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Resumen

El control biolégico de enfermedades de las plantas causadas por patdgenos
del suelo es posible gracias a las complejas interacciones que se dan entre los
agentes de control biolégico (acB), la planta hospedera, el fitopatégeno y la
comunidad microbiana dela rizosfera —la cual estd sujetaa cambios dramaticos
en una escala corta de tiempo—. Eventos como lluvias y periodos de sequia
durante el dia desencadenan fluctuaciones en la concentracidn de sales, el pH,
el potencial osmético, el potencial hidrico y la estructura del suelo, entre otros.
Por otra parte, en una escala larga de tiempo, se generan cambios en la rizosfera
debido al crecimiento de las raices, las interacciones entre los organismos alli
presentes y los procesos de meteorizacién del suelo. La complejidad de estas
interacciones ha influido en el éxito y el fracaso de distintos casos de control
bioldgico de las enfermedades de las plantas, lo que generd, en sus inicios, un
alto grado de escepticismo hacia esta prictica. Sin embargo, la percepcién de
este método de control por parte de los agricultores también ha evolucionado,
gracias a las exigencias generalizadas del consumidor por alimentos libres
de residuos de plaguicidas, el cuidado del medioambiente y el apoyo de la
legislacidn en varios paises. La generacién de conocimiento sobre la ecologia de
los acB ha permitido entender mejor las interacciones entre los antagonistas
y los demds componentes de la rizosfera, razén por la cual, hoy en dia, el
disefio de estrategias de implementacidn de bioplaguicidas tiene en cuenta este
conocimiento para favorecer la actividad de los acs. Aunque en la actualidad
existen brechas de conocimiento sobre las mencionadas interacciones, los
avances recientes en tecnologias de secuenciacién del pna han facilitado la
caracterizacién de la composicidn, la diversidad y el potencial funcional de
las comunidades microbianas. Esto ha permitido identificar nuevos acs y
desarrollar estrategias de manejo de comunidades microbianas para aumentar
la supresién de enfermedades. En este capitulo se presenta un resumen de la
historia del desarrollo del control biolégico de fitopatégenos del suelo y las
principales caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de la rizosfera. También
se describen los AcB mas ampliamente reconocidos y sus modos de accién, asi
como estudios de caso exitosos de control biolégico de patégenos de suelo y

las caracteristicas que deberia tener un acs ideal.
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Abstract

Biological control of plant diseases caused by typical soil-borne phytopathogens
are the result of complex interactions between biological control agents (Bca),
the plant host, the pathogen and the rhizosphere microbial community and
environment. The multiphase interaction is subject to dramatic changes in a short
time. Events such a rain and drought during the day can trigger fluctuations of,
among others, salts concentrations, pH, osmotic potential, water potential, and
soil structure changes. Whilst in a long-time range changes in the rhizosphere are
given by growth of roots, organisms interactions, and soil weathering processes.
The complexity of these interactions has influenced both success and failure
cases of biological control as a method for plant disease management, generating
in the beginning a high degree of skepticism towards this practice. However, the
perception of this control method by growers has evolved, owing to generalized
demands of the consumer for food free of pesticides, care of environment
and the support of legislation in several countries. Generation of knowledge
about Bca-ecology has allowed to better understand the interactions between
the antagonists and the other components of the rhizosphere and nowadays
the design of strategies for the implementation of biopesticides considers this
knowledge in order to favor the activity of the Bca. Although there are currently
gaps in knowledge about the complex interactions between Bca, the host plant,
the phytopathogens, the plant microbiome and the environment, recent advances
in DNA sequencing technologies have facilitated the characterization of the
composition, diversity and functional potential of microbial communities. This
has allowed the identification of new Bcas and the development of management
strategies for microbial communities to improve the suppression of plant
diseases and the repucibility of the Bca activity. In this chapter, a summary of the
history of the development of biological control of soil-borne phytopathogens
is presented. The main physical-chemical and biological characteristics of the
rhizosphere, scenario in which the interactions between the components of the
biocontrol system of soil-borne phytopathogens are developed, the most widely
recognized biological control agents and their modes of action are described.
Successful case studies of biological control of soil-borne pathogens are described

and the characteristics for an ideal Bca are presented.
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Introduccién

Los sistemas agricolas representan la forma mds
importante de uso del suelo, con un cubrimiento de
aproximadamente 1.500 millones de hectireas entre
tierras de labranza y cultivos permanentes en todo
el planeta, lo que representa cerca del 11% de la
superficie continental. Dado su caricter como recurso
no renovable, hoy se reconoce que la productividad del
suelo depende de su buen mantenimiento, por lo cual
existe una especial atencién al desarrollo de programas

para promover el uso sostenible de este recurso

(Pennock & McKenzie, 2016).

Uno de los factores que pone en riesgo la soste-
nibilidad del suelo es la aplicacién de fumigantes y
fungicidas, que se usan debido a la alta incidencia
de enfermedades en los drganos subterrineos de
las plantas, causadas principalmente por hongos
del suelo. Sin embargo, desde los afnos ochenta se
conocen iniciativas legislativas para reducir el uso de
plaguicidas quimicos y, en la actualidad, hay mayor
percepcién publica sobre los riesgos toxicoldgicos,
de contaminacién ambiental y de desarrollo de
resistencia por parte de los fitopatdgenos, debido
al uso inadecuado de los plaguicidas. Los efectos
colaterales del uso de plaguicidas han desencadenado
cambios importantes de actitud en relacién con su
uso, en efecto, hoy se cuenta con regulaciones estrictas
y se han generado varias 6rdenes de retiro de varios

agroquimicos del mercado (Pal & Gardener, 2006).

Si se parte de que para el 2050 la poblacién mundial
se calcula en cerca de 9 billones de personas, se supone
que la produccién de alimentos deberfa aumentar
para entonces en un 70% (Lazarovits, Turnbull,
& Johnston-Monje, 2014). En este contexto, los
agricultores estdn llamados a producir mas, con menos
fertilizantes, menos plaguicidas y fumigantes y mas
précticas sostenibles, lo que incluye la labranza minima,
la agricultura de precisién y el control biolégico. Este
tltimo y la promocién del crecimiento vegetal con
microorganismos biofertilizantes, fitoestimuladores
y rizorremediadores son considerados alternativas
eficaces en programas de manejo integrado de los

cultivos.
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El control bioldgico de fitopatégenos del suelo
comenzd su historia hace 45 afios. De acuerdo con
Alabouvette, Olivain, Migheli y Steinberg (2009), en
el simposio realizado en Berkley en 1965, Ecology of
Soil-Borne Plant Pathogens: Prelude to Biological
Control, se propusieron los dos enfoques principales
del control biolégico: el de aumento de las poblaciones
naturales de antagonistas y el de introduccién de
agentes de control bioldgico (acB) seleccionados. La
preocupacién publica sobre los peligros asociados a
los agroquimicos estimuldé la apertura de empresas
dedicadas a la produccién de bioplaguicidas e hizo
que varias compafifas reconocidas por sus productos
agroquimicos abrieran programas de desarrollo de
productos biolégicos —hoy en dia, incluidos en su

portafolio—.

En este contexto, Bayer, por ¢j emplo, adquirié Agraquest;
BASF adquirié Becker Underwood; Syngenta adquiri6
Pasteuria and Devgen; y, en el 2013, Novozymes y
Monsanto establecieron la alianza BioAg, con el fin de
descubrir, desarrollar y poner en el mercado soluciones
microbianas para la agricultura con un menor uso de
agroquimicos (Schifer & Adams, 2015). En este
panorama —y aunque la diferencia del tamafio entre los
mercados delos bioplaguicidas y los plaguicidas sintéticos
todavia es enorme, ya que las ventas de bioplaguicidas
representan cerca del 3 % del total de ventas de plaguici-
das (Blum, Nicot, Kéhl, & Ruocco, 2011)—, se estima
que el mercado global de bioplaguicidas aumentard
a una tasa de 6,9% anual y, para 2019, alcanzard un
valor de US$ 83,7 billones, de acuerdo con el estudio
realizado por BCC Research (BccResearch, 2017). La
entrada de estas grandes compatfifas en el mercado del
control bioldgico prevé una plataforma mds estable de
recursos humanos y financieros, lo cual garantizaria
que los productos sean comercializados a gran escala y
cuenten con un fuerte respaldo, factores que han estado
ausentes, en gran medida, en el campo actual del control
bioldgico (Lazarovits et al., 2014).

En la practica, se considera que los microorganismos
de la rizosfera son ideales para ser usados como

agentes de control bioldgico contra patdgenos de

la raiz (Weller, 1988). En este sentido, ha sido
evidente que las investigaciones en control biolégico
de fitopatégenos del suelo con microorganismos
se han enfocado principalmente en los géneros
Trichoderma, Gliocladium, Fusarium no patogénicos,
Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia (Cook, 1993;
Fravel, 2005). Estos géneros constituyen el principio
activo de la mayoria de bioplaguicidas registrados en
Europa (Ravensberg, 2015), EE. UU. (Fravel, 2005)
y Suramérica (Cotes, 2011), y son considerados
como los mercados mas amplios de los bioplaguicidas
(Velivelli, De Vos, Kromann, Declerck, & Prestwich,
2014).

Si bien en las tltimas dos décadas se han adelantado
investigaciones para entender la biologia de las
interacciones (entre el antagonista, el patégeno y la
planta hospedera) que resultan en la supresién de la
enfermedad, estas no han sido suficientes. Actualmente
se realizan estudios para ampliar el conocimiento de las
interacciones entre la comunidad de microorganismos
de la rizosfera y la influencia de las condiciones
ambientales sobre el comportamiento de estas. El
entendimiento de la complejidad de estos sistemas
ha sido una pieza fundamental para comprender la
variabilidad de los resultados de biocontrol y para
disefiar pricticas que favorezcan el desempefio de
los acB. Esta informacién, en altimas, influenciari la
aceptacién del control biolégico como método para

combatir las enfermedades de las plantas.

Resena histdrica

La primera mencién indirecta del control biolégico
data de los anos 372 a 287 a. C., cuando Teofrasto
sugirié que la mezcla de diferentes muestras de suelo
permitia eliminar los defectos de uno y afadir vida al
otro (Tisdale, Havlin, Beaton, & Nelson, 1975). Sin
embargo, esto solo fue demostrado mucho tiempo
después, gracias a la microscopia. Una mencién sobre
la tierra cultivable y la restauracién de los suelos fue
registrada, por primera vez, por Virgilio, el poeta
romano (70-19 a. C.), quien dijo: “Donde la arveja,
las legumbres y los tallos de lupino crecen como
una madera obstinada, en la siguiente temporada,

pueden convertirse en el producto del afio dorado”
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(Wasson, 2017). Sin embargo, la historia del control
bioldgico de fitopatdgenos del suelo a nivel cientifico
se remonta al afio 1908, cuando Potter demostré que
un microorganismo fitopatdgeno podia ser inhibido
por sus propios metabolitos (Baker, 1987). El término
antagonismo, no obstante, data de 1874, cuando
William Roberts demostrd, en cultivo liquido, la accidén
inhibitoria de bacterias al crecer conjuntamente con
Penicillium glaucum (Roberts, 1873). Expresamente,
el término control biolégico, como wuna posible
propuesta del manejo de enfermedades de las plantas,
fue acunado por primera vez en 1914 por Carl von
Tubeuf, fundador de la fitopatologia en Europa y uno
de los primeros en escribir un libro en inglés sobre las
enfermedades de las plantas. Ya en 1901, Tubeuf habia
publicado la sistemdtica de Tuberculina maxima Rostr.,
un pardsito de la roya blanca del pino de Weymouth
(Pinus strobus L.), y en 1914 publicé el libro Control
biolégico de las enfermedades fingicas de las plantas
(Maloy & Lang, 2003).

Los primeros intentos de aplicacién de agentes de
control biolégico tuvieron lugar cuando Hartley
(1921) inoculé suelos de un vivero forestal con trece
hongos potencialmente antagonistas para controlar
el volcamiento de plintulas producido por Pythium
debaryanum en los almicigos. Como resultado, encontré
un 35,8 % de volcamiento en los almicigos inoculados,
mientras que, en aquellos sembrados en suelo estéril,
en ausencia de los antagonistas, el volcamiento fue
del 100%. Posteriormente, Millard y Taylor (1927)
investigaron sobre el control de la sarna comin de la
papa causada por Streptomyces scabies, con el potencial
biocontrolador Streptomyces praecox, que fue inoculado
en cortes de pasto verde y colocado sobre suelo estéril.
El resultado fue un decrecimiento de la poblacién
de S. scabies. Luego, Sanford y Broadfoot (1931)
demostraron un “efecto supresor” de Gaeumannomyces
graminis var. tritici en materas cuyo suelo estéril fue
inoculado con diferentes biocontroladores potenciales
(seis hongos, quince bacterias y un actinomicete), varios
de los cuales redujeron la enfermedad. Estos autores
también demostraron que, al utilizar los filtrados de
cultivo de algunos de esos microorganismos, se reducia

la infeccién.

De otra parte, Henry (1931) demostré que Fusarium
graminearum o Helminthosporium sativum causaron

un porcentaje mayor de plantas de trigo con pudricién
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Volumen 1. Agentes de control biolégico

cuando estos patdgenos se inocularon en suelo estéril
que cuando se inocularon en el mismo suelo no este-
rilizado. Ademds, cuando mezclaron trazas de suelo
no estéril con suelo estéril e inoculado con patégenos
en materas, la infeccién por H. sativum se redujo de
47,6 % a 7,8 %. Esta fue la primera transferencia exi-
tosa de una microflora antagénica total del suelo para
producir un suelo supresivo. Adicionalmente, cuando
el suelo estéril infestado con H. sativum fue inoculado
con cuatro hongos, dos bacterias y dos actinomicetos,
aislados originalmente de este suelo, solo se produjo
un 2,8 % de infeccién. Los microorganismos, multi-
plicados durante veinticuatro dias, permitieron que el
suelo esterilizado (pero inoculado con estos) se hicie-

ra tan supresivo como el suelo no estéril.

Posteriormente, una serie de trabajos clsicos de
Weindling (1932, 1934, 1936, 1941) puso en evidencia
el potencial de Trichoderma spp. como agente de
biocontrol de R. solani (Weindling, 1932, 1934), asi
como su parasitismo y antibiosis (Weindling, 1941;
Weindling & Emerson, 1936). Grossbard (1945,
1946, 1947, 1948a, 1948b, 1949, 1952), Kembel et al.
(2014), Wright (1954, 1956) y otros demostraron que
los antibidticos se producian en el suelo por Aspergillus
spp., Trichoderma spp. y Streptomyces spp. El control
biolégico también se logré mediante la proteccién del
material de siembra con antagonistas cuando Wood y
Tveit (1955) encontraron que Chaetomium spp. aislado
de semillas de avena de Brasil proporcioné algtin
nivel de control contra Helminthosporium victoriae.
También Wright (1956) demostré que la aplicacion de
Trichoderma a las semillas de mostaza las protegia del
ataque de Pythium sp.

Desde los anos cincuenta hasta el 2000, muchas
enfermedades han sido controladas efectivamente,
aplicando acB tanto al material de siembra como al
suelo. Se destaca el uso de Trichoderma spp. contra
patégenos de semillas y de raices tales como Pythium
y Rbizoctonia (Aluko & Hering, 1970; Bliss, 1951;
Cotes, Lepoivre, & Semal, 1996; Chet, 1987; Elad,
Chet, & Henis, 1982a; Elad, Kalfon, & Chet, 1982b;
Hadar, Harman, & Taylor, 1984; Harman, Chet,
& Baker, 1980; Harman, 2000; Harman, Howell,
Viterbo, Chet, & Lorito, 1981; Howell, 1982; Lifshitz,
Windham, & Baker, 1986; Lumsden, Locke, Adkins,
Walter, & Ridout, 1992; Marshall, 1982; Papavizas,
Lewis, & Moity, 1982; Wells, Bel, & Jaworski, 1972;

Capitulo 2. Control bioldgico de fitopatdgenos del suelo

Yedidia, Benhamou, & Chet, 1999; Zhang, Howell,
& Starr, 1996).

Varios estudios colaterales han contribuido significa-
tivamente al estudio del control biolégico de patége-
nos del suelo. Estd el caso, por ejemplo, de los estu-
dios sobre la microbiologia de la rizosfera, en los cuales
Hiltner (1904) examina la actividad microbiana en la
zona que rodea las raices de las plantas, a la que llamé
rizosfera. Lochhead (1940) y Lochhead y Chase (1943)
estudiaron el agrupamiento de las bacterias del suelo
y de la rizosfera en funcién de la nutricién que estas
zonas les proveen. Luego, Rovira (1956) aclaré la com-
posicién de los exudados radiculares, los factores que
afectan su produccién y la influencia de estos sobre la
microflora de la rizosfera. El término rizobacterias fue,
a su vez, acufiado por Kloepper y Schroth (1978), con
base en sus experimentos con rébanos. Estas bacterias
fueron definidas como una comunidad que coloniza de
forma competitiva las raices, aumenta el crecimiento de
las plantas y reduce las enfermedades. La estimulacién
del crecimiento y la capacidad exitosa de control bio-
l6gico por parte de estas bacterias han sido demostra-
das por varios autores (Kloepper, 1993; Weller, 1988;
Weller, Raaijmakers, Gardener, & Thomashow, 2002;
Whipps, 2001).

Ademas del uso de bacterias promotoras de creci-
miento (PGPR), las estrategias para el control biolé-
gico de las enfermedades bacterianas se han basado
principalmente en el uso de cepas no patogénicas, ce-
pas patogénicamente atenuadas, bacterias saprofiticas
(Frey et al., 1994; Iriarte et al., 2012; Ji et al., 2006)
y cepas de Agrobacterium radiobacter no patdgenas
que inhiben cepas patdgenas estrechamente relacio-
nadas que producen bacteriocinas (Kerr, 1974; Kerr

& Hray, 1974).

En relacién con los suelos supresivos, se sabia desde
1892 que el marchitamiento producido por Fusarium
oxysporum era mds frecuente en suelos arenosos que
en suelos arcillosos. Sin embargo, fue debido a las
politicas de la United Fruit Company y a la dificultad
de obtener bananos resistentes a E oxysporum f. sp.
cubense, que se continué con los estudios iniciados en
1922 en suelos arcillosos “resistentes” o “de larga vida”
en Centroamérica. Reinking y Manns (1933) fueron
quienes confirmaron la relacién entre este tipo de suelo

y la tolerancia al patégeno. Walker y Snyder (1933)

observaron que los guisantes cultivados en suelos
arcillosos permanecieron libres del marchitamiento por
FE oxysporum f.sp. pisiy que el patégeno se establecia con
dificultad en estos. Mds adelante, Stotzky y Torrence
Martin (1963) y Stotzky y Rem (1966) estudiaron
la mineralogia del suelo en cuanto a la propagacién
del marchitamiento por E oxysporum en el cultivo de
banano, y establecieron particularmente el efecto a los

minerales arcillosos montmorillonita y caolinita.

La supresividad producida por factores bidticos
del suelo fue determinada por Hartley (1921) en
estudios contra P. debaryanum. Estudios posteriores
demostraron la supresividad contra la pudricién
del tubérculo y de la raiz de la papa producida por
Fuysarium en Washington (Burke, 1965; Menzies,
1959), contra la fusariosis de los melones en Francia
(Alabouvette, 1986) y contra la marchitez de la papa,
el lino y el clavel por Fusarium en California (Scher
& Baker, 1980). En Colombia, Chet y Baker (1981)
reportaron que un suelo plantado con clavel en la
sabana de Bogotd fue supresivo para Rhizoctonia
solani en rabano y frijol. También se ha demostrado la
supresividad de suelos para los oomicetos Phytophthora
spp. y Pythium spp. en Australia, California, Hawdi y
México (Broadbent & Baker, 1974; Kao & Ko, 1986;
Martin & Hancock, 1986).

Varias de estas investigaciones han revelado que el con-
trol de las enfermedades estd asociado ala combinacién
de factores bidticos y abidticos del suelo (Hornby,
1983). La supresividad de enfermedades inducida
por el monocultivo de la planta huésped también ha
sido mencionada por varios autores; la mis conocida
ocurrié después de algunos afios de monocultivo de
trigo en Inglaterra, Paises Bajos, Estados Unidos y
Australia (Shipton, 1977). En esta, la incidencia de
la enfermedad causada por Gaeumannomyces graminis
aumentd después de varios anos con el monocultivo
de trigo, pero disminuy6 después de un largo cultivo
continuo. Se han observado efectos similares en la
disminucién de enfermedades como R. solani en
ribano (Liu & Baker, 1980) y marchitez por Fusarium
en sandia, después de siembras sucesivas de cultivares

especificos (Larkin, Hopkins, & Martin, 1993).

Otro aporte importante al control bioldgico de
fitopatdgenos partié de los estudios de McKinney
(1929), quien descubrié la proteccién cruzada al

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

inocular plantas con un virus para protegerlas de un
segundo virus patogénico. Este hallazgo fue confirmado
ripidamente por otros investigadores, lo cual allané el
camino para la posterior aplicacién comercial exitosa
del método. Biraghi (1951) encontré que los chancros
de la castafia, causados por Endothia parasitica, en Italia
se curaban inesperadamente; sus extensas observaciones
estimularon el descubrimiento de la hipovirulencia
transmisible. Asi mismo, la pudricién de la batata
causada por E oxysporum f. sp. batatas fue controlada
por McClure (1951) mediante la preinoculacién de los
cortes con aislamientos de Fusarium solani, un patégeno
de bajo impacto en este cultivo. De otra parte, Lindberg
(1959) encontré que los cultivos de Helminthosporium
victorige, patégeno de la avena, desarrollaron una
enfermedad transmisible que les causé una reducida
virulencia, asociada con la presencia de micovirus
dsRINA en el patégeno, a los cuales se les han atribuido

los efectos de hipovirulencia a partir de esa fecha.

Los virus bacterianos también han sido usados para el
control biolégico. La investigacién en este tema se inici6
con el descubrimiento de Twort (1915) de la existencia
de virus ultramicroscépicos llamados posteriormente
bacteriéfagos, los cuales fueron estudiados como agentes
contra enfermedades bacterianas de seres humanos y
de animales (Beckerich & Hauduroy, 1922; Brunoghe
& Maisin, 1921). Poco después, estos se encontraron
asociados a patégenos bacterianos de plantas y se
propusieron como agentes de control biolégico (Moore,
1926). Los pioneros en este tema fueron Mallmann y
Hemstreet (1924), quienes observaron que el filtrado
del liquido del repollo inhibia el crecimiento de la
bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris que le

causaba pudricidn a esta planta.

Kotila y Coons (1925) demostraron que los bacte-
ridéfagos aislados del suelo suprimian el crecimiento
de Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, el
agente causal de la enfermedad de la pata negra de la
papa. Al realizar bioensayos coinoculando el fago con
la fitobacteria lograron controlar la descomposicién
de los tubérculos de la papa. Ademis, aislaron fagos
activos de varias fuentes ambientales (agua de rios y
suelo), los cuales fueron efectivos contra Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum y contra Agrobacterium
tumefaciens (Coons & Kotila, 1925). Los primeros
ensayos de campo fueron conducidos por Thomas

(1935) contra el marchitamiento del maiz producido
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por Pantoea stewartii, para lo cual las semillas de maiz
infestadas con el patégeno fueron tratadas con fagos
aislados de material vegetal enfermo. Este tratamiento
de semillas fue bastante eficaz y dio como resultado
una incidencia de 1,4 %, mientras que en las semillas
sin tratar la incidencia de la enfermedad fue del 18 %.
El tema tuvo muchos desarrollos en el siglo xx, varios
de ellos encaminados al control biolégico de bacterias

fitopatégenas (Summers, 2005).

