para su uso en poscosecha. Dos de ellos son bacterias: Pseudomonas
syringae cepa ESC-10 y Pseudomonas syringae cepa ESC-11; el tercer agente
microbiano registrado es una levadura: Candida oleophila 1-182. Las bacte-
rias estan recomendadas para su uso en poscosecha de manzanas, peras y
citricos, mientras que el registro de la levadura afirma que se puede usar en
varios vegetales, frutas y plantas ornamentales. Existen tres formulaciones
comerciales que contienen Pseudomonas syringae cepa ESC-10 y dos, cuyo
principio activo es Pseudomonas syringae cepa ESC-11, mientras que hay
una sola formulacién comercial que utiliza la levadura Candida oleophila |-
182 como agente de biocontrol la cual se denomina Aspire (EPA, 2006d;
EPA, 2006e). En Sud Africa existen dos formulaciones comerciales para
biocontrol en poscosecha denominadas Avogreen (Korsten et al., 1998) y
YieldPlus. Avogreen esta basada en una cepa de Bacillus subtilis aislado del
filoplano de palta el cual se registrd para su uso en el control de Cercospora
y antracnosis en palta (Korsten ef al., 1998; Janisiewicz y Korsten, 2002).
YieldPlus tiene como ingrediente activo una cepa de Cryptococcus albidus y
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fue registrado en 1997 para su uso en manzanas y peras con el fin de contro-
lar las podredumbres poscosecha causadas por Botrytis cinerea, Penicillium
expansum y Mucor piriformis. (ARC, 2006)

A pesar de que las formulaciones comerciales son pocas, existe mucha in-
vestigacion en el control biolégico de enfermedades poscosecha, en espe-
cial para el control de patégenos que penetran por heridas. La mayoria de
los trabajos han encontrado bacterias y levaduras como controladores de
patdgenos en poscosecha. Sin embargo existen ejemplos que demuestran
la capacidad de hongos del género Trichoderma como agentes de biocontrol
en poscosecha. Por ejemplo Okigbo y Ikediugwu (2000) constataron que una
cepa de Trichoderma viride era un efectivo agente de biocontrol para Dioscorea
spp en mandioca. A su vez, Batta (2004) describe una formulacién para la
aplicacién de una cepa de Trichoderma harzianum para el control de Botrytis
cinerea en manzanas.

Se han descrito bacterias de varios géneros como controladoras de patégenos
poscosecha. Por ejemplo, dos cepas de Pantoea agglomerans han sido iden-
tificadas, como buenos agentes de biocontrol. La efectividad de la cepa
Pantoea agglomerans CPA-2 se ha demostrado en el control de Penicillium
expansum, Botrytis cinerea'y Rhizopus stolonifer en manzanas y peras (Nunes
et al., 2002a,b) y en el control de Penicillium digitatum en citrus (Plaza et al.,
2004). Por su parte, Bonaterra y colaboradores (2003) comprobaron que la
cepa Pantoea agglomerans EPS125 actuaba como biocontrolador de las
podredumbres poscosecha causadas por Monilinia laxa'y Rhizopus stolonifer
en fruta de carozo. A su vez, se han encontrado cepas de Bacillus subtilis,
Pseudomonas cepacia capaces de controlar patégenos poscosecha de man-
zanas (Janisiewicz y Korsten, 2002).

Como ejemplos de levaduras biocontroladoras de patégenos poscosecha
se pueden citar cepas de Aureobasidium pullulans (Ippolito et al., 2000;
Garmendia ef al., 2005a) con demostrada efectividad sobre patégenos de
manzana, cepas de Metschnikowia pulcherrima activa contra patdgenos
poscosecha de manzana (Kim et al., 1997, Spadaro et al., 2002) y
Metschnikowia fructicola, capaz de biocontrolar el desarrollo de Botrytis en
uva (Kurtzman y Droby, 2001) y cepas de Cryptococcus laurentii (Vero et
al., 2002; Zhang et al., 2004) y Candida sake (Teixidé et al., 1998), entre
otras.

Como se aprecia en los ejemplos anteriores, existen estudios de diferentes
grupos de investigacion, que han encontrado cepas biocontroladoras perte-
necientes a una misma especie, tanto en el caso de bacterias como de leva-
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duras. A su vez, hay trabajos que demuestran que distintas cepas de la mis-
ma especie presentan diferente capacidad biocontroladora en un mismo
patosistema. Es asi que Schena y colaboradores (1999) demostraron que
diferentes cepas de Aureobasidium pullulans tenian diferente actividad
biocontroladora contra Botrytis cinerea en manzana. A su vez, Janisiewicz y
colaboradores (2001) también encon-
traron diferente actividad para distin-
tas cepas de Metschnikowia
pulcherrima. Estos ejemplos demues-
tran que la capacidad biocontroladora
se da a nivel de cepa. Por lo tanto,
contar con un asilamiento pertenecien-
te a una especie a la que pertenez-
can cepas con reconocida capacidad
biocontroladora, no asegura que el
aislamiento sea un buen antagonista.

La mayoria de los trabajos menciona-
dos trata del uso de microorganismos

¥ LERIDA antagonistas para el control de
—— CONTROL  patdgenos poscosecha que infecten a

Figura 1. Manzana proveniente de un ensayo de través de heridas. En la mayon’a de
biocontrol de Penicillium expansum. Para realizar el 1 e
ensayo se inoculan 3 heridas con antagonista y los casos, el porcentaje de proteccion
patégeno y una herida solamente con el patégeno 4 el -
(herida control). El almacenamiento de la fruta tratada cs alto, Ilegandose Gas| SI.empre ava
se realiz6 entre 0°C y 1°C por tres meses. lores mayores de 85%. Sin embargo,

es importante destacar que se trata de
proteccion en estrategias preventivas, es decir los antagonistas son capaces
de impedir la infeccion siempre y cuando lleguen a la herida antes o al mismo
tiempo que el patégeno. En varios trabajos se realizaron experimentos en-
frentando sobre la fruta, a antagonistas y patégenos en diferentes momen-
tos. Los resultados son contundentes, no hay proteccion si el patégeno llega
antes a la herida (Fan y Tian, 2001; Okigbo y Ikediugwu, 2000; Zheng et al.,
2004; Zhang et al., 2005).

7.3 Mecanismos de accion

Los microorganismos controladores de enfermedades poscosecha pueden
actuar por varios mecanismos y en general, para una mismo antagonista en
un mismo patosistema, son varios los mecanismos involucrados. Por ejem-
plo, las cepas de Pseudomonas syringae ESC-10 y ESC-11 son capaces de
producir in vitro un antifungico denominado syringomycina E, el cual en for-
ma purificada es capaz de controlar por si mismo la podredumbre causada
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por Penicillium digitatum en limones. Sin embargo, no se ha podido aislar
dicho antibiético de las heridas de frutas inoculadas con las cepas
biocontroladoras. Por otro lado, la capacidad de control de las mismas de-
pende de un rapido crecimiento y colonizacion del sitio de accioén, lo cual
implicaria que la competencia es también, posiblemente, un mecanismo
involucrado (Janisiewicz y Korsten, 2002).

En general los mecanismos de accién asociados con microorganismos
biocontroladores en poscosecha han sido los siguientes:

e Amensalismo

¢ Micoparasitismo

o Competencia

¢ Induccion de resistencia

Sin embargo a partir de los estudios sobre hipovirulencia de Botrytis cinerea
(Castro et al., 2003) existe la posibilidad de intentar ensayos de biocontrol
con cepas hipovirulentas del patégeno (Elmer y Reglinski, 2006).

Los ejemplos de amensalismo involucran antagonistas productores de sus-
tancias antifungicas y enzimas capaces de hidrolizar paredes de los hongos
filamentosos patogenos. Como ejemplo del primer caso, se podria citar la
produccion de syringomycina E, descrita anteriormente, por las cepas
Pseudomonas syringae ESC-10 y ESC-11, a pesar de que el antibiotico nun-
ca se detectd en fruto. Otro ejemplo, es el de la cepa Pseudomonas cepacia
LT-4-12W productora de pirrolnitrina capaz de controlar las podredumbres
poscosecha causadas por P, italicum en citrus y el moho gris y moho azul en
manzanas (Janisiewicz et al., 1991; Smilanick y Denis-Arrue, 1992). A su
vez, existen estudios que demuestran la produccion de enzimas capaces de
degradar paredes celulares de los patogenos, tales como quitinasas,
glucanasas y proteasas. Se ha demostrado que cepas de Aureobasidium
pullulans biocontroladoras son capaces de producir estas enzimas (Castoria
et al., 2001; Garmendia et al., 2005a), sin haberse detectado unién de las
levaduras al patdégeno. Por su parte, el trabajo de Bar-Shimon y colaborado-
res (2004) estudi6 el rol de la 31,3 glucanasa en el biocontrol ejercido por la
cepa de Candida oleophila, base del producto comercial Aspire. En dicho
trabajo se demostré que la cepa biocontroladora era capaz de producir la
enzima in vitro en presencia de paredes del patégeno (Penicillium digitatum)
y también en heridas de pomelo. A su vez, se comprobo que la cepa salvaje
y una mutante, construida de forma que la produccion de la enzima se
sobreexpresara, tenian ambas, el mismo efecto inhibitorio sobre la
germinacion de esporas y la elongacién del tubo germinativo del patégeno,
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pero que dicho efecto era significativamente mayor que el de una mutante
gue no expresaba la enzima. Sin embargo, en heridas de fruta no se detecta-
ron diferencias significativas entre la capacidad biocontroladora de la cepa
salvaje y las dos mutantes cuando la concentracion de los antagonistas apli-
cada en las heridas, fue elevada. A concentraciones mas bajas, en cambio,
la mutante no productora mostré menor eficiencia biocontroladora. Segun
los autores, estos resultados demostraron el rol de la enzima en el biocontrol,
pero sugirieron que el mismo estaria vinculado a la accién de otras enzimas
como quitinasa y proteasas, también producidas por la cepa y que por su-
puesto habia involucrados otros mecanismos de accion, tales como la com-
petencia.

