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RESUMEN

La produccidon de limones (Citrus limon L.) frescos o secos en Chile es de gran importancia
econdmica. Desde la cosecha del fruto hasta su consumo, pasa un tiempo considerable, en el cual,
el fruto contaminado de manera natural comienza un proceso de deterioro causado principalmente
por microorganismos patéogenos como Geotrichum citri-aurantii, Penicillium digitatum, Penicillium
italicum, y Phyllosticta citricarpa. El objetivo de este estudio fue realizar una revision de las
investigaciones recientes relacionadas con el uso de microorganismos o sus derivados para el
control de patégenos. Los resultados indican que se puede inhibir el desarrollo biolégico de
patogenos en limon mediante el uso de microorganismos beneficiosos o antagonicos, como Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans, Pseudomonas
syringae, Candida membranifaciens, Candida utilis, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces
hansenii, Kloeckera apiculata, Metschnikowia spp., Pichia guilliermondii, Pichia membranifaciens,
Rhodosporidium paludigenum, Saccharomyces cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Nodulisporium
spp., y Trichoderma spp. Finalmente, se puede concluir que el biocontrol es una técnica prometedora
para disminuir pérdidas en la post-cosecha de limones.

Palabras clave: limon, citricos, antagonista, biocontrol, patdgenos post-cosecha.
ABSTRACT

The production of fresh or dried lemons (Citrus limon L.) in Chile is of great economic importance.
There is a long period of time from harvest to consumption in which naturally contaminated fruit
starts to decay due to the action of pathogenic microorganisms, such as Geotrichum citri-aurantii,
Penicillium digitatum, Penicillium italicum, and Phyllosticta citricarpa. The aim of this study was
to review recent papers related to the use of microorganisms or their derivatives for the control of
pathogens. The results indicate that it is possible to inhibit the biological development of pathogens
in lemon by the use of beneficial or antagonistic microorganisms, such as Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans, Pseudomonas syringae, Candida
membranifaciens, Candida utilis, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces hansenii, Kloeckera apiculata,
Metschnikowia spp., Pichia guilliermondii, Pichia membranifaciens, Rhodosporidium paludigenum,
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Saccharomyces cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Nodulisporium spp., and Trichoderma spp.
Finally, it can be concluded that biocontrol is a promising technique to reduce postharvest losses in

lemons.

Key words: lemon, citrus, antagonist, biocontrol, postharvest pathogens.

INTRODUCCION

Los limones son consumidos en todo el mundo
por su sabor fresco, su jugo y su contenido de vi-
tamina C. Desde la cosecha hasta la mesa del con-
sumidor, los limones frescos pasan una cantidad
considerable de tiempo en transporte y almacena-
miento. Durante estas etapas, los trastornos fisio-
logicos y las patologias son las principales causas
de pérdida de calidad de los frutos. Pretratamien-
tos durante el almacenamiento, como los tipold-
gicos bidticos o abiodticos, pueden emplearse para
inhibir enfermedades y extender la vida util (Yun
et al., 2013). Las enfermedades se han controlado
principalmente mediante la aplicacion de fungici-
das sintéticos, y otros tratamientos abidticos, los
cuales han contribuido a disminuir las pérdidas
por danos de fitopatdgenos. Sin embargo, los pro-
blemas relacionados con el desarrollo de resisten-
cia de patdgenos a muchos fungicidas especificos
del sitio, los efectos potencialmente nocivos sobre
la seguridad humana y la proteccion del medio
ambiente, han estimulado la investigacion de mé-
todos alternativos para el control de enfermeda-
des (Zhou et al., 2014a). Es asi como se ha estable-
cido la tendencia a utilizar tratamientos bidticos,
ya que generalmente son efectivos y no generan
residuos sintéticos. El uso de microorganismos
antagonistas ha sido efectivo para controlar las
enfermedades post-cosecha, con dos enfoques
importantes, que consisten en la estimulaciéon y
el manejo de los antagonistas presentes sobre la
superficie del fruto, y en la introduccién artificial
de antagonistas contra los patdgenos (Hernan-
dez-Lauzardo et al., 2007). La superficie del fruto
parece ser el mejor lugar para el aislamiento de
microorganismos antagonistas, los cuales pueden
suprimir el desarrollo de la enfermedad en el fru-
to.