Ecologia de la rizosfera

Las principales actividades de los microorganismos
en el suelo incluyen la descomposicién de la materia
orgénica, la mineralizacién de nutrientes, la fijacién de
nitrégeno, la supresién de fitopatdgenosy el parasitismo
de raices (con el consecuente dafio a las plantas). Varias
de las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas del
suelo se cumplen en funcién de la materia orginica del
suelo. Esta tltima contribuye a la disponibilidad de
nutrientes para las plantas, provee condiciones fisicas
favorables para su crecimiento, aumenta la capacidad
de tampén del suelo, estimula el desarrollo de las
raices, incrementa la diversidad biolégica y facilita los
ciclos geoquimicos como los del carbono y el nitrégeno
(Abawi & Widmer, 2000). El control biolégico de
fitopatdgenos del suelo es complejo, debido a que las
interacciones entre antagonista-patégeno-hospedero
y comunidad microbiana ocurren en la rizosfera, que
se caracteriza por cambios fisicoquimicos continuos y

una intensa actividad microbiana.

Concepto de rizosfera

El término rizosfera fue propuesto por primera vez
en 1904 por el cientifico alemin Lorenz Hiltner. La
definicién de dicho término se centré en la idea de que
la nutricién vegetal estd influenciada considerablemente
por la composicién microbiana de la rizosfera. Hiltner
menciond quelos exudados delasraices eran responsables
del sostenimiento de comunidades de bacterias en la
zona de la raiz, a las cuales llamé bacteriorrizas, por
analogia con los hongos asociados simbidticamente con
las raices de las plantas, llamados micorrizas. Basado en

sus observaciones, Hiltner también planted la hipdtesis
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de que la resistencia de las plantas a los patégenos y
la calidad de los productos vegetales dependian de la

composicion de la microflora de la rizosfera (Hartmann,

Rothballer, & Schmid, 2008).

Después de Hiltner, se encuentran en la literatura
cientifica varias definiciones de la rizosfera, sin
embargo, todas presentan los elementos propuestos por
este autor en 1904: aquella zona del suelo intimamente
ligada a la raiz de las plantas, en la cual se presenta una
alta actividad biolégica coordinada por la presencia
de exudados de la raiz (Hartmann et al.,, 2008). En
los estudios de control bioldgico de fitopatégenos de
la rafz a menudo se analiza solamente el componente
biolégico (planta y microorganismo) y se dejan de
lado los componentes fisicos y quimicos que afectan
las interacciones de este, lo que podria explicar en gran

parte la variabilidad de los resultados.

A continuacién, se propone una definicién de la
rizosfera con base en las propuestas de varios autores:
la rizosfera es un sistema fisico, quimico y bioldgico
complejo, que comprende la interfaz entre la raiz de
las plantas y el volumen de suelo en contacto intimo
con esta (figura 2.1). La rizosfera se ve afectada
directamente por la actividad de la raiz (Darrah,
1993; Hinsinger, 1998) y, a su vez, mantiene una
comunicacién bidireccional con ella. Esta zona se
caracteriza por tener una alta densidad de poblacién de
microorganismos, por lo cual las raices de las plantas
deben competir por espacio, agua y nutrientes con
los sistemas de raices invasoras (de plantas vecinas de
otras especies) y con los microorganismos del suelo
(bacterias, hongos e insectos que se alimentan de
una fuente abundante de materia orginica) (Ryan,
Delhaize, & Jones, 2001). Lynch (1990) propuso
dividir la rizosfera en tres partes: la ectorrizosfera, que
comprende el suelo adherido a la raiz; el rizoplano o
superficie de la raiz; y la zona interior de la raiz, que
abarca la rizodermis y las células corticales.

Composicién de
los exudados de la raiz
Se estima que entre el 5% y el 21 % del carbono fijado

por las plantas a través de la fotosintesis es transferido a

la rizosfera en forma de exudados de la raiz (Marschner,
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Figura 2.1. Rizosfera de dos solaniceas. a. Rizosfera de una planta de uchuva de una semana de edad; b. Rizosfera de

tomate de dos semanas de edad después del trasplante.

1995), aunque esta proporcién puede ser hasta de 30 %
0 40% en plintulas (Bertin, Yang, & Weston, 2003).
Grayston y Campbell (1996) clasificaron los exudados
de la raiz en cinco clases: compuestos difusibles,
secreciones, lisados, gases y mucilago. Los compuestos
difusibles se caracterizan por ser de bajo peso molecular
y ser solubles en agua —azucares, icidos orgdnicos o
aminodcidos—, y se difunden pasivamente a través
de la pared celular o entre las células de la epidermis,
como resultado de gradientes de concentracién entre
el interior y el exterior de la rafz. Las secreciones
son compuestos de alto peso molecular, como los
siderdforos, secretados activamente por la raiz en
respuesta a gradientes electroquimicos. Los lisados
consisten en material organico liberado en el suelo por
las células muertas después de la autolisis. Los gases son
principalmente etileno, diéxido de carbono y cianuro de
hidrégeno. El mucilago, usado para mejorar el proceso
de penetracién de la raiz en el suelo, esta compuesto por
polisacaridos y 4cidos poligalacturénicos; suele llamarse

mucigel si contiene mucilago microbiano.

El conjunto de todos estos componentes asociados
a la rafz y acumulados en la rizosfera también recibe
el nombre de rizodepésito y, como ya se ha descrito,
afecta el crecimiento vegetal y la ecologia de la rizosfera
(Bertin et al., 2003; Faure, Vereecke, & Leveau, 2009).

La exudacién de la raiz es realizada principalmente por

los pelos radicales y las raices primarias y secundarias
en crecimiento activo (Bertin et al., 2003); pero las
células apicales también hacen una contribucién
significativa (Faure et al., 2009). En la tabla 2.1 se
listan los principales compuestos organicos y enzimas

que hacen parte de los exudados de las raices.

La composicién de los rizodepdsitos varia de acuerdo
con la especie, la variedad y el estado fenoldgico
de la planta, asi como con la exposicién de esta a
condiciones de estrés y el tipo de suelo, entre otros
(Compant, Clément, & Sessitsch, 2010). De esto
también dependen las diferencias en la composicién de
las comunidades de bacterias asociadas a la rizosfera
(Haichar et al., 2008). En efecto, los exudados de la
raiz son considerados como un factor que determina
la interaccién especifica entre las rizobacterias y el
hospedero: se ha demostrado que, con los exudados
de la raiz, la planta puede seleccionar los colonizadores
de la rizosfera. Por ejemplo, algunos aislamientos
de Azospirillum spp. son atraidos por el mucilago
producido por la raiz del maiz, pero otras cepas aisladas
de la rizosfera de plantas de arroz no respondieron
a los exudados del maiz (Mandimba, Heulin, Bally,
Guckert, & Balandreau, 1986). Humphris et al. (2005)
observaron que las células del borde y el mucilago de
la raiz de plantas de maiz reducen la colonizacién del
4pice de la raiz por Pseudomonas fluorescens SBW25.
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Tabla 2.1. Compuestos orgdnicos y enzimas liberadas por las plantas en los exudados de la raiz y su funcién en la

rizosfera
Compuesto Componentes Funciones
) o Lubricacién, proteccidn de las plantas
Arabinosa, desoxirribosa, fructosa, galactosa, glucosa, : o .,
, . o ) i contra toxinas, quimioatraccidén y
Azlcares maltosa, oligosaciridos, rafinosa, ramnosa, ribosa, . _ o
i . estimulacién del crecimiento de
sucrosa, xilosa y manitol . .
microorganismos
Todos los 20 aminoacidos proteinogénicos, acido Inhibicién de nematodos,
Aminodcidos  y-amino butirico, cistationina, cistina, homoserina, estimulacién del crecimiento de
y amidas acido mugénico, ornitina, fitosideréforos, betaina y microorganismos, quimioatraccion,
estacidrina osmoproteccién y captura de hierro
Los 4cidos siguientes: acético, aceténico, aconitico,
aldénico, butirico, citrico, eritrénico, férmico, fumdrico, ., o
o . L. T L. L. Regulacién del crecimiento vegetal,
Acidos glucénico, glutdrico, glicdlico, isocitrico, lictico, maléico, °, . . .
. L o ° . . quimioatraccidn y estimulacidn del
alifiticos mélico, maldnico, oxalico, oxaloacético, oxaloglutarico, o . .
o . o o o crecimiento de microorganismos
piscidico, propidnico, pirtvico, shikimico, succinico,
tartdrico, tetrénico y valérico
. Acidos p-hydroxybenzdico, caféico, p-coumérico, ) o
.
Acidos L L . . . Regulacién del crecimiento vegetal y
. ferulico, galico, gentisico, protocatectico, sindpico y e .
aromaticos L quimioatraccidn
siringico
Regulacién del crecimiento vegetal;
quimioatraccidn; interacciones
alelopaticas; defensa vegetal;
fitoalexinas; iniciadores de la
o interaccidon con Rhizobium en
Flavanol, flavonas, flavanonas, antocianinas, i o
Fenoles leguminosas; iniciadores de

isoflavonoides y acetosiringona

interaccién con micorrizas y
actinomicetos; estimulacién del
crecimiento de microorganismos;
y estimulacién de la degradacion
xenobidtica de bacterias

Acidos grasos

Acidos linoléico, linolénico, oléico, palmitico y estedrico

Regulacién del crecimiento vegetal

Acido p-aminobenzdico, biotina, colina, icido

Estimulacién del crecimiento de

Vitaminas n-metionilnicotinico, niacina, pantotenato, piridoxina, ) )

, , L microorganismos

riboflavina y tiamina
Esteres Campestrol, colesterol, sitosterol y estigmasterol Regulacién del crecimiento vegetal
Enzimas y Amyiasa, invertasa, fosfatasa, poligalacturonasa, Defensa vegetal y factor de
proteinas proteasa, hidrolasa y lectina degradacién Nod
(Contintia)
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(Continuacién tabla 2.1)
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Compuesto Componentes Funciones

Auxina, etileno y su precursor acido

Hormonas 1-aminociclopropano-1-carboxilico (acc), putrescina, Regulacién del crecimiento vegetal
jasmonato y 4cido salicilico

Quorum quenching; regulacién del
. . o ) . crecimiento vegetal; defensa vegetal;
Sin identificar, similar a acil-homoserina lactona, ., - i
) i . . , adhesién de microorganismos;

saponina, escopoletina, especies reactivas de oxigeno, ) L, >

Otros estimulacién del crecimiento de

nucleétidos, calistegina, trigonelina, xantona y

estrigolactonas

microorganismos; e iniciadores
de interacciones de micorrizas

arbusculares

Fuente: Adaptado de Faure et al. (2009)

Rasgos fisicoquimicos
de la rizosfera

La rizosfera difiere del resto del suelo en una serie de
procesos bioquimicos, quimicos y fisicos que le son
propios como consecuencia del crecimiento de la raiz,
la captacién de agua y nutrientes, la respiracién y la
rizodeposicién —procesos que afectan la ecologia de
los microorganismos alli presentes y la fisiologia de la
planta de forma considerable —. Estos cambios también
se derivan de la actividad de los microorganismos que
son estimulados en la vecindad de las raices como
consecuencia de la liberacidén de rizodepdsitos (Jones,

Hodge, & Kuzyakov, 2004).

Los procesos coordinados por la raiz que son
responsables de los principales cambios en las
propiedades fisicas y quimicas de la rizosfera
fueron revisados en detalle por Hinsinger (1998) vy,
posteriormente, resumidos por Hinsinger, Gobran,
Gregory y Wenzel (2005), con especial énfasis en la
geometria y la heterogeneidad de la rizosfera en el
espacio y en el tiempo. Hinsinger, Plassard y Jaillard
(2006) presentaron, ademds, un resumen de las
consecuencias de los procesos quimicos bdsicos que
ocurren en la rizosfera sobre la biogeoquimica de
varios elementos como fdsforo, potasio, nitrégeno,
magnesio y calcio. Aunque se asume de forma general
que estos cambios en las propiedades fisicoquimicas de
la rizosfera coordinados por la raiz afectan, en tltimas,

las actividades de los microorganismos del suelo,

aun es escasa la aplicacién de este conocimiento a las
interacciones particulares entre especies de agentes de

control biolégico y plantas cultivadas.

El crecimiento de la raiz ejerce fuerzas considerables
que alteran las propiedades fisicas del suelo, como la
densidad aparente, la porosidad y la resistencia. Los
polisacaridos liberados por la raiz en los rizodepésitos
tienen un papel importante en los cambios fisicos de
la rizosfera (Czarnes, Hallett, Bengough, & Young,
2000). A su vez, los exopolisaciridos producidos por
los microorganismos de la rizosfera juegan un papel
clave en la agregacién de suelo (Amellal, Burtin,
Bartoli, & Heulin, 1998). La captacién de agua por la
raiz cambia el potencial de agua a su alrededor, lo cual
afecta la transferencia radial hacia su interior y también

la actividad de los microorganismos en la rizosfera.

Con respecto a los procesos quimicos, se conoce que
las funciones biol6gicas de las raices de las plantas
—como la absorcidn, la respiracién y la exudacion—
alteran de forma considerable varias propiedades
quimicas de la rizosfera, entre las que se encuentran
las concentraciones de nutrientes; de elementos
toxicos como el aluminio y otros contaminantes;
las concentraciones de complejos de compuestos
quelantes; el pH; el potencial redox; y la presidon
parcial de CO2 y O,, entre otras (Hinsinger et al,,
2005). Particularmente, la absorcién de agua y solutos
contenidos en la solucién del suelo ocasionan zonas de
agotamiento de iones, lo cual ha sido observado para el
fésforo, el nitrégeno nitrico y el potasio (Hinsinger et

al., 2006). En otros casos, el fenémeno encontrado es
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la acumulacién de nutrientes cerca de la superficie de
la raiz, especialmente en ecosistemas forestales en los
cuales la concentracién de calcio y magnesio en el suelo

es mis alta que la demandada por la planta (Hinsinger

et al., 2006).

El intercambio de protones, cationes y aniones entre la
raiz de la planta y la solucién del suelo es responsable,
en gran medida, de cambios de hasta dos unidades
en el pH de la rizosfera (Hinsinger et al., 2003). La
respiracién de las raices y los microorganismos de
la rizosfera también ocasionan cambios en el pH,
debido a la acumulacién de CO, en la rizosfera y en el
suelo; se sabe que este proceso llevado a cabo por los
microorganismos es una fuente importante de protones
(Van Breemen, Driscoll, & Mulder, 1984). Por otra
parte, la liberacién de compuestos 4cidos desde la raiz

puede ocasionar la disolucién de carbonato de calcio

(Hinsinger et al., 2006).

La exudacién de compuestos orginicos desdelaraizala
rizosfera tiene un mayor impacto sobre la microbiologia
del suelo y sobre el ciclo biogeoquimico del carbono.
Algunos exudados y metabolitos microbianos (fos-
fatasas, proteasas, arilsulfatasas) tienen un efecto
significativo sobre los ciclos biogeoquimicos de fésforo,
nitrégeno y azufre. Compuestos carboxilados como
malato, citrato y oxalato exudados por las raices
tienen efectos biogeoquimicos debido a su papel en la
formacién de complejos metdlicos con aluminio, calcio,

hierro y elementos traza (Hinsinger, 2001).

Competencia rizosférica

La introduccién de microorganismos antagonistas de
fitopatégenos en cultivos agricolas es uno de los méto-
dos mds promisorios para incrementar la productivi-
dad agricola y la eficiencia en la biodegradacién de
contaminantes. La practica de aplicar al suelo cepas de
hongos y bacterias benéficas como inéculo microbiano
para estimular el crecimiento vegetal y para controlar
fitopatdgenos lleva ya bastante tiempo. Sin embargo,
uno de los principales problemas en la introduccién de
microorganismos es que varios de estos no sobreviven
o no ejercen la funcidén especifica esperada; en este
sentido, se sabe que la colonizacién de la raiz es un

factor importante en la promocidén del crecimiento
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vegetal y en el control biolégico (De Weger et al.,
1995; Knudsen et al., 1997; Lugtenberg, Dekkers,
& Bloemberg, 2001). No obstante, se debe tener
en cuenta que la introduccién exitosa de un agente
de biocontrol en un sistema planta-suelo-ambiente
determinado no garantiza los mismos resultados ni
la sobrevivencia de este en otro tipo de suelo o en
otro genotipo vegetal (Jagnow, Hoflich, & Hoffmann,
1991; Van Elsas & Heijnen, 1990; Van Veen, Van
Overbeek, & Van Elsas, 1997).

Después de la inoculacién, un antagonista debe
establecerse y distribuirse en la raiz, reproducirse y
sobrevivir por varias semanas, asi como competir con
la microflora nativa (Benizri, Baudoin, & Guckert,
2001; Compant et al., 2010; Compant, Duffy, Nowak,
Clément, & Barka, 2005; Weller, 1988). El término
competencia fue usado por Ahmad y Baker (1987)
para describir la capacidad que tienen los agentes
de control bioldgico de crecer y ejercer su actividad
biocontroladora en la rizosfera. Dicha competencia

varia entre especies y entre cepas de la misma especie.

En el caso de las rizobacterias, por ejemplo, su
dispersién desde el punto de inoculacién (usualmente
la semilla) hacia las raices en crecimiento es controlada
bésicamente por dos mecanismos: motilidad activa de
la bacteria y el movimiento pasivo de la bacteria a través
el agua de percolacién o a través de vectores (figura
del d 1 t de vect fi
2.2). La efectividad de los mecanismos de dispersién
depende del tipo de suelo, la planta hospedera y las
caracteristicas de la bacteria (Benizri et al., 2001).
No obstante, existen otros factores que afectan el
proceso de colonizacién de la rizosfera y que, a su
vez, pueden explicar el hecho de que la colonizacién
del rizoplano no sea uniforme. Tales factores incluyen
patrones variables de exudacién de la raiz, quimiotaxis,
produccién de metabolitos secundarios involucrados
en biocontrol, presencia de flagelos, quorum sensing
y produccién de compuestos especificos como

polisacaridos extracelulares y enzimas.

La simple introduccién de agentes de control bioldgico
solos o en consorcio al suelo no ha brindado el éxito
deseado, principalmente porque los antagonistas
no sobreviven lo suficiente para tener un efecto
significativo. Una estrategia utilizada para colocar
los antagonistas en el sitio donde haya mayor

disponibilidad de nutrientes, en teoria, es aplicarlo en la
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Figura 2.2. Colonizacién de rizobacterias. a. Semillas tratadas con un biocontrolador que las coloniza. b. Dispersién

y colonizacién del biocontrolador en el sistema radicular de la planta.

Fuente: Elaboracién propia

raiz de las pldntulas antes del trasplante. Otra estrategia
consiste en la introduccién de una base nutricional,

como abonos verdes o compost, junto con el agente de

control biolégico (Hoitink & Boehm, 1999).

Efecto rizosférico

Las comunidades de microorganismos que se
desarrollan en la rizosfera utilizan los exudados de la
raiz como fuente de energia y nutrientes (Hartmann
et al.,, 2008; Smalla, Sessitsch, & Hartmann, 2006).
Dicho estimulo ejercido por los exudados radicales
es conocido como ‘efecto rizosférico” (Hinsinger
et al, 2005; Lugtenberg & Kamilova, 2009). Los
principales grupos de microorganismos y otros
agentes que se encuentran en la rizosfera incluyen

bacterias, hongos, nematodos, protozoos, algas y

microartrépodos (Raaijmakers, Paulitz, Steinberg,
Alabouvette, & Moénne-Loccoz, 2009). Algunas
especies de microorganismos presentes en la rizosfera
son benéficas y otras son deletéreas para el crecimiento
de las plantas (Raaijmakers et al., 2009; Welbaum,
Sturz, Dong, & Nowak, 2004) (figura 2.3). Las
especies de bacterias y hongos que se encuentran en el
primer grupo se conocen como rizobacterias y hongos
promotores del crecimiento vegetal (PGPR y PGPE, por

sus siglas en inglés) (Kloepper & Schroth, 1978).

Los fitopatdgenos y los antagonistas compiten entonces
por la oferta de nutrientes que ofrece la planta a través de
los exudados radicales, por lo que resulta de gran interés
conocer los compuestos que favorecen el crecimiento de
os ultimos y aquellos que afectan negativamente a los
los ult 11 fect t te al

primeros. Conocer la interaccién entre los fitopatégenos
y los exudados de la raiz resulta de particular interés

en el caso de patdgenos cosmopolitas, como Fusarium
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oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum.
En este sentido, Steinberg, Whipps, Wood, Fenlon
y Alabouvette (1999) observaron que el desarrollo
(germinacién, elongacién de hifas y ramificacién) de
cepas de E oxysporum patogénicas y no patogénicas fue
estimulado de forma similar por los exudados radicales
de tomate. Asi mismo, estas cepas mostraron un patrén
similar de respuestas en la vecindad de las raices de

tomate y trigo. De forma semejante, el trabajo de
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Steinkellner, Mammerler y Vierheilig (2005) demostré
que los exudados de plantas no hospederas estimu-
laron la germinacién de E oxysporum f. sp. lycopersici.
Aunque los mecanismos de reconocimiento y sefa-
lizacién entre la planta hospedera y los patégenos o
cepas no patogénicas ocurre sobre la raiz o en su interior,
estos trabajos permiten ver una de las estrategias
utilizadas por los patégenos para competir con la

microflora del suelo.
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Figura 2.3. Efecto de la poblacién microbiana sobre la salud de la planta. a. Planta con poblacién mayoritaria de

fitopatogenos @ ; b. Promocién de crecimiento y control de fitopatégenos en planta con poblacién mayoritaria de

biocontroladores . .

Fuente: Elaboracién propia

Principales biocontroladores y sus modos de accién

La investigacién sobre agentes de biocontrol durante
los tltimos 40 afios ha desencadenado una lista de
bioproductos comerciales que se encuentra siempre
en crecimiento. Sin embargo, la mayoria de ellos estin
fabricados a base de cepas de especies de los géneros
Trichoderma, Pseudomonas y Bacillus (Aigura 2.4). Este

tltimo grupo es preferido como agente estimulador
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del crecimiento vegetal y como biocontrolador, debido
a su capacidad de formar endosporas, las cuales
brindan una alta sobrevivencia a los miembros de este
género durante el proceso de formulacién, aun en las
condiciones ambientales desfavorables presentes en
el ambiente de la rizosfera (Egamberdieva, 2016).
Los modos de accién utilizados por Bacillus spp. para

promover el crecimiento vegetal incluyen la produccién
de fitohormonas, osmoprotectantes, solubilizacién
y movilizacién de fosfatos, inhibicién de la sintesis
de etileno en la planta, antibiosis (figura 2.5) y
competencia por nutrientes y espacio (Egamberdieva,
2016). Por su parte, Trichoderma spp. es conocido

Rizosfera

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

principalmente como un microorganismo benéfico y
un agente de biocontrol util en un amplio rango de
aplicaciones, desde el recubrimiento de semillas hasta
la poscosecha, desde el suelo hasta la filosfera, con

base en una amplia gama de modos de accién (Lorito

& Woo, 2015).

Bacillus spp.

Pseudomonas spp.

Trichoderma spp.

Solubilizacién de i i0 i i
nutientes

Figura 2.4. Principales grupos de microorganismos antagonistas aislados de la rizosfera que son el principio activo de

la mayoria de los bioproductos registrados para el control de enfermedades.