Otros estudios, tales como el de Wisniewski y colaboradores (1991) demos-
traron una adhesion del antagonista (Pichia guillermondii) al patdégeno (Botrytis
cinera), lo cual estaria involucrando el micoparsitismo en el mecanismos de
accion de este agente de biocontrol.

Varios trabajos postulan la competencia por nutrientes o espacio, como posi-
ble mecanismo de biocontrol en poscosecha. El trabajo de Kim y colaborado-
res (1997) demostré que dos cepas de Metschnikowia pulcherrima capaces
de controlar las podredumbres ocasionadas por Botrytis cinera en heridas de
manzana, actuaban por competencia de nutrientes. Por su parte Vero y co-
laboradores (2002) demostraron que dos cepas biocontroladoras identifica-
das como Cryptococcus laurentii y Candida ciferrii no ejercian el biocontrol
cuando Penicillium expansum se adicionaba en las heridas de manzana jun-
to con una fuente de nitrégeno. Esto sugeria que la competencia por la fuen-
te de nitrégeno estaba involucrada en la actividad biocontroladora. Janisiewicz
y colaboradores (2000) idearon un método para verificar la competencia por
nutrientes como mecanismo de biocontrol. Este método realiza cultivos utili-
zando una membrana de difusion para separar antagonista de patdgeno.
Mediante este método se demostrd que la competencia por nitrégeno esta-
ba involucrada en el biocontrol de P. expansum por parte de la levadura
Aureobasidium pullulans en heridas de manzana y que el antagonista consu-
mia los aminoacidos necesarios para la germinacion de las conidias del pa-
tégeno, la cual se veia inhibida.

Se ha demostrado, ademas, que ciertos microorganismos antagonistas utili-
zados en el control de enfermedades poscosecha son capaces de inducir
respuestas de resistencia en el hospedero. Por ejemplo, Ippolito y colabora-
dores (2000) demostraron que la cepa Aureobasidium pullulans L47 era ca-
paz de inducir la produccién de enzimas (quitinasas, glucanasas y peroxidasa)
en heridas de manzana, donde dicha cepa era aplicada. La produccion de
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enzimas por parte del hospedero comenzaba 24 horas después de la aplica-
cion del antagonista y llegaba a un maximo luego de 96 horas de aplicado. A
su vez, El-Gaouth y colaboradores (2003), estudiaron la induccion de resis-
tencia causada por la inoculacién en heridas de manzana, de la levadura
biocontroladora Candida saitoana. Al aplicar la levadura en una herida, se
inducia la proteccion contra el patégeno (Botryitis cinerea) en una herida
contigua, separada aproximadamente 2 cm de la tratada. La proteccion ocu-
rria solamente después de 48 horas de aplicado el antagonista en la herida
contigua, demostrando que era necesario un determinado lapso de tiempo
para inducir la respuesta. El trabajo de Droby y colaboradores (2002) evi-
dencio que la aplicaciéon de la levadura Candida oloephila en heridas de po-
melo inducia la resistencia a Penicillium digitatum en zonas cercanas a la
herida, 24 horas después de la aplicacién. Ademas, relacioné esta resisten-
cia a la induccion de produccion de etileno, de la enzima fenilalanina amonio
liasa, de la biosintesis de fitoalexinas y glucanasas.

7.4 Métodos de seleccion

Para desarrollar un método de control biolégico para un patégeno poscosecha
se deberian seguir los pasos ya discutidos en el capitulo 3.

Como primer paso seria necesario conocer el patosistema y de suma impor-
tancia realizar la seleccion de las cepas de patogenos a utilizar para los en-
sayos de biocontrol. Se deberian seleccionar cepas locales agresivas para
realizar los ensayos. Francés y colaboradores (2006) mostraron la depen-
dencia entre la agresividad del patdégeno y la eficiencia del biocontrol de la
cepa Pantoea agglomerans EPS 125 en diferentas frutas. Demostraron que
la eficiencia de la cepa biocontroladora variaba de 7 a 25000 ufc/espora de
patdégeno y que la misma dependia de la agresividad del patégeno. La agre-
sividad de los patdgenos puede ser variabie. Wozniak (2003) demostré que
cepas nativas de P, jtalicum presentaban distintos grados de agresividad so-
bre fruta, pudiendo definir 4 grupos significativamente diferentes. Pianzzola
y colaboradores (2004) también encontraron diferencias de agresividad en
cepas de P, expansum, patégenos de manzana.

Para realizar el aislamiento y seleccion de los agentes de biocontrol se debe-
rian seguir los criterios planteados en el capitulo 5. El método de aislamiento
deberia tratar de recuperar solamente los potenciales biocontroladores, de
modo de minimizar la pruebas de seleccién sobre fruto, que son muy laborio-
sas e insumen muchos recursos. Es asi que, se han utilizado diferentes es-
trategias para el aislamiento de microorganismos destinados al biocontrol en
el almacenamiento poscosecha, basandose por ejemplo, en la capacidad de
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los mismos de crecer en el sitio de accién (por ejemplo heridas de fruta) y ser
capaces de proliferar en las condiciones de almacenamiento (0°C a 1°C para
manzanas).

A partir de todos los microorganismos aislados se realiza la seleccién de los
posibles biocontroladores. La seleccién final siempre depende del ensayo
sobre el producto cosechado. Este ensayo es en general muy laborioso ya
que se necesitan muchas repeticiones para poder asegurar un tratamiento
estadistico de los resultados. Es por ello que muchas veces se recurre a
selecciones primarias méas sencillas de realizar. Un ejemplo seria la selec-
cién basada en la incapacidad de crecimiento a 37°C, lo cual descartaria la
posibilidad de que se tratara de un microorganismo capaz de proliferar en el
cuerpo humano, otro ejemplo, seria seleccionar segun la capacidad de cre-
cer en determinada atmosfera si se piensa aplicar el antagonista en un aima-
cenamiento con atmoésfera controlada, o la capacidad de desarrollarse en
presencia de determinados fungicidas o asociado a otros tratamientos si se
piensa en un control integrado.

A continuacién se mostrara un ejemplo de aislamiento y seleccion realiza-
do en nuestro laboratorio. Para buscar antagonistas capaces de inhibir el
desarrollo de P. jtalicum en naranjas, se realizaron dos estrategias de
aislamiento. En primer lugar se aislaron los microorganismos de la super-
ficie de frutos sanos recién cosechados, realizando el aislamiento en medio
no selectivo a 25°C. De esta forma se obtuvieron 120 aislamientos dife-
rentes los cuales fueron seleccionados por su capacidad de crecer a 5°C
(temperatura de almacenamiento de naranjas). A partir de esta seleccién
se obtuvieron 49 aislamientos con los cuales se realizaron los ensayos de
control biolégico sobre fruta. Solamente 1 de los aislamientos ensayados,
fue capaz de controlar la incidencia de la enfermedad en mas del 80%
(Wozniak, 2003). Al afio siguiente se optd por una nueva técnica de aisla-
miento. Se aisloé la microflora superficial de fruta que habia estado alma-
cenada durante 1 mes a 5°C. Para el aislamiento se utilizé6 un medio no
selectivo, pero se utilizo la temperatura de incubacion como forma de se-
leccion. Es asi que las placas sembradas con el agua de lavado obtenida
de la fruta, fueron incubadas a 5°C por 14 dias de forma de recuperar
solamente aquellos microorganismos capaces de crecer en forma méas o
menos rapida e la temperatura de almacenamiento de la fruta a la cual
deberian proteger. De esta seleccién se obtuvieron solamente11 aisla-
mientos con los cuales se realizaron ensayos de biocontrol sobre fruta,
utilizando como patdgeno una cepa agresiva de P.ijtalicum. El almacena-
miento de la fruta inoculada se realizé a 5°C durante 1 mes. La Figura 2
muestra el diametro promedio de la podredumbre (severidad) en las heri-
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das inoculadas solo con el patoge-
no (control) y con el patégeno y las
cepas aisladas (PL1 a PL11).

