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RESUMEN

En los udltimos afios, el control bioldgico de enfermedades en la agricultura ha adquirido
gran importancia ante los problemas fitosanitarios ocurridos por el uso indiscriminado de
plaguicidas quimicos, lo cual ha ocasionado severos problemas de contaminacion al medio
ambiente y ha generado la resistencia de plagas, asi como la presencia de nuevas especies de
microorganismos fitopatdégenos con mayor virulencia.

El control bioldgico ofrece un enfoque alternativo para el control de enfermedades en
plantas de citricos, porque no so6lo no dejan residuos quimicos prohibidos por la mayoria
de mercados internacionales, sino que ayudan a eliminar patdgenos que muchas veces no
pueden ser controlados por quimicos.

La mayoria de los agentes biocontroladores son mas dificiles de manejar y de aplicar que los
antimicrobianos quimicos comunes, en especial cuando es necesaria la conjuncion de varios
factores para que sean eficaces o ecologicamente competentes. Sin embargo, la complejidad
del modo de accion de muchos agentes biocontroladores representa una ventaja sobre
los productos quimicos, puesto que el patéogeno tendra mayor dificultad para desarrollar
resistencia hacia ellos.

A pesar de la importancia de los cultivos de citricos en la economia de Colombia, no se han
realizado suficientes estudios al respecto. Por lo tanto, se considera importante enfocarse en
investigar mas el control de fitopatdogenos en postcosecha de citricos porque es una manera
de contribuir a la disminucién de las pérdidas y obtencion de un producto inocuo, como lo
exigen las NTC 4087 y 1264, que establecen los requisitos minimos de calidad de un fruto
libre de enfermedades.
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Microorganisms as biocontrollers of
phytopathogens in post harvest of citrus

ABSTRACT

In recent years, the biological control of diseases in the agriculture has acquired great
importance against the phytosanitary problems caused by the indiscriminate use of chemical
pesticides, which has resulted in severe pollution problems to the environment and has
generated resistance in pests, as well as the presence of new species of phytopathogenic
microorganisms with a greater virulence.

Biological control offers us an alternative approach for disease control in citrus plants
because not only do they not leave chemical residues banned by most international markets,
they help eliminate pathogens that often cannot be controlled by chemicals.

Most biological control agents are more difficult to handle and apply than common chemical
antimicrobials, especially when the combination of several factors is required to be effective
or ecologically competent. However, the complexity of the modes of action of many
biological control agents represents an advantage over chemicals agents since the pathogen
will have greater difficulty in developing resistance to them.

Despite the importance of citrus crops in the Colombian economy, there have not been
enough studies on this regard. Thus it is considered important to focus on researching more
about the control of postharvest phytopathogens in citrus, because it is a way to contribute to
the reduction of losses and obtaining a harmless product, as required by NTC 4087 and 1264,
which establish the minimum quality requirements of a disease-free fruit.

Keywords: biocontrol, fungi, bacteria, yeast.
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INTRODUCCION

Durante el tiempo que transcurre entre la
cosecha de frutas y hortalizas y su consumo,
puede producirse pérdidade sucalidad debido
a cambios fisicos, quimicos, enzimaticos o
microbioldgicos'. En Colombia, las pérdidas
en el periodo de postcosecha de los citricos
son elevadas’.

Los tratamientos mas comunes para el
control de estas enfermedades son los
fungicidas sintéticos; sin embargo, la
aplicacién masiva y continuada durante afios
de materias activas similares genera graves
preocupaciones a los consumidores®.

Ademas de la aparicion de cepas resistentes
a fungicidas, las actuales exigencias de
alimentosinocuosimpulsanelusode medidas
de control alternativas con sustancias no
contaminantes y de rapida biodegradacion,
como el uso de antagonistas microbianos*
(bacterias, levaduras y hongos), los cuales
tienen la capacidad de ejercer un efecto de
control biologico sobre diferentes patdgenos
de interés y se han empleado para controlar
diversas enfermedades en frutos y vegetales.
En los tultimos afios, el control bioldgico
ha sido objeto de estudio y ha demostrado
ser efectivo en el control de enfermedades
postcosecha; la superficie del fruto
(fructoplano) y las superficies de las hojas
son los mejores lugares para el aislamiento
de microorganismos antagonistas’.