Fuente: Elaboracién propia

El uso de Trichoderma spp. ha causado un notable
impacto en el sector agricola mediante la expresién de
sus propiedades principales, tales como una estable colo-
nizacién de la raiz, el endofitismo, el micoparasitismo
(figura 2.5), la competencia por nutrientes, la antibiosis
y la induccién de resistencia en las plantas (Lorito &
Woo, 2015). Pseudomonas spp., al igual que Bacillus

spp- y Trichoderma spp., es un microorganismo

cosmopolita en el suelo. Es una bacteria gramnegativa
con alta capacidad de sobrevivencia en un amplio
rango de ambientes y con gran versatilidad metabdlica
(Srivastava, Sinha, Vaishnavi, Kunwar, & Tigga, 2012).
Entre las caracteristicas que hacen de Pseudomonas spp.
un buen candidato como agente de control bioldgico
estdn el ripido crecimiento que presenta in vitro para

su produccién masiva; su eficiente utilizacién de los
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exudados de las semillas y de las raices de las plantas; su
capacidad para colonizar la rizosfera, la espermosfera y
la raiz de forma endofitica; la produccién de un amplio
nimero de metabolitos bioactivos (antibiéticos,
sideréforos, compuestos volitiles y promotores del

crecimiento vegetal); y su capacidad de adaptacién a

condiciones de estrés (Weller, 2007).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(pGpR) también utilizan la produccién de compuestos
orgdnicos volatiles (voc) como un mecanismo de
accién para prevenir el desarrollo de enfermedades
en las plantas. De esta forma, reducen el crecimiento
de los fitopatdgenos directamente o actuando como

inductores de resistencia sistémica en las plantas.

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Entre las especies de bacterias benéficas en las que se
ha determinado la produccién de voc estan Bacillus,
Pseudomonas, Serratia, Arthrobactery Stenotrophomonas.
Los voc sintetizados por Bacillus sp. mas conocidos
son acetoina y 2,3-butanediol (Ryu et al., 2003).
La figura 2.6 resume los modos de accién utilizados
por los agentes de control biolégico en contra de los

fitopatégenos del suelo.

Ademis de Trichoderma spp., Bacillus spp. y
Pseudomonas spp., otros microorganismos reconocidos
como agentes de control bioldgico de fitopatégenos de
suelo son Pythium oligandrum, Coniothyrium minitans
y Sporidesmium sclerotivorum (Fravel, 1999); asi como

cepas no patogénicas de F oxysporum (Alabouvette,

ISR S CRRGREEEEEES
Solubilizacion de Factores de
nutrientes (P) patogenicidad
Sintesis de fitohormonas y virulencia
(GAs)

1-"/

» Patogeno

Competencia
(espacio y nutrientes)
Enzimas degradadas
de pared celular
Hiperparasitismo
Antibiosis

' 4

Respuesta de

Trichoderma

Exudados radicales,
arabinogalactano,
defensa pectina, xilano, etc.

ISR
7 Competencia por espacio

PAL (biopeliculas, endofitismo)
’ Solubilizacién de nutrientes (P)

Sintesis de fitohormonas
}/ (Cks, AIA)

i ¥ / .
/ =" ) Patdgeno <
& Competencia (Fe+3)

Antibiosis

Respuesta de
defensa

Bacillus

Figura 2.5. Micoparasitismo y antibiosis. a. Hifas de hongo micoparisito enrolladas al micelio de R. solani; b. Micelio

de T. koningiopsis Th003 (biomasa color verde) en crecimiento sobre esclerocios de R. solani; c. Efecto de antibiosis Figura 2.6. Modos de accién utilizados por agentes de control biolégico contra firopatégenos del suelo.

ejercido por el aislamiento nativo: B. amyloliquefaciens Bs006 sobre . oxysporum f. sp. physali cepa Map5; d. Antibiosis
contra diferentes hongos fitopatégenos. Fuente: Elaboracién propia
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Schippers, Lemanceau, & Bakker, 1998), Talaromyces
flavus, Pantoea agglomerans (Sammer, Reiher, Spiteller,
Wensing, & Vélksch, 2012) y Paenibacillus polymyxa
(Grady, MacDonald, Liu, Richman, & Yuan, 2016).
Sobre la mayoria de estos se han desarrollado
investigaciones, pero no hay muchos bioplaguicidas
en el mercado, como en los casos de Trichoderma
spp.» Bacillus spp. y Pseudomonas spp. En el presente
capitulo se muestran las caracteristicas generales
de P. oligandrum y C. minitans como representantes
de la minoria de bioproductos y se profundiza en la
informacién de los tres géneros representantes de la

mayoria de dichos bioproductos.

La figura 2.6 muestra de forma simplificada cémo
en un sistema de control biolégico de fitopatégenos
del suelo se presentan interacciones entre la
planta hospedera, el fitopatégeno y el agente de
biocontrol. Los exudados radicales se comportan
como quimioatrayentes de microorganismos, tanto
patégenos como benéficos. Las bacterias y los hongos
biocontroladores —representados por Trichoderma
y Bacillus, respectivamente— tienen la capacidad de
afectar directamente a los fitopatégenos mediante
varios modos de accién: parasitismo, en el cual la
sintesis de enzimas degradadoras de pared celular tiene
una alta importancia (es un rasgo méds predominante
en los hongos biocontroladores); antibiosis, mediante
la biosintesis y la liberacién de compuestos con
capacidad para matar alos fitopatégenos o paraimpedir
su crecimiento (rasgo que es predominante en las
bacterias biocontroladoras); y competencia por espacio
y nutrientes, la cual se presenta tanto en hongos como

en bacterias biocontroladoras.

A su vez, la colonizacién de la superficie de la raiz o el
endofitismo por parte delos agentes de control bioldgico
puede inducir respuestas locales o sistémicas (I1SR) en
las células del hospedero, como la formacién de especies
reactivas de oxigeno (rRos),y la sintesis de enzimas como
fenilalanina amonio liasa (pAL) y lipooxigenasa (Lox),
entre otras que limitan el ingreso de las estructuras de
los fitopatdgenos a la planta. Varios agentes de control
biolégico también tienen la capacidad de promover
el crecimiento vegetal a través de la solubilizacién de
nutrientes (lo cual los hace disponibles para las plantas)
y la sintesis de fitohormonas como citoquininas (ck),
4cido indolacético (a1a) y giberelinas (Ga), entre las

mds comunes. Por su parte, el patdgeno despliega sus
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estrategias para superar las barreras de defensa del
hospedero y también estd en capacidad de responder al

ataque de los agentes de control bioldgico.

Coniothyrium minitans

C. minitans es un hongo antagonista reconocido por su
actividad biocontroladora de la enfermedad del moho
blanco, causada por Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia
minor y Sclerotinia trifoliorum, en cultivos susceptibles
(como lechuga, frijol, canola, pepinos, gerbera,
crisantemo, girasol, espdrrago, repollo, zanahoria, apio,
garbanzo, lenteja, guisante, pimentén, papa, tomate
y sandia). Las esporas de C. minitans germinan en el
suelo himedo y acttian parasitando los esclerocios
de Sclerotinia spp. presentes en suelo, reduciendo
el nimero de esclerocios viables y controlando el
crecimiento vegetativo del patdgeno. C. minitans
forma picnidios y conidios sobre los esclerocios de los
patégenos para multiplicarse y dispersarse (Whipps
& Gerlagh, 1992; Zeng et al.,, 2012). Este agente de
control biolégico también es usado sobre los residuos
de cosecha para disminuir la contaminacién del suelo

cuando se rompe el ciclo del patégeno.

La cepa CON/M/91-08 ha sido un modelo de
investigacién en el género y es el principio activo del
bioproducto Contans® wa. La actividad micoparasitica
de C. minitans es ejercida a través de la produccién de
enzimas extracelulares que degradan la pared celular
primaria, como la quitinasa (codificada por el gen CH1)
y la B-1-3 glucanasa (codificada por Cmgl) (Giczey,
Kerényi, Filop, & Hornok, 2001; Whipps, Hand,
Pink, & Bending, 2008). Un segundo modo de accién
utilizado por C. minitans es la antibiosis a través de un
compuesto macrdlido denominado macrosphelido A, al
cual se le ha atribuido la inhibicién del crecimiento de
S. sclerotiorum y S. cepivorum (McQuilken, Gemmell,
Hill, & Whipps, 2003). C. minitans también produce
oxalato decarboxilasa (codificado por Cmoxdcl), el
cual degrada el 4cido oxdlico, factor de virulencia de S.
sclerotiorum y micotoxina con potencial efecto negativo
sobre las plantas y sobre microorganismos, incluyendo
los agentes de control biolégico (Zeng et al., 2014).
La proteina map-quinasa, codificada por CmBCK1
y CmSlt2 en C. minitans, también juega un papel
importante en la conidiacién y en el parasitismo (Wei

et al., 2016; Zeng et al., 2012).

En evaluaciones in vitro, se determiné inhibicién del
crecimiento de Aspergillus citricus, Penicillium spp.,
Botrytis cinerea, Phytophthora nicotianae, Pythium
ultimum y Staphylococcus aureus, por seis aislamientos
de C. minitans, incluido el principio activo de Contans”®.
Este efecto inhibitorio se debié a la produccién del
compuesto macrosphelido A, lo cual indicé el amplio
espectro de la actividad antibidtica de este metabolito
(Tomprefa, Hill, Whipps, & McQuilken, 2011;
Tomprefa, McQuilken, Hill, & Whipps, 2009). La
produccién de conidios de este hongo no es muy
eficiente, por lo que las investigaciones para aumentar
la produccién de conidios de C. minitans mejoraria atin
mds su potencial como agente de control biolégico.
Por esto, es clave comprender las vias de sefializacién
que modulan su conidiacién, como la actividad de
sintasa de éxido nitrico (Nos) —que est4 relacionada
con el desarrollo de las esporas asexuales (Gong et
al,, 2007)— y los niveles de guanosin monofosfato
ciclico (cGMP) —que es mensajero en la senalizacién
(Li et al, 2010)—. El conocimiento de la regulacién
de los procesos de conidiacién y de parasitismo de C.
minitans puede facilitar su manipulacién como agente

biocontrolador para usos comerciales (Zeng et al.,

2012).

Pythium oligandrum

P. oligandrum es un oomiceto hiperpardsito con
fuerte capacidad de competencia contra hongos
fitopatégenos como S. sclerotiorum, Leptosphaeria
maculans, P. infestans, R. solani y Fusarium spp., que
activa mecanismos de defensa en la planta hospedera
y estimula en ella el crecimiento vegetal. P. oligandrum
es un colonizador de la rizosfera de muchas especies
de plantas cultivadas y un buen competidor por
espacio y nutrientes. Tiene una especial relacién con
la planta hospedera, porque coloniza la superficie de
la raiz y puede ingresar de forma restringida hasta las
primeras capas de las células corticales sin hacer dafio,
pero su tiempo de vida alli es de cercade 12 h (Gerbore
et al., 2014). Su capacidad micoparasitica estd basada
en una baterfa de enzimas liticas (quitinasas, $-1,3
glucanasas y celulasas) que desempefian un papel
clave al causar la liberacién de oligosaciridos de la
pared celular de hongos fitopatdégenos del suelo,

incluyendo ascomicetos (Benhamou et al, 1997;
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Bradshaw-Smith et al., 1991), basidiomicetos (Ikeda
et al, 2012), oomicetos patdgenos estrechamente
relacionados (Benhamou et al,, 1999) y estructuras
de reposo o esclerocios, muy comunes en varios

fitopatdgenos del suelo (Rey et al., 2008).

Este antagonista también produce compuestos
antimicrobianos y es promotor del crecimiento vegetal
a través de la produccién putativa de triptamina
(TNH2), un precursor de auxinas (Le Floch et al.,
2003; Mohamed et al., 2007; Takenaka et al., 2008).
La resistencia en la planta inducida por P. oligandrum
estd mediada por al menos dos patrones moleculares
asociados a microorganismos (MAMP) similares a la
elicitina. El primero, oligandrina, estimula las vias
fenilpropanoides y terpenoides que conducen a una
mayor acumulacién de compuestos fendlicos, los
cuales pueden afectar la viabilidad de las células de los
fitopatégenos (Picard et al., 2000). El segundo patrén
se reflere a las glucoproteinas de la pared celular (cwp)
denominadas POD-1 y POD-2 (Takenaka et al,
2006), que parecen estar estrechamente involucradas
en los pasos que preceden a la activacién de la via del
dcido jasmonico, a la senalizacién dependiente del
etileno y a la posterior induccién de resistencia local y

sistémica (Benhamou et al., 2012).

Otra especie micoparasitica no fitopatdgena del género
Pythium es Pythium nunn (Lifshitz et al, 1984b),
cuya actividad micoparasitica se ha evidenciado en
el microscopio: P. nunn enrolla y rompe las hifas de
P ultimum y Pythium vexans, y parasita las hifas
de Rbizoctonia solani, Pythium aphanidermatum,
Phytophthora parasitica y Phytophthora cinnamomi para
formar apresorios. Esto sugiere que presenta modos
de accién diferenciales segin la susceptibilidad del

patdgeno objetivo (Lifshitz et al,, 1984a).

P. mycoparasiticum (Foley & Deacon, 1985) y Pythium
acantophoron, aislados de la rizosfera de jengibre
en India, micoparasitaron las hifas del hospedero
enrolldndolo, desarrollaron abundantes oogonios en la
zona de interaccidn y penetraron las hifas de Fusarium
solani 'y Pythium myriotylum, patégenos causantes de la
pudricién del rizoma de jengibre (Lodha & Webster,
1990). P. lycopersicum, aislado de suelos de cultivo de
tomate en Turqul'a, también muestra antagonismo
mediante lainhibicién del crecimiento y la esporulacién
de Botrytis cinerea (Karaca et al., 2008).
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Todas las especies benéficas de Pythium identificadas
son consideradas potenciales agentes de control
biolégico, debido a su agresividad hacia una amplia
gama de fitopatégenos del suelo. P. oligandrum también
ha sido un modelo de estudio en el control biolégico
de Verticillium spp., uno de los patégenos de mayor
importancia econémica mundial, por lo cual incluimos,

abajo, una breve descripcién de este fitopatégeno.

Bacillus spp.

Bacillus es un género cosmopolita en el suelo, y consti-
tuye uno de los principales grupos de microorganismos
benéficos utilizados contra enfermedades causadas por
fitopatégenos del suelo (Pérez-Garcfa et al, 2011;
Weller, 1988). Con excepcién de algunas especies
patogénicas (B. cereus y B. anthracis), el género Bacillus
incluye especies con propiedades generalmente
reconocidas como seguras o con calificacién de
presuntamente seguras (GRAS/QPs, por su sigla en

inglés) (Monaci et al., 2016).

En los afios recientes se ha incrementado la aplicacién
comercial de pGPR en agricultura, para aumentar el
rendimiento de algunos cultivos y para reducir el uso
de agroquimicos. Cerca del 75% de los productos
comerciales hechos a base de microorganismos estdn
formulados con bacterias (Lazarovits et al., 2014), de
las cuales se usan varias especies del género Bacillus
spp. debido a su capacidad para formar endosporas.
Estas ultimas les brindan ventajas para resistir
condiciones de exposicién a compuestos quimicos,
radiacién, desecacién y déficit nutricional (Emmert
& Handelsman, 2006; Ongena & Jacques, 2008;
Weller, 1988). De hecho, el primer producto a base
de B. subtilis, Alinit, fue comercializado en 1897 como

fertilizante bacteriano para cereales (Borriss, 2011).

Especialmente, miembros del complejo de especies del
grupo B. subtilis —tales como B. subtilis, B. amylolique-
faciens, B. licheniformis y B. pumilus— han probado ser
eficientes en la promocién del crecimiento vegetal y en
el control bioldgico de fitopatdgenos (Borriss, 2015).
Los miembros de este complejo de especies de Bacillus
producen un amplio rango de compuestos bioactivos,

entre los cuales, los lipopéptidos ciclicos (crp) de las

Verticillium sp.

Verticillium es un hongo del suelo, patégeno de numerosos cultivos —como el algodén, la papa, hortalizas,

frutas y plantas ornamentales— y causante de la marchitez vascular de las plantas (Klosterman et al., 2009;

Malamud, 1989). La especie mis reconocida de este género es Verticillium dabliae, la cual es capaz de sobrevivir

a condiciones adversas del ambiente, debido a la produccién de microesclerocios, que le permiten mantenerse

viable en el suelo por varios afios a la espera de un hospedero (Inderbitzin et al., 2011). Estas estructuras

pueden germinar formando micelio, y este, a su vez, genera los conidios, que son el inéculo mds importante

para infectar las plantas con facilidad. El hongo avanza a través de la epidermis, el cértex y la endodermis hasta

alcanzar el xilema. De alli, sigue siendo transportado a lo largo del tallo, mientras produce mas conidios, hasta

llegar a obstruir por completo el sistema vascular.

En el caso de la papa, Verticillium puede ocasionar marchitez unilateral con o sin amarillamiento. En estos

casos, los tallos pueden verse de color negro debido a la produccién de microesclerocios y el tamafnio de los

tubérculos puede verse disminuido como consecuencia de la muerte temprana de las plantas (Torres, 2002).

Para el control del marchitamiento causado por Verticillium se han utilizado tratamientos quimicos con

bromuro de metilo (Watson et al., 1992), sin embargo, su uso fue relevado debido al impacto negativo en

la salud de los seres humanos y el medioambiente. Otros ingredientes activos cominmente empleados en el

control de Verticillium en plantas de pimienta (benomil, carbendazim y metiltiofanato) no mostraron efectos

satisfactorios debido a la generacién de resistencia. Por lo anterior, el control biolégico con P. oligandrum ha
sido una alternativa satisfactoria (Al-Rawahi & Hancock, 1998; Kratka et al., 1994).
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familias de surfactinas, iturinas y fengicinas (figura
2.7) son reconocidos por su potencial uso en biotec-
nologia y biofarmacia (Banat et al., 2000; Cochrane &
Vederas, 2016; Singh & Cameotra, 2004). Ademds de
las propiedades antimicrobianas de estos compuestos,
también se ha demostrado que estdn involucrados en el
proceso de colonizacién y en la motilidad de Bacillus,
asi como en la estimulacién sistémica de respuestas de
defensa de las plantas (Ongena et al., 2009). La impor-
tancia de las surfactinas radica, por ejemplo, en su pa-
pel como inductores de respuestas de defensa sistémica
(Cawoy et al., 2013; Pertot et al., 2013) y su aparente
participacién como moléculas de sefializacién en los
procesos de colonizacién de Bacillus (Bais et al., 2004).
Las fengicinas e iturinas, por su parte, estan relaciona-
das con los efectos directos sobre los hongos fitopaté-
genos (Cawoy et al,, 2015; Malfanova et al., 2012).

Importancia de los lipopéptidos ciclicos
de Bacillus spp. en el control biolégico

Los lipopéptidos ciclicos (cLp) son metabolitos
secundarios anfifilicos que consisten en un anillo
peptidico hidrofilico compuesto de siete (iturinas y
surfactinas) o diez (fengicinas) aminodcidos unido a
una molécula dcido-graso hidrofébica de tipo B-hidroxi
(fengicinas y surfactinas) o B-amino (iturinas) (figura
2.7). Cada familia de lipopéptidos se ha subdividido
en grupos con base en la composicién de aminoacidos,
y dentro de cada grupo existen moléculas homélogas,
las cuales se diferencian en el nimero de carbonos,
la ramificacién y la saturacién de la cola lipidica
(Malfanova et al., 2012; Ongena & Jacques, 2008). De
esta manera, la longitud de la cadena lipidica puede
variar desde C , a C _(surfactinas), C,, a C,, (iturinas)

y C,, a C,, (fengicinas) (Akpa et al., 2001).

Estas ultimas son las principales caracteristicas que
hacen atractivo a este género como agente de control
bioldgico. Sin embargo, su eficacia variable, debida en
parte a la brecha en el conocimiento de los factores
bidticos y abidticos que afectan su desempefio en el sitio
de aplicacién, ha limitado el uso de las formulaciones.
Otro problema que dificulta el uso de bioplaguicidas
es el alto costo de registro y el largo tiempo que dura
dicho proceso. Esta situacidén es mas critica en Europa,

donde la evaluacién de dosieres tarda mas de 70
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meses —comparado con 23 meses en Estados Unidos
(Borriss, 2011)—, debido principalmente a que el
sistema de regulacidn para bioplaguicidas estd basado

en el modelo usado para los plaguicidas quimicos

(Chandler et al,, 2011).

En Suramérica, el proceso de registro también
encuentra dificultades, dado que en algunos paises
como Argentina, Brasil y Chile no existia una
regulacién especifica para el registro de bioplaguicidas,
razén por la cual estos también tenfan que someterse
a los procedimientos necesarios para el registro de
plaguicidas quimicos (Cotes, 2011); solo en los tltimos
afios se han desarrollado procedimientos adecuados
para bioplaguicidas. En esta regién, Colombia ha sido
un pais pionero, ya que tiene una tradicidn de vieja data
en su regulacidn especifica para el registro, autorizacién
de venta y control técnico de bioplaguicidas, lo cual ha
facilitado el registro de muchos productos. Por ejemplo,
cuando el microorganismo propuesto pertenece a una
especie reconocida como agente de control bioldgico,

se requieren solamente estudios de toxicidad aguda

(Cotes, 2011).

Debido a su naturaleza anfifilica, los cLp pueden
asociarse facilmente y anclarse firmemente a bicapas
lipidicas (Bonmatin et al., 2003; Carrillo et al., 2003),
lo que les permite interactuar con las membranas
de células vegetales e inducir respuestas de defensa
sistémica en las plantas (Jourdan et al., 2009), asi como
interactuar con la membrana de los hongos y causar
desestabilizacién celular (Bonmatin et al., 2003; Han
et al,, 2015; Zhang et al., 2013). Los cvp sintetizados
por Bacillus spp. pueden interferir en la integridad de
las membranas celulares de acuerdo con la dosis, pero
la susceptibilidad de las membranas varfa de manera
especifica, lo cual explica que cada familia de crp afecte

blancos distintos.

Las surfactinas, por ejemplo, son conocidas princi-
palmente por poseer actividad hemolitica, antiviral,
antimicoplasma y antibacterial, pero curiosamente no
tienen una actividad fungitédxica tipica. Por su parte,
las iturinas tienen una fuerte actividad hemolitica
y antifingica, una limitada actividad antibacterial y
ninguna actividad antiviral. Finalmente, las fengicinas
poseen menor actividad hemolitica que las iturinas y
las surfactinas, pero han mostrado una fuerte actividad

antifingica, especialmente, sobre hongos filamentosos

(Ongena et al., 2009).
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Figura 2.8. Efecto de la mezcla de compuestos homélogos de fengicinas (Fng), iturinas (Itu) y surfactinas (Stf) sobre

el desarrollo de E oxysporum Map5, 24 h después de incubacién (oscuridad, 30 °C, 125 rpm). Los compuestos se
extrajeron del cultivo liquido de B. amyloliquefaciens S499 y fueron adicionados al medio de cultivo caldo papa-dextrosa
(ppB) en diferente concentracién (uM). El medio ppB fue uno de los controles del experimento.

Figura 2.7. Estructuras quimicas de compuestos representativos y diversidad de compuestos homélogos de las tres
principales familias de lipopéptidos ciclicos sintetizados por Bacillus subtilis y B. amyloliquefaciens.

Fuente: Adaptada de Mongkolthanaruk (2012)

Estos hallazgos coinciden con un estudio reciente
realizado por Moreno-Velandia (2017), en el cual se
demostré que una mezcla de compuestos homélogos
de fengicinas tuvo efectos fungistiticos (reduccién
de la germinacién de microconidios) y fungicidas
(hinchamiento, poros en la membrana y lisis de
microconidios y de hifas) sobre F oxysporum (figura 2.8).
Por su parte, las iturinas tuvieron un efecto fungistético

y las iturinas no afectaron el desarrollo del hongo.