Con los aislamientos que mostraron
mejor capacidad biocontroladora se
realizaron nuevos ensayos utilizando
un numero mayor de frutos, confir-
mandose la capacidad de las cepas
PL1 y PL9 que redujeron la inciden-
cia de ataque en mas de 85%, luego

Figura 3. Ensayo de biocontrol de P.italicum en naranjas

El ensayo se realizé inoculando 4
heridas realizadas artificialmente en
la zona ecuatorial de la fruta. Tres
de las heridas se inocularon con an-
tagonista y patégeno y la herida res-
tante se utilizé como control, y fue
inoculada solamente con el patoge-
no. En la Figura 4 se pueden apre-
ciar una herida control y una herida
protegida.

Tratamienbs

Figura 2. Severidad de enfermedad causada por
Pitalicum en heridas de naranja inoculadas segun los
distintos antagonistas utilizados.

de un mes a 5°C y 72 horas a 25°C
(Vero et al., 2003). De esta forma se
comprueba como un aislamiento
mejor dirigido, minimiza el trabajo y
aumenta la posibilidad de obtener
buenos resultados.

La Figura 3 muestra uno de las ban-
dejas utilizadas en el ensayo de
biocontrol y la Figura 4 muestra un
acercamiento de una de las naran-
jas del ensayo.

HERIDA
CONTROL

HERIDA
PROTEGIDA

Figura 4. Acercamiento mostrando una de las naranjas
del ensayo

7.5 Potenciacion del biocontrol en poscosecha

Como forma de potenciar la accion de los microorganismos antagonistas
aplicados para control de patdégenos poscosecha, se discutiran tres méto-
dos: la manipulacién del ambiente de almacenamiento, el uso de mezclas
de antagonistas y la integracién con otros métodos de control.
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7.5.1 Manipulacién del ambiente

En el almacenamiento poscosecha las condiciones de temperatura, hume-
dad y atmésfera, estan optimizadas para mantener la calidad de la fruta al-
macenada, por lo cual las variaciones de estas condiciones, de forma de
favorecer el biocontrol, no son posibles.

Sin embargo se puede modificar el microambiente donde se dara el
biocontrol, por ejemplo, las heridas en las frutas. De esta forma, se podria
agregar el agente de biocontrol con diferentes sustancias que potencien su
accion. Un ejemplo de este tipo de potenciacién se encuentra en el trabajo
de Janisiewicz y colaboradores (1992). En dicho trabajo se demostro el
agregado de ciertos aminoacidos (L-asparragina y L-prolina) potenciaban
el biocontrol ejercido por Pseudomonas syringae sobre Penicillium expansum
en manzanas. Ambos aminoacidos podian ser utilizados por el antagonista
pero no por el patégeno. Se demostré que el crecimiento de ambos
microorganismos en heridas de manzanas estaba limitado por la fuente de
nitrogeno. Por lo tanto, el agregado de estos aminoacidos aumentaba la
poblacion de antagonistas, pero no la del patégeno en las heridas poten-
ciando de esa forma el biocontrol.

Otro ejemplo se puede encontrar en el trabajo de Calvente y colaboradores
(1999) donde se potencio el biocontrol de una cepa de Rhodotorula glutinis
por el agregado de &cido rodotorulico purificado en conjunto con el antago-
nista. El acido rodotorulico es un sideréforo producido por la levadura anta-
gonista. Como todo siderdforo cuando es liberado en un medio, quela el es-
caso hierro del sitio de accidén, formando un complejo con el mismo. Dicho
complejo puede ser captado por la levadura productora, pero no por el pato-
geno. De esta forma, y a menos que el patdogeno produzca un sideroforo con
mayor afinidad por el hierro, la faita de dicho elemento impedira el desarrollo
del patégeno.

El agregado de cloruro de calcio también puede potenciar el biocontrol. Se-
gun el trabajo de Wisniewski y colaboradores (1995) concentraciones cre-
cientes_de calcio inhibian la germinacion y el desarrollo de Penicillium
expansum y Botrytis cinerea, y también las poligalacturonasas que son fac-
tores de virulencia de estos patégenos de manzana. En su trabajo encontra-
ron, ademas, que la levadura antagonista Pichia guillermondii era capaz de
crecer en concentraciones de calcio inhibitorios para los hongos patégenos,
de forma que el agregado de sales de calcio potenciaba el biocontrol ejerci-
do por este antagonista.
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7.5.2 Uso de mezclas de antagonistas

En ciertos casos se han descrito mezclas de microorganismos antagonis-
tas compatibles cuya actividad en conjunto supera su capacidad antagoni-
ca individual. Es el caso, por ejemplo, del trabajo publicado por Janisiewicz
y Bors (1995) en el cual se describe el uso de una mezcla de una cepa
bacteriana y una cepa de levadura para controlar el moho azul en manza-
nas, ocasionado por Penicillium expansum. Con el uso de una mezcla 50%-
50% de una cepa de Pseudomonas syringae (L 59-66) y una cepa de
Sporobolomyces roseus (FS 43-238) se lograba un control significativamente
mayor que con el uso de cada antagonista por separado. Los autores afir-
man que se trata de un aumento aditivo y lo comparan con el aumento
sinérgico descrito por Limanceau y colaboradores (1992) para la mezcla de
antagonistas utilizado para controlar el dafio causado por Fusarium
oxysporum en clavel. En este caso se utilizé como antagonista una mezcla
de Pseudomonas putida y una cepa no patégena de Fusarium oxysporum.
La bacteria de este ejemplo, producia un sideroforo (pseudobactina) que
reducia el hierro disponible. Como la cepa patdégena de Fusarium era mas
dependiente de la disponibilidad de hierro que la cepa no patogena, la pre-
sencia del sideréforo favorecia el desarrollo de esta ultima.

Asu vez el trabajo de Nunes y colaboradores (2002b), muestran la integracion
de una levadura (Candida sake) y una bacteria (Pantoea agglomerans) en el
control biolégico de Pexpansum y B. cinerea en peras almacenadas a 1°C
durante 60 dias. La mezcla 50%-50% de cada una de las cepas resulto en
valores de proteccion significativamente mayores que los logrados por cada
una por separado. Sin embargo existen ejemplos donde la actividad de la mezcla
es inferior que la de uno de sus componentes. En el caso del control biologico
de Pexpansum en manzanas, el biocontrol logrado por la levadura Candida
ciferrrii resulté significativamente mayor que el logrado por una mezcla 50%-
%50% con una cepa de Cryptococcus laurentii con buena capacidad
biocontroladora pero significativamente menor que la de la cepa de Candida
(Vero et al., 2002). Para suponer que una mezcla de antagonistas sera efecti-
va se deberian conocer los mecanismos de accion y el perfil nutricional de los
microorganismos que componen la mezcla. De esta forma se podria predecir
si la presencia de ambos, en forma conjunta, sobre la fruta resultara en una
potenciacién o en un detrimento del biocontrol.

7.5.3 Control Integrado

Segun Lewis y Papavizas (1991) el control integrado se puede definir como
un control flexible, con una aplicacidn multidimensional, que integra distintos
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tipos de control tales como el control biolégico, fisico y cultural junto con las
estrategias necesarias de control quimico para la restriccion de enfermeda-
des; manteniendo la viabilidad econdmica, sin dafiar el agroecosistema.

Este tipo de control trata de complementar la racionalizacion del control qui-
mico en las técnicas de lucha dirigida, con métodos naturales que satisfagan
a la vez exigencias economicas, ecoldgicas y toxicologicas (Nufez, et al.
1998).

En el esquema de un control integrado se pueden utilizar en forma sucesiva
o conjunta al control biolégico, varios tipos de control, entre ellos control cul-
tural, control fisico, control genético y control quimico (Vero y Mondino, 2002).
Dentro de la medidas de control fisico aplicables a la poscosecha se pueden
citar el uso del calor y las radiaciones no ionizantes (UV).

Varios trabajos han demostrado la efectividad de la radiacion UV (260-280nm)
en el control de patégenos postcosecha. Por ejemplo, el trabajo de Nigro y
colaboradores (1998) comprobé que después de 24 horas de un tratamiento
con radiacion UV sobre uvas, se lograba una proteccion del 50% de las mis-
mas contra el ataque del patégeno Botrytis cinerea. La proteccion disminuia
a medida que pasaba el tiempo, llegandose a valores iguales al control luego
de 144 horas de haber realizado el tratamiento con UV. El patrén de protec-
cion estaba de acuerdo con una induccion de resistencia.

Si bien la radiacion UV utilizada puede tener efectos letales sobre los
microorganismos debidos a dafos en el ADN, en realidad se plantea que la
accion de proteccion sobre los vegetales cosechados se debe a una induc-
cidén de resistencia en los mismos y no a una accion germicida. Se debe
tener en cuenta, que la radiacion UV es muy poco penetrante y que la accion
germicida sdlo se podria dar en la superficie del fruto expuesta la radiacion.
Por su parte, El-Ghaouth y colaboradores (2003) demostraron que luego de
tratamiento de duraznos con radiacion UV se inducia la formacién de las
enzimas fenilalanina amonio liasa, quitinasa y glucanasa vinculadas a la re-
sistencia en fruto. Stevens y colaboradores (1997) comprobaron que el trata-
miento secuencial de radiacién UV y levaduras biocontroladoras
(Debaryomyces hansenii) potenciaba el control de Monilinia fructicola en
duraznos, llegandose a valores de proteccién del 88% similares a los logra-
dos con el uso de fungicida.