Para seleccionar a los microorganismos
antagonistas, se deben considerar las
siguientes caracteristicas generales:
capacidad para colonizar rapidamente la
superficie de los frutos y de persistir en ellas
de manera efectiva; adquirir los nutrientes
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con mayor eficiencia que el patogeno, y
capacidad de sobrevivencia bajo diferentes
condiciones ambientales. Por otra parte,
se deben considerar otras caracteristicas
especificas del microorganismo antagonista,
siendo las mas importantes su estabilidad
genética, efectividad abajas concentraciones,
no exigente en requerimientos nutricionales,
capacidad de sobrevivir a las condiciones
adversas del medio ambiente, y efectividad
para un amplio rango de microorganismos
patogenos en una variedad de frutos®.

El objetivo de esta revision es describir
los microorganismos controladores de
fitopatogenos en postcosecha de citricos.

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En Colombia se estima que las pérdidas
en la postcosecha de citricos oscilan entre
el 12% y 25% del total de la produccion,
donde la manipulacion y las condiciones de
almacenamiento no son las mas adecuadas y
se dispone de muy baja tecnologia (citricos
asofrucol). A esto se le adiciona el hecho
de que existen plagas y enfermedades de
importancia econdmica que han limitado
la produccién y el acceso a mercados
especializados de los productos fruticolas
frescos®.

Las infecciones que se producen a través
de heridas superficiales infligidas durante
la cosecha y posterior manipulacion son
causados, principalmente, por hongos
patdgenos tales como Penicillium digitatum
(moho verde), P. italicum (moho azul) y
Geotrichum citriaurantii (Tabla 1), los cuales
representan la mayor parte de la decadencia
delos citricos en todo el mundo. La pudricion
acida causada por Geotrichum citriaurantii
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es la enfermedad de postcosecha de mas
rapida propagacion y puede ser desastroso
en frutos almacenados a temperaturas
superiores a 10°C. La pudricién acida es
mas prevalente en el limon’.

Los tratamientos mas comunes para el
control de estas enfermedades son los
fungicidas sintéticos; sin embargo, la
aplicacién masiva y continuada durante afios
de materias activas similares (tiabendazol,
imazalil, entre otros.) ha generado graves
preocupaciones en los consumidores®. La
aparicion de cepas resistentes a fungicidas y
las actuales exigencias de alimentos inocuos,
impulsan el uso de medidas de control
alternativas con sustancias no contaminantes
y de rapida biodegradacion, como el uso de
antagonistas microbianos’.

La preocupacion por sus posibles efectos
nocivos en fruta adquiere especial
importancia si tenemos en cuenta que la
fruta suele ser consumida en fresco, y la
proximidad temporal entre la aplicacion de
los tratamientos y su consumo'’. Debido
al grave problema que representan los
residuos de productos quimicos para la salud
humana, los diferentes estados, en especial
los més desarrollados, han establecido una
serie de limites maximos de residuos (LMR)
bastante restrictivos, en muchos casos por
debajo de los recomendados por el Codex
Alimentarius.

FUNGICIDAS EN LOS CITRICOS

Su modo de accion puede ser protectante, si
inhiben germinacion de esporas, crecimiento
de micelio, formacién de apresorios
y haustorios, o sistematico, si inhibe
simultaneamente varias de estas funciones'.

II_Z.