166 Capitulo 2. Control biolégico de fitopatégenos del suelo

Entre los mecanismos de accién de los péptidos
antibidticos con actividad antifingica, se encuentra
el cambio de permeabilidad de la membrana celular
mediante la inhibicién de la sintesis de esteroles y
la destruccién de la pared celular (Yeaman & Yount,
2003). En general, se conoce que los crp de las
familias de las iturinas, surfactinas y fengicinas son
reconocidos por su capacidad para permeabilizar la

membrana celular y formar poros (Inés & Dhoubha,

Fuente: Adaptada de Moreno-Velandia (2017)

2015). Particularmente, la actividad antifingica de
las iturinas estd relacionada con su interaccién con
la membrana citoplasmitica de las células blanco.
Los compuestos activos de iturinas interactian
fuertemente con esteroles de la membrana, formando
complejos lipopéptido/esterol en la membrana
fosfolipidica (Maget-Dana & Peypoux, 1994). Dicha
interaccién provoca la permeabilidad de iones de K,
la formacién de pequenas vesiculas y la agregacién
de componentes de membrana, lo cual puede
desencadenar la pérdida de electrolitos y productos
de alto peso molecular del citoplasma, la degradacién

de los fosfolipidos y la ruptura de la membrana

celular (Kumar & Johri, 2012).

La citada capacidad para formar poros depende tanto
de la composicién de los lipidos de la membrana como
de la estructura del anillo peptidico del lipopéptido
(Maget-Dana & Peypoux, 1994). Asi mismo, la lisis
de la pared celular provocada por las iturinas puede
ocurrir de forma dependiente de la concentracién de
este Lp (Chitarra et al., 2003; Kumar et al., 2012).
En el mismo sentido, para el caso de las surfactinas,

se ha demostrado que en bajas concentraciones estas
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se insertan en la capa exterior de la membrana e
inducen una perturbacién limitada. Concentraciones
intermedias inducen permeabilizacién transitoria
de la membrana, pero dosis altas causan formacién
irreversible de poros y ruptura de la bicapa lipidica
(Carrillo et al., 2003). En el caso de las fengicinas, se
conoce que forman agregados en las membranas segin
la composicién y concentracién de lipidos (Patel
et al., 2011), conforme a lo cual llegan a provocar
hinchamiento, ondulamiento y lisis celular en los
hongos (Li et al., 2007; Romero et al., 2007; Torres et
al., 2016; Vanittanakom et al., 1986).

La variacién en el contenido de ergosterol en la
membrana citoplasmatica de los hongos puede afectar
lainteraccién con los cLp. Por ejemplo, la baja actividad
de iturina A sobre Rhizopus sp. se le atribuye al bajo
contenido de ergosterol en la membrana, mientras
que su actividad sobre Penicillium roqueforti causa lisis
celular, permeabilidad de la membrana e inhibicién
de la germinacién de las esporas (Chitarra et al,
2003). Asi mismo, se ha demostrado que el colesterol
puede contrarrestar el efecto desestabilizante de las
surfactinas (Carrillo et al., 2003) y varios tipos de
esteroles (incluso el ergosterol), y puede limitar la
actividad fungicida de las fengicinas dependiendo de

su contenido en la membrana (Vanittanakom et al.,

1986; Wise et al., 2014).

Durante la interaccién con las células vegetales,
las surfactinas producidas por B. amyloliquefaciens
constituyen  patrones moleculares que son
reconocidos por receptores de la membrana celular
vegetal y que conducen, asi, a la activacién de la
primera linea de defensa de las plantas (p11), la cual
puedeextenderseatodoslos érganosdelaplanta(1sr)
(Henry et al., 2011). Los eventos iniciales asociados
con las respuestas de defensa de la planta, después
del reconocimiento de las surfactinas, comprenden
la alcalinizacién del medio externo debido a la
salida de iones (K*, NO,-, CI') desde el citoplasma;
la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ros); la estimulacién de la actividad de la enzima
fenil alanina amonio liasa (paLr); la acumulacién
de compuestos fendlicos; y la estimulacién de
la actividad lipoxigenasa (Lox) (Jourdan et al,
2009). Sin embargo, las altas concentraciones de
surfactinas en interaccidén con las células vegetales

pueden provocar muerte celular (Jourdan et al,
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2009), lo cual —aunque fue considerado de menor
importancia por estos mismos autores— podria
tener un significado durante el proceso de infeccién

de patégenos necrétrofos.

A su vez, las investigaciones para descifrar el didlogo
molecular entre B. amyloliquefaciens y la planta han
revelado que la secrecién de surfactinas tiene lugar
durante las primeras horas de interaccién entre la
bacteria y la rafz, como resultado de la percepcidn
de polisaciridos presentes en la pared celular de esta
tltima por parte de la bacteria (Debois et al., 2015).
Adicionalmente, la acumulacién de surfactinas
producidas por B. amyloliquefaciens en la superficie
de la raiz se ve favorecida por los exudados radicales
(Nihorimbere et al., 2012), lo que explica que estas
sean el principal cLp detectado en el antibioma

de B. amyloliquefaciens en la superficie de la raiz
(Debois et al., 2015).

La colonizacién de la raiz es un paso importante
tanto para el proceso de infeccién de fitopatégenos
de suelo como para el establecimiento de asociaciones
benéficas con microorganismos (Bais et al, 2006).
Dicho proceso de colonizacién es coordinado por
los nutrientes contenidos en los exudados radicales,
hacia los que se ven atraidos los microorganismos
(Hartmann et al., 2008). Durante la colonizacién de
la superficie de las raices, las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (pGPR) pueden formar
biopeliculas (Lugtenberg, 2015), para lo cual se ha
demostrado que la participacién de lipopéptidos es
indispensable (Bais et al., 2004). Otros trabajos han
demostrado que los nutrientes disponibles en los
exudados radicales —principalmente dcidos orgénicos,
aztcares y aminodcidos (Kamilova et al., 2006)—
sustentan el crecimiento de especies de Bacillus e
influencian el patrén de produccién de lipopéptidos
en cantidades biolégicamente relevantes (Cawoy et al,,
2013; Debois et al., 2014; Nihorimbere et al., 2012).

No obstante, la produccién de cLp ha mostrado ser
muy baja en la rizosfera, en comparacién con lo que
ocurre en condiciones de laboratorio (Nihorimbere
et al., 2012), y no refleja el potencial genético del
antagonista dirigido a la sintesis de estos compuestos
(Debois et al., 2014). Por lo tanto, el conocimiento de
la capacidad de produccién de crp in planta tiene alta

relevancia en el contexto del control bioldgico, debido

a que cada familia de cLp tiene funciones biolégicas
y mecanismos de accién especificos en el control de

fitopatégenos (Raaijmakers et al., 2010).

La participacidn de cada familia de cLp en la inhibicién
de fitopatdgenos de importancia agronémica mediante
pruebas in vitro de enfrentamiento dual ha sido bastante
documentada. Algunos trabajos han contribuido
a ampliar el conocimiento sobre la capacidad que
tienen algunas cepas de B. amyloliquefaciens para
colonizar la raiz de algunas especies de plantas y
producir compuestos bioactivos como los cLp sobre
las raices (Debois et al.,, 2015; Debois et al., 2014;
Nihorimbere et al., 2012). No obstante, los analisis
de los cLp realizados hasta hoy se han llevado a cabo
durante la interaccién pGPr-planta principalmente,
pero no durante la interaccién pGPR-planta-patdgeno.
Asi mismo, en este modelo in vitro de enfrentamiento
PGPR-patdgeno, se ha demostrado que el perfil de
cLp producido durante la interaccién puede variar

de acuerdo con el microorganismo blanco (Cawoy

et al., 2013).

En el trabajo de Moreno-Velandia (2017) se demostré
el alto potencial que tiene la cepa nativa de B.
amyloliquefaciens Bs006 para colonizar las raices de
la planta de uchuva (Physalis peruviana) (figura 2.9).
Durante el proceso de colonizacién, Bs006 produjo
compuestos homélogos de las tres familias de crp
(iturinas, fengicinas y surfactinas) (figura 2.9), las
cuales probablemente estuvieron involucradas en
la inhibicién de la colonizacién del fitopatdégeno E
oxysporum hacia las raices de la planta (figura 2.9). Sin
embargo, las interacciones multitréficas que ocurren
en la rizosfera entre fitopatégenos, PGPR y las plantas
son complejas y, en general, todavia pobremente

entendidas.

Investigaciones recientes in planta demostraron que
la cantidad de compuestos antimicrobianos produci-
dos por B. amyloliquefaciens FZB42 en la rizosfera es
relativamente baja, por lo que su papel como respon-
sables de la accién directa sobre los fitopatégenos en
condiciones reales estd en duda. Por lo anterior, se ha
sugerido una nueva hipétesis sobre el papel principal
de este tipo de compuestos como inductores de resis-
tencia en el hospedero, mds que como responsables
directos de actuar contra los fitopatégenos (Chowd-

hury et al., 2015).
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Trichoderma spp.

El género Trichoderma (Ascomycota, Pezizomycotina,
Sordariomycetes, Hypocreales, Hypocreaceae)
(Teleomorfo: Hypocrea) presenta alta adaptabilidad
a diferentes condiciones ecoldgicas y ambientales.
Las especies de este género tienen diversos estilos
de vida, son usuales habitantes del suelo y crecen
saprofiticamente en la madera, la corteza y otros
sustratos, especialmente, en aquellos que contienen ma-
teria orgdnica o residuos vegetales en descomposicién
(Friedl & Druzhinina, 2012; Zeilinger et al., 2016).
Ademds, presenta una notable diversificacién genética,
atribuida al hébito micoparasitico y de competencia
por recursos de muchas de sus especies (Chaverri
& Samuels Gary, 2013; Druzhinina et al., 2011;
Jaklitsch, 2011; Kubicek et al., 2011); cuenta con
al menos 250 de ellas identificadas, ampliamente
distribuidas (Atanasova et al., 2013; Degenkolb et al.,
2015; Hermosa et al., 2014). La correcta identificacién
de una cepa promisoria de Trichoderma que presenta
ciertas caracteristicas deseables es muy importante,
porque algunos de los beneficios y rasgos fisioldgicos,
ecolégicos y modos de accién son especificos de las
especies o de una cepa en particular para desarrollar
todo su potencial en un producto comercial exitoso
(Atanasova et al.,, 2013).

Las especies del género Trichoderma son reconocidas
como excelentes agentes de control bioldgico
ampliamente utilizados en la agricultura (Romio-
Dumaresqetal., 2012). Poseen varios modos de accién
contra hongos fitopatégenos de diferentes grupos
taxondmicos, oomicetos y bacterias fitopatdgenas;
incluso, se han reportado como parasitos de nematodos
(Sharon et al., 2001; Szabé et al., 2012). Se estima
que las especies del género pueden sintetizar mas de
1.000 metabolitos secundarios dependiendo de la
cepa y de las condiciones ambientales (Hermosa et
al., 2014). La capacidad de sintesis de los metabolitos
secundarios de Trichoderma pudo haber evolucionado
para la comunicacién con otros microorganismos,
en la interaccién con las raices de las plantas en la
rizosfera o en la defensa contra otros microorganismos
(Brakhage & Schroeckh, 2011; Chiang et al,
2011; Mukherjee et al, 2012). El estilo de vida
micoparasitico, particularmente de Trichoderma

atroviride (Hypocrea atroviridis) y Trichoderma virens

Carlos Andrés Moreno-Velandia, Alba Marina Cotes, Camilo Beltrdn-Acosta, Wagner Bettiol, Yigal Elad

169



170

Volumen 1. Agentes de control biolégico

(antes Gliocladium virens) (Hypocrea virens), presenta
una alta variedad de metabolitos en el ataque y el
control contra fitopatdgenos, comparado con los de
Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) —considerado
un débil micopardsito, con menos diversidad de

metabolitos secundarios, pero con buena capacidad

de degradacién de biomasa— (Kubicek et al., 2011).

La produccién de metabolitos secundarios influye en
su actividad de antibiosis mediante la produccién de
diversos compuestos antimicrobianos (Di Pietro et
al., 1993; Howell, 2003; Howell & Puckhaber, 2005;
Romio-Dumaresq et al., 2012; Vinale et al., 2008;
Whilhite et al., 1994), en su actividad micoparasitica
(produccién de enzimas degradadoras de la pared
celular de otros hongos) (Lorito et al.,, 1996; Reithner
et al., 2011; Viterbo & Horwitz, 2010) e incluso
en sus propiedades herbicidas (Hutchinson, 1999;
Javaid & Ali, 2011).

De acuerdo con la variabilidad de las estructuras
de las moléculas identificadas, estos metabolitos
se agrupan en dos tipos principales (Reino et al.,
2008; Sivasithamparam &  Ghisalberti, 1998;
Szekeres et al, 2005). Moléculas tipo 1: de bajo
peso molecular y metabolitos volatiles (butendlidos,
terpenos e isocianuros), incluidos los compuestos
aromdticos simples, algunos policétidos (como
pirégenos y butendlidos), terpenos volatiles y
metabolitos de isociano —todos los cuales son
sustancias relativamente no polares—. Moléculas

tipo 2: metabolitos polares de alto peso molecular,

ok

="Tn.

Sistema gnotobidtico Raiz control
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como peptaiboles (polipéptidos no ribosomales)
y dicetopiperazina; y los compuestos gliotoxina y
gliovirina, que pueden ocasionar un efecto directo

sobre los fitopatégenos blanco (Hermosa et al., 2014).

Varias especies de Trichoderma inducen respuestas
de defensa en las plantas, de forma que estas pueden
contrarrestar las infecciones de los fitopatdgenos
(Hanson & Howell, 2004; Harman et al., 2004;
Luo et al., 2010; Yedidia et al., 2003). Otro modo de
accién conocido en varios miembros de este grupo de
agentes de control bioldgico es la exclusién de nicho, a
través de la competencia con los fitopatégenos por los
nutrientes y por sitios de infeccién (Bae et al., 2010).
Varias especies de Trichoderma son utilizadas como
promotores de crecimiento en cultivos de hortalizas,
de plantas ornamentales y en viveros de 4rboles
(Harman et al., 2004; Lorito et al., 2010; Shoresh
et al., 2010). También es conocido que Trichoderma
spp. brinda a las plantas tolerancia al estrés abiético,
como condiciones de sequia y salinidad, por ejemplo
(Delgado-Sénchez et al., 2010; Mastouri et al., 2010;
Mukherjee et al., 2013; Shoresh et al., 2010).

El control biolégico mediante el uso de microorganis-
mos benéficos del suelo —como las diferentes especies
de Trichoderma— representa un medio sostenible gra-
cias al cual una amplia gama de patégenos habitantes
del suelo de las plantas puede controlarse. En este sen-
tido, se ratifica la tesis de que los AcB son una propues-

ta alternativa viable frente al uso de plaguicidas quimi-
cos (Harman et al., 2004; Verma et al., 2007).

Raiz principal
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Figura 2.9. Efecto biocontrolador de B. amyloliquefaciens contra F. oxysporum en uchuva, expresado como competencia
y produccién de lipopéptidos. a. Modelo gnotobidtico utilizado para estudiar las interacciones entre B. amyloliquefaciens
Bs006, E oxysporum y uchuva. La plantula control fue inoculada con agua destilada estéril y la plantula tratada fue
inoculada con 4 pL de Bs006 en concentracién de 1x108 ufc.mL-1 en la zona del cuello (+Bs006). Nétese la zona de
inhibicién del crecimiento de FOX-Map5 entre el hongo y la planta inoculada con la bacteria. Enlaimagen delaraiz dela
planta control se observa gran cantidad de micelio de FOX-Map5 colonizando la raiz, mientras que en la raiz tratada con
Bs006 se observan pocas hifas del hongo acercindose a la raiz. Se observa también la biopelicula formada por la bacteria
Bs006 sobre la raiz principal, las raices secundarias y los pelos radicales de la raiz inoculada. Las im4genes se tomaron
cinco dias después de la inoculacién del hongo en el sistema; b. Espectros de compuestos homdélogos de iturinas (I),
fengicinas (F) y surfactinas (S) detectadas en la zona de inhibicién del crecimiento de FOX-Map5 obtenidos por
anilisis ESI-MS. Los compuestos homélogos de cada familia de lipopéptidos, por su longitud de la cadena lipidica de
12 a 17 carbonos, se indican como I C14-17 (iturinas), F C15-17 (fengicinas) y S C12-16 (surfactinas).

Fuente: Adaptada de Moreno-Velandia (2017)
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Interaccién Trichoderma-fitopatdgeno

El fenémeno de micoparasitismo de un agente de
control biolégico como Trichoderma spp. sobre
los microorganismos del suelo y su interaccién
con la planta huésped ha sido descrito como un

proceso dirigido, dividido en las etapas siguientes:

identificacién del fitopatégeno; reconocimiento de la
presencia del fitopatdgeno (deteccidn); induccidén de
las moléculas necesarias para cercar a la presa; ataque
real y eventual “muerte” del fitopatégeno o reduccién
de la enfermedad de la planta (Druzhinina & Kubicek,
2014; Druzhinina et al., 2011; Harman et al., 2004)
(figura 2.10).
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Figura 2.10. Micoparasitismo de Trichoderma spp. en la comunidad del suelo.

Fuente: Adaptada de Druzhinina et al. (2011)

Identificacion del fitopatégeno. Un primer mecanismo
se da cuando una o varias cepas de Trichoderma
spp. con competencia en la rizosfera reconocen
moléculas de bajo peso molecular liberadas por un
hongo fitopatégeno y, en consecuencia, responden a
su presencia. Algunas de estas moléculas pueden ser
péptidos que se liberan por la accién de proteasas
excretadas por Trichoderma spp., antes de establecer
un contacto fisico (figura 2.10).
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Los péptidos y otras moléculas liberadas por los
fitopatdgenos se pueden unir a receptores acoplados
a proteinas G (GpcRr, G protein coupled receptors) en
Trichodermaspp.,como Gprl o PTH11-G,los cuales
regulan la morfogénesis, el apareamiento, la divisidn
celular, la quimiotaxis, el metabolismo secundario
y la virulencia (Brunner et al., 2008). También se
pueden unir a receptores sensibles al nitrégeno

en la superficie de la hifa de Trichoderma sp.,

lo cual genera una cascada de senalizacién que
comprende proteinas G y proteinas quinasas como
mitogen-activated protein kinases (MAPK, por su sigla
en inglés) implicadas en respuestas a la luz, al estrés
oxidativo ocasionado por la luz y en el control del
ritmo circadiano en hongos (Wang et al., 2017).
Particularmente, las maPk estdn implicadas en la
fosforilacién de factores de transcripcién (ET) que

regulan la sintesis de celulasa en Trichoderma (Wang

et al., 2017) (figura 2.10).

Dicha interaccién también estimula en Trichoderma
spp. la expresién de varios genes involucrados en
la biosintesis de gliotoxinas y de sus metabolitos
precursores; de lectinas y B-glucanasas; de pequenas
proteinas secretadas como cisteinas y sintasas;
y de enzimas proteoliticas y transportadoras de
oligopéptidos. Todos estos metabolitos mejoran
la capacidad micoparasitica de Trichoderma spp.
(Atanasova et al., 2013; Dijksterhuis et al., 1994;
Flores et al., 1997; Seidl et al., 2009).

Las lectinas del hongo patdgeno y otras proteinas que
tienen médulos de unién con la celulosa de las hifas de
Trichoderma spp. pueden colaborar en el acercamiento
del biocontrolador al patégeno. Al mismo tiempo, el
patdgeno responde formando metabolitos secundarios
antifiingicos y especies reactivas de oxigeno (rRos) que
provocan la expresién de genes de Trichoderma spp. en
respuesta al estrés oxidativo (citocromo C peroxidasa,
prolina oxidasa y glutatién-S-transferasas) y a
procesos de desintoxicacién —transportadores
ABC de salida y transportadores de resistencia a
firmacos pleiotrépicos (pDR) y a multiples fArmacos
(MpRr)— (Aliferis & Jabaji, 2010; Lorito et al., 2010;
Papapostolou & Georgiou, 2010; Ruocco et al., 2009;
Seidl et al,, 2009) (figura 2.10).

Deteccion. Una vez detectado el fitopatégeno por
parte de Trichoderma spp., este tGltimo dirige su
crecimiento hacia las hifas del objetivo. En el proceso
participan receptores (como PTHI11) implicados
en la formacién de estructuras (apresorio y papila)
y en su capacidad parasitica. También participan
proteinas similares al receptor de cAMP, implicadas
en el proceso de enrollamiento (figura 2.10) y en la
expresién de enzimas como las quitinasas, las cuales
liberan fragmentos de la pared celular de las hifas
del patédgeno (Atanasova et al., 2013; DeZwaan et
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al., 1999; Kubicek et al., 2011; Kulkarni et al., 2005;
Omann & Zeilinger, 2010; Omann et al., 2012).

Cercamiento de la presa. El reconocimiento, asi como
el crecimiento dirigido hacia y junto a la hifa del
fitopatdgeno (como respuestaactivay de quimiotaxis) es
el primer paso esencial para la adhesién y la interaccidén
con el fitopatdgeno. Diferentes cepas y especies de
Trichoderma usan los diversos metabolitos secundarios
en varias estrategias para el proceso de antagonismo.
La formacién de hifas del agente de control bioldgico
en forma de hélice y el enrollamiento alrededor de la
hifa del fitopatégeno es una respuesta morfoldgica
que con frecuencia estd asociada con el parasitismo.
Este proceso se ha relacionado con la estimulacién
de la expresién de genes que codifican proteinas
con dominios tipo lectina, los cuales incrementan
la liberacién de enzimas y proteinas similares con
sitios de unién a carbohidratos y la produccién de
antibiéticos (Atanasova et al., 2013; Inbar & Chet,
1996; Notenboom et al., 2002) (figura 2.10).

Muyerte. La muerte del fitopatégeno depende de la
accién sinérgica de diversos metabolitos secundarios
antiftingicos como los péptidos no ribosomales —
sintetizados a partir de sintetasas peptidicas no
ribosomales (NrPs)— o las gliotoxinas (Howell,
2006; Lumsden et al.,, 1992). Metabolitos como los
peptaiboles, con propiedades antibidticas, pueden
actuar sinérgicamente con enzimas hidroliticas
(como las hidrolasas secretadas en la pared celular)
para promover el ingreso de estructuras infectivas de
Trichoderma y evitar la reparacién de estas; lo cual
sugiere un papel importante para el estilo de vida de los
micopardsitos y el antagonismo contra los patégenos
de plantas (Kubicek et al., 2011; Lorito et al., 1996;
Schirmbéck et al., 1994).

También pueden funcionar de forma similar meta-
bolitos como los policétidos sintetizados mediante
policétidos sintasas (pks), derivados de isoprenoides
como la viridina —un esteroide fungistitico que puede
ser reducido a viridiol, compuesto con propiedades
herbicidas— (Jones & Hancock, 1987; Kubicek et al.,
2011; Mukherjee et al., 2006). Funciona de forma pare-
cidael compuesto trichodermina, altamente fungitéxico
y fitotdxico, el cual es formado por una cascada de
reacciones en las que la tricodieno-sintasa (gen TRI5)

catalizael primer paso (Tijerinoetal.,2011). Asi mismo,
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el grupo de compuestos denominados pironas, como
6-pentil-(2H)-piran-2-ona (6-PP), un compuesto
orgdnico voldtil (con un caracteristico aroma de coco)

que tiene actividad antifiingica (Serrano-Carreon et

al,, 1993).