Los tratamientos a temperaturas elevadas también han resultado eficaces
en el control de enfermedades poscosecha. Los métodos utilizados son el
curado y el tratamiento con agua caliente. El curado consiste en almacenar
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el producto cosechado durante determinado lapso de tiempo en presencia
de aire caliente. En general los periodos de almacenamiento son de uno a
varios dias y las temperaturas utilizadas son de alrededor de 37°C . El trata-
miento con agua caliente se puede realizar por inmersion o aspersion del
producto cosechado durante periodos cortos, de segundos de duracion, a
temperaturas mas altas, en el entorno de los 55°C. Las temperaturas y los
periodos de tratamiento dependen del producto a proteger y en general le-
ves aumentos en el tiempo o la temperatura pueden traer consecuencias
drasticas en la calidad de la fruta. Ambos procesos han resultado exitosos
como tratamiento curativo de heridas ya infectadas por patégenos
poscosecha. El efecto es curativo, no preventivo y no existe efecto residual.
Los trabajos de Fallik y colaboradores (1995) y Leverentz y colaboradores
(2003) son ejemplos de estudios en los cuales se utilizan tratamientos térmi-
cos para evitar las podredumbres poscosecha en manzanas Golden Delicious.
A su vez, se ha utilizado con éxito el tratamiento de distintos frutos por asper-
sidn con agua caliente combinado con el uso de cepillos (Fallik, et al., 1999;
Fallik, et al., 2000; Porat et al, 2000). De esta forma se ha logrado un mayor
control de las podredumbres en mango, pimientos y citrus. También se ha
demostrado ia induccion de respuestas de resistencia en los distintos frutos
tratados, tales como la aparicién de quitinasas y glucanasas luego del trata-
miento y la inhibicidén de enzimas vinculadas a la maduracién tales como las
poligalacturonasa (Schirra et al., 2000). Por otro lado los tratamientos térmi-
cos tienen un efecto beneficioso sobre determinado tipos de frutos otorgan-
doles resistencia al dafio por frio. Ferguson y colaboradores (2000) compro-
baron que este efecto se da en manzanas y atribuye un papel importante a
las denominadas proteinas de heat-shock, que aparecen luego del tratamiento.

Los tratamientos térmicos, también han sido utilizados con éxito en combina-
cion con microorganismos biocontroladores en estrategias simultdneas o su-
cesivas (Conway et al., 2004, Leverentz et al., 2003). La utilizacion de un
tratamiento secuencial con calor y microorganismos antagonistas seria una
opcidén para lograr una curacioén de las heridas infectadas previo al tratamien-
to (calor) y una prevenciéon de la infeccion en el almacenamiento
(microorganismos antagonistas). Es asi que Conway y colaboradores (1999)
describen un tratamiento secuencial para manzanas consistente en un cura-
do a 38°C por cuatro dias con posterior tratamiento con cloruro de calcio y la
bacteria antagonista Pseudomonas syringae. El tratamiento integrado fue
significativamente mejor en el control de Penicillium expansum, que |os trata-
mientos por separado.

El uso de control biologico se puede integrar también con el uso de sustancias
quimicas, de origen natural, escaso riesgo foxicolégico. Se han realizado ex-
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periencias con el uso del bicarbonato de sodio y el acido acético como curati-
vos para heridas de citrus infectadas con P.italicum (Garmendia et al., 2005b).
La Figura 5 muestra las heridas curadas por tratamiento con bicarbonato de
sodio al 3% en agua. Las heridas se inocularon con suspensiones de esporas
de P.italicum y P.digitatum y se dejaron secar a temperatura ambiente por 2
horas. Pasado ese lapso, las frutas se
sumergieron en solucion de bicarbona-
to al 3% y se almacenaron durante 1
mes a 5°C (condiciones de almacena-
miento de las naranjas). Los resulta-
dos fueron muy alentadores, soélo el
20% de las heridas tratadas mostro sin-
tomas de podredumbre causada por P.
digitatum y sélo el 6% se vio afectada
por P. italicum. Smilanick y colabora-
dores (1999) demostraron que el uso
de bicarbonato al 3% junto con la cepa
Pseudomonas syringae ESC-10 fue
superior en el biocontrol del moho ver-

: . Figura 5. Naranja con heridas inoculadas con P. tialicum
de de los citrus que los dos tratamien- y luego tratada por inmersién con bicarbonato de sodio
tos por separado. al 3%

Oftras sustancias naturales utilizadas en control de patégenos poscosecha
son el quitosano y derivados. El quitosano es la forma desacetilada de la
quitina y segun el método de obtencion puede presentar varios grados de
desacetilacién. Presenta por si mismo actividad antifungica y es capaz de
formar sobre la fruta tratada films poco permeables al oxigeno. A su vez se
ha demostrado que es un inductor de resistencia en la fruta tratada. Existen
trabajos combinando el uso del quitosano con microorganismos antagonis-
tas para el biocontrol de enfermedades poscosecha. Por ejemplo se demos-
tré6 que el uso de glicolquitosano al 0.2% junto con la levadura Candida
saitoana lograba un alto nivel de proteccidn en citrus y manzana contra P.
digitatum y P.expansum respectivamente. El control alcanzado resultaba
significativamente mayor que el logrado por cada tratamiento por separado
(El-Ghaouth et al., 2000).

También existen ejemplos de control integrado utilizando control biolégico y
control quimico en dosis menores que las habituales. Por ejemplo, Chand-
Goyal y Spotts (1996) encontraron que la aplicacién en conjunto de las leva-
duras antagonistas Cryptococcus laurentiiHRA5 y Rhodotorula glutinis HRB6
con bajas dosis de tiabendazol (15ppm) resultaba mas efectivo para el con-
trol del moho azul en peras, que el uso del fungicida solo a concentraciones
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de uso comercial (525 ppm). Por su parte, Arras y colaboradores (2002) es-
tudiaron la aplicacion de las levaduras antagonistas Pichia guilliermondii y
Candida oleophila con bajas dosis de tiabendazol (0.1 a 1.2 g/l), logrando
una proteccion significativamente mayor que al usar cada uno de los antago-
nistas por separado.

7.6 Conclusiones

El control biolégico en poscosecha es posible, sin embargo no ha alcanzado
todavia el desarrollo comercial que corresponderia a la vasta investigacion
en el tema.

Debe recordarse que este tipo de control es factible siempre y cuando se
utilice en el contexto de un manejo adecuado, integrado con otros métodos
de control, y que se caracteriza por ser un control preventivo, incapaz de
curar infecciones preestablecidas.

Un factor de suma importancia para el éxito de este método de control, es
lograr una adecuada aplicacion, para lo cual es fundamental la formulacién
del producto que permita a los antagonistas acceder y de esa forma coloni-
zar los sitios de accion.

CONTROL BIOLOGICO
DE PATOGENOS
DE PLANTAS







CAPITULO 8

Control biolégico de la fusariosis del trigo.

Monica Cabrera’

8.1.- Introduccion.

La fusariosis de la espiga es una enfermedad que afecta principalmente al trigo
y a la cebada y es provocada por distintas especies del género Fusarium. En
trabajos anteriores, se determind que en Uruguay, la amplia mayoria de las ce-
pas aisladas de trigo pertenecen a la especie Fusarium graminearum, anamorfo
de Gibberella zeae. Se demostré ademas, que todas las cepas aisladas perte-
necientes a esta especie, son productoras de tricotecenos, del quimiotipo pro-
ductor de deoxinivalenol (DON) (Garmendia, 2002; Pereyra et al., 2005).

En los ultimos afios ha habido una creciente preocupacién debido a la conta-
minacion de granos y de harinas con micotoxinas, especialmente deoxinivalenol
(DON), y a las pérdidas econdmicas que dicha contaminacién ha ocasionado.
Esto llevd a que en el afio 2001 el Ministerio de Salud Publica estableciera un
maximo permitido de DON de 1 ppm en subproductos de trigo para consumo
humano (Decreto 533/01).

FASE

El ciclo de la enfermedad se . PARASITARIA

esguematiza en la Figura 1. Es impor- .
tante resaltar que el 6rgano de la planta ‘
susceptible a la penetracion del patoge- Y
L . ., Espiga infectada
no es la flor (sitio de infeccidn). Luego  peposicion y geminacion
de que Fusarium germina en alguna de onanteras
las florecillas es posible la colonizacion
\Liberacién y diseminacién Semilla infectada

de flores o granos en formacion adya-
centes, por lo que puede llegar a afec- do ovosporas {almacenada
(lluvia y viento) i
@a . Peritecio maduro ", ..
A o Peritecios en rastrojos

Blanqueamiento
de espigas

Cosecha

tar a toda la espiga. Esta etapa se de-
nomina fase parasitaria, y es cuando se
ven las espigas infectadas con zonas
blanquecinas por lo que se habla de
blanqueamiento de espigas.

FASE
SAPROFITICA

Figura 1- Ciclo de la fusariosis del trigo.