La mayoria de los fungicidas protectantes
son de accién multiple, lo cual impide el
desarrollo de resistencia a estos productos,
ya que es muy dificil que el patogeno
pueda bloquear todos los sitios de accion
del fungicida. Sin embargo, algunos de
los fungicidas protectantes son de accion
especifica y han generado resistencia. Su
selectividad se basa en su baja capacidad de
penetracion, ya que en el momento en que
llegasen a penetrar dentro del huésped serian
igualmente toxicos para la planta y para el
patogeno'.

Ademas, estos productos pueden contaminar
gravemente las aguas subterraneas a causa
de las lluvias que arrastran dicho producto
de las plantas hacia otros lugares y, por ende,
puede afectar negativamente la salud de los
animales que ingieran el agua'.

CONTROL BIOLOGICO DE
FITOPATOGENOS EN CITRICOS

El control bioldgico ofrece un enfoque
alternativo para el control de enfermedades
en plantas y frutas, aunque los fungicidas
sintéticos son los principales controladores
de las enfermedades en postcosecha'®. La
utilizacion de microorganismos antagonicos,
presentes de forma natural en la superficie del
fruto, se esta convirtiendo en una alternativa
viable en la proteccion de los frutos contra
las enfermedades de postcosecha. Diversos
microorganismos han demostrado su
eficacia en el control de P. digitatum y/o de
P italicum, P. expansum"’.

Para controlar las enfermedades de
postcosecha se puede estimular y manejar
antagonistas que ya existen sobre la
superficie del fruto, o se puede introducir
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artificialmente  antagonistas contra los
patogenos'®. Se ha demostrado que existen
antagonistas naturales en la filosfera y
rizosfera de plantas que pueden suprimir
el desarrollo de la enfermedad. También
se ha sugerido que ciertas poblaciones
microbianas existentes sobre la superficie
de plantas, pueden estar en realidad bajo el
control genético de la planta. Existen tres
factores por los que la introduccion artificial
de antagonistas puede constituir un area
productiva. Primero, una de las principales
razones del fracaso de los agentes de
biocontrol en el pasado ha sido laincapacidad
para controlar las condiciones ambientales.
Bajo las condiciones de almacenamiento de
los productos recolectados, las condiciones
ambientales estan controladas. Segundo,
a menudo es dificil dirigir los agentes de
biocontrol hacia los lugares efectivos. Los
productos recolectados no presentan este
problema ya que las areas de aplicacion de
los agentes de biocontrol son mas limitadas
de lo que puedan ser las plantas completas,
por lo que se hace mas facil dirigir tales
agentes. Tercero, el alto valor que tienen los
productos recolectados puede hacer que la
aplicacion con los agentes de biocontrol, sea
econdmicamente factible aunque su coste
sea superior a los procedimientos habituales.

Todo antagonista en potencia para ser
eficaz contra mohos de postcosecha ha de
tener la habilidad de colonizar y persistir
con comodidad a niveles efectivos, ser
compatible con otras practicas, procesos
y productos quimicos de postcosecha,
ser efectivo a bajas temperaturas, y en
algunos casos en condiciones de atmoésfera
controlada. Ademas, el organismo ha de ser
producible a gran escala utilizando productos
de bajo coste y conseguir una formulacion
adecuada®.
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BACTERIAS BIOCONTROLADORAS
DE FITOPATOGENOS EN CITRICOS

Burkholderia cepacia y Pseudomonas
cepacia. La inhibicion producida por B.
cepacia frente al patdgeno aumenta a medida
que transcurre el tiempo, acompaiiado de la
destruccion del micelio fingico.

Diversos autores han responsabilizado
de la inhibicién y destruccién del micelio
de hongos patégenos a la accion de uno o
varios antibidticos producidos por bacterias.
Estos autores detectaron antibioticos con
un amplio espectro antifingico producidos
por B. cepacia, como pirrolnitrina y
pioluteorina®.

Se demostré que cepas de las especies
B.  cepacia producen diferentes tipos
de sideroforos, los que podrian estar
involucrados en el antagonismo microbiano
y en la resistencia sistémica inducida (RSI)
en diferentes sistemas planta-patogeno?!.