El presente estudio tiene como objetivo rea-
lizar una revision de las investigaciones recien-
tes relacionadas con el uso de microorganismos
beneficiosos o sus derivados para el control de
microorganismos patdgenos causantes de enfer-
medades en la post-cosecha del limén como fruto
fresco. Aunque también se consideraron estudios
realizados en otros citricos, ya que, muchas de
las enfermedades y microorganismos patégenos
post-cosecha son similares dentro de este grupo.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd una revision bibliografica en las
bases de datos Web of Science, ScienceDirect,
Scopus, EbscoHost y SpringerLink, de articulos
publicados principalmente entre los afios 2007 y
2018, con la excepcién de algunas publicaciones
anteriores que son de importancia en el tema. Se
us6 Google Académico para contribuir a la obten-
cién de informacion desde estas bases de datos.
Ademas se uso6 informacion desde el sitio web de
la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODE-
PA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Importancia del limén en Chile

Segtn datos del catastro de ODEPA, en el afio
2015 la superficie comercial de la especie limone-
ro fue de aproximadamente 5.516 ha, ubicadas
principalmente en las regiones Metropolitana,
Coquimbo, Valparaiso y O’Higgins. En el afio
2016 la superficie fue de aproximadamente 5.313
ha, ubicadas en las regiones anteriormente men-
cionadas (ODEPA, 2017).

La exportacion de limones (Citrus limon L.),
frescos o secos, en el ano 2015 fue a 18 paises,
con alrededor de 62.800 toneladas. Dentro de
los principales paises de destino se encuentran
Estados Unidos, Japén, Holanda, Corea del Sur,
Espafia, Reino Unido e Italia. En 2016 las expor-
taciones fueron a mas de 20 paises, con alrededor
de 75.600 toneladas, siendo nuevamente Estados
Unidos, Japén y Holanda los principales desti-
nos, seguido por Espana, Reino Unido, Corea del
Sur, Italia y Argentina, entre otros, segin el regis-
tro de exportaciones anuales de ODEPA (ODEPA,
2017).

La importacién de limones ya sea frescos o se-
cos en el afio 2015 fue de alrededor de 4.372 tone-
ladas, desde paises como Pert1 y Estados Unidos,
principalmente. En el afio 2016 se importaron
1.504 toneladas, traidas principalmente desde Es-
tados Unidos y Perti, segtn el boletin de importa-
ciones anuales de ODEPA (ODEPA, 2017).

El consumo interno de limones frescos en el
ano 2017 fue alrededor de 95.100 toneladas, consi-
derando la fruta arribada en el mercado mayoris-
ta del pais, con un precio promedio nominal con
IVA de $1.250 por kg (ODEPA, 2018).



Soto et al. Microorganismos antagonistas de patdgenos en post-cosecha de limones (Citrus limon) 175

Los estandares de calidad de los citricos para
el consumo fresco se basan principalmente en la
ausencia de heridas y/o pudriciones (Blasco et al.,
2016). Es conocido que las enfermedades post-co-
secha causan pérdidas considerables a las frutas
y hortalizas. En los paises desarrollados se estima
que alrededor del 20-25% de las frutas y horta-
lizas cosechadas se descomponen por patogenos
durante el manejo post-cosecha. En los paises en
desarrollo, las pérdidas post-cosecha a menudo
son mas graves debido a instalaciones de alma-
cenamiento y transporte inadecuados (Sharma et
al., 2009). Las enfermedades en los limones son
causadas principalmente por microorganismos
patdgenos de post-cosecha en los frutos.

Microorganismos patégenos de importancia en
post-cosecha de limones

Los principales patdgenos de los citricos post
cosecha son Penicillium digitatum y Penicillium
italicum, agentes causales del moho verde y azul,
respectivamente (Zhou et al., 2014a). El moho
verde (P. digitatum) es la enfermedad post-cose-
cha mas importante de los limones (Kinay et al.,
2007), siendo causante del 90% de la pérdida de
fruta (Macarisin et al., 2007). Ambos patdgenos,
P. digitatum y P. italicum, son necrotrofios que re-
quieren heridas para ingresar al fruto a través del
flavedo (Ballester et al., 2010). El patdgeno P. digi-
tatum tiene un ciclo de enfermedad corto, de tres
a cinco dias a 25°C, mientras que el ciclo de P. ita-
licum se extiende de siete a diez dias a 20°C (As-
karne et al., 2012). Cada cabeza conidial es capaz
de producir hasta 2 billones de conidios y pueden
ser propagados por el aire (Sukorini et al., 2013).