‘Catedra de Microbiologia, Departamento de Biociencias. Facultad de Quimica.
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Las actuales practicas agricolas llevan a que en el momento de la cosecha se
dejen en el campo los rastrojos. Estos permiten la supervivencia de Fusarium
en forma saprofitica observandose la formacion de micelio y de peritecios que
al madurar liberan ascosporas que son diseminadas por el viento y la lluvia
hasta nuevos sitios de infeccion cerrando de esta manera el ciclo. Como se ve
en la Figura 1 existe también la posibilidad de que el patdégeno afecte a las
raices de las nuevas plantas provocando la pudricion de las mismas.

Los mecanismos de defensa del trigo son muy complejos lo cual ha llevado a
que hasta el momento no se haya logrado obtener cultivares resistentes de
calidad agricola. Por otro lado, el uso de fungicidas convencionales no ha
dado los resultados esperados en el control del Fusarium, lo que hace que el
control biologico se presente como una alternativa interesante para comple-
mentar las préacticas tradicionales. Si bien no existe hasta el momento ningun
producto comercial, el desarrollo en la investigacion a nivel mundial es am-
plio y ha demostrado la posibilidad del uso de agentes de biocontrol para
esta enfermedad.

En este sentido, se han desarrollado estrategias de control de indculo prima-
rio en rastrojos con el uso de Trichoderma harzianum (Fernandez, 1992) o
Microsphaeropsis sp. (Bujold et al., 2001) . Hongos de estos géneros han
sido efectivos en controlar el desarrollo de peritecios sobre rastrojos infecta-
dos. Es conocida su capacidad de producir quitinasas y glucanasas capaces
de provocar dafios en las paredes celulares de otros hongos, y también su
habilidad para producir celulasas que podrian contribuir a la degradacion
mas rapida de los rastrojos en el campo.

Otros trabajos en control biolégico han apuntado a proteger el sitio de infec-
cion. Perondi y colaboradores (1996) demostraron buenos resultados en el
biocontrol de fusariosis aplicando antagonistas en plantas en estado de flo-
racion, en Brasil. En los ultimos afios se destacan los trabajos de Khan et
al.(1998, 2001, 2004) y de da Luz et al. (2004). Estos grupos han aislado
microorganismos capaces de colonizar eficientemente los sitios de infeccion
y protegerlos frente al ataque de Fusarium patdégenos. Se ha logrado reducir
los niveles de incidencia de la enfermedad en cultivo en invernaculo del 90%
al 6% utilizando una cepa de Bacillus amyloliquefaciens como biocontrolador
(Khan, 2001). La experiencia ha sido exitosa también a nivel de campo
(Schisler et al., 2002, Khan et al., 2004), lograndose en el Ultimo caso niveles
de proteccion del orden del 50 al 60%.

También se han ensayado estrategias de manejo integrado en planta utili-
zando microorganismos seleccionados como biocontroladores de la enfer-
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medad, junto con fungicidas (tebuconazol) (da Luz et al., 2004). En este caso
se logré una disminucion de hasta 86% en la incidencia de la enfermedad y
un aumento significativo del rendimiento de grano en comparacion con un
testigo sin tratamiento.

Los microorganismos utilizados como biocontroladores han sido bacterias
tales como cepas de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Pantoea
agglomerans (da Luz et al., 2004) y levaduras pertenecientes a los géneros
Cryptococcus y Candida (Khan et al., 2001). Las estrategias finales de selec-
cion se basan siempre en ensayos de proteccion en plantas. Sin embargo
estos ensayos son muy laboriosos y necesitan de varias repeticiones, por lo
cual se han llevado adelante estrategias de preseleccion para
microorganismos controladores. Khan y colaboradores (1998) preselec-
cionaron microorganismos capaces de crecer en presencia de tartrato de
colina o betaina como unica fuente de carbono. La presencia de colina y
betaina en anteras de flores de trigo fue detectada por Strange y Smith (1978),
demostrando que estimulaban el crecimiento de Gibberella zeae.

La eficiencia de los agentes biocontroladores depende de la cepa de patoge-
no utilizada para los ensayos. Esto fue demostrado por Khan y colaborado-
res (2001) quienes trabajaron con tres cepas de Gibberella zeae de diferente
agresividad. En su trabajo se muestra que la accidn de los biocontroladores
ensayados era maxima cuando se utilizaba la cepa de patégeno menos agre-
siva. En ese caso, la incidencia de enfermedad utilizando el mejor antagonis-
ta bajaba de 66% en el control a 3% en plantas protegidas, mientras que si
se utilizaba la cepa de patdgeno mas agresiva, la incidencia de enfermedad
disminuia de 95% en el control a 63% en plantas tratadas. Es importante,
entonces, en la seleccion de antagonistas, realizar los ensayos de biocontrol
utilizando una cepa de patégeno seleccionada por su agresividad.

8.2.- Estrategia

Conociendo el ciclo de la enfermedad y los antecedentes de trabajos de
biocontrol, se plantea el aislamiento y seleccion de cepas nativas, adapta-
das a nuestras condiciones para el control biolégico de esta enfermedad en
Uruguay.

Segun se desprende del ciclo de la enfermedad los puntos clave donde se
podria actuar con control bioldgico serian:

¢ |a fase de sobrevivencia saprofitica de Fusarium, ya que ésta es la fuente
de in6culo primario para la posterior infeccion de las plantas.
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¢ el momento de la floracién del trigo, que es un periodo de corta duracién en
el cual las anteras estan expuestas y es el sitio de ingreso del patégeno.

En el primer caso seria necesario encontrar un agente de control biolégico
que permita eliminar o disminuir cuantitativamente el indculo primario.

En el segundo, seria necesario encontrar un agente de control biolégico que
actue como protector de las flores e impida el ingreso o la germinacién de
Fusarium en las flores.

Los pasos a seguir en una primera instancia, seran los siguientes:

e Aislamiento, identificacion y seleccion de cepas del patégeno de granos de
trigo

» Aislamiento, identificacion, caracterizacion y seleccién de posibles antago-
nistas de rastrojo de trigo.

» Aislamiento, identificacion, caracterizacion y seleccidn de posibles antago-
nistas de flores de trigo.

8.3.- Aislamiento, identificacion y seleccion del patégeno.

A partir de muestras de semillas de trigo de diferentes zonas de Uruguay, se
procedié a aislar cepas de Fusarium para obtener una coleccion representati-
va de las cepas presentes en nuestro pais. Para ello se realizé una desinfec-
cion superficial de las semillas mediante la inmersion en solucion de hipoclorito,
un enjuague con agua esteril y posterior incubacion sobre papel de filtro hume-
do en placas de Petri a 25 °C. En las semillas contaminadas se observo el
crecimiento de micelio de Fusarium, el cual fue reaislado en PDA, realizando-
se finalmente cultivos monospéricos para obtener aislamientos puros.

8.3.1.-ldentificacion

Luego de contar con una coleccién de cepas se procedio a su identificacion
a nivel de especie, basandose en caracteristicas fenotipicas y herramientas
de biologia molecular.

La identificacion fenotipica se realizé segun la clave de Nelson, y la identifi-
cacion molecular se hizo mediante el uso de primers especificos para espe-
cie, ademas se disefi6é una técnica RAPD que permitié discernir entre las
distintas especies.

Del total de cepas estudiadas el 96 % pertenecia a Fusarium graminearum,
un 2 % a F. verticillioides, un 1 % a F. austroamericanum y otro 1 % a F.
cortateriae .
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8.3.2.- Seleccioén del patogeno

Para llegar a obtener un buen agente de control bioldgico es necesario reali-
zar diversos ensayos de antagonismo contra las cepas de patégeno mas
agresivas, por lo que resulta imprescindible seleccionar algunas cepas del
patdégeno que presenten caracteristicas sobresalientes sobre el resto.

En este caso especial, en el que se busca controlar la enfermedd en dos
puntos del ciclo se seleccionaron dos cepas diferentes del patéogeno. En el
caso en que se busca controlar el crecimiento saprofitico y la formacion de
peritecios de Gibberella zeae sobre el rastrojo, se priorizo a las que presen-
taron una alta formacion de peritecios y ascosporas in vitro sobre este sustrato,
mientras que para las pruebas de proteccion del sitio de infeccion se tomo en
cuenta principalmente su agresividad en ensayo semicontrolado sobre ptan-
tas de trigo en invernaculo para seleccionar las cepas. Otras caracteristicas
importantes que se tuvieron en cuenta para la seleccion de dichas cepas fue
su capacidad de producir DON in vitro y la sensibilidad a distintos fungicidas
de uso convencional.

Conjugando estas caracteristicas se llegd a la seleccion de las cepas de
Fusarium graminearum con las que se realizarian los ensayos posteriores
contra los posibles antagonistas.

8.4.- Aislamiento, identificacién, caracterizacion y seleccion de
posibles antagonistas de rastrojo de trigo.