En frutos de limén, Burkholderia cepacia
tiene la habilidad de disminuir el desarrollo
de Penicillium digitatum®, que se reduce a
medida que el fruto cambia de coloracion
verde a amarilla, pardmetro fisioldgico
que indica un avance en la maduracion®.
Burkholderia cepacia controla Penicillium
expansum'y Penicillium digitatum®.

Pseudomonas syringae. Este patdgeno
es capaz de persistir sobre semillas secas
y restos vegetales, activindose durante el
proceso de germinacion. También puede
sobrevivir en la superficie de las hojas o
penetrar en ellas a través estomas o heridas y
crecer activamente en el apoplasto, causando
enfermedad. P. syringae se transmite por
contacto directo entre plantas y a través del
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agua de lluvia o riego. El modo de accidon
de Pseudomonas syringae para el control
de mohos es principalmente a través de
la competencia por nutrientes y espacio,
aunque la produccion de syringomicina E
puede también jugar un rol en el proceso
de biocontrol. Esta bacteria, que afecta la
germinacion de conidios de la ceparesistente,
seria capaz de colonizar rapidamente las
heridas, inhibiendo el establecimiento del
patdgeno y reduciendo las tasas de infeccion
de la enfermedad”.

Pseudomonas syringae controla Penicillium
expansum 'y  Penicillium  digitatum®
Pantoea agglomerans. Han sido
satisfactorios en ensayos de efectividad
del formulado del antagonista Pantoea
agglomerans (CPA-2) soloy en combinacion
con soluciones de bicarbonatos y carbonatos
para el control de Penicillium digitatum
y Pitalicum en naranjas y mandarinas en
condiciones de 20°C y en condiciones de
refrigeracion (3°C). El antagonista, a la
concentracion de 2x10% UFC/ml, controla
a los patogenos Penicillium digitatum y P
italicum en naranjas®. Es de resaltar que
la concentracion de antagonista necesaria
para obtener un control satisfactorio es mas
baja que la recomendada para la aplicacion
comercial del Bio-save 1000 (producto ya
registrado para citricos y comercializado
en EEUU) y por consiguiente puede ser
considerado viable para este agente de
biocontrol para su uso comercial. El control
mejora hasta el 100% cuando se adiciona
bicarbonato sodico al 3 % en condiciones de
20°C y de refrigeracion a (3°C)*.

Pantoea agglomerans controla Penicillium

expansum, Botrytis cinerea y Alternaria
Spp-24
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HONGOS BIOCONTROLADORES DE
FITOPATOGENOS EN CITRICOS

Aureobasidium  pullulans. Reside en
diferentes ambientes como la superficie de
los frutos desde las primeras etapas de su
desarrollo hasta su madurez o en tejidos
y hojas lefiosas muestran una actividad
preventiva contra las enfermedades fungica
en el almacenamiento de frutas y en el campo
como se ha informado ampliamente sobre
manzana, sobre uvas de mesa y citricos?’.

La capacidad de A. pullulans para aumentar
las actividades de 3-1,3-glucanasa, quitinasa
y peroxidasa, ademas de su capacidad
conocida para competir contra el patogeno
por nutrientes y espacio, puede ser la base de
su actividad de biocontrol. La competencia
por los nutrientes resulta ser el principal
mecanismo al que se le atribuy6 este efecto.
Adicionalmente, también se dice que la
actividad extracelular de la exoquitinasa y
B-1,3-glucanasa se detectan en los principales
sitios de penetracion de los hongos
patdgenos, sugiriéndose que estas enzimas
podrian estar involucradas en la actividad
antagonista de este microorganismo®.

Aureobasidium pullulans controla
Penicillium expansum, Botrytis cinérea,
Aspergillus niger y Penicillium digitatum®'.