La pared celular representa aproximadamente el
30% del peso seco de las células fingicas y consiste
principalmente en quitina, B-1,3-glucanos, o-1,3-
glucanos y a-1,4-glucanos (Latgé, 2007). Las especies
de Trichoderma, en general, sintetizan varias quitinasas
que hidrolizan la quitina, que es el polimero mis
abundante de la pared fingica (Benitez et al.,, 2004;
Harman et al,, 2004; Kubicek et al., 2011; Limén
et al, 2004; Mukherjee et al., 2003; Seidl, 2008).
Las enzimas quitosanasas hidrolizan el quitosano,
una forma parcialmente desacetilada de la quitina
(Hanson & Howell, 2004; Kubicek et al., 2011).
Las PB-1,3-glucanasas hidrolizan el [-1,3-glucan,
que es el segundo polimero en abundancia (Kubicek
et al,, 2011; Latgé, 2007); ademas, producen B-1,6-
glucanasas, que hidrolizan el B-1,6-glucan, también
presente en la pared de varios hongos, principalmente,
en levaduras (Thrmark et al., 2010; Montero et al.,
2007). Se considera que algunas de estas enzimas
han coevolucionado por seleccidén positiva durante la

interaccién entre el biocontrolador y el fitopatégeno

(Thrmark et al., 2010).

Interaccién Trichoderma-planta

Las especies biocontroladoras de Trichoderma tienen
la capacidad de colonizar la rizosfera e interactuar en la
superficie de las raices y en las capas exteriores de la cor-
teza de la raiz. Allf establecen una zona de interaccién
interna en la que Trichoderma libera moléculas bioac-
tivas y se presentan sefales de intercambio entre el
biocontrolador y la planta (figura 2.10). Algunos de
estos compuestos, liberados tanto en la exorrizosfera
como en la endorriza, se comportan como elicitores de
resistencia vegetal: proteinas homélogas de avirulencia
(Avr), péptidos y proteinas con funciones enzimiticas,
y compuestos de bajo peso molecular que activan una
cascada de proteinas quinasas (MAPK) en la planta.

Los fragmentos de pared celular de otros hongos,

provenientes de la accién de quitinasas, liasas,pero-
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xidasas y B-1-3-glucanasas de Trichoderma, también
estimulan la respuesta de defensa de la planta.
Compuestos como peptaiboles y la ceratoplatanina
Sm1l (Epll en algunas especies) inducen resistencia
sistémica en las plantas, que culmina con la sintesis de
hidroperéxido liasa, peroxidasa y fenilalanina amonio
liasa (paL), que, a su vez, inducen la lignificacién
del tejido. Las plantas producen asi depésitos en la
pared celular y factores bioquimicos que limitan el

crecimiento de Trichoderma a causa de su avirulencia

(Shoresh et al., 2010).

Las vias de senalizacién del 4cido jasmdnico (ja) y
del etileno se activan, lo que resulta en la induccién
de genes relacionados con el aumento de la defensa
de la planta, que finalmente aumentan la resistencia
del huésped tratado con Trichoderma (Moreno et
al., 2009). Ademds, se aumenta el metabolismo de
carbohidratos y la fotosintesis, lo cual cambia la relacién
fuente-vertedero. Esto genera mis energia y fuentes de
carbono disponibles para la planta, de forma que se da
una respuesta de crecimiento vegetal. Trichoderma spp.
se beneficia directamente de las raices de las plantas
al recibir sacarosa como fuente de carbono, lo que

permite su crecimiento mas répido.

Las xilanasas producidas por algunas especies de
Trichoderma también pueden estimular respuestas de
defensa de la planta, pues degradan parcialmente las
celulasas y acttian como un patrén molecular asociado
a microorganismos (Rotblat et al.,, 2002). La enzima
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa (Aac
desaminasa) también es sintetizada por Trichoderma
spp. Esta enzima inhibe la formacién de etileno en
la planta, lo cual estimula el crecimiento de la raiz.
Una nitrilasa  sintetizada constitutivamente por
Trichoderma podria ayudar en la sintesis de 4dcido
indol-3-acético (a14), al cual también se le ha atribuido
el efecto promotor del crecimiento de la raiz en
plantas tratadas con Trichoderma spp. El fenémeno de
nematofagia de Trichoderma spp. involucra la accién
de quitinasas y proteasas de tipo subtilisina, proteinas

pequenas secretadas ricas en cisteina (sscp) (Kubicek

etal, 2011).

Algunas cepas de Trichoderma inducen respuestas
de defensa, pero no estimulan el crecimiento vegetal,
y viceversa, lo que sugiere que la senalizacién de las

respuestas para cada via es diferente. Finalmente, como

consecuencia de la interaccién entre Trichoderma
spp- v la planta, una variedad de patdgenos de las
raices y de partes aéreas de las plantas causan menos
enfermedad cuando las raices estin colonizadas por
Trichoderma spp. Igualmente, en ausencia de patdge-
nos o de enfermedades, las plantas frecuentemente
tienen raices mds largas y altos rendimientos en

presencia de Trichoderma spp.

Pseudomonas spp.

Las bacterias biocontroladoras del género Pseudomonas
spp. son gramnegativas, estin presentes en todos los
suelos agricolas y se adaptan muy bien para crecer en
la rizosfera. Las rizobacterias de este género han sido
uno de los centros de atencién de la investigacién en
control biolégico de fitopatégenos del suelo y en el
desarrollo de bioplaguicidas. Los primeros estudios
con P. fluorescens y P. putida mostraron el alto potencial
de este grupo de microorganismos como promotores
del crecimiento vegetal (Weller, 1988). Sin embargo,
mientras que Trichoderma spp.y Bacillus spp. han sido
mds atractivos debido a que son ficiles de producir
masivamente y de formular, Pseudomonas spp. ha
recibido bastante atencién en estudios bésicos sobre
mecanismos de biocontrol, porque presenta mayor
facilidad para las manipulaciones genéticas frente a los
dos géneros mencionados y es un colonizador fuerte
tanto de la rizosfera como de la filosfera (Weller &
Thomashow, 2016). Aunque Pseudomonas spp. se
puede producir ficilmente, la vida ttil de los productos
formulados es limitada, ya que no genera esporas

dormantes como Bacillus spp.

Asi como Trichoderma spp. y Bacillus spp., las
especies de Pseudomonas biocontroladoras también
tienen mecanismos que afectan directamente a los
fitopatégenos, inducen resistencia sistémica en la
planta y estimulan el crecimiento vegetal. Ademds de
los rasgos ya mencionados, otras caracteristicas que
hacen de Pseudomonas un agente de control bioldgico
apropiado son su capacidad de utilizar ripidamente los
exudados de las semillas y de las raices; su capacidad de
colonizar eficientemente la rizosfera y la espermosfera;
su capacidad de crecer y multiplicarse en el interior
de los tejidos vegetales; su facultad para sintetizar

un amplio espectro de metabolitos bioactivos como
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antibidticos, siderdforos, volitiles y promotores del
crecimiento vegetal; y su fécil adaptacién a condiciones
de estrés ambiental (Weller, 2007).

El género Pseudomonas es uno de los mejores ejem-
plos de defensa natural contra las enfermedades de las
plantas por suelos supresivos. En los suelos supresivos,
un fitopatdgeno no se establece o no persiste eficiente-
mente. En el caso de que logre establecerse, causa poco
o ningin dafo a las plantas, o también puede causar
dafo en los primeros ciclos de cultivo, pero en los ciclos
siguientes la enfermedad se vuelve menos importante
(Weller et al., 2002). Un ejemplo es la reduccién de la
enfermedad del mal del pie de los cereales (take-all) cau-
sada por Gaeumannomyces graminis, caso en el cual la
reduccién espontinea de la incidencia y la severidad de
la enfermedad, asi como el incremento del rendimiento,
ocurrieron después de un ataque severo de la enferme-
dad en condiciones de monocultivo de trigo o cebada

(Weller & Thomashow, 2016).

El control de enfermedades por suelos supresivos
puede ser general o especifica: general, debido a la
competencia y actividad antagénica del microbioma
total del suelo; especifica, debido a un grupo particular
de microorganismos que actiia contra un ﬁtopatégeno
especifico y, con frecuencia, sobre un cultivo especifico.
La supresién general no es transferible, se puede
aumentar con practicas que incrementen la actividad
microbiana en el suelo y se reduce con el vapor; mientras
que la supresién especifica se superpone a la supresioén
general, es transferible y se pierde por pasteurizacién del
suelo (Weller, 2015). En términos generales, las bases
microbioldgicas de la mayoria de suelos supresivos
en el mundo no estin del todo determinadas, sin
embargo, la aplicacién de las nuevas técnicas dmicas,
junto con métodos cldsicos utilizados para caracterizar
suelos supresivos, constituyen una herramienta util
para identificar las bases microbioldgicas de los suelos
supresivos (Mendes et al., 2011).

Se ha demostrado que varias especies de Pseudomonas
fluorescens —productoras de 2,4-diacetilfloroglucinol
(papG) en densidades superiores a 1x10° ufc/g
de raiz— han sido las responsables directas de la
reduccién espontdnea de la incidencia y la severidad
de la enfermedad mal del pie de los cereales producida
por Gaeumannomyces graminis, fenémeno conocido

en inglés como take-all decline (Tap) (Raaijmakers &

Carlos Andrés Moreno-Velandia, Alba Marina Cotes, Camilo Beltrdn-Acosta, Wagner Bettiol, Yigal Elad

175



176

Volumen 1. Agentes de control biolégico

Weller, 1998; Weller, 2007; Weller et al., 2002). Estas
rizobacterias productoras de paPG son miembros
naturales del microbioma del suelo y se encuentran
en bajas densidades. Sin embargo, la infeccidén de las
raices del trigo y la cebada durante los monocultivos
estimula el crecimiento de su poblacién. El parg
es un antibidtico tipo policétido y se ha demostrado
que cepas de especies productoras como P. protegens
CHAO, P. fluorescens F113, Q-287, SSB17 y P.
brassicacearum Q8r1-96 tienen efecto contra varios
fitopatégenos del suelo como Rhizoctonia, Pythium,
Fusarium, Pectobacterium, Dickeya y nematodos quistes

(Weller, 2015).

Modos de accién
utilizados por Pseudomonas
contra fitopatégenos del suelo

La especie vegetal y el tipo de suelo tienen una amplia
influencia sobre la estructura y la funcién de las
poblaciones de microorganismos de la rizosfera, lo cual
es menos pronunciado para las comunidades de hongos
que para las bacterias (Berg et al., 2005). Sin embargo,
algunos estudios han demostrado pocas diferencias
para el grupo de bacterias antagonistas del género
Pseudomonas entre el suelo y la rizosfera (Berg et al,
2006), lo que sugiere que los miembros de este grupo
de bacterias poseen rasgos que les permiten competir
eficientemente y colonizar este ambiente particular.
Las caracteristicas determinantes de la colonizacién
de la raiz, la promocién del crecimiento vegetal y la
actividad biocontroladora contra fitopatégenos se
pueden encontrar con mayor detalle en las revisiones
de Lugtenberg et al. (2001), Berg y Smalla (2009),
Couillerot et al. (2009) y Mavrodi et al. (2013).
Aqui presentamos un breve resumen de estos rasgos
que diferencian a Pseudomonas spp. como un agente
de control biolégico. Se considera que la produccién
de siderdforos, lipopolisaciridos y metabolitos
secundarios con efectos antibacterianos y antiftngicos
tiene un papel fundamental en el control biolégico de

fitopatdgenos por Pseudomonas.

La capacidad de Pseudomonas spp. para utilizar los
monosaciridos, los 4cidos orginicos y las poliaminas

contenidas en los exudados radicales, y su capacidad
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para adherirse a la superficie de la raiz a través
de componentes como proteinas de membrana,
polisacaridos y lipopolisaciridos (Lugtenberg et al,,
2001) son indicadores de su habilidad competitiva
y de la colonizacién de la rizosfera, requerimiento
importante en el control de las enfermedades de
la raiz (Chin-A-Woeng et al, 2000). Otro factor
importante para la colonizacién de las raices por
especies benéficas de Pseudomonas, especialmente en
condiciones con limitaciones de hierro, es la sintesis
de compuestos quelantes de hierro (sideréforos como
pioverdinas y pseudobactinas), que implica una menor

disponibilidad de este elemento para los fitopatégenos

(Kloepper et al., 1980).

Las cepas de especies antagonistas de Pseudomonas
generalmente sintetizan varios antibidticos utilizados
en contra de los fitopatdgenos, en particular,
pioluteorin (Plt), dcido fenazina-1-carboxilico (pca),
2,4-diacetilfloroglucinol (parG), pirrolnitrina (Prn),
dcido cianhidrico (HcN) y bacteriocinas (Haas &
Défago, 2005). Finalmente, similar al caso de Bacillus
y Trichoderma, las especies biocontroladoras de
Pseudomonas también pueden inducir respuestas
de defensa sistémicas en el hospedero, como un
mecanismo adicional de accién contra los fitopatégenos
(figura 2.11). Estas pueden ser inducidas por el
reconocimiento de componentes de la superficie celular
de Pseudomonas, como lipopolisaciridos y flagelos,
o por la interaccién con metabolitos secundarios
producidos por la bacteria, incluidas pioverdina
y pDarG (Bakker et al. 2007; Pieterse et al, 2003).
Recientemente se demostré que las fenazinas (pcN) de
Pseudomonas sp. son determinantes en la induccién de
resistencia sistémica contra Magnaporthe oryzae y R.

solani en plantas de arroz y frijol, respectivamente (Ma

et al,, 2016).

De acuerdo conlo descrito en la figura 2.11, P. fluorescens
puede actuar directamente sobre la planta, a través de la
produccién de varias sefiales —2,4-diacetilfloroglucinol
(para), fitohormonas, etc.— o mediante la induccién
de vias de respuesta de resistencia sistémica (1sr). A
su vez, la planta les proporciona exudados orgénicos y
sefiales moleculares. Este grupo de bacterias también
puede inhibir los fitopatégenos por competencia o
antagonismo mediado por metabolitos secundarios tales
como DAPG. Ademyds, estos efectos son modulados porla

accién de ciertos miembros de la comunidad microbiana
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Figura 2.11. Descripcién de los modos de accién utilizados por P. fluorescens y especies de Pseudomonas fluorescentes

estrechamente relacionadas con la proteccién de plantas.

Fuente: Adaptada de Couillerot et al. (2009)

diferentes a Pseudomonas, que también pueden tener
efectos de biocontrol directos o indirectos (es decir, a
través de la planta) o interferir con el funcionamiento
de los agentes de biocontrol de P. fluorescens y especies
relacionadas. En cuanto a los inoculantes a base de
Pseudomonas, su ecologia y propiedades benéficas para
las plantas pueden verse influenciadas positivamente (a

través de la sefalizacidn y cooperacién) o negativamente

(a través de la competencia) por Pseudomonas nativas
colonizadoras de raices. Las lineas discontinuas (figura
2.11) indican posibles respuestas de Pseudomonas
durante interacciones negativas, tales como la inhibicién
de la produccién de paPG ocasionada por el dcido
fusérico de Fusarium oxysporum y la resistencia sistémica
adquirida en la planta en respuesta a la infeccién de un

fitopatdégeno.
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Bioplaguicidas

Dentro de los principios activos de diferentes productos
registrados y comerciales para el control de diversos
insectos plaga y enfermedades en el mundo, Van
Lenteren et al. (2018) encontraron informacién de al
menos 209 cepas de microorganismos correspondientes
a 94 especies diferentes, lo cual representa un
acercamiento aproximado de la diversidad existente.
Frente a estas cifras, es importante aclarar que puede
existir un subregistro, debido a que, en diferentes casos,
la informacién registrada por aproximadamente 200
fabricantes puede duplicar o subestimar la cifra segtin el
pais y la regién en que se distribuya el producto, puesto
que se usan diferentes nombres comerciales para una
misma cepa. En este mercado se presenta la tendencia

a que las empresas multinacionales de agroquimicos se

fusionen o absorban pequefias y medianas empresas
que producen y comercializan bioplaguicidas, dado
el potencial del mercado de productos mas amigables

con el medioambiente y con los consumidores (Van

Lenteren et al., 2018).

Actualmente en Europa y en Estados Unidos de
América se encuentran registrados al menos 46
bioplaguicidas para el control de enfermedades
radiculares (Environmental Protection Agency [Epa],
2017; European Commission [eu], 2017) (tabla 2.2).
El 50% de estos tiene como ingrediente activo una
bacteria, el 43,4% estd fabricado a base de hongos
filamentosos y solo el 6,5% estd hecho a base de

actinomicetes.

Tabla 2.2, Microorganismos como ingredientes activos de bioplaguicidas para el control de patdgenos del suelo que

presentan registro en Europa (UE) y en Estados Unidos de América (EE. UU.)

Nombre comercial /

Nombre comercial / formulacién

Ingrediente activo Cepa formulacién registrada registrada en Estados Unidos
en la Unién Europea de América (EE. UU.)
Hongos
Trichoderma. asperellum T34 T34°, Biocontrol® Asperello T34°
Trichoderma asperellum T-25 Tusal®
Trichodermaasperellum TV1 Virisan®
Bioten® WP
Trichoderma asperellum ICC 012 E:rl:lﬁlrie:r z;l)\t/e;nos: Tenee” WP
Tenet® T&O
Trichoderma hamatum 382 Incept®
Trichoderma gamsii ICC 080 Remedier®
Bioten®WP
Trichoderma asperellum ICC 012 Bioten®, Tenet® INk(;r:tb@r;ailaplternos: Bio-Tam"2.0
Trichoderma gamsii ICC 080 WP, Remedier® Remedier WP
Tenet® T&O
Tihodorms e IMI20600 BT WP
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(Contintia)

(Continuacién tabla 2.2)
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Nombre comercial /

Nombre comercial / formulacién

Ingrediente activo Cepa formulacién registrada registrada en Estados Unidos
en la Unién Europea de América (EE. UU.)
Trichoderma atroviride ITEM 908, Tei pe
(antes, T harzianum) T-11,T22 ranum
Clc?nosta.chys rosea (antes, 11446 Prestop .
Gliocladium catenulatum) PreStop Mix
Bacterias
. . . Subtilex®
Bacillus am‘ylolzquefc.lchtens MBI 600 Biotak®
(antes, Bacillus subtilis) R
Integral
Bacill loliquefaci Double nickel 55°
agl us lami/ oliquefaciens CX.-9030°
subsp. plantarum CX9032°
Baczllu.s subtzlnts var. £ B4 Taegro 2°
amyloliquefaciens
. 0 Rhapsody® ASO
Bacillus subtilis QST 713 Serenade®
Bacillus subtilis GBO03 Kodiak®
GB34
Bacillus pumilus (sinénimo YieldShield®
INR7)
Bacillus pumilus QST 2808 Sonata®
Bacillus pumilus GHA 180 GHA 180
Bacillus licheniformis SB3086 Eco-Guard® GreenReleaf® 710-140
Cedomon®
Pseudomonas chlororaphis ~ MA 342 Cedress®
Cerall®
Pseudomonas Fklorompkts AES009 Howler@Actwe. )
subsp. aurantiaca Howler®Technical Howler® T&O
Pseudomonas chlororaphis ~ 63-28 AtEze®
Pseudomonas sp. DSMZ 13134  Proradix®
Actinomicetes
Streptomyces sp. K61 Mycostop® WP
Streptomyces lydicus WYEC 108 Actinovate® AG

WG: granulos humectables/dispersables en agua; WP: polvos humectables; SC: suspensién concentrada

Fuente: Adaptada de Anderson et al. (2018), Cawoy et al. (2011), Ersa (2018), epa (2018) y Van Lenteren et al. (2018)
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Los productos estdn constituidos por una sola cepa o
por la mezcla de varios microorganismos compatibles,
y se usan como una herramienta en el manejo integrado
de cultivos. La mayoria de los hongos se formulan
como grinulos y polvos mojables o dispersables,
mientras que las bacterias se formulan en suspensiones
concentradas. En cuanto a los hongos, la mayor
parte de los productos registrados para el control de
fitopatégenos del suelo estin conformados por una
cepa del género Trichoderma, dos formulaciones estdn
conformadas por la mezcla de dos especies de este
mismo género y tan solo una estd formulada a base de
Clonostachys rosea (Epa, 2017; EU, 2017) (tabla 2.2).

Nueve bioplaguicidas estin basados en cuatro cepas
diferentes de la especie T. asperellum, de los cuales,
los productos T34°, Biocontrol® y Asperello T34°
estdn fabricados a partir de la cepa T34. Esta cepa
se recomienda para la supresién de enfermedades
de raices causadas por E oxysporum f. sp. dianthi,
Rbizoctonia, Pythium y Phytophthora, con aplicacién
al momento de la propagacién o siembra, antes del
trasplante y en la preparacién de sustrato antes de la
siembra (era, 2011b; European Food Safety Authority
[ersa], 2012b). Otros productos a base de esta especie
son Tusal® cepa T-25, con accidén antagonista contra
muchos hongos patdgenos del suelo como Phytophthora
sp., Fusarium sp., Rbizoctonia solani, Pythium sp. y
Sclerotinia sclerotiorum, el cual es recomendado para
cultivos de tomate, pimienta, pepino y calabacin (EFsa,
2013c). Por su parte, Virisan® cepa TV1 estd registrada
para el control de Pythium spp., Rhizoctonia spp. y
Fusarium spp. (EFsa, 2013c), y la cepa 1cc 012 —
ingrediente activo de los productos Bioten WP, Tenet
WP, Remedier WP y Tenet T&O— suprime diversos
patégenos fungicos como Pythium spp., Phytophthora
spp., Sclerotinia spp., Sclerotium spp., Thielaviopsis
basicola, Rbizoctonia spp. y Verticillium spp. (Epa,
2010a; EFsa, 2013c).

A base de otras especies de Trichoderma, como
Trichoderma atroviride (antes identificado como
Trichoderma harzianum), se han registrado otros
bioplaguicidas, cuyo producto se registré con el nombre
de Trianum-P°, formulado a base de las cepas 1TEM
908, T-11 y T22. Este producto se recomienda como
biofungicida preventivo para el control de Pythium
spp., Rhizoctonia spp. y Fusarium spp. en cultivos de

tomate, céspedes y ornamentales. Se recomienda su
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aplicacién en semilleros, en el momento del trasplante
de cualquier material vegetal propagativo, directamente
en el surco o en sustratos de trasplante con proteccién
para la raiz de la planta (EFsa, 2013e).

ICC080: Remedier® es un producto a base de T. gamsii,
con accién preventiva contra patdgenos del suelo como
Pythium spp., Rbizoctonia spp., Phytophthora spp.,
Phoma spp., Verticillium spp., Fusarium spp., Sclerotinia
spp.» Sclerotium spp. y Thielaviopsis basicola. Este debe
ser aplicado antes o en el momento de la siembra o del
trasplante de diferentes cultivos (Epa, 2010b; EFsa,
2013d). Elbioplaguicida Incept®, a base de Trichoderma
hamatum cepa 382, controla enfermedades causadas
por Pythium, Phytophthora, Fusarium spp., Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii y Thielaviopsis basicola. Este
debe ser aplicado en el suelo y en el compost en
viveros e invernaderos para la produccién de plantas

ornamentales y vegetales (Epa, 2010c).

También se han registrado dos formulaciones mixtas
a base de Trichoderma spp. Una de ellas es Bioten®
WP y sus cuatro nombres alternativos: Bio-Tam® 2.0,
Tenet® WP, Remedier® WP y Tenet T&O". Estos
contienen una mezcla de T. asperellum (1cc 012°) y
T. gamsii (1cc 080), cepas que de manera individual
también constituyen bioplaguicidas. La otra mezcla es
el producto Binab T°, a base de T. polysporum (IMI
206039) y T. atroviride (IMI 206040), altamente
efectivo contra Fusarium sp., Verticillium dabliae,
Rbizoctonia sp., Phomopsis sp., Sclerotium sp., Sclerotinia
sp. y Pythium sp., en cultivos de bayas (ardndano, fresa
y frambuesa), mel6n, berenjena, sandia, tomate, papa,
lechuga y espinaca (pa, 2010a; EFsa, 2014b).