La busqueda se orientd desde un principio hacia cepas del género
Trichoderma, ya que se cuenta con vasta bibliografia que avala las bonda-
des de cepas de este género como agentes de control biolégico contra diver-
sos patogenos de plantas (ver capitulo 3). Los hongos de este género tienen
un conocido potencial como micoparasitos, por lo cual se pensé que podrian
degradar las estructuras del patdgeno presentes en los rastrojos. Los meca-
nismos de accion de hongos de este género se basan en la produccion de
enzimas capaces de degradar paredes fungicas y en la produccion de sus-
tancias antifingicas.

Se aislaron 16 cepas nativas de Trichoderma spp. de muestras de ras-
trojo de trigo de distintas zonas del pais. Para ello se realizé un enjua-
gue de las muestras con suero fisiologico en envase esteril con agita-
cién, luego se sembraron las diluciones correspondientes en superficie
en placas de PDA conteniendo cloranfenicol para evitar el crecimiento
de bacterias. Las colonias de Trichoderma se reaislaron en PDA 'y pos-
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teriormente se realizaron cultivos monospdricos para la obtencion de
aislamientos puros.

8.4.1.-Identificacion

Se realiz6 |a identificacion fenotipica de las cepas usando la clave de Samuels
(2006). Luego se procedio a confirmar la identidad de las cepas mediante
técnicas moleculares analizando la secuencia del producto de PCR obtenido
por amplificacion de la region ITS1-ITS4 del ADN ribosomal, comparandola
con bases de datos (GENBANK).

Es de especial importancia una correcta identificacion a nivel de especie ya que
dentro del género Trichoderma han sido reportados los subgrupos Th2 y Th4
pertenecientes al grupo T. harzianum, causantes de grandes pérdidas en la pro-
duccién de hongos comerciales en el hemisferio norte (Samuels et al., 2002).
Estos subgrupos, ahora denominados T. aggressivum f. aggressivum (Thd)y T.
aggressivum f. europaeum (Th2), son patégenos de hongos comestibles por lo
que no deberian ser usados en control biologico, especialmente cuando se pien-
sa en una diseminacion masiva en grandes extensiones, como en este caso.
Deberia evaluarse el riesgo de contaminacion de plantas productoras cercanas
al sitio de liberacién del Trichoderma biocontrolador y la persistencia y alcance
del inoculo utilizado. Los resultados de la identificacion a nivel de especie se
muestran en la Figura 2, la mayoria de

las cepas pertenecen a Trichoderma r \ % de cepas de cada especie
. . 12% °
koningii (cepas 1,4,5,7,10, 11,13, 14y 19, | W T-fongibrachiatum -
; i ° | BT atroviride
15), seguido por T. atrovmde' (cepas 8, C T komingi
12 y 16) y finalmente T. harzianum (ce- E T harzianum

pas 4y 6)y T. longibrachiatum (cepas 2
y 3). Ninguna de las cepas pertenece a

los grupos Th2 o Th4 Figura 2. Distribucion en las distintas especies de las
: 16 cepas de Trichoderma aisladas.

57%

Las cepas 2 y 3 que pertenecen a la especie T. longibrachiatum no seran
consideradas como posibles antagonistas para ser usadas en control biolé-
gico pues esta especie se caracteriza por un rapido crecimiento y esporulacion
a altas temperaturas (hasta 40 °C), lo que podria ser un riesgo para la salud
humana, reportandose incluso cepas aisladas de individuos inmunodeprimidos
(Kredics et al., 2003).

8.4.2.- Seleccidn de la o las cepas antagonistas

El ensayo que tendra mas relevancia para la seleccion de él o los antagonis-
tas sera la determinacion de su capacidad de inhibir la produccién de peritecios
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de Gibberella zeae en el rastrojo. Debido a que este ensayo es muy laborio-
so, de larga duracion e implica muchas repeticiones para poder concluir al
respecto, fue que en primera instancia se realizaron otros ensayos para faci-
litar una preseleccioén de las cepas y de esta forma descartar algunas antes
de proceder al ensayo sobre rastrojos. Es de esperar que los mecanismos
por los cuales el antagonista inhiba la formacion de peritecios estén relacio-
nados con su capacidad de produccién de enzimas liticas, capaces de de-
gradar paredes del patdgeno, o de compuestos antifungicos. Es por esto que
se realizaron los ensayos de determinacion de actividades enzimaticas, de
compuestos volatiles y de difusibles al medio, pero los mismos no revelaron
diferencias marcadas entre las distintas cepas para hacer una preseleccion
de éstas. Como ademas se buscaba antagonistas capaces de degradar los
rastrojos de forma de eliminar el sustrato para el desarrollo del Fusarium
patdgeno, e incorporar materia organica al suelo obtenida de la degradacion
de este material, se determinaron los niveles de produccion de celulasas y
xilanasas implicadas en la degradacién de paredes vegetales.

8.4.3.- Actividad enzimatica:

Se determino la capacidad productora de enzimas in vitro de las distintas
cepas de Trichoderma, midiendo la actividad enzimatica de quitinasas,
proteasas y 3-1,3-glucanasas, que son responsables de la degradacion de
paredes fungicas (Castoria ef al, 1997; El-Katatny et al, 2000). A su vez, se
realizaron ensayos de xilanasas y celulasas, enzimas responsables de la
capacidad saprofitica relacionada con la degradacion de sustratos celuldsicos
(Zaldivar et al., 2001; Jeffries, 1987).

Como se puede ver en la Figura 3

las cepas 13, 14, 15y 16 presentan —
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to con la 3, pero a diferencia de las 5.
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8.4.4.- Ensayos de antagonismo Trichoderma vs. Fusarium:

Para determinar la capacidad antagonista de las cepas de Trichoderma se
realizaron diferentes ensayos in vitro:

¢ Cultivos duales en placas de PDA.

e Cultivos en placas enfrentadas para determinar la accion de compuestos
volatiles.

e Ensayos de crecimiento del patégeno en placas en medio YES adicionado
con el sobrenadante filtrado (libre de células) de un cultivo realizado pre-
viamente de las cepas de Trichoderma, para determinar la inhibicion por
sustancias liberadas al medio de cultivo.

« Cultivo sobre rastrojo de trigo donde se inocularon en conjunto el patégeno
y el posible antagonista para determinar el efecto sobre el crecimiento y
la cantidad de peritecios de Gibberella zeae formados.

Para los cultivos duales en placas de PDA, se sembré un disco de micelio del
patégeno sobre un borde de la placa, y enfrentado a él, diametralmente opuesto
un disco de micelio de Trichoderma. Como control se sembrd en una placa un
disco del patégeno sdlo. Se incubd en estufa a 25 °C y se comparé el crecimien-
to del patogeno en el cultivo dual contra la placa control. De esta manera es
posible ver una zona de inhibicién del crecimiento del patdégeno en la regién de
enfrentamiento de ambos en los casos en que la cepa de Trichoderma provoque
algun efecto que interfiera con el crecimiento de Fusarium.

Como se muestra en la Figura 5 algunas cepas de Trichoderma ocuparon
toda la placa (a), colonizando incluso la zona donde en principio estaba
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Fusarium, mientras que en otros (c)
Fusarium crece incluso en la zona de
superposicion de ambos. En el con-
trol Fusarium ocupa toda la placa (b).

Este es un ensayo sencillo y de corta
duracion que ademas brinda informa-
cion respecto al comportamiento anta-
gonista, aunque en algunas ocasiones
no da resultados extrapolables al com-
portamiento en el sitio real de accion
del antagonista contra el patégeno. De
este ensayo pudimos clasificar las ce-
pas de Trichoderma en tres categorias,
las que presentaron un alto grado de
inhibicion en los primeros dias y luego
colonizaron toda la placa por encima del
micelio de Fusarium incluso (7, 8, 12y
16, la primera perteneciente a T. koningii
y las ultimas a T. atroviride); las que lo-
graron un grado de inhibicion interme-
dio (1,4,5,6,9, 10, 14, 15, las cepas 4
y 6 pertenecientes a T. harzianumy el
resto a T. koningii), en las cuales
Trichoderma esporul6é sobre toda la
superficie de la placa, pero permane-
cié micelio aéreo de Fusarium en algu-
nas zonas; y las que directamente no
pudieron frenar el avance de Fusarium
(2, 3,11y 13, las dos primeras pertene-
cientes a T. longibrachiatum las ultimas
a T. koningi).

Figura 5.Cultivos duales (a y c) y control (b).

Para determinar la posible inhibicion del crecimiento del patégeno por compues-
tos volatiles producidos por el antagonista, se sembré un disco de micelio de
cada uno en dos placas de PDA independientes, y acto seguido se superpusie-
ron ambas y se sellaron con Parafilm usando la que contenia Fusarium como
tapa, para minimizar la posibilidad de que las conidias de Trichoderma invadie-
ran la otra placa. Se incubd en estufa a 25 °C y se observo la diferencia en el
crecimiento del micelio de Fusarium comparado con una placa control. Los re-
sultados se muestran en la Figura 6 donde vemos que el segundo dia se presen-
tan los mayores porcentajes de inhibicion (cepas 3, 5y 8), mientras que las que
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provocan una mayor inhibicién al final del S

ensayo son |aS CepaS 15 y 1 compuestos volatiles de Trichoderma
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miento contra un control sembrado en medio YES con agar.
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Las unicas cepas que lograron inhibir el crecimiento de Fusarium en este
ensayo fueron la 11, 12y 16.