Trichoderma viride. FEste hongo se
destaca por ser el mas utilizado para el
biocontrol de patdgenos fungicos del suelo.
Han mostrado potencial de biocontrol
contra muchos patégenos incluyendo
enfermedades causadas por Sclerotinia
minor, Botryosphaeria berengeriana Spp.
Ademas, también han mostrado eficacia
contra las enfermedades de Rhizoctonia
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solani, Pythium aphanidermatium,
Fusarium oxysporum, Fusarium culminum,
Gaeumannomyces  graminis  var.Iritici,

Sclerotium rolfsii, Phytophthora cactorum,
Botrytis cinerea'y Alternaria spp.

Las especies del género Trichoderma
presentan diferentes modos o mecanismos
de accidn que le permiten el control de los
fitopatogenos. Entre estos mecanismos
se encuentran la competencia por el
sustrato,  micoparasitismo,  antibiosis,
desactivacion de enzimas del patégeno y
resistencia inducida. Mientras mayor sea
la probabilidad de que un aislamiento de
Trichoderma manifieste varios modos de
accion, mas eficiente y duradero sera el
control sobre el patogeno, aspectos que no
poseen los plaguicidas quimicos®>. En la
accion biocontroladora de Trichoderma
viride se han descrito diferentes mecanismos
de accion que regulan el desarrollo de los
hongos fitopatdgenos dianas. Entre estos, los
principales son la competencia por espacio y
nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis,
los que tienen una accion directa frente al
hongo fitopatdgenos, Estos mecanismos
se ven favorecidos por la habilidad de los
aislamientos de Trichoderma para colonizar
la rizosfera de las plantas. Otros autores han
sugerido distintos mecanismos responsables
de su actividad biocontroladora, que
incluyen, ademas la secrecion de enzimas
y la produccion de compuestos inhibidores.
Ademds se conoce que Trichoderma
presenta otros mecanismos, cuya accion
biorreguladora es de forma indirecta®.

Trichoderma viride controla a Penicillium
spp y Botrytis cinerea’.

Ii

LEVADURAS BIOCONTROLADORAS
DE FITOPATOGENOS EN CITRICOS

Candida saitoana. Su mecanismo de accion
es la competencia por espacio. En la mayoria
de los reportes sobre control bioldgico se ha
demostrado la relacion entre la efectividad
del antagonista aplicado y la concentracion
de éste. Pichia guilliermondii, Debaromyces
hanseii, Cryptococcus laurentii, y Candida
spp producen la formacién de una red de
células que cubren las células dafiadas del
hospedero, funcionando como una capa
protectora®.

La combinacion de Candida saitoana
con 0,2% de 2-desoxi-D-glucosa puede
controlar la caries del limon y naranja.
Cuando se aplica a las heridas de la fruta
antes de la inoculacién, la combinacién de
C. saitoana con 0,2% de 2-desoxi-D-glucosa
es mas eficaz para controlar la pudricion
de manzana, naranja y limén causada por
Botrytis  cinerea, Penicillium expansum
y P digitatum que Ya sea C. saitoana o
la aplicacion de una solucion al 0,2% de
2-desoxi-D-glucosa sola. El aumento de la
concentracion de 2-desoxi-D-glucosa de
0,2 a 0,5% no mejora significativamente
el control. La combinaciéon de C. saifoana
con 0,2% de 2-desoxi-D-glucosa es eficaz
contra las infecciones establecidas hasta 24
h antes del tratamiento. Cuando se aplica
dentro de las 24 h después de la inoculacion,
la combinacion de C. saitoana con 0,2%
de 2-desoxi-D-glucosa es muy eficaz para
controlar el moho azul y el moho verde
de naranja y limén. El nivel de control del
moho verde fue equivalente al tratamiento
con imazalil*.
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Candida saitoana controla Penicillium
expansum Botrytis cinérea, y Penicillium
digitatum®".

Pichia guilliermondii. 1.a competencia por
nutrientes y espacio, son los principales
componentes en el modo de accion de
las levaduras antagonistas. En citricos el
control potencial de la levadura Pichia
guilliermondii en el sitio de infeccion se
revierte mediante la adiciéon de nutrientes
exogenos?.