También se han registrado otros principios activos,
como Clonostachys rosea (antes Gliocladium catenulatum
cepa J1446) (Prestop®, PreStop Mix®), el cual se usa
para el control preventivo de enfermedades producidas
por Pythium, Phytophthora y Fusarium spp. Su
aplicacién se recomienda en trigo, maiz, papa, cebolla
y uva, asi como para semillas y plantulas de vivero
para fresa, pepino, meldn, tomate, lechuga, pimienta,
plantas ornamentales y flores de corte. Este principio
activo también se usa en productos que necesitan ser

almacenados, como semillas de papa y bulbos de flores

(epa, 2002; EFsa, 2017b).

De los productos a base de actinomicetes, solamente

hay dos especies diferentes del género Streptomyces.

Una de ellas es Streptomyces lydicus cepa WYEC 108,
con los productos Actinovate® y Actino-Iron®, contra
hongos que causan pudricién de la raiz y volcamiento de
plantas (Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora, Pythium,
Phymatotrichum, — Aphanomyces, — Monosporascus,
Armillaria, Sclerotinia, Postia, Verticillium y Geotrichum).
Dichos productos se usan como agentes antiftingicos
para recubrir semillas en viveros e invernaderos, con
aplicacién en céspedes y en suelo agricola (epa, 2005;
EFsA, 2013a, 2014a). La otra especie es Streptomyces sp.
cepaK61, como ingrediente activo de Mycostop®, el cual
se recomienda para el control de Alternaria, Fusarium,
Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Phymatotrichum y
Armillaria (ersa, 2013b; Epa, 2010d).

En los dltimos 30 afios, también se han registrado
ante la EPA o han sido aprobados por la EFsa varios
bioplaguicidas a base de bacterias como Pseudomonas
y Bacillus, lo que demuestra una larga historia de
seguridad en su aplicacién (Anderson et al., 2018;
Cawoy et al., 2011; ersa, 2017a; era, 2018). En todos
los casos, los productos han sido formulados a base de
una sola cepa como ingrediente activo, de los cuales
se han registrado 23 bioproductos para el control de

patégenos del suelo (tabla 2.2).

A base de Bacillus spp., se encuentran los productos
Subtilex®, Biotak® e Integral® —este tltimo a base de
Bacillus amyloliquefaciens (antes Bacillus subtilis) cepa
MBI 600—, los cuales son supresores de fitopatégenos
que atacan las raices y ocasionan marchitamientos y
pudricién de cuello y de raiz (Fusarium spp., Rhizoctonia
solani, Pythium spp., Alternaria y Aspergillus) en soya,
canola, hortalizas, cucurbiticeas y ornamentales.
Estos productos también se usan para el tratamiento
de sustratos destinados a siembra y trasplante, y de
forma preventiva en semillas de algodén, frijol, cebada,
trigo, maiz, guisantes, mani y soya (Epa, 1999b). La
cepa MBI 600 se usa, ademds, como bioinoculante
(con las denominaciones de BioStacked®, HiStick®
N/T, HiCoat® N/T S225 y Nodulator® N/T) para
promover una mds efectiva formacién de nédulos en las
raices de leguminosas (como la soya) cuando esta cepa
se combina de manera sinérgica con bacterias fijadoras
de nitrégeno como Bradyrhizobium japonicum, lo que
propicia la absorcién de nutrientes y genera mayores

rendimientos (EFsa, 2016).

Los productos CX-9030°, CX9032° y Double
Nickel 55°, a base de Bacillus amyloliquefaciens subsp.
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plantarum cepa D747, se recomiendan para el control
de Rbizoctonia, Fusarium y Verticillium en hortalizas,
frutales, bayas, nueces, especias, tabaco y ornamentales
(epa, 2011a). Asi mismo, Taegro 2° (con Bacillus
subtilis  var. amyloliquefaciens cepa FZB24 como
ingrediente activo) es recomendado para suprimir
enfermedades del suelo como Rbizoctonia, Sclerotinia,
Fusarium 'y Pythium en cultivos de hortalizas de
hoja, papa, ornamentales, hierbas y especias. Las
aplicaciones de este se hacen de manera preventiva y
en etapas iniciales de la enfermedad. También es usado
para el crecimiento y fortalecimiento de las plantas
en etapas de semillero y trasplante, en el manejo de
tubérculos, bulbos, esquejes y cormos de plantas
ornamentales y forestales (epa, 2000). La cepa QST
713 de B. subtilis es el ingrediente activo de Rhapsody®
ASO, producto de amplio espectro para la prevencidn,
supresién y control de enfermedades transmitidas por
patégenos del suelo como Rbizoctonia spp., Pythium
spp., Fusarium spp. y Verticillium spp., en una amplia
variedad de plantas ornamentales, brasiciceas, frutales,
hortalizas y céspedes, asi como en viveros y plantulas de
forestales tipo coniferas. En todas ellas, dicho producto
mejora la germinacidn y el crecimiento de las plintulas
(epa,2013). QST 713 también es el ingrediente activo
de Serenade®, el cual se recomienda para el manejo de
Sclerotinia en lechuga (Epa, 2006).

Otro producto cuyo principio activo es Bacillus spp.
es Sonata®, a base de Bacillus pumilus (QST 2808),
recomendado paraelcontrolde Sclerotiniaenbrasiciceas,
ya que evita el establecimiento de patdgenos desde el
trasplante de la planta (Epa, 2004). Bacillus pumilus cepa
GB34 como ingrediente activo de YieldShield® suprime
enfermedades de la raiz causadas por Rbizoctonia
y Fusarium, en soya, hortalizas y leguminosas, y se
puede usar para el tratamiento de semillas (Epa, 2012).
Bacillus subtilis cepa GB03, con el nombre de Kodiak®,
se utiliza de manera preventiva para el control de
enfermedades producidas por Rhizoctonia, Alternaria,
Fusarium y Aspergillus, en plantas de cebada, trigo,
bayas, algodén, cucurbiticeas, hortalizas, leguminosas,
ornamentales, mani, soya, tomates, drboles y céspedes
(epa, 1999a). Las aplicaciones se deben dirigir al suelo
y deben hacerse en el sustrato de siembra y en el riego,
incluso en sistemas hidropénicos. El producto se usa
también en pretratamientos de esquejes, tubérculos,

semillas de flores, ornamentales, algodén, mani y

soya (EPA, 1999a).
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Por su parte, la cepa SB3086 de Bacillus licheniformis
es el ingrediente activo de los productos Eco-Guard®
y GreenReleaf” 710-140, que son aplicados en plantas
ornamentales, coniferas y céspedes para prevenir las
enfermedades causadas por Phytophthora drechsleri y
Rbizoctonia solani (gpa, 2001b). Bacillus pumilus cepa
GHA 180 se usa para el control de Pythium, Fusarium
y Rhizoctonia, en cultivos de tabaco, ornamentales y en

sustratos de cultivo en viveros para la germinacién de
semillas (Epa, 2012).

Asi mismo, se han registrado varios bioplaguicidas a
base de Pseudomonas spp. Uno de ellos lleva el nombre
comercial de Proradix®, a base de la cepa DSMZ
13134 de Pseudomonas sp., cuyo uso se recomienda
para el control de enfermedades del suelo causadas por
Rbizoctonia en tubérculo semilla de papa, en semillas
de flores ornamentales, lechuga, tomate y pepino (EFsa,
2012a). AtEze, cuyo ingrediente activo es Pseudomonas
chlororaphis cepa 63-28, se recomienda para el control
de Pythium spp., Rbizoctonia solani y Fusarium
oxysporum, en cultivos de hortalizas y ornamentales bajo
condiciones de invernadero (Epa, 2001a). Pseudomonas
chlororaphis subsp. aurantiaca cepa AFS009 es el
ingrediente activo de los biofungicidas Howler® Active,

Estudios de caso

En esta seccién se presentan los modelos de pato-
sistemas en los cuales el control biolégico ha sido
objeto de investigacién y desarrollo de bioproductos;
con una breve resena de los fitopatdgenos del
suelo causantes de la enfermedad. Se incluyen los
patosistemas R. solani-papa, S. sclerotiorum-soya y
lechuga. También se presenta brevemente el modelo de
bioplaguicida Tricotec® desarrollado por AGrosavia
(antes Corpoica) como alternativa para el control de

F oxysporum, R. solaniy S. sclerotiorum en Colombia.

Control biolégico de Rhizoctonia
solani en papa (Colombia)

En Colombia se cultivan cerca de 60 variedades de papa

(unas mds comercializadas que otras), producto bésico
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Howler® Technical y Howler® T&O, con accién
preventiva y de larga duracién contra enfermedades
causadas por Rhizoctonia y Pythium. Estos productos
pueden ser utilizados en las fases de produccién inicial
(invernadero, plantacidn, plantas tempranas y plantas
en maduracién) de cultivos de bayas, zanahorias, uvas,
lechuga, cebollas, mani, pimientos, papas, espinacas,
fresas, tabaco, tomate, céspedes y ornamentales (Epa,
2016; Gro, 2016). Los biofungicidas Cedomon®,
Cedress® y Cerall®, con Pseudomonas chlororaphis cepa
MA 342 como ingrediente activo, son usados para el
tratamiento de enfermedades fungicas transmitidas
por semillas (Drechslera graminea, Drechslera teres,
Drechslera avenae, Tilletia caries, Ustilago avenae,
Ustilago hordei, Fusarium sp., Stagonospora nodorum y
Microdochium nivale) en cultivos de monocotiledéneas

(avena, centeno, trigo y cebada) (Ersa, 2017c¢).

En Colombia, la oferta de bioplaguicidas registrados
es limitada y se restringe a ocho productos a base de
Trichoderma (con al menos tres especies identificadas)
y cinco a base de Bacillus subtilis. Estos se recomiendan
para el control de algunos patdgenos del suelo como
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia

sclerotiorum y Phytophthora spp. (tabla 2.3).

de la canasta familiar y eje fundamental de la economia
del pafs, que genera alrededor de 66.913 empleos
directos (Garcia, 2017). Sin embargo, la sostenibilidad
del cultivo se ve amenazada por la incidencia de varias
enfermedades, incluido el cincer del tallo y la costra de

los tubérculos causada por R. solani.

Control biolégico de R. solani

El cultivo de papa es uno de los que emplea mayor
cantidad de agroquimicos en Colombia. El uso
de insecticidas y fungicidas aporta el 25% de los
costos directos de la produccién, con 18% y 7%
respectivamente (Borrdez, 2011). A pesar de la
aplicacién de fungicidas, el control de R. solani no es

totalmente satisfactorio, razén por la cual el control

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Tabla 2.3. Microorganismos biocontroladores registrados en Colombia como bioplaguicidas para el control de

patdgenos del suelo

Microorganismo biocontrolador

Patégenos objetivo

Compaiiia y departamento
en el que se comercializa

Bacillus subtilis (Ehrenberg)
Cohn

Nematodos y Fusarium sp.

Bayer S. A.

Core Biotechnology S.A.S. (Val)
Laverlam S. A. (Val)

Mezfer de Colombia Ltda. (Cun)
Semillas Valle S. A. (Val)

Trichoderma atroviride (Karsten) Bissett

Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani

Inproarroz Ltda. (Met)

Trichoderma koningiopsis (Samuels)

Fusarium oxysporum, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani

Corpoica (Cun)

Trichoderma viride (Pers) (incluye
productos vendidos como Trichoderma
lignorum)

Fusarium oxysporum,
Rbizoctonia solani

Biocontrol (Val)
Biocultivos (Tol)
Laverlam S. A. (Val)
Yaser S. A. S. (Val)

Trichoderma spp. (mezclas de diferentes  Phytophthora spp., Fusarium sp.,
especies) Rhizoctonia spp.

Natural Control S. A. (Ant)
Soluciones Microbianas del

Trépico Leda. (Cal)

Antioquia (Ant), Boyac4 (Boy), Caldas (Cal), Casanare (Cas), Cauca (Cau), Cundinamarca (Cun), Magdalena (Mag), Meta (Met), Tolima

(Tol), Valle del Cauca (Val)

Fuente: Adaptado del Instituto Colombiano Agropecuario (1ca) (2018a, 2018b)

bioldgico con microorganismos antagonistas es una
alternativa con alto potencial para el patosistema R.

solani-papa.

Varios géneros de hongos y de bacterias han sido
identificados como potenciales agentes de control
biolégico contra las enfermedades causadas por R.
solani en papa: Trichoderma spp., Gliocladium spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Streptomyces spp., los
cuales acttian mediante distintos mecanismos. Estos
microorganismos son los que han ofrecido mejores
resultados; algunos de ellos han sido registrados
como productos comerciales en diferentes paises
de Europa y América: Trianum-G® (T. harzianum)
(Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2007), Root-
Pro® (dos cepas de T. harzianum) (Tsror et al,
2001), Prestop® (Gliocladium catenulatum) (Wilson
et al.,, 2008), RootShield® (T. harzianum) (Brewer
& Larkin, 2005), SoilGard® (T. virens) (Brewer

& Larkin, 2005), Kodiak® (Bacillus subtilis GB03)
(Brewer & Larkin, 2005), Pythium oligandrum
(Polyversum®) (Kurzawiriska & Mazur, 2008), CX-
9030 (Bacillus amyloliquefaciens subsp. Plantarum),
Proradix® (Pseudomonas sp.) (Moszczyniska et al,
2015), Actinovate® (Streptomyces lydicus) y Mycostop®
(Streptomyces griseoviridis) (Wilson et al., 2008).

A continuacién, se describen los estudios realizados en
Colombia dirigidos al control de Rhizoctonia en papa,
desde la seleccién in vitro de los biocontroladores hasta
suevaluacién en invernaderoy en campo. Estos estudios
demuestran el potencial de control de diferentes cepas

de Trichoderma y Pseudomonas.

Chet y Baker (1981) reportaron en Colombia suelos
supresivos de R. solani en los que encontraron
que T. hamatum era el causante de este efecto en

monocultivos de rdbano. También encontraron que, en
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suelos orgdnicos de la sabana de Bogot4, la densidad de
propagulos de T. hamatum (de 8x10° propagulos.g?)
es extremadamente alta en suelos con bajo pH,
condicién que resulta favorable para el desarrollo
de la supresividad de R. solani y el incremento del

antagonismo de T. hamatum.

Beltran Acosta et al. (2007) evaluaron cinco aisla-

mientos nativos de Trichoderma spp. (Th002, Th003,

Th007, Th034, Th181) que presentaron eficiente
actividad parasitica contra esclerocios de R. solani, de
los cuales T. koningiopsis Th003 (antes T. koningii) —
seleccionado previamente contra R. solani en tomate
(Cotes et al,, 2001)— y T. asperellum Th034 fueron
los mas eficientes. La actividad antiftingica de los
aislamientos Th003 y Th034 fue evaluada contra R.
solani en plintulas de papa (Solanum tuberosum) var.

Rbhizoctonia solani

Rbizoctonia solani Kithn —teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk (Domsch et al., 1980)— es un
hongo habitante del suelo que afecta mis de 250 especies de plantas como patégeno (Banville, 1989; Ogoshi,
1987). Es el agente causal del chancro o cdncer del tallo de estolones y de raices, y de la sarna o costra negra
cuando se presenta como esclerocios (estructuras de latencia) en la superficie de los tubérculos de la papa
(figura 2.12). R. solani no produce esporas asexuales y persiste como micelio o como esclerocios en el suelo
(Keijer, 1996), ademis, se encuentra tanto en la superficie como en estratos profundos del suelo (CIP, 1996).

De acuerdo con la virulencia sobre sus huéspedes, su morfologia, caracteristicas moleculares y bioquimicas, R.
solani se subdivide en grupos de anastomosis (GA) genéticamente distintos (Carling et al., 2002; Sharon et al,,
2006). Los GA asociados a la papa son GA-1, GA-2-1, GA-2-2, GA3, GA- 4, GA-5, GA-7 y AG-9 (Banville,
1989; Campion et al., 2003; Tsror, 2010). De este grupo, el GA-3 subgrupo PT es el més frecuentemente
aislado de la papa y el que genera mds sintomas de la enfermedad en la mayoria de las 4reas del mundo
(Ceresini et al., 2002; Justesen et al., 2004; Lehtonen et al., 2008).

Chavarro y Angel (2011) analizaron 42 aislamientos de R. solani obtenidos de cultivos comerciales de papa
de los departamentos de Boyacd, Antioquia y Cundinamarca (Colombia). Mediante la amplificacién de
secuencias trascritas internas (17s) de R. solani, encontraron que el grupo GA-3 es predominante entre los
aislamientos del patégeno (86 %), mientras que los grupos GA2-1 y GA-1 representan el 9% y el 5% de los
grupos presentes en las zonas de estudio. Posteriormente, en el trabajo realizado por Ferrucho et al. (2012) se
encontrd que, del 88 % de los aislamientos de una coleccién de 433 cepas colectadas en las principales zonas
productoras de papa de Colombia, el grupo GA-3PT es el principal patégeno asociado con las enfermedades
del chancro del tallo y la sarna negra de la papa, seguido por el GA-2-1 (2,5%), mientras que los restantes
correspondieron a cepas binucleadas de R. solani (GA-A, GA-E y GA-I).

Métodos de control de R. solani

La principal herramienta de control usada por los agricultores de papa es el control quimico. Los fungicidas
para el control de R. solani pueden dirigirse tanto al inéculo presente en los tubérculos como al suelo del
cultivo. La aplicacién de ingredientes activos como tiofanato-metilo, flutolanil, pencycuron y azoxistrobin en
tubérculo-semilla elimina en gran medida este inéculo (Campion et al., 2003; Errampalli et al., 2006; Wilson
et al,, 2008). Sin embargo, el control de R. solani en el suelo es variable y los fungicidas son menos eficaces
cuando los niveles iniciales del patégeno son altos (Brewer & Larkin, 2005; Tsror & Peretz-Alon, 2005).
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Figura 2.12. Sintomas y signos de la enfermedad conocida como rizoctoniasis de la papa causada por R. solani.

a. Esclerocios de R. solani formados en la superficie del tubérculo; b. La flecha indica la necrosis causada por R. solani en

el dpice de los brotes de la semilla de papa; c. Tubérculos aéreos formados en plantas de papa var. Parda pastusa, uno de

los sintomas tipicos que se presentan en campo; d. Vista microscépica de las hifas de R. solani.

Parda pastusa, con lo cual se evidencié una alta
actividad antagonista (reduccién de la incidencia de
45% y 19%, respectivamente) y también efectos de
promocién de crecimiento vegetal (Beltran-Acosta,
2004; Beltrdn Acosta et al., 2007).

En otros estudios, Bautista et al. (2007) seleccionaron
seis cepas de Pseudomonas fluorescens que inhibieron el
crecimiento in vitro de R. solani. Las cepas IBPf.33 e
IBP£.63 mostraron mayor colonizacién de las raices de
plantas de papa (Solanum phureja) en presencia de R.
solani en comparacidn con las plantas sin el patégeno.

Todas las cepas de Pseudomonas evaluadas redujeron

significativamente la severidad de la enfermedad en
comparacién con el testigo patégeno, en el que se
produjeron deformaciones severas y mayor formacién

de esclerocios en los tubérculos (Bautista et al., 2007).

Simultineamente, las cepas de P. fluorescens aumentaron
de forma importante el nimero y el peso de tubérculos
en ausencia del patégeno, en comparacién con el testigo
no tratado. La cepa IBP£.63 presenté el mayor aumento
del rendimiento: dos veces mas en comparacién con el
testigo no tratado y con el testigo patégeno. Las cepas
restantes presentaron menos produccién de tubérculos

comparadas con IBP£.63 (entre 25% y 48 %) y menos
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peso (entre 11 %y 74 %), pero fueron significativamente
mayores que el control. La inoculacién con cepas de P.
fluorescens en presencia del patdgeno evit$ el desarrollo
de tubérculos deformados y redujo significativamente
el ataque de la enfermedad, que no expresé niveles
severos en comparacién con el testigo patégeno
(Bautista et al.,2007). La promocién del crecimiento de
las plantas de papa por algunas cepas de Pseudomonas
sp. se correlaciond notablemente con la colonizacién,
la supresién de la enfermedad y el rendimiento, lo que
sugiere que la asociacién de las cepas de P. fluorescens
con la rizosfera de S. phureja y su capacidad antagénica
frente a R. solani estd influenciada por la capacidad de

colonizacién de las bacterias (Bautista et al., 2007).

La produccién de diferentes compuestos antagonistas
de cada uno de los aislamientos proporciona una
ventaja selectiva sobre la colonizacién de la rizosfera,
incluso si son de la misma especie o de especies
relacionadas (Mazzola, 1998; Raaijmakers et al,
1995). Uribe et al. (1999) encontraron que P, fluorescens
fue la especie dominante en la rizosfera y el rizoplano
tanto de S. tuberosum como de S. phureja. Otros
estudios que usaron combinaciones compatibles de P
fluorescens han revelado los beneficios de esa estrategia
para proporcionar un mayor control de diferentes
fitopatdgenos, cuyos resultados mejoran al expandir el
espectro de metabolitos antiftingicos o los mecanismos
miés alld de los producidos individualmente (Mazzola,
1998; Pierson & Weller, 1994; Sindhu et al., 2002;
Weller & Cook, 1983).

El grupo de investigacién Control Biolégico de Plagas
Agricolas de Corpoica desarroll6 dos prototipos
de formulacién: polvo mojable (wp) y granulado
dispersable (wG) a base de los antagonistas T.
koningiopsis (Th003) y T. asperellum (Th034), cuya
eficacia fue evaluada contra R. solani en plantulas de
papa. Las formulaciones wp de ambos antagonistas
fueron mds eficaces en la reduccién de la enfermedad
(Beltran-Acosta et al., 2010). Posteriormente,
Th003 y Th034 fueron utilizados por Santos et al.
(2011) como principios activos de dos prototipos
de bioplaguicida formulados como polvos para
espolvoreo, los cuales se aplicaron sobre tubérculos-
semilla de papa criolla (S. phureja) var. Yema de huevo,
que tenfan una densidad de 8 a 10 esclerocios de R.
solani por tubérculo y fueron almacenados durante

15 dias antes de la siembra. Los dos bioplaguicidas
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redujeron en 80% la incidencia de R. solani en los
brotes en comparacién con la semilla de papa no
tratada, en la cual la incidencia de la enfermedad
fue del 100 % (figura 2.13a). Los brotes de la semilla
tratada con los bioplaguicidas presentaron mayor
vigor en términos de didmetro, longitud y peso, en

comparacién con los brotes de la semilla no tratada

(figuras 2.13b - 2.13d).

Los tubérculos tratados se sembraron en suelo
inoculado con R. solani y se evalué la incidencia de
la enfermedad y el peso seco de la planta. Se obtuvo,
entonces, una eficacia de 86 % con Th003 y de 71%
con Th034 en comparacién con el testigo patdgeno, el
cual presentd una incidencia del 100% (Santos et al,,
2011). Asi mismo, se evidencié micoparasitismo de las
cepas Th003 y Th034 sobre R. solani. Los prototipos
de bioplaguicida a base de T. koningiopsis Th003
redujeron la formacién de esclerocios en la superficie
de minitubérculos de papa (S. tuberosum) (semilla
élite) hasta en 62% y aumentaron los rendimientos
hasta en 26 % (Beltran-Acosta et al., 2010).