Por otra parte, Phyllosticta citricarpa (teleomor-
fo: Guignardia citricarpa), un hongo ascomiceto, es
el agente causal de las manchas negras de limo-
nes, que infecta a casi todas las especies econo-
micamente importantes, causando graves pérdi-
das econémicas en la produccion de Africa, Asia,
Australia y América del Sur (Wang et al., 2012;
Toffano et al., 2017). P. citricarpa infecta las frutas
en el campo y puede permanecer en estado inacti-
vo; sin embargo, los frutos asintomaticos pueden
desarrollar manchas extensas en la corteza des-
pués de la cosecha, muchos meses después de la
infeccion. Aunque la enfermedad no causa decai-
miento interno, las frutas se danan estéticamente
para el mercado fresco, y bajo alta intensidad de
la enfermedad el rendimiento del cultivo dismi-
nuye sustancialmente debido a la caida prematu-
ra de la fruta (Guarnaccia et al., 2017). Ademas, P.
citricarpa es considerado un patoégeno de cuaren-
tena Al por la Union Europea, reduciendo consi-
derablemente o haciendo inviable la exportacion
de citricos de las zonas productoras donde esta
presente la mancha negra (Toffano et al., 2017).

Ademas, en todo el mundo la pudricién causa-
da por Geotrichum citri-aurantii ha sido reportada
como una importante enfermedad post-cosecha
de citricos (Regnier et al., 2014). Aunque es menos
comun que el moho verde y el moho azul, puede
causar pérdidas significativas durante los perio-
dos de alta precipitacion (Hao et al., 2011). Smila-
nick et al. (2008) reportaron que ningun fungicida
registrado en California, EE.UU., controlaba esta
pudricién adecuadamente.

Biocontrol, una solucién probable

La tendencia mundial esta cambiando hacia la
reduccion del uso de fungicidas en los alimentos,
y existe gran interés publico y cientifico de buscar
alternativas mas seguras y ecologicas para redu-
cir la pérdida post-cosecha de las frutas (Mari et
al. 2007; Stegmayer et al., 2013).

De varios enfoques bioldgicos, el uso de mi-
croorganismos antagonicos esta aumentando en
todo el mundo (Marin et al., 2017). Varias enfer-
medades post-cosecha pueden ahora ser contro-
ladas por antagonistas microbianos (Sharma et
al., 2009). Los antagonistas microbianos se apli-
can antes o después de la cosecha, siendo mas
eficaz la aplicacion post-cosecha. El control de las
enfermedades en post-cosecha de frutas y horta-
lizas con microorganismos antagonistas contra
patogenos se obtiene bajo dos enfoques basicos:
mediante el uso de microorganismos que estan
presentes naturalmente en la superficie de frutas
y verduras, o bien, introduciendo microorganis-
mos artificialmente. Este ultimo enfoque es mas
eficaz en el control de enfermedades post-cosecha
que otros medios de control biologico (Sharma et
al., 2009).

Modo de accién de microorganismos
beneficiosos

El mecanismo o los mecanismos por los cuales
los microorganismos beneficiosos ejercen su ac-
cion sobre los agentes fitopatdgenos todavia no se
entienden completamente (Katan, 2017; O’Brien,
2017). Se han sugerido varios modos de accion
para explicar la actividad de biocontrol de los
antagonistas microbianos. La competencia por
nutrientes y espacio entre el patdgeno y el anta-
gonista se considera como uno de los principales
modos de accion mediante los cuales los agentes
microbianos controlan los patogenos que causan
la descomposicion post-cosecha de fruta (Marin
et al., 2017). Ademas, la resistencia inducida, el
parasitismo directo, la adhesion a patogenos y la
produccién de metabolitos secundarios (antibio-
sis), son otros modos de accion de los antagonis-
tas microbianos a través de los cuales se suprime
la actividad de los patégenos post-cosecha en ci-
tricos (Sharma et al., 2009). Cada microorganismo
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antagonista ejerce inhibicion o control de diferen-
te modo, por ejemplo Bacillus subtilis, Pseudomo-
nas syringae, y Trichoderma spp., producen anti-
bidticos, mientras que Debaryomyces hansenii esta
asociada a la competencia nutricional y la induc-
cion de resistencia del huésped. Segin Zhou et al.
(2014b), la técnica de inducir la resistencia coin-
cide con la activacién de un sistema de defensa
bioquimica, que incluye fenilalanina amonio-lia-
sa (PAL), peroxidasa (POD), polifenoloxidasa
(PPO), quitinasa (CHI) y 3-1,3-glucanasa, para la
resistencia a enfermedades en plantas. PAL es la
primera enzima en la via fenilpropanoide y par-
ticipa en la biosintesis de compuestos fendlicos,
fitoalexinas y ligninas. POD tiene una funcion
primaria en las etapas finales de la sintesis bio-
logica de lignina. PPO oxida compuestos fendli-
cos a quininas altamente toxicas para patégenos
invasores. CHI y {3-1,3-glucanasa son enzimas ya
bastante caracterizadas que pueden hidrolizar la
quitina y (3-1,3-glucano que se encuentran en las
paredes celulares de hongos (Luo et al., 2012).