A partir de cultivos en tubo de PDA inclinado se obtuvieron las suspensiones
de conidias para los ensayos de antagonismo sobre rastrojo de trigo
mediante enjuague con suero fisiologico conteniendo Tween 80, tanto del
patdégeno como de los antagonistas. Se prepararon suspensiones conjuntas
y se inocularon los rastrojos por inmersién, se incubaron en estufa a 25 °C
durante 3 semanas en oscuridad y fuego se dejaron expuestos a la luz solar
para permitir la formacién de peritecios de Gibberella zeae (Bujold et al.,
2001). A los 90 dias se contaron los peritecios formados sobre el rastrojo,
comparando con un control donde se inoculd solo Fusarium (Figura 7).

Este ensayo no se ha finalizado para todas las cepas, por [o que solo se
cuenta con resultados parciales. Como se ve en la Figura 8, las cepas 8 y 15
son las que presentan una mayor capacidad de inhibicion en este ensayo
respecto al control (alrededor de un 85 %); la cepa 11 inhibié sélo un 23 % vy
la 10 un 55 %. Las demas lo hicieron por encima del 74 %.

La cepa 10 y la 11 pertenecientes a la especie T. koningii seran descarta-
das por su pobre accion antagonista segun se desprende de este ultimo
ensayo y los cultivos duales. Respecto al resto, es necesario esperar los
resultados del ensayo sobre rastrojo para poder discernir si tienen buena
capacidad antagonista.
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Luego de seleccionar las cepas con mejor desempefio como antagonista, se
haran algunas pruebas a escala de laboratorio para la produccién de conidias
en diferentes medios de cultivo, para determinar las condiciones de cultivo y

los rendimientos mas favorables.

Peritecios

Micelio
Fusarium

Peritecio

Figura 7. a)(40x) Rastrojo colonizado por Trichoderma. b) y c) (40x) rastrojos del control colonizados por Fusarium
graminearum. d) (400x) Peritecio de Gibberella zeae liberando su contenido (ascosporas).

Como se cree que el momento oportu-
no para hacer la aplicacion a campo del
agente de control bioldgico seria cuan-
do se fumiga el herbicida, también se
realizaran ensayos de sensibilidad a
glifosato que es el herbicida mas comun-
mente empleado (Pereyra et al., 2005).
Es de esperar que no haya interferen-
cia entre ambos y asi se propondria
aplicarlos en simultaneo minimizando de
esta forma los costos de aplicacion.

Por otro lado, es importante conocer
los mecanismos de accién de los an-

% inhibicién de peritecios sobre rastrojo

>
S

de peritecios (%)

Disminucién del nimero

5 7 8§ 10 11 14 15

Cepas de Trichoderma

Figura 8. Porcentaje de inhibicion de la formacion
de peritecios de Fusarium respecto a un control,
en ensayo in vitro realizado sobre rastrojo de
trigo. El conteo fue realizado a los 90 dias de la
inoculacion.
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tagonistas para tener un conocimiento amplio que permita un uso respon-
sable de los agentes de control bioldgico y de esta forma evitar efectos no
deseados al utilizarlos a nivel de campo. En este sentido, se tendra en
cuenta que el o los antagonistas seleccionados no provoquen alteraciones
que afecten negativamente a las micorrizas del trigo que son beneficiosas
para este cultivo.

8.5.- Aislamiento, identificacion, caracterizacion y seleccion de
posibles antagonistas de flores de trigo.

Para el aislamiento de flora presente en las flores del trigo se procedié a la
recoleccion de muestras de distintos cultivares de INIA La Estanzuela. La
recoleccidon se realizé en forma aséptica de manera de no contaminarlas.
Para el aislamiento de los microorganismos presentes se procedié a sem-
brar distintas diluciones de un enjuague realizado con suero fisiologico con
agitacion de las diferentes muestras. Para lograr aislar la mayor parte de la
flora presente se usaron tres medios de cultivo diferentes, PDA para hongos
y levaduras, TSA (Triptosa Soya Agar) para aerobios heterétrofos en general
y TSA 1/5 para microorganismos aerobios oligotrofos.

Las colonias de diferente morfologia se reaislaron y se pasaron a tubos con
el correspondiente medio de cultivo. De esta manera se obtuvieron 22 leva-
duras, 8 bacterias y 4 hongos filamentosos diferentes.

Para la preseleccion de los posibles antagonistas se realizaran cuitivos en
medio conteniendo colina y betaina por separado (Khan et al., 2001). Segun
este autor estos compuestos estan presentes en las anteras de las flores de
trigo y favorecen la germinacién de las ascosporas de Gibberella zeae que
lleguen a ellas. Es por ello que se espera que microorganismos capaces de
utilizar estos compuestos compitan por ellos con el patégeno en el sitio de
accion.

Con las cepas que logren crecer en estos medios se realizaran ensayos para
la identificacién y caracterizacion.

Los ensayos definitivos que van a determinar si alguna de las cepas es bue-
na antagonista de Fusarium se realizaran en una primera instancia en inver-
naculo sobre flores de trigo, coinoculando mediante aspersor una suspen-
sion de patdgeno y posible antagonista. De esta forma se podra ver, contra
un control donde sélo se inocula Fusarium, si hay disminucion en la severi-
dad de la enfermedad, determinando las espigas y espiguillas afectadas en
cada planta.
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Control biolégico del moho gris con
Clonostachys rosea

CAPITULO 9

Elisa Silvera Pérez!

El Moho Gris (MG), causado por el hongo Botrytis cinerea Pers. ex Fr.,
anamorfo del ascomicete Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, favoreci-
do por condiciones de alta humedad relativa (>90%), agua libre en la super-
ficie de las plantas, temperaturas amenas (15-25 °C), baja intensidad de luz
y disponibilidad de tejidos senescentes (Hausbeck & Moorman, 1996; Agrios,
2004). Esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el mundo,

.ocurriendo en varias especies de plantas, causando pérdidas en la produc-
cion de hortalizas, ornamentales, forestales, afectando todos los estadios de
desarrollo, en todas las condiciones de cultivo, pero mas pronunciadamente
en los sistemas protegidos (Morandi, 2001).

Los sintomas del MG consisten en tizones de inflorescencias, podredumbres
de frutos, cancros y podredumbres de tallos, ahogamiento de plantulas y
manchas foliares (Agrios, 2004).

El patdégeno B. cinerea es un hongo necrotrofico que se establece y multipli-
ca inicialmente en tejidos muertos, colonizando posteriormente los tejidos
vivos adyacentes (Jarvis, 1989). El hongo sobrevive como micelio y esclerotos
en restos de cultivos, principal fuente de indculo primario. El hongo esporula
abundantemente sobre los tejidos necrosados a temperaturas entre 15y 20
°C, alta humedad relativa (>90%). La liberacidn de las esporas ocurre en las
horas mas célidas del dia, cuando existen cambios rapidos en la humedad
relativa, siendo posteriormente transportados por las corrientes de aire (Jarvis,
1989).

Una vez que los conidios alcanzan la superficie de la planta, se adhieren y
germinan favorecidos por agua libre, alta humedad relativa (>90%) y tempe-
raturas entre 20-25 °C (Jarvis, 1989). El patdgeno puede penetrar los tejidos
a través de heridas (Braun y Sutton, 1987) o directamente por accién del
apresorio, mediada por la secreciéon de enzimas degradadoras de la pared
celular como las exo-endopoligalacturonasa (Rha ef al., 2006). La infeccion
es favorecida por temperaturas de 15-25 °C. Botrytis cinerea puede producir

1 Unidad de Fitopatologia, Departamento de Proteccion Vegetal. Facultad de Agronomia. UdelaR.
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infecciones quiescentes (latentes), cuando las condiciones de ambiente o el
estado fisiolégico de los tejidos del hospedero son conductivas para la pene-
tracion, pero no para el crecimiento activo del patégeno (Jarvis, 1989). Estas
infecciones han sido constatadas en tejidos de diferentes especies como
hojas nuevas de frutilla, donde B. cinerea permanece latente en las células
de la epidermis hasta que las hojas se tornan senescentes (Braun y Sutton,
1987), en tallos de tomate B. cinerea puede permanecer quiescente durante
12 semanas (Jarvis, 1989), en flores de rosa durante la poscosecha (Elad,
1988) y en las estructuras florales y bayas en la vid (Keller ef al., 2003).

Una vez transcurrido el periodo de latencia el hongo coloniza el tejido de la
planta colonizando y macerando los tejidos, produciendo esporas y reiniciando
un nuevo ciclo de infeccion (Benito et al., 2000).

El manejo del MG integra practicas en las que se incluyen la eliminacion
del tejido enfermo de la planta; alteracién de la temperatura y humedad
del ambiente; uso de fungicidas y de agentes de biocontrol (Elad, 1988;
Jarvis, 1989; Elad et al., 1995; Hausbeck y Moorman, 1996; Sutton et al.,
1997).