Hasta donde conocemos, el tltimo trabajo publicado
sobre control biolégico de R. solani en Colombia es
el de Hoyos et al. (2012), quienes evaluaron cinco
cepas de Trichoderma spp. aisladas de diferentes
agroecosistemas de Cundinamarca, Boyacd y Cesar:
la cepa T41 aislada del suelo, T51 de la rizosfera de
plantas de papa criolla, T48 proveniente de suelo de
potreros, T07 aislada de maracuy4 y T96 proveniente
de arena de rio. Estos aislamientos en concentracién
de 1x10° conidios. g de suelo se aplicaron 24 horas
después de la siembra de tubérculos-semilla de papa
criolla var. Colombia (Solanum tuberosum grupo
phureja) y en el momento del aporque, en condiciones
de invernadero y en presencia de indculo artificial de R.
solani en el sustrato de siembra. Se cuantificé el nimero
total de tallos emergidos, la incidencia de rizoctoniasis
y la longitud de la lesién causada por R. solani en el
tallo. En poscosecha se evalué el nimero, el peso y el
tamafo de los tubérculos, asi como la formacién de

esclerocios expresada como un porcentaje de severidad.

Los tratamientos T48, T07 y T51 redujeron la
incidencia de la enfermedad en 85%, 63% y 58%,
respectivamente, comparados con el testigo no tratado.
Los menores porcentajes de severidad en los tubérculos

se obtuvieron con los tratamientos T51 y T48, seguidos

por T4l y T07 (Hoyos et al, 2012). De forma
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Figura 2.13. Efecto biocontrolador de Trichoderma spp. sobre R. solani en tubérculos de papa. a. Efecto de prototipos
de bioplaguicida en polvos mojables (WP) a base de T. koningiopsis (Th003) y T. asperellum (Th034) sobre la
incidencia de R. solani en semilla de papa criolla; b. Semilla tratada con el bioplaguicida a base de Th003; c. Semilla

tratada con el bioplaguicida a base de Th034; d. Semilla de papa no tratada (control). Obsérvese la necrosis en los

brotes y el poco desarrollo de raices en las semillas no tratadas, en contraste con los brotes mds desarrollados y las

raices de mayor longitud en las semillas tratadas con los bioplaguicidas.

Fuente: Santos et al. (2011)

general, los tratamientos T07, T48 y T51 mostraron
los mejores resultados para las variables de sanidad y
fisiologia de la planta evaluada, ademis, fueron los mas
eficientes en el proceso de adaptacién y colonizacién
del sustrato frente a las cepas restantes, por lo tanto,
tuvieron mejor actividad de control sobre rizoctoniasis
y mejores indicadores en poscosecha. La capacidad
antagénica de los aislamientos probados se correlacioné
con su capacidad metabdlica (produccién de enzimas y
antibidticos), con el micoparasitismo, la adaptacién al

medio y la afinidad con la planta (Hoyos et al., 2012).

Control biolégico
de Sclerotinia sclerotiorum
en soya (Glycine max) (Brasil)

Actualmente, la soya es el principal cultivo agricola
del Brasil. De acuerdo con el Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica [18Ge] (2016) y Companhia
Nacional de Abastecimento [Conab] (2016), el 4rea
cultivada con soya fue de 32,96 millones de hectareas
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en 2015, lo cual representa el 49 % del drea del cultivo
de granos en el pais. La produccién en ese afio fue
de 95 millones de toneladas. Estas cifras ubican la
produccién de soya como una de las actividades
econémicas que mds crecieron en Brasil en los tltimos
afos y la mis importante en términos de exportacidn

de productos basicos del pais.

Entre las enfermedades que afectan la soya, el moho
blanco —causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary— es una de las enfermedades mds antiguas
reportadas en este cultivo. La ocurrencia y los dafios
causados por este patégeno vienen aumentando,
tanto en las dreas tradicionales de cultivo del sur y del
sudeste brasileno como en las dreas mds altas de la
regién de El Cerrado. La productividad de soya puede
reducirse hasta en 70 % a causa de esta enfermedad, y
se estima que el 23 % del 4rea de produccién brasilena
de soya estd infestada con el patégeno (Meyer et al.,
2014). Este dltimo estd distribuido en las 4dreas de
los principales paises productores de soya —en las
que se incluyen Estados Unidos, Argentina y Brasil
(Wrather et al., 2001)— y presenta una amplia gama
de plantas hospedero, lo que dificulta atin mis su
manejo. Otro factor que dificulta su control es la
capacidad del patégeno para sobrevivir en el suelo por
largos periodos, gracias a su estructura de resistencia:
los esclerocios. Los esclerocios son los responsables de
desencadenar nuevos ciclos de la enfermedad, pues, al
germinar, originan los apotecios, que producen una
gran cantidad de ascosporas, estructuras infectivas

del patdgeno.

El hongo puede atacar toda la parte aérea de la
planta, como las hojas, el tallo y las vainas. También
puede infectar cualquier parte de la planta, pero las
infecciones inician con mayor frecuencia a partir de
las inflorescencias, las axilas, los peciolos y las ramas
laterales. Una vez infectados los tejidos, se observa
pudricién de ramas, vainas, hojas y tallo principal,
incluso, se llega a la muerte de la planta. La formacién
de moho blanco sobre los tejidos infectados permite
identificar ficilmente la enfermedad. Los esclerocios
se forman enlos tejidos enfermos, caen al suelo durante
la cosecha y se convierten en fuente de indculo para el
cultivo subsiguiente. El hongo se beneficia con la alta
humedad del suelo, temperatura entre 15 °C y 25 °C
y poca incidencia de luz solar (Meyer et al., 2010).
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Mediante un enfoque de metaanilisis —llevado a cabo
para evaluar la relacidn entre la incidencia del moho
blanco y la productividad de la soya, y la relacién
entre la incidencia de la enfermedad y la produccién
de esclerocios— Lehner, Pethybridge, Meyer y Del
Ponte (2017) estimaron que, en ausencia de un manejo
adecuado, las pérdidas brasilefias con el moho blanco
son de aproximadamente 1,47 mil millones de délares,
anualmente. Para llegar a esos valores, los autores
asumieron un promedio de 43 % de incidencia en el
22% del 4rea cultivada en el pais. En el mismo trabajo,
estos autores estimaron una reduccién de 172,4 kg/ha
en la produccién de soya por cada 10% de aumento
en la incidencia del moho blanco. Otra estimacién
absolutamente importante obtenida por los autores es
que se produce aproximadamente 1 kg de esclerocios/
ha por cada 10% de aumento de la incidencia de la

enfermedad.

Estas estimaciones se basan en informaciones obte-
nidas en seis estados brasilefios (Parand, Sio Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso del Sur, Mato Grosso y
Goids), a partir de 35 trabajos en campo para estable-
cer la relacién entre la incidencia de la enfermedad y
la productividad del cultivo, asi como en 29 ensayos
realizados para estudiar la relacién entre la incidencia
de la enfermedad y la produccién de esclerocios. De
acuerdo con Lehner et al. (2016), estos resultados des-
tacan el impacto potencial que el moho blanco puede
llegar causar en la agricultura brasilenia si no se maneja
adecuadamente. Asi, Lehner et al. (2016) sugieren la
combinacién de otras estrategias, ademds del uso de
fungicidas, como las variedades resistentes, el control
bioldgico y las pricticas culturales que ayuden a evitar
o reducir los dafios causados por la enfermedad en el

cultivo de la soya.

La integracién de las técnicas disponibles es fun-
damental para el manejo de la enfermedad. De esta
forma, se recomienda el uso de semillas sanas, el
uso de cobertura de paja originaria de gramineas, la
rotacién de cultivos con especies no hospederas, el uso
de fungicidas en el periodo de mayor vulnerabilidad
de la planta (estadios R1 a R4), el uso de variedades
precoces, el uso de densidades de siembra adecuadas a
las cultivares y la limpieza de las miquinas para evitar
la diseminacién de esclerocios, entre otras. Finalmente,
una de las recomendaciones que se vienen realizando en

los tltimos afios es la introduccién de antagonistas con

capacidad para controlar las estructuras del patégeno
(Meyer et al., 2016). De esta forma, la recomendacién
de control bioldgico de la enfermedad se convirtié en
un aspecto fundamental para el éxito del manejo del

moho blanco en el cultivo de soya.

Entre los agentes de control bioldgico registrados por el
Ministerio de Agricultura, Pecuaria y Abastecimiento
de Brasil (tabla 2.4) para el control del moho blanco
de la soya, estin Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens
(Agrofit, 2017). Sin embargo, existen otros organismos

que estin disponibles en el mercado, pero atn no
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debidamente registrados. Gorgen et al. (2010)
estudiaron el control del moho blanco en soya con paja
y Trichoderma harzianum, en cultivos comerciales en el
estado de Goids, entre 2006 y 2008. En este trabajo, los
autores afirmaron que la formacién de cobertura puede
tornarse primordial para la utilizacién de control
bioldgico, pues la actividad biocontroladora fue mayor
en el ambiente formado por la paja. Con la aplicacién
de Trichoderma en dosis de 0,5 L/hay 1 L/ha de un
producto que contenfa 2x10° esporas viables/mL, en
ambiente con paja en el suelo, Gorgen et al. (2010)
verificaron el aumento del niimero de esclerocios de

Sclerotinia sclerotiorum parasitados por Trichoderma,

Tabla 2.4. Bioplaguicidas registrados en Brasil en junio de 2017 y biofungicidas recomendados para el control de

Sclerotinia sclerotiorum

Nimero de productos

Area tratada

Agente de control biolégico eristraios (hectirea) Caracteristica

Control biolégico de enfermedades de plantas
Aspergillus flavus NRRL21882 1 Biofungicida
Bacillus amyloliquefaciens 2 Bionematicida
Bacillus amyloliquefaciens 1 Biofungicida
Bacillus firmus 3 Bionematicida
iabctiilllzs licheniformis + Bacillus ) Bionematicida
Bacillus methylotrophicus 1 Bionematicida
Bacillus pumilus 1 Biofungicida
Bacillus subtilis 3 Biofungicida
Paecilomyces lilacinus 1 Bionematicida
Pochonia chlamydosporia 1 Bionematicida
Trichoderma asperellum 3 Biofungicida
Trichoderma harzianum 5 >200.000 Biofungicida
Trichoderma stromaticum 1 Biofungicida
Para el control de Sclerotinia sclerotiorum
Bacillus amyloliquefaciens 1
Bacillus subtilis 1

Cerca de 6.000.000 ha
Trichoderma harzianum 5
Trichoderma asperellum 2

Fuente: Elaboracién propia
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la reduccién del nimero de apotecios formados/m? el
aumento del rendimiento de la soya y la reduccién de

la incidencia del moho blanco.

Debido a la importancia del moho blanco de la soya
y de la demanda de informacién para establecer las
estrategias de control, un grupo de investigadores
brasilefios organizaron los “Ensayos cooperativos
de control bioldgico de moho blanco en el cultivo de
soya” (Meyer et al., 2016; Meyer et al., 2017; Meyer
et al., 2014). De esta forma, de acuerdo con Meyer et
al. (2016), se realizaron estudios en las cosechas de
2011/2012, 2012/2013, 2013/2014 y 2014/2015
en diversas localidades y con la participacién de 14
instituciones brasilefias de investigacién agropecuaria,
10 empresas y 17 investigadores, Se reportan, a
continuacién, algunos de los principales resultados
presentados por Meyer et al. (2016) para las cosechas
2011/2012 y 2014/2015 y por Meyer et al. (2017)
para la cosecha 2015/2016.

En la cosecha 2011/2012, se realizaron experimentos
en ocho localidades brasilefias: Chapadio do Sul,
ms; Goianira, Go; Capio Bonito, sp; Palmera, pr;
San Miguel do Passa Quadro, Go; Montividiu, Go;
Uberlandia, MG, y Sdo Desidério, B, en un sistema de
siembra directa sobre paja de gramineas. Las variedades
de soya fueron las adecuadas para cada regién y en los
experimentos se aplicaron dos productos a base de
Trichoderma asperellum, uno a base de Trichoderma
harzianum (1 a 2 x 10° ufc/mL o g de producto) y
un producto a base de lignosulfonato en los estadios
V2 'y V4. También se incluyé un tratamiento con dos
aplicaciones de fungicida (fluazinam + tiofanato de
metilo) en los estadios R1 y 10 dias después. En este
ciclo de cultivo no hubo aplicacién de fungicida en la

floracién conforme a la recomendacién.

Se midié la incidencia del moho blanco, la densidad de
esclerocios producidos y la productividad de la soya. El
analisis conjunto de los datos evidencié los siguientes
resultados: 1) incidencia del moho blanco del 31,4 %
en el tratamiento control; 2) todos los tratamientos
con los biofungicidas diferfan del tratamiento control
en relacién con la incidencia de la enfermedad,
presentando una reduccién en la incidencia entre
20,4% y 37,4 %; 3) la eficacia del lignosulfonato a base
de extracto vegetal fue del 39,4 % y, con fungicidas, del

71,3 %; 4) el aumento de la productividad estuvo entre
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4,7 %y 10,4 % en los tratamientos con los biofungicidas,

y 16,4 % con los fungicidas (Meyer et al., 2016).

En la cosecha 2014/2015, se realizaron experimentos
en diez localidades brasilefas: Silvinia, co; Montividiu,
Go; Chapadio do Sul, Ms; Ponta Grossa, pr; Palmeira,
pr; Goianira, Go; Rio Verde, Go; Jatai, co; Uberlandia,
MG, e Luiz Eduardo Magalhies, Ba, también en sistema
de siembra directa sobre paja de gramineas. En este
ciclo de cultivo, los productos biolégicos (Trichoderma
asperellum, Trichoderma harzianum, Bacillus pumilus y
Bacillus amyloliquefaciens) se aplicaron en los estadios
de desarrollo V2 y V4, y el fungicida fluazinam, en el
estadio R1. También se evaluaron los tratamientos con
y sin el fungicida en el estadio R1. Se midi6 la viabilidad
de los esclerocios de S. sclerotiorum, la incidencia
del moho blanco y la productividad de la soya. Para
estudiar la viabilidad de los esclerocios, estos fueron
colocados en bolsas de tela de nailon, distribuidos

entre la superficie del suelo y la paja.

La recoleccién de los esclerocios se llevéd a cabo
después de la primera y la segunda aplicacién de
los microorganismos biocontroladores, justamente
para evaluar el efecto de esos antagonistas sobre la
germinacién miceliogénica y carpogénica. En relacién
con la germinacién carpogénica de los esclerocios de
Sclerotinia, se observé que todos los tratamientos con
los agentes de control bioldgico redujeron el porcentaje
de apotecios formados en comparacién con el testigo,
cuya reduccién fue del 49 % al 75 % con una aplicacién
delos bioagentes, y del 55 % al 89 % con dos aplicaciones

de los biocontroladores.

Como resultado importante, también se evidenci6
que una aplicacién de biofungicidas proporcioné
aumento en la mortalidad de esclerocios (entre
32% y 51%) en relacidn con el testigo. En este ciclo,
Meyer et al. (2016) observaron baja incidencia del
moho blanco, pues ocurrié una escasez de lluvias en
el periodo comprendido entre el preflorecimiento y el
inicio de la formacién de granos. Asi, los autores no
encontraron diferencias estadisticamente significativas
de productividad entre los tratamientos. Con base
en estos resultados, los autores consideraron que la
eficiencia del control biolégico de moho blanco en soya
depende de las condiciones de ambiente favorables a la
colonizacién e infeccién de los esclerocios del patégeno,

y que es prerrequisito la cobertura del suelo con paja.

Meyer et al. (2017) realizaron experimentos en la
cosecha 2015/2016 en trece localidades brasilefas:
Silvinia, Go; Montividiu, Go; Chapadio do Sul, ms;
Ponta Grossa, pr; Palmeira, pr; Goianira, Go; Rio
Verde, Go (3 locais); Jatai, go; Uberlindia, mG; Campo
Verde, MT, e Luiz Eduardo Magalhaes, Ba, en el sistema
de siembra directa de la soya sobre paja de gramineas,
para evaluar los efectos de cuatro productos biol6gicos
a base de Trichoderma asperellum (dos a base de
Trichoderma harzianum, uno a base de Bacillus pumilus

y uno a base de Bacillus subtilis), todos aplicados en los

estadios de desarrollo V2 y V4.

Con dos aplicaciones de los bioagentes, se observé una
reduccién en la germinacién carpogénica en relacién
con el testigo (entre el 67% y el 100%); el 100%
se obtuvo con la aplicacién de Bacillus pumilus. La
colonizacién de esclerocios por Trichoderma dependid
del aislamiento, con una variacién de 14 % a 37,4 %. En
relacidn con el porcentaje de viabilidad de esclerocios,
Bacillus pumilus y Bacillus subtilis presentaron valores
de reduccién de la viabilidad de 18,3% y 22,6%,
respectivamente; mientras que con Trichoderma este
valor estuvo entre el 9,1% y el 21,1 %. Si se consideran
los resultados de las trece localidades, los autores
afirman que es posible reducir el potencial de inéculo de
S. sclerotiorum en el suelo empleando los biofungicidas,
aunque el desempefio de estos depende de las
condiciones ambientales. Los autores también afirman
que los biofungicidas inhibieron significativamente
la capacidad de formacién de apotecios, lo que es
importante para la reduccién de la incidencia de moho

blanco en las plantaciones de soya.

El potencial de Bacillus spp. en inhibicién de la
germinacién de ascosporas y la formacién de esclerocios
de S. sclerotiorum (Monteiro et al., 2013; Rahman et
al., 2016; Vinodkumar et al., 2017) indica que seria
importante el desarrollo de estudios en campo, en
los cuales se integren los agentes de biocontrol que
presentan diferentes mecanismos de accién, como
Trichoderma spp. y Bacillus spp. De esta forma,
podria ocurrir el parasitismo de los esclerocios por
Trichoderma y una potencial reduccién en la viabilidad
de las ascosporas por Bacillus. Si se tienen en cuenta
los resultados obtenidos por Meyer et al. (2016),
Meyer et al. (2017) y Lehner et al. (2016), se deberia
implementar la sugerencia de la integracidn de todas las

estrategias disponibles —entre ellas, el biocontrol—
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para el manejo del moho blanco de la soya, con el fin de
evitar o reducir los dafios causados por la enfermedad

en este cultivo en Brasil.

Uso de Trichoderma koningiopsis
Th003 en esquemas de manejo
integrado del moho blanco de la
lechuga y del marchitamiento
vascular del tomate (Colombia)

El cultivo de lechuga en Colombia representa una
actividad importante econdmicamente, porque genera
empleo en varias zonas rurales del pais. Sin embargo, los
rendimientos de 22 t/ha™ estdn por debajo del promedio
de los principales paises productores. Esta pérdida en los
rendimientos se debe principalmente a la incidencia de
la enfermedad del moho blanco, que, como se conoce
en Colombia y en muchos otros paises, es causada
por las especies de hongos Sclerotinia sclerotiorum y S.
minor (Moreno et al., 2010; Subbarao, 1998), presentes
en todas las regiones del mundo donde se produce
lechuga. En California —Ia principal zona productora
de lechuga de los Estados Unidos—, por ejemplo, se
han registrado pérdidas del 60 %, y se estima que debido
a esta enfermedad se pierden anualmente cerca de 150

millones de délares en el mundo (Davis, 2001).

En los municipios de la Sabana de Occidente, en
el departamento de Cundinamarca, Colombia, se
encontré que la incidencia de la enfermedad varia
entre el 12% y el 33 % para el caso de S. sclerotiorum,
mientras que para S. minor puede variar entre el 25 %
y el 51%. Cuando los dos patégenos se presentan en
una misma 4rea, la enfermedad puede alcanzar un
promedio de incidencia del 45 %. A pesar del uso de los
fungicidas recomendados para el control de Sclerotinia
spp., en ningln caso se aprecia una estabilidad de la
curva de progreso de la epidemia (figura 2.14). En
la mayoria de los casos, los agricultores aplican los
fungicidas Iprodione y Procimidona; en otros casos,
emplean Captan y Validamicina, con 10 aplicaciones
por ciclo de cultivo, lo cual representa en promedio
el 17% de los costos totales de produccién en una
hectérea, incluyendo la mano de obra para realizar las

aplicaciones (Moreno et al., 2010).
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Figura 2.14. Curvas de progreso de la incidencia de la enfermedad del moho blanco de lalechuga en cultivos comerciales

del municipio de Madrid, Cundinamarca. Durante el ciclo de cultivo, el agricultor aplicé fungicidas y realizé sus practicas

agronémicas de rutina; no obstante, los métodos de control convencionales no fueron satisfactorios, ya que el progreso

de la enfermedad fue continuo durante el ciclo de cultivo.

Fuente: Moreno et al (2010)

Por sus excelentes atributos como agente de control
biolégico contra fitopatdgenos, el hongo Trichoderma
koningiopsis Th003 fue uno de los principales temas
de investigacién del grupo de investigacién Control
Biolégico de Plagas Agricolas de Corpoica entre 1994y
2018. Esta cepa es el principio activo del bioplaguicida
Tricotec® WP, desarrollado por Corpoica y registrado
en el Instituto Colombiano Agropecuario (1ca) para
el control de los fitopatdgenos Fusarium oxysporum,
Rbizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum en cultivos

de tomate, lechuga y arroz. En condiciones controladas,

Capitulo 2. Control bioldgico de fitopatdgenos del suelo

Tricotec® redujo la severidad de la enfermedad tizén de
la vaina del arroz entre 40 % y 60 % vy, en condiciones
de campo, redujo la incidencia y la severidad de la
enfermedad en 35% y 29%, respectivamente. La
severidad del marchitamiento vascular del tomate
(causado por E oxysporum) fue reducida por Tricotec
WP (1g/L) en un 34 %. La incidencia de la muerte de
pliantulas de tomate causada por R. solani fue reducida
por Tricotec en 31 %, y la incidencia del moho blanco
de las plantas de lechuga fue reducida por Tricotec® en

34 % en condiciones de campo.

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

S. sclerotiorum

Sclerotinia sp. es un hongo fitopatdgeno que ocasiona la enfermedad del moho blanco en un amplio rango
de huéspedes, lo que incluye cultivos de lechuga, tomate, frijol, girasol, soya y canola, entre otros (Avila de
Moreno & Velandia, 1992; Purdy, 1979; Ren et al.,, 2007). Es una de las enfermedades mds destructivas a
nivel mundial, que genera pérdidas por encima del 70% en los cultivos (Davis, 2001). En Colombia, esta
enfermedad es de gran importancia en el cultivo de lechuga, pues ha causado altas pérdidas econdmicas, que

disminuyen entre el 30 % y el 50 % de la poblacién de las plantas (Pérez et al., 2011).

Las especies Sclerotinia minor Jagger y S. sclerotiorum (Lib.) de Bary son los agentes causales de la enfermedad
moho blanco. Estas especies se caracterizan por infectar principalmente las plantas cercanas a la madurez
del cultivo (Abawi & Grogan, 1979; Davis, 2001). Las dos especies de Sclerotinia sp. producen formas de
resistencia denominadas esclerocios o cuerpos latentes; estas estructuras mantienen inactivo al hongo por
extensos periodos de tiempo en el suelo, incluso bajo condiciones desfavorables para su crecimiento (Adams &
Ayers, 1979; Chet & Henis, 1975) (figura 2.15). Los esclerocios pueden germinar formando hifas vegetativas
que se agrupan para conformar un micelio blanco algodonoso e infectar la corona y la raiz de la lechuga,
produciendo lesiones de color café y ocasionando el marchitamiento de las hojas, las cuales luego caen planas
sobre el suelo. Posteriormente, ocurre la colonizacién de los tejidos y su pudricién blanda acuosa hasta
ocasionar la muerte de la planta (Adams & Tate, 1976; Marcum et al., 1977).