Algunos microorganismos beneficiosos para la
post-cosecha de citricos

Bacillus spp. han sido reportados como inhibi-
dores del crecimiento de una serie de patogenos
vegetales a través de antagonismo, siendo consi-
derados como potenciales agentes de biocontrol,
debido a su alta capacidad de produccion de es-
poras, resistencia y capacidad para sobrevivir a
la desecacidn, calor, irradiacion ultravioleta (UV)
y disolventes organicos (Romero et al., 2007). Su
principal modo de accién es la competencia por
los nutrientes o el espacio, aunque no se puede
excluir la interaccion directa (Hong et al.,, 2014).
Cepas Ehrenberg Cohn de B. subtilis tienen tipi-
camente la capacidad de sobrevivir en superficies
de limones y algunas son antagonicas a patoge-
nos (Abraham et al.,, 2010). La cepa HF-01 de la
bacteria Bacillus amyloliquefaciens puede ser aisla-
da de las superficies de citricos, caracterizandose
por su actividad antifingica, y por el hecho de ser
un antagonista efectivo de los principales patd-
genos post-cosecha (Hao et al., 2011). Ademas, es
ventajoso y efectivo, ya que al ser un antagonista
nativo, la adaptabilidad del antagonista al sustra-
to natural es particularmente importante (Hao et
al., 2011). Del mismo modo, otras bacterias como
Pseudomonas spp., presentan actividad de biocon-
trol contra P. digitatum en limones y naranjas (Pa-
nebianco et al., 2015).

Pichia membranifaciens es una levadura de bio-
control muy conocida, que ha demostrado que
controla diversas enfermedades fingicas post-co-
secha de diferentes frutos (Luo et al., 2013). Ade-
mas de inducir las defensas del huésped, puede
suprimir al moho azul y verde de los citricos, por

adhesion a los patdgenos y a través de la compe-
tencia por los nutrientes, dependiendo del espacio
en las heridas de la fruta (Luo et al., 2012; Zhou et
al., 2016). Kloeckera apiculata, cepa 34-9, es una le-
vadura antagonista con actividad de control bio-
légico contra las enfermedades post-cosecha de
los citricos (Pu et al., 2014). La cepa CMAA-1112
de la levadura Candida membranifaciens reduce la
gravedad de enfermedad a través de la inducciéon
de resistencia en la fruta (Terao et al., 2017). Por
otra parte, los hongos Trichoderma spp. presentan
actividad de control bioldgico contra P. digitatum
(Panebianco et al., 2015).

Inhibicion del desarrollo de microorganismos
patogenos mediante microorganismos
beneficiosos

Antes de la tltima década, varios antagonistas
microbianos fueron identificados e introducidos
artificialmente en productos cosechados. En la Ta-
bla 1 se muestran ejemplos de un control eficaz de
la pudricion de los citricos por mohos, indicando
los microorganismos beneficiosos, también lla-
mados antagonistas, que fueron utilizados para
el control de enfermedades producidas por mi-
croorganismos. Los mecanismos de accion para
controlar la descomposicién en limones incluyen
antibiosis, lisis, competicién, micoparasitismo e
induccion de la resistencia.

A continuacién se describen los resultados
mads importantes de estudios recientes sobre el
uso de microorganismos beneficiosos para inhibir
el desarrollo biolégico de microorganismos pato-
genos en limones.

A partir de 205 cepas bacterianas de Bacillus
spp., aislados del suelo, se seleccionaron 23 cepas
para evaluar su actividad antagénica hacia P. di-
gitatum, consiguiendo que los sobrenadantes de
cultivo de nueve cepas causaron > 80% de inhibi-
cion del crecimiento de P. digitatum cuando se di-
luyeron en serie a 1:32. Los compuestos volatiles
producidos por estas cepas también causaron un
30-70% de inhibiciéon del crecimiento de hongos.
Por otra parte, un extracto de etanol obtenido a
partir de un sobrenadante libre de células de B.
subtilis 155 denominado metabolitos secundarios
(SMs) produjo el mejor efecto inhibidor sobre el
crecimiento de micelio y la germinaciéon de es-
poras del hongo, con valores de concentracion
efectiva media CE, de 77,26 y 82,10 ug L™, respec-
tivamente. Los compuestos inhibidores fueron
separados desde los SMs por cromatografia en
capa fina preparativa (Leelasuphakul et al., 2008).