En un estudio realizado a P. guilliermondii
estd compite por el material nutricional
y el espacio vital, y no parece secretar
antibioticos. Los autores concluyeron que la
competencia por los nutrientes y el espacio
parece ser el modo putativo de accion de esta
cepa. Reportaron un resultado contradictorio
al hipotetizar la participacion de enzimas
degradantes de la pared celular tales como
b-1, 3-glucanasa en la actividad de biocontrol
de P. guilliermondii y P. anomala®.

Cryptococcus laurentii. C. laurentii es
seleccionado como un antagonista debido
a su rapida propagacion en las heridas de
la fruta y Competitividad con patégenos
para la nutricion y el espacio Los estudios
anteriores informaron que C. laurentii, por
tratamiento podria reducir la incidencia de
moho verde y el moho azul de naranjas.
La eficacia de C. laurentii se asocid con la
capacidad colonizar rapidamente en sitios de
heridas™®.

C. laurentii fue seleccionado como
antagonista biologico debido a su rapida
propagacion en heridas de frutas y
competitividad con patogenos para la
nutricion y el espacio. Estudios anteriores
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informaron que C. laurentii como un
tratamiento independiente podria reducir la
incidencia de moho verde y el molde azul de
naranjas. La eficacia de C. laurentii se asocio
con la capacidad de colonizar rapidamente
en sitios de heridas. En este estudio, la
poblacion de C. laurentii se incrementd
considerablemente por combinaciéon con
MeJA, y nuestros resultados indicaron que
la mejora de la resistencia a la enfermedad
se asocié positivamente con la rapida
propagacion de C. laurentii*®.

Cryptococcus laurentii controla Penicillium
spp. y Botrytis cinerea®.

CONCLUSIONES

En los dltimos afios el control bioldgico
de plagas y enfermedades en la agricultura
ha adquirido gran importancia frente a
los problemas fitosanitarios ocurridos
por el uso indiscriminado de plaguicidas
quimicos en la agricultura, lo cual ha traido
como consecuencia severos problemas
de contaminacion al medio ambiente y
ha generado la resistencia de plagas y
enfermedades, asi como la presencia de
nuevas especies de microorganismos
fitopatogenos con un grado de afectacion
mas virulento®’.

El control bioldgico nos ofrece un enfoque
alternativo para el control de enfermedades
en plantas y frutas®®. Porque ademas de no
dejar residuos prohibidos por la mayoria
de los mercados de destino de nuestras
exportaciones, los biocontroladores pueden
ayudar a eliminar patégenos que muchas
veces no pueden ser controlados por
quimicos®.
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La mayoria de los agentes de control
biologico. Son, regularmente, mas dificiles
de manejar y aplicar que los antimicrobianos
quimicos comunes, especialmente cuando
es necesaria la conjuncion de varios factores
para que sean eficaces o ecoldgicamente
competentes. Sin embargo, la complejidad
de los modos de accion de muchos agentes
de control biologico representa una ventaja
sobre los productos quimicos, pues el
patégeno tendra mayor dificultad para
desarrollar resistencia hacia ellos®.

En Colombia, no se han realizado estudios
suficientes al respecto, por lo que decidimos
enfocarnos en post-cosecha de citricos
porque es una manera de contribuir a
la economia del pais para disminuir las
perdidas y obtener un producto inocuo
gracias a la accion de estos microorganismos
biocontroladores.
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Anexo 1.

Tabla 1. Patégeno con su porcentaje de perdida en poscosecha de citricos

Patogeno Porcentaje de pérdida.
Penicillium digitatum 55-80%
Penicillium italicum 2-30%
Geotrichum citriaurantii 2-3%

Fuente: Salvador, A. Navarro, P. Martinez, J. Tecnologia poscosecha de citricos. 2007.
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