En el caso de S. sclerotiorum, a partir de la germinacién carpogénica de los esclerocios se forma micelio y, a partir
de este, se desarrollan apotecios (figura 2.15f) (solo bajo éptimas condiciones de humedad y temperatura), lo
cual da lugar a otro tipo de infeccién por diseminacién de las ascosporas contenidas dentro de estas estructuras.
Las ascosporas se esparcen por el aire hasta llegar a plantas sanas lejanas u otro tipo de cultivos, para dar inicio

nuevamente al ciclo de vida y ocasionar la enfermedad (Davis, 2001; Subbarao, 1998).

La tendencia con respecto al manejo de la enfermedad del moho blanco ha sido utilizar fungicidas de sintesis
quimica. Benomil fue uno de los fungicidas mas utilizados para el control de moho blanco ( Torkewitz, 2008)
en girasol, repollo, frijol (Ferreira & Boley, 1992) y lechuga. Otros ingredientes activos como el Iprodione y la
Procimidona modificaron el manejo de la enfermedad, empleando otros tipos de moléculas que demostraron

un aumento significativo en el control de la infeccién por Sclerotinia spp. (Subbarao, 1998).

Otro manejo que se ha implementado en el tratamiento de la enfermedad del moho blanco ha sido el control
biolégico. Varios estudios han demostrado el gran potencial que tiene el hongo Coniothyrium minitans como
micoparasito de los esclerocios de Sclerotinia minor y S. sclerotiorum, mediante la produccién de enzimas

extracelulares y otros metabolitos, lo que lo hace éptimo para el control de las enfermedades ocasionadas por

Sclerotinia (McQuilken et al., 2003).
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Figura 2.15. S. sclerotiorum y S. minor como patégenos de lechuga y soya. a. Residuos de cosecha y plantas de lechuga

no cosechadas debido a la infeccién con S. sclerotiorum. Generalmente estos residuos no se retiran del suelo, sino que se
incorporan cuando se hace la labranza del siguiente cultivo, quedando en el suelo un banco de esclerocios y micelios en
los residuos vegetales y en el suelo; b. Colonias de S. minor en medio de cultivo ppa (potato dextrose agar); c. Colonias
de S. sclerotiorum en medio de cultivo ppA; d. Esclerocios de S. sclerotiorum formados en la cabeza de la planta de
lechuga; e. Esclerocios de S. minor formados en la cabeza de la planta de lechuga; f. Apotecios formados desde esclerocios
de S. sclerotiorum inoculados artificialmente en suelo; g. Plantas de soya infectadas por S. sclerotiorum. Nétese el micelio
algodonoso de color blanco y los esclerocios formados sobre las ramas de la planta; h. Estado avanzado de la enfermedad
causada por S. sclerotiorum en plantas de soya.

Capitulo 2. Control biolégico de fitopatdgenos del suelo

Fotos: Carlos Andres Moreno y Mauricio Meyer

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Dada su importancia, F. oxysporum ha merecido gran atencién de la comunidad cientifica, y se ha generado un
volumen importante de conocimiento sobre este, que ha permitido entender su relacién con los hospederos
de mayor importancia econdmica o en plantas modelo, como Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum.
No obstante, debido a su alta variabilidad genética y a la relacién particular que puede llegar a tener con cada
hospedero, cada patosistema merece ser estudiado con el animo de manejar eficientemente la enfermedad. E
oxysporum es un patdgeno de raiz hemibiétrofo, esto significa que actta tipicamente como bidtrofo en estadios
tempranos de su ciclo de vida, se alimenta de células vivas del hospedero y establece la infeccién antes de
cambiar a una fase necrétrofa para completar su ciclo de vida (Brown & Ogle, 1997). Infecta alrededor de
100 especies de plantas cultivadas (Beckman, 1987) y, como habitante del suelo, puede sobrevivir por largos

periodos de tiempo en ausencia del hospedero, en forma de clamidosporas principalmente (Agrios, 2015).

Los exudados de la raiz estimulan la germinacién de las clamidosporas y el crecimiento hacia el hospedero
por quimiotaxis (Steinkellner et al., 2005). Después de la germinacién, el proceso de infeccién se divide
en adherencia, penetracién y colonizacién. La hifa infectiva se adhiere a la superficie de la raiz y penetra
directamente (Mendgen et al., 1996), luego, el micelio avanza por la corteza intercelularmente hasta llegar
a los vasos del xilema en donde ingresa. F oxysporum f. sp. niveum tarda cinco dias en llegar a los vasos del
xilema, desde la adherencia a la epidermis de la raiz de la sandia (Citrullus lanatus) (Zhang et al., 2015). A
través de estos vasos de conduccidn, el hongo coloniza el hospedero. Una vez alli, puede generar microconidios,
los cuales pueden ser transportados hacia arriba a través del flujo de savia. Los microconidios transportados
pueden germinar y colonizar el xilema en las partes superiores la planta. En estados severos de colonizacién, el

hongo invade el parénquima y llega a esporular en la superficie del hospedero (Pietro et al., 2003).

F oxysporum infecta a sus plantas hospederas estrictamente a través de las raices (Pietro et al., 2003). Durante
la penetracién y colonizacidn de la raiz, secreta una combinacién de enzimas degradadoras de la pared celular,
tales como poligalacturonasas, pectato liasas, xilanasas, cutinasas y lipasas, las cuales ayudan a obtener fuentes
de carbono, a adherirse a la superficie de la raiz y a penetrar los tejidos del hospedero; estas enzimas también
constituyen factores de virulencia (Bravo-Ruiz et al., 2013). La actividad de la proteina MmaP quinasa es esencial
para la patogenicidad de algunas cepas de F. oxysporum; asi mismo, el 4cido fusdrico es un determinante parcial

de su patogenicidad (Ding et al., 2015; Leslie & Summerell, 2008).

Como resultado del severo estrés por agua —debido principalmente a la obstruccién de los vasos del xilema
por acumulacién de micelio del hongo, por la produccién de micotoxinas y por las respuestas de defensa del
hospedero—, aparecen los sintomas tipicos de marchitez en la planta (Pietro et al., 2003). Es tipico observar
el desarrollo de los sintomas externos de forma unilateral, desde la base del tallo hacia arriba. Los sintomas
causados por F oxysporum en las plantas comprenden enanismo, marchitamiento (pérdida de turgencia,
amarillamiento, abscisién foliar) y finalmente la muerte de la planta. En cortes transversales del tallo, cerca de
la base de la planta infectada, generalmente se presenta un anillo marrén en la zona de los haces vasculares
(Nogués et al.,, 2002). Entre las respuestas de la planta ante la infeccién del patédgeno, que obstruye los vasos
colonizados, se encuentran la produccidén de gomas, geles y tilosas y la proliferacién de células adyacentes del

parénquima (Beckman, 1987).

Los dafios fitosanitarios que causa F oxysporum generalmente repercuten en el 4mbito social, debido a las
migraciones de cultivadores a nuevas 4reas; en el econémico, debido a los riesgos de la inversidn; y en el
ambiental, debido al elevado uso de plaguicidas. Por su naturaleza, Fusarium estd entre los patdgenos mas
dificiles de controlar (figura 2.16), y la ausencia de medidas de control alternativas hace mis grave esta

problemitica. F oxysporum ha desarrollado resistencia a muchos de los fungicidas utilizados para su control

(Gordon & Martyn, 1997).

Carlos Andrés Moreno-Velandia, Alba Marina Cotes, Camilo Beltrdn-Acosta, Wagner Bettiol, Yigal Elad

195



196

Volumen 1. Agentes de control biolégico

Fotos: Carlos Andres Moreno-Velandia

Figura 2.16. Fusarium oxysporum como patdgeno de solaniceas. a. Cultivo de tomate bajo invernadero en estado

vegetativo afectado por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Nétese el foco de plantas enfermas, con menor tamano
que las plantas cercanas sin sintomas; b. Plantas de tomate en estado reproductivo afectadas por E oxysporum f. sp.
lycopersici; c. F. oxysporum f. sp. lycopersici esporulando en la superficie de la base del tallo de tomate; d. Corte transversal
del tallo de una planta de tomate donde se observa la coloracién parda de los haces vasculares causada por F oxysporum
f. sp. lycopersici; e. Sintomas de marchitamiento vascular de plantas jévenes de uchuva causado por E oxysporum posible
f. sp. physali. Nétese la marchitez, el doblamiento de la planta y la clorosis lateral de las hojas; f. Dafios en el tallo de
plantas adultas de uchuva causados por E oxysporum; g. Colonia de E oxysporum posible f. sp. physali aislado en medio
de cultivo ppa.

Capitulo 2. Control biolégico de fitopatdgenos del suelo

Desarrollo del bioplaguicida
Tricotec® para el control de
fitopatégenos de suelo

El aislamiento nativo Th003 identificado como
Trichoderma koningiopsis (antes T. koningii) (Cotes,
1993) seselecciond por sualtaactividad biocontroladora
contra Pythium splendens en frijol, en comparacién
con 12 aislamientos de Trichoderma spp. también
nativos de Colombia (codificados de 1 a 12), con un
aislamiento de referencia (codificado como 13) y con
uno que constituye el principio activo de un producto
registrado en el mercado internacional (codificado
como 14). El efecto de este biocontrolador contra
varios patdgenos es atribuido a varios mecanismos, los
cuales se ilustran a continuacién. Cuando se aplicé T.
koningiopsis (cepa Th003) en el suelo, se observé una
correlacién positiva entre la actividad de las enzimas
exo-B-1,3-glucanasa y exoquitinasas producidas por
Th0O03 y el control de R. solani en frijol, lo que sugiere
que las enzimas producidas por T. koningiopsis en el
suelo juegan un rol importante en la degradacién de las

paredes celulares de los patédgenos (Cotes et al., 1994).

En otros experimentos también se presentd una
correlacién positiva (coeficiente de correlacién 0,7)
entre el tiempo de pregerminacién de las semillas en
presencia del antagonista, la actividad de enzimas
de origen vegetal de tipo endo-B-1,3-glucanansas y
endoquitinasas y la proteccién conferida a las plantas
de frijol. Esto evidencié que T. koningiopsis puede
estimular la produccién de estas enzimas en el tejido
vegetal, las cuales también podrian estar relacionadas
con la degradacién de las paredes celulares de los
patégenos (Cotes et al, 1996). El efecto de las
enzimas liticas de origen vegetal contra el patégeno fue
posteriormente demostrado con esta misma cepa de
T. koningiopsis en la interaccién tomate-F oxysporum
(Clavijo & Cotes, 1998). Por otra parte, de las
investigaciones llevadas a cabo sobre las interacciones
pepino cohombro-P. splendens (Jacqmin et al.,, 1993),
frijol-R. solani (Mezui et al., 1994) y tomate-R. solani,
la interaccién tomate-E oxysporum (Cotes et al., 2001)
con esta cepa de T. koningiopsis, fue la que presentd,
ademds de un control bioldgico efectivo ejercido contra
dichos patégenos, el mejor fenémeno de induccién de

crecimiento vegetal (figura 2.17).

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

La alta actividad biocontroladora que ha mostrado
la cepa Th003 de T. koningiopsis frente a diferentes
patégenos en diferentes especies vegetales ha estimulado
el desarrollo de nuevas investigaciones para encontrar
otros mecanismos de accién. Es as{ como al estudiar la
interaccién T. koningiopsis-frijol-P. splendens, Cotes et
al. (1996) demostraron que el control superior al 95 %
ejercido contra el fitopatégeno —al fitoinvigorizar
semillas mediante pregerminacién controlada de
semillas en matriz sélida durante 24 horas en presencia
del biocontrolador— estuvo relacionado con varios
fenémenos como la colonizacién de los tegumentos
por parte de T. koningiopsis. En tal caso, la colonizacién
estuvo mediada por la capacidad celulolitica de esta
cepa, el consumo de los exudados de la semilla y la
produccién de enzimas liticas de origen microbiano del
tipo celulasas, exoquitinasas y exo-B-1,3 glucanasas.
Estas tltimas demostraron su habilidad para degradar
la pared celular del patdgeno e inducir en el hospedero
proteinas relacionadas gracias a la patogénesis del tipo
endoquitinasas y endo-B-1,3 glucanasas que también
demostraron su habilidad para degradar la pared
celular del patégeno, lo que sugiere un fenémeno de

induccién de resistencia (figura 2.18).

Con el propésito de comprobar el efecto de induccién
de resistencia sistémica de T. koningiopsis Th003,
en el patosistema tomate-F oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, Jaimes et al. (2009) utilizaron el modelo
de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) con el
sistema radical separado en dos porciones establecidas
en vasos diferentes con sustrato para enraizamiento.
En una de las porciones de la raiz se inoculé Th003, 96
h antes de inocular el fitopatégeno en la otra porcién.
Estos autores describieron un retraso significativo de
la colonizacién de E oxysporum en el interior del tallo
de la planta, en comparacién con las plantas control.
Si se tiene en cuenta que el agente de control biol6gico
y el fitopatédgeno estuvieron separados fisicamente,
el trabajo de Jaimes et al. (2009) sugiere que T.
koningiopsis Th003 estimulé respuestas sistémicas de

defensa en la planta.

Las observaciones descritas por Jaimes et al. (2009)
fueron comprobadas a nivel molecular por Moreno et
al. (2009). En el trabajo de estos tltimos, se demostré
la habilidad de T. koningiopsis para promover el
crecimiento vegetal. Mediante la metodologia de

microarreglos de tomate TOM1, se demostré que T.
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Fotos: Alba Marina Cotes

Figura 2.17. Efecto promotor de crecimiento vegetal por T. koningiopsis Th003 en tomate. a. Semillas pregerminadas

en ausencia del biocontrolador en semillero; b. Semillas pregerminadas en presencia del biocontrolador en semillero;
c. Plintulas provenientes de semillas pregerminadas en ausencia del biocontrolador; d. Plintulas provenientes de
semillas pregerminadas en presencia de T. koningiopsis Th003.
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Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

derma koningiopsijs Thoo3

Tricho

Competencia por
espacio y nutrientes
Colonizacion de Induccidn de proteinas
semillas y rizosfera relacionadas con la patogénesis
Endo B 1,3-glucanasay
endoquitinasas

Micoparasitismo
Actividad celulasa
Exo 3 -1, 3-glucanasa
y exoquitinasas

Resistencia
sistémica inducida
Activacién de las
rutas del acido
jasmonico (JA)y
del etileno

[ Promocién de crecimiento ]

Figura 2.18. Modos de accién de Trichoderma koningiopsis Th003 definidos para la interaccidn frijol-Pythium splendens.
La expresién génica mencionada en el esquema fue demostrada en la interaccion T. koningiopsis-tomate-E oxysporum.

Fuente: Elaboracién propia
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koningiopsis afect6 los niveles de mRNA de 45 genes:
41 en raices y 4 en hojas; aqui resulta de particular
interés la induccién de genes involucrados en las rutas
del 4cido jasménico y del etileno. La expresién de los
genes seleccionados fue validada utilizando pcr en
tiempo real, lo cual evidenciala correlacién entre los dos
métodos (Moreno et al., 2009). Todos los mecanismos
definidos para Th003 se resumen en la figura 2.18.

El bioplaguicida Tricotec®, formulado a base del
hongo biocontrolador Trichoderma koningiopsis (cepa
Th003), se registr6 en Colombia en el afio 2015
para el control de las enfermedades de volcamiento o
adelgazamiento del cuello de las plantas (R. solani),
marchitamiento vascular (F oxysporum) y moho
blanco (S. sclerotiorum), conocidas a nivel mundial por
el severo impacto negativo que generan en los cultivos
(figura 2.19). Tricotec® WP es una alternativa de
control de estas enfermedades en los cultivos manejados
convencionalmente y actia como complemento de
otros métodos. Es ideal para implementarse en cultivos
orgdnicos y en esquemas de manejo integrado de las

enfermedades del suelo mencionadas. Tricotec® WP

también promueve el crecimiento de las plantas y logra
reducir hasta cinco dias el periodo de las plantulas en
semillero, lo cual representa un costo de oportunidad

para los plantuladores.

Pruebas in vivo mostraron que cuando los conidios del
principio activo de Tricotec® permanecen en contacto
con plaguicidas en la superficie de las plantas, este
biocontrolador es medianamente compatible con los
fungicidas Carbendazim (63-500 ppm), Benomil (88-
350 ppm), Difenoconazol (31-125 ppm), Oxicloruro
de cobre (3.150-12.600 ppm), Clorotalonil (180-720
ppm), Metil-tiofanato (175-700 ppm) y Aztfre (360-
2.520 ppm); compatible con los fungicidas Validacin
(45 ppm), Tebuconazol (187 ppm) e Hidréxido
cuprico (860 ppm); compatible con los insecticidas
Lamda-cihalotrina (1 ppm), Imidacloprid (70 ppm),
Avermectina (5 ppm) y Thiametoxam (141 ppm);
y compatible con los fertilizantes liquidos Engru-S,
Basfoliar, Nutrimins, Fertigro y Power-plex (Garcia
et al, 2010). En efecto, un esquema adecuado de
rotaciones de estos productos con Th003 se podria

considerar.

Limitantes del control biolégico de fitopatégenos del suelo

La eficacia del control bioldgico sigue siendo baja,
ya que en muchos casos no supera el 50 %, y para el
mercado resultan de interés solo aquellos productos
con un 60 % de eficacia, para bioplaguicidas, y un 85 %,
para fungicidas de sintesis quimica. Sin embargo, si se
tiene en cuenta que aun con el control quimico hoy
en dia se tienen pérdidas de entre el 20% y el 40%
de los rendimientos de los cultivos por enfermedades
(Lazarovits et al., 2014), el control bioldgico es una
alternativa ideal para ser implementada contra un gran
nimero de patosistemas, aunque este debe reconocerse
y utilizarse como un componente de sistemas de
manejo integrado de enfermedades. Algunas empresas
productoras de flores de corte para exportacién en
Colombia realizan aplicaciones de bioplaguicidas
a base de Trichoderma spp. y de Bacillus spp. para
el control de patégenos del suelo, dentro de sus
rotaciones habituales de productos fitosanitarios. Para
estas empresas es importante contar con la eficacia
que ofrecen los bioplaguicidas con el fin de sumar los
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aportes de estos a la eficiencia de las demds alternativas
de control; pero también ha sido importante para
reducir la seleccién de poblaciones de fitopatégenos

resistentes a los fungicidas de sintesis.

En la mayoria de los casos no se conoce la ecologia
y las interacciones especificas entre biocontrolador-
hospedero-patégeno y ambiente; y dado que las
interacciones pueden llegar a ser especificas, todavia
hay un camino largo por recorrer. Se deben estudiar
las interacciones en cada patosistema y en diferentes
ambientes para conocer el rango de accién de los
agentes de control bioldgico, y asi generar indicaciones
de uso mds precisas, con el fin de disefiar estrategias
que favorezcan su establecimiento y la expresién de sus
modos de accién in situ.

Algunos aspectos que podrian generar una débil
actividad biocontroladora o escepticismo por el uso del
control bioldgico son la especificidad por el hospedero

que se presenta en algunos casos —tanto en hOHgOS

Controlan

Rhizoctonia
solani

Fusarium
oxysporum

Sclerotinia
sclerotiorum

Control bioldgico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Alto nimero de
especies hospedero J J

Baja eficacia
del control quimico J

Figura 2.19. Patégenos objetivos para los cuales se encuentra registrado Tricotec” hasta marzo de 2018.

como en bacterias—, el uso de cepas con un solo modo de
accién, la susceptibilidad a las condiciones ambientales
(temperatura, pH, humedad y nutrientes) —tanto en
el proceso de formulacién como en sitio blanco—, los
mecanismos de defensa delos fitopatégenos ante el ataque
de los agentes de control bioldgico y la incompatibilidad
con agroquimicos aplicados al suelo. No obstante,

las empresas que manufacturan bioplaguicidas estin

llamadas a desarrollar formulaciones de alta calidad. Esto
signiﬁca, entre otras caracteristicas, que cuenten con un
principio activo altamente eficaz; que el producto tenga
larga vida util; que sea estable en sus propiedades fisicas,
fisicoquimicas y bioldgicas; que tenga alta pureza; que
sea facil de aplicar; y que sea compatible con las demds
alternativas de control de enfermedades y pricticas

agrondémicas.
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Consideraciones finales y perspectivas

Un agente de control bioldgico ideal deberia tener actividad contra un amplio rango de
fitopatégenos, en distintas condiciones ambientales y durante el tiempo en el cual los
fitopatdgenos tienen potencial para causar enfermedad. El agente de control biolégico

necesita, por tanto, tener caracteristicas potenciales como las siguientes:

e Los modos de accidén que el agente de biocontrol utilice contra un fitopatégeno blanco
deben efectuarse lo suficientemente répido para evitar que el patdgeno cause dafios en

la raiz.

o Debe presentar resistencia inducida (un modo de actividad biocontroladora interesante

contra varios fitopatdgenos).

o El ripido aprovechamiento de los nutrientes de la raiz por parte del biocontrolador
deberia afectar a los patégenos que requieran nutrientes de la rizosfera para causar
infeccidn o a los patdgenos para los cuales la nutricién constituye un factor limitante

para su crecimiento.

e Una vez seleccionado un agente de control bioldgico eficiente, el estudio de los
mecanismos empleados por esta cepa microbiana es esencial no solo para ayudar a
entender el fendmeno, sino para poderlo aplicar a la produccién, a la formulacién
del biocontrolador y al manejo de las enfermedades en campo. Este conocimiento
ayudaria a comprender las limitaciones del AcB y a plantear estrategias para favorecer
su establecimiento y la expresién de sus rasgos de biocontrol de forma eficiente.
Las tecnologias implementadas para optimizar el proceso de produccién de un
bioplaguicida (produccién masiva, formulacién y almacenamiento) no resultardn en
vano si los mecanismos de accién del agente de control bioldgico logran potencializarse

en condiciones de su aplicacién prictica.

e Como las condiciones fisicas tienden a cambiar durante el dia y durante el periodo de
susceptibilidad a la enfermedad, el acs ideal deberia poseer condiciones de tolerancia
a los cambios de temperatura, niveles de humedad, niveles de sequia y la presencia de

varios tipos de iones y quimicos.

e Un AcB necesita sobrevivir a condiciones adversas cuando su periodo de actividad
es largo. Por ejemplo, necesita estar activo durante los periodos de sobrevivencia y
actividad de un fitopatdgeno, asi como en los periodos de susceptibilidad de los tejidos

vegetales.
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e Un acB también puede tener antagonistas en el suelo, entre los miembros de la
microflora nativa. Por esto, un Acs ideal también necesita ser resistente a la actividad
antagdnica de estos microorganismos en el suelo, incluyendo las respuestas de defensa

de los fitopatégenos a su ataque.

e La formulacién de un agente de biocontrol en un producto comercial puede ayudar a
hacer mis larga la vida atil de este y a favorecer su actividad durante mucho tiempo en

condiciones ambientales variables.

e Para que el desarrollo comercial de un agente de biocontrol sea atractivo para una
empresa, el tamafo del mercado y el precio del bioproducto deben ser razonables para

obtener beneficios econémicos.

Finalmente, se debe tener presente que el encadenamiento entre las instituciones de
investigacidn y desarrollo de tecnologia con las companias que escalan la produccién de los
bioproductos y los distribuidores hasta llegar a los agricultores es clave para manejar los
mismos conceptos técnicos. Se debe entender que los bioproductos contienen organismos
vivos, que su eficacia estd sujeta a su actividad bioldgica, que son totalmente diferentes
de los plaguicidas de sintesis quimica y que constituyen una herramienta de control

fitosanitario.
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