Lai et al. (2012) identificaron la cepa bacteriana
SG-6 Paenibacillus polymyxa, aislada como end6fi-
ta del tejido de raiz de Sophora tonkinensis, obte-
niendo reducciones significativas del decaimien-
to post-cosecha de mandarina, originado por P.
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Tabla 1. Antagonistas microbianos para el control exitoso de las enfermedades post-cosecha de

citricos.

Table 1. Microbial antagonists for the successful control of postharvest citrus diseases.

Antagonista Enfermedad (patogeno) Fruta(s) Referencia(s)

Aureobasidium pullulans ~ Podredumbre (Penicillium spp.) Naranja Klein y Kupper, 2018

Bacillus subtilis Moho verde (Penicillium digitatum) Limoén Mohammadi et al., 2017

Candida oleophila Moho verde (Penicillium digitatum) ~ Limon, Lahlali et al., 2004;
Moho azul (Penicillium italicum) mandarina, Ballet et al., 2016
Podredumbre (Geotrichum candidum)  naranja

Debaryomyces hansenii Moho azul (Penicillium italicum) Limén Hernandez-Montiel et

al., 2010; 2012

Pantoea agglomerans Moho verde (Penicillium digitatum) Mandarina, Teixido et al., 2001;
Moho azul (Penicillium italicum) naranja Torres et al., 2007; 2014

Pichia anomala Moho verde (Penicillium digitatum) Mandarina, Lahlali et al., 2004;
Moho azul (Penicillium italicum) naranja Taqarort et al., 2008
Podredumbre (Geotrichum candidum)

Pichia guilliermondii Moho verde (Penicillium digitatum) ~ Naranja Sangwanich et al., 2013;
Moho azul (Penicillium italicum) Lahlali et al., 2014

Pseudomonas cepacia Moho verde (Penicillium digitatum) ~ Naranja Huang et al., 1993

Pseudomonas syringae Moho verde (Penicillium digitatum) Limon, Panebianco et al., 2015;2016

naranja
Trichoderma atroviride Moho verde (Penicillium digitatum) Limon, Panebianco et al., 2015
naranja

digitatum y P. italicum. Esta cepa era altamente
efectiva en la reducciéon de la descomposicion de
los citricos causada por P. digitatum. El control del
moho verde mejoré cuando aumento el periodo
entre el tratamiento con la cepa SG-6 y la inocula-
cién con el patdgeno. La concentracion del anta-
gonista también tuvo un efecto significativo sobre
la eficacia del biocontrol. A la concentracién de 1
x 10° células mL" de la cepa SG-6, la incidencia
de la enfermedad y el diametro de la lesion dis-
minuyeron hasta 18,3% y 5,5 mm, respectivamen-
te. Ademas, no afecto los parametros de calidad,
como pérdida de peso, firmeza, sélidos solubles
totales, acido ascdrbico y acidez titulable.
Abraham et al. (2010) obtuvieron 92 aislamien-
tos de Bacillus y 60 levaduras de la superficie de
la fruta de papaya y de diversas variedades de
citricos de varios huertos en Sudafrica, y las ana-
lizaron para antagonismo a P. digitatum. Se obtu-
vieron dos aislados de levadura (B13 y Uva), que
cuando se aplicaron 48 horas antes de la inocula-
cioén con P. digitatum, evitaban la descomposicion
de naranjas y limones. Ambas levaduras reduje-
ron los diametros de lesion de P. digitatum en el
limén, independientemente de las concentracio-
nes. El aislamiento B13 demostré una mayor efi-
cacia de biocontrol y un desarrollo completamen-

te controlado de P. digitatum a 1 x 10% células mL".
Indican ademads que si las esporas de Penicillium
tienen acceso a los nutrientes de la herida durante
3 horas antes de que se apliquen las levaduras,
entonces la estimulacidon de las esporas de Peni-
cillium para germinar ya habra ocurrido. Por lo
tanto, los aislados de levaduras no serian eficaces
en un papel curativo.