La aplicacion de los fungicidas sintéticos ha sido la principal forma de contro-
lar el MG (Wilson, 1997; Morandi, 2001). El uso inadecuado de los fungicidas
ha conducido a la seleccion de cepas resistentes generando la ineficiencia
del control quimico. Inicialmente, fue citado el surgimiento de cepas resisten-
tes a los benzimidazoles como carbendazim, benomil y tiabendazol (Leroux
et al., 1999) y a seguir las dicarboximidas, como iprodione, procimidone y
vinclozolin (Latorre et al., 1994).

En cultivos protegidos de ornamentales también fueron constatadas cepas
de B. cinerea resistentes a los dos grupos de fungicidas anteriormente cita-
dos (Ghini, 1996; LaMondia y Douglas, 1997; Yourman et al., 2001). La
resistencia de cepas de B. cinerea al grupo de anilinopirimidinas fueron
encontradas en los vifiedos en Chile y en cultivos protegidos de pepino,
porotos, tomate, zapallito, berenjena y pimienta en Espafia (Latorre ef al.,
2002; Moyano et al., 2004). Los inhibidores de la sintesis de ergoesterol
(tebuconazol e fenethanil) también han seleccionado cepas de B. cinerea
en localidades donde fueron mal utilizados o subdosificados (Elad, 1992).
El uso frecuente e inadecuado de los fungicidas también ha constituido en
un riesgo para la salud de los trabajadores y agricultores que estan mas
expuestos a los efectos de estos productos. Ademas se suman las restric-
ciones del mercado consumidor de productos agropecuarios, exigiendo
ausencia o niveles minimos de residuos. Esta situacién ha generado la
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necesidad de desarrollar métodos alternativos de control y el biocontrol es
uno de ellos (Michereff, 2004).

El control bioldgico de un patdgeno del filoplano es generalmente realizado
por la introduccion y establecimiento de los antagonistas en la superficie aé-
rea de la planta. El antagonista aplicado, para ser exitoso, debe multiplicarse
y colonizar la superficie de la planta (Bettiol, 1991).

Las estratégias para un efectivo control de las enfermedades, consisten en
la colonizacion del filoplano por el agente de biocontrol antes de la instala-
cion del patdgeno, la disminucion de la esporulacion y la reduccion de las
estructuras de sobrevivencia (Fokkema et al., 1993). Para el control del MG
la estrategia se basa en la inhibicién de la infeccion, o en la supresion de la
esporulacién y diseminacion (Sutton et al., 1997). ’

Varios hongos antagonistas, entre ellos Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers,
Samuels, Seifert y W. Gams (syn. Gliocladium roseum), han sido citados por
su eficiencia en el control del MG en diferentes patosistemas (Peng y Kevan,
1992; Zhang y Hopkin, 1996; Sutton et al., 1997; Valdebenito-Sanhueza et al.,
1997; Kohl et al., 1998; Yu y Sutton, 1999; Sutton et al., 2002; Morandi et al.,
2003; Li et al., 2004; Zamboni-Pinotti et al., 2005; Nobre et al., 2005).

Clonostachys rosea es un habitante del suelo en regiones templadas y tropica-
les con alta capacidad saprofitica (Domsch et al., 1980; Papavizas, 1985; Sutton
et al., 1997; Schroers et al., 1999). El hongo coloniza diversos 6rganos de la
planta sin causar enfermedad. Existen relatos de colonizacion endofitica del hongo
en raices, tallos y semillas de soja (Mueller y Sinclair, 1981), en los vasos
xilematicos de vid (Esseln y Weltzien, 1997), en hojas de frutilia (Sutton y Peng,
19933a; Valdebenito-Sanhueza et al., 1997), tallos de tomate (Sutton et al., 2002).

Los mecanismos de control de C.
rosea puede ser por micoparasitismo
de hifas (figura 1), esporas,
esclerotos y cuerpos fructiferos de
diversos hongos entre ellos B.
cinerea (Barnett y Lilly, 1962;
Domsch et al., 1980; Lim y Chan,
1986; Yu y Sutton, 1997, Sutton et
al., 1997; Li et al., 2002).
Clonostachys rosea también tiene la

C.apaCId?d de Comp_e_tlr por el espa- Figura 1. Colonias de C. rosea de aspecto blanquecino
clo, creciendo endofiticamente en te-  creciendo sobre Botrytis cinerea.
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jidos inmaduros permitiendo competir con el patégeno en la colonizacion
de los tejidos senescentes de frutilla, begonia, ciclamen, geranios, toma-
tes, morrén, pepino, frambuesa, coniferas y esporula en hojas muertas al
igual que B. cinerea (Sutton y Peng, 1993a; Yu y Sutton, 1997; Sutton et al.,
1997, Morandi et al., 2001; Sutton et al., 2002; Zamboni-Pinotti et al., 2005;
Nobre et al., 2005). Ademas C. rosea tuvo la capacidad de establecerse en
hojas verdes, senescentes o muertas de rosas y suprimir la esporulacion
del patégeno en mas de 96% (Morandi et al., 2001).

Aplicaciones foliares de C. rosea han mostrado ser efectivas en la supresién
de la esporulacién de B. cinerea en numerosos hospederos tales como frutilla
(Sutton y Peng, 1993a), especies forestales (Grigoletti et al., 2004) ornamen-
tales (Sutton et al., 1997; Kohl et al., 1998; Morandi et al., 2003; Yohalem y
Kristensen, 2004).

En experimento de campo, C. rosea, Trichoderma viride Pers. ex Fries y
Penicillum sp. redujeron la esporulacién de B. cinerea en hojas de frutilla con
igual eficiencia cuanto las aplicaciones de clorotalonil (Peng y Sutton, 1991).
Aspersiones de suspension de conidios de C. rosea o la diseminacion de los
conidios del antagonista por la abeja (Apis mellifera L.) en flores de frutilla
redujo la incidencia de B. cinerea en pétalos, estambres e infrutescencias.
Las abejas diseminaron eficientemente el inéculo de C. rosea en las flores y
suprimieron el patégeno en las flores y los frutos (Peng y Kevan, 1992). El
uso de abejas como diseminador de conidios de C. rosea también fue efi-
ciente en la proteccion de los frutos de frambuesa contra la podredumbre del
MG (Sutton y Peng, 1993b).

En tallos de tomate hidropénicos, C. rosea inhibid a B. cinerea tanto cuanto
el fungicida iprodione (Sutton ef al., 2002) y en aplicaciones en el apice de
plantas de alfalfa, el hongo suprimié la pudricion de las bayas y semillas
causada por B. cinerea, incrementando la produccion de semillas (Li et al.,
2004).

Clonostachys rosea o Ulocladiu atrum Preuss, aplicado en rosales cultiva-
dos en macetas, durante el estadio vegetativo, redujeron la incidencia e
inhibieron la esporulacion de B. cinerea tanto cuanto el fungicida iprodione
(Yohalem, 2004).

Suspensiones de esporas de C. rosea, en la concentracion de 108 conidios.mL-,
aplicadas semanaimente en plantas de frutilla cultivadas en invernaculo
(Valdebenito-Sanhueza et al., 1997), y en hojas de frutilla, frambuesa y mora
controlaron eficientemente el MG (Zamboni-Pinotti et al., 2005).
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Aislamientos de C. rosea, provenientes de suelos, hojas verdes o senescentes
de diferentes especies de plantas de Brasil, redujeron la esporulacion de B.
cinerea en hojas de rosales (81-97,4%), frutilla (87,6-96,8%), eucaliptos (63,7-
89,7%) y tomate (100%) (Nobre et al., 2005).

El nimero de aplicaciones necesarias para el biocontrol del MG varia segun el
patosistema. En experimentos de cultivos comerciales de frutilla tres a cuatro
aplicaciones por semana de suspensiones de conidios (10° 0 10" mL™") de C.
rosea fueron suficientes para reducir la incidencia de B. cinerea en las
fructificaciones del cultivo (Sutton, 1994). Aplicaciones de U. atrum (108 mL") y
C. rosea (10" mL") a cada tres o dos semanas fueron igual de efectivas a las
aplicaciones de fungicidas en el control del MG en cultivo comercial de ciclamen
bajo cubierta (Kohl et al., 1998). Esta efectividad se confirma en las aplicacio-
nes de suspensiones de conidios (10° mL") de C. rosea que también fueron
tan efectivas a las de fungicidas en el control del MG en plantas de fucsia
cultivadas en invernaculos comerciales (Silvera-Pérez et al., 2005).

En consideracion a las restricciones del control quimico y los trabajos prece-
dentes el control bioldgico con C. rosea se torna en una opcion eficiente para
el manejo del MG.
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Esta publicacién responde a las
demandas de conocimientos de
estudiantes y técnicos acerca del
Control Bioldgico de patdgenos
de plantas.

Se brindan los conceptos basicos y
definiciones del Control Bioldgico.

Se analiza el proceso de desarrollo de
métodos de CB desde la comprensién del
patosistema, pasando por la bisqueda y
seleccion de agentes de biocontrol,
estudios de los mecanismos de accién
hasta su aplicacion.

Finalmente se presentan ejemplos de

desarrollo de métodos de CB en
poscosechas<B de la fusariosis del trigo
y CB del Moho gris ocasionado por
Botrytis cinerea.
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