Una potencial levadura de biocontrol, Rhodos-
poridium paludigenum, fue investigada por Lu et
al. (2013a) por su induccion de resistencia a la
enfermedad contra P. digitatum en los citricos.
Los resultados de este estudio muestran que la
capacidad de R. paludigenum para estimular la re-
sistencia a enfermedades depende del momento
de la inoculacion de la levadura. El porcentaje de
infeccion y la gravedad de la enfermedad dismi-
nuyeron significativamente con el aumento del
tiempo de incubacion. Se considerd 10° células
mL" como la concentracién éptima de incubacién
de levadura para provocar resistencia a P. digifa-
tum. Esto indica que la resistencia inducida por
R. paludigenum sélo puede proteger la fruta de
una infeccion posterior después del tratamiento,
induciendo mayores niveles de resistencia a la
enfermedad contra P. digitatum y mejorando sig-
nificativamente las actividades de las enzimas re-
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lacionadas con la defensa. Luego, Lu et al. (2013b)
utilizaron R. paludigenum para evaluar la eficacia
de las aplicaciones pre-cosecha contra las enfer-
medades post-cosecha en mandarina.

Luo et al. (2012) examinaron la capacidad de la
levadura P. membranifaciens para controlar P. ita-
licum y P. digitatum durante el almacenamiento,
notando una menor incidencia de enfermedades
en frutos citricos sumergidos en 1 x 10®* CFU mL"
de P. membranifaciens. El contenido de compues-
tos fendlicos, flavonoides, POD, PPO, PAL, CHI y
[-1,3-glucanasa en cascaras de citricos aumentd
en frutos sumergidos o inoculados con P. mem-
branifaciens, lo cual coincidié con el inicio de la re-
sistencia inducida. La competencia por nutrientes
y el espacio en heridas, y las defensas inducidas
del huésped parecen contribuir al mecanismo de
control de P. membranifaciens (Zhou et al., 2016).
Luo et al. (2013) evaluaron los efectos de P. mem-
branifaciens sobre el metabolismo de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y el control de enfer-
medades en citricos cosechados (Citrus sinensis L.
Osbeck), obteniendo que el diametro de la lesion
causada por P. italicum y P. digitatum se redujo
notablemente cuando la fruta era inoculada en
un punto o sumergida en una suspension de P.
membranifaciens a 1 x 108 CFU mL". En este estu-
dio la aplicacion de P. membranifaciens en los ci-
tricos mejoré la actividad de superodxido dismu-
tasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa,
asi como los niveles de perdxido de hidrégeno,
el anion superoxido y el glutation, pero inhibié
la disminucién del contenido de acido ascérbi-
co. Ademas, la actividad de la catalasa se redujo
mediante el mismo tratamiento. Estos resultados
indicaron que el tratamiento con la levadura in-
dujo la sintesis de enzimas oxido-reductasas que
podrian tener efectos antagonistas contra la infec-
cién de moho verde y azul.

Liu et al. (2017) exploraron la diversidad de
levaduras de naranjas en plantaciones del distri-
to Beibei, Chongqing, y su potencial para el con-
trol bioldgico de P. digitatum en las naranjas. Las
levaduras se aislaron de la superficie de frutas,
hojas y tierra, obteniendo 71 cepas de levadura
que pertenecian a ocho géneros: Metschnikowia,
Pichia, Candida, Pseudozyma, Kazachstania, Issat-
chenkia, Hanseniaspora, y Barnettozyma. Todos los
aislados de levadura se evaluaron para la inhibi-
cién de moho verde en un medio de agar de dex-
trosa de papa (PDA), y 45 aislamientos redujeron
el crecimiento del micelio fungico. Se analizaron
doce aislamientos para determinar la actividad
antagonista contra P. digitatum, y la actividad de
control biolégico de los diferentes aislamientos
en la reduccion de la incidencia de la enfermedad
vario entre 26 y 93%. En particular revelaron que
Metschnikowia sp. FLO2 inhibié completamente la

aparicion de la putrefaccion del moho verde el
séptimo dia después de la inoculacion.

Pu et al. (2014) utilizaron la levadura K. apicula-
ta cepa 34-9 para el control bioldgico; en estudios
anteriores se encontré que K. apiculata producia
alcohol aromatico feniletanol, y en el presente
estudio encontraron que K. apiculata se adheria y
formaba un biofilm en la superficie de los citricos,
lo que cred una barrera mecanica interpuesta en-
tre la superficie de la herida y el patogeno. Como
molécula de deteccion de quérum (QS), el fenile-
tanol puede promover la formacién de filamentos
por K. apiculata en medio de agar de dextrosa de
papa, mientras que en los citricos, el antagonista
permanece como levadura después de ser tratado
con la misma concentracién de feniletanol. Este
solo indujo a K. apiculata para adherirse y formar
un biofilm. Se identificaron nueve genes posible-
mente implicados en el desencadenamiento de la
adhesion de levadura; seis de estos genes se indu-
jeron significativamente después del tratamiento
de estrés con feniletanol. Este estudio propone la
levadura antagonista K. apiculata como modelo
bioldgico para estudiar las interacciones anta-
gonista-patogeno y el control del moho azul en
citricos. Asimismo, los compuestos organicos
volatiles (COVs) de origen microbiano son rele-
vantes en las interacciones bioldgicas y se consi-
deran agentes ambientalmente mas seguros para
controlar las enfermedades post-cosecha de los
frutos.

Toffano et al. (2017) evaluaron la efectividad
de los COVs producidos por Saccharomyces cere-
visige para controlar el hongo filamentoso Phy-
llosticta citricarpa; e informaron que P. citricarpa
expuesto a la mezcla sintética de estos COVs,
afecta negativamente al fitopatogeno. Individual-
mente, el 3-metil-1-butanol y el 2-metil-1-butanol
fueron los COVs mas efectivos que inhibieron
completamente el crecimiento de micelio y la
germinacion y formaciéon de appressorium por
conidios.

Diversas investigaciones estan orientadas a
descubrir nuevos microorganismos en zonas ex-
tremas como fuente de biodiversidad para el ais-
lamiento y seleccién de microorganismos ttiles.
Entre estas investigaciones, destaca la realizada
por Oro et al. (2016) quienes aislaron, desde di-
ferentes sustratos del desierto de Namibia, apro-
ximadamente 44 levaduras, las cuales mostraron
actividad antifingica contra diferentes hongos
fitopatdgenos y entre ellos P. digitatum. Entre
estas cepas destacaron Aureobasidium pullulans
(cepas F32 y F60), Cryptococcus albidus (S14) y S.
cerevisize (RB24) las cuales inhibieron considera-
blemente a P. digitatum en limones y naranjas.

Recientemente Perez et al. (2016; 2017), repor-
taron el uso de levaduras aisladas desde hojas y
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frutos de limon con el objetivo de controlar in vi-
tro e in vivo a P. digitatum y P. italicum. Del total de
437 levaduras aisladas, alrededor del 8% mostrd
actividad mortifera, destacandose las cepas Cla-
vispora lusitaniae-146 y Pichia fermentans-27, las
cuales mostraron una alta eficiencia para prote-
ger los frutos de limén de los patogenos, a las di-
ferentes temperaturas evaluadas. Ademas, fueron
mas eficientes comparadas con el control bioldgi-
co comercial basado en Candida oleophila. Ambas
cepas fueron tolerantes a fungicidas comerciales,
por lo cual el uso combinado de agentes quimicos
y de estas levaduras podrian ser empleados en
post-cosecha de limon.

Suwannarach et al. (2013) aislaron 46 en-
dofitos fungicos desde Lagerstroemia loudoni y
encontraron un solo hongo que producia com-
puestos volatiles antifingicos, identificado como
Nodulisporium spp. CMU-UPE34, que produjo 31
compuestos volatiles, principalmente alcoholes,
acidos, ésteres y monoterpenos. El compuesto
volatil mas abundante fue el eucaliptol. Por otra
parte, Nodulisporium spp. CMU-UPE34 controld
el deterioro por moho verde en Citrus limon cau-
sado por P. digitatum, y la descomposicion por
moho azul de Citrus aurantifolia y Citrus reticulata
causada por P. expansum.

Panebianco et al. (2015) explicaron que las
mezclas de células de Pseudomonas y filtrados de
cultivo de Trichoderma atroviride P1 incrementaron
los efectos inhibidores. Por otra parte, la mezcla
de los filtrados bacterianos y fungicos nunca in-
dujo una eficacia mejorada, indicando asi que se
necesita la presencia de células bacterianas vivas
para un efecto sinérgico. Por lo tanto, la inciden-
cia y gravedad de la enfermedad en limon cv. Fe-
mminello se redujo consistentemente cuando las
cepas de Pseudomonas y Trichoderma se aplicaron
72 horas antes de la inoculacién del patégeno a P.
digitatum. Las cepas de P. syringae fueron las mas
eficaces; ademas, la combinacion de cepas resultd
una actividad de biocontrol superior a la de cada
uno de los microorganismos antagonistas aplica-
dos de manera separada. Los tratamientos que
comprendian seis cepas de P. syringae en combi-
nacion con las cepas T22, P1y T34 de Trichoderma
fueron los mas efectivos, con un 80-100% de con-
trol de moho verde. Los autores sugieren que la
combinacion de Pseudomonas spp. 'y Trichoderma
spp., podria ser considerada como una medida
promisoria para el control de la descomposicion
del moho verde de limones.

Combinacién de microorganismos beneficiosos
y otras técnicas para el control de fitopatogenos

La eficacia del biocontrol y la estabilidad de las
levaduras antagonistas por si solas no son equi-
valentes a las de los fungicidas sintéticos (Droby

et al., 2009). Por lo tanto, el rendimiento de los
microorganismos de biocontrol debe ser mejora-
do usando una combinacién de microorganismos
antagonistas con otras técnicas alternativas.

El tratamiento con agua caliente (HWT) mejo-
106 la eficacia de P. membranifaciens en el control
de las enfermedades post-cosecha, induciendo la
acumulacion de PAL, POD, PPO, CHI, y -1,3-glu-
canasa, asi como el contenido total de compues-
tos fendlicos (Yun et al., 2013; Zhou et al. 2014a).
La integracién de antagonistas con tratamientos
de agua caliente podria mejorar la bioeficacia de
los antagonistas microbianos tales como B. subti-
lis, P. syringae, Cryptococcus laurentii (Zhang et al.,
2007), Pantoea agglomerans (Torres et al., 2007) y
Pichia guilliermondii (Liu et al., 2010). Zhou et al.
(2014b) demostraron que P. membranifaciens com-
binado con acido salicilico (SA) proporciond una
rapida y fuerte inducciéon de las reacciones rela-
cionadas con la defensa (generando la activacion
del sistema de defensa bioquimica, que incluye
PAL, POD, PPO, CHI y (-1,3-glucanasa), lo que
puede correlacionarse con la menor incidencia
de infeccion y el diametro de la lesion. La combi-
nacion de P. membranifaciens con SA (10 ug mL™)
demostrd ser una estrategia mas eficaz para con-
trolar los mohos azules y verdes post-cosecha que
la aplicacion por separado de P. membranifaciens o
SA. P. membranifaciens mas SA indujeron notable-
mente la acumulacion de PAL, POD, PPO, CHI y
B -1,3-glucanasa, asi como el contenido total de
compuestos fendlicos.

Hong et al. (2014) evaluaron los efectos sobre
microorganismos patdgenos de un aislado an-
tagonista Bacillus amyloliquefaciens HF-01, de bi-
carbonato de sodio (SBC) y de un tratamiento de
agua caliente (HW), individualmente y en combi-
nacién. Los resultados revelaron que la actividad
bioldgica de B. amyloliquefaciens HF-01 contra P.
italicum, P. digitatum y G. citri-aurantii en fruta de
mandarina fue mejorada en gran medida por la
combinaciéon de una dosis baja de SBC a 6°C o
25°C. Ademas, mediante la combinacion del tra-
tamiento con agua caliente y B. amyloliquefaciens
HEF-01, se redujo notablemente el didmetro de la
lesion y la incidencia de la enfermedad de los mo-
hos verdes y azules. Por otra parte, se ha encon-
trado que el SBC ha sido muy exitoso cuando se
usa con el antagonista microbiano P. agglomerans
(Torres et al., 2007; Usall et al., 2008).

Torres et al. (2007) determinaron el potencial
de utilizar un producto basado en P. agglomerans
CPA-2, solo 0o en combinacién con soluciones
de bicarbonato de sodio caliente para contro-
lar las principales enfermedades post-cosecha
que afectan a los cultivos de citricos en la region
mediterranea. Aplicaciones de CPA-2 liofilizada
y una solucién de SBC al 3% a 50°C durante 40
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segundos proporcionaron un mejor control de
la descomposicion en mandarinas no dafiadas y
naranjas artificialmente inoculadas tanto con P.
digitatum como con P. italicum.

Guo et al. (2014) evaluaron la actividad pre-
ventiva del metil jasmonato (MeJA) en combina-
cion con levadura antagonista C. laurentii. Se ob-
tuvo que la aplicacion preventiva de C. laurentii
en 1 x 10° células mL" en combinacién con 100
pmol L MeJA logré la reduccion de la inciden-
cia del moho verde comparado con el control, en
mandarinas heridas inoculadas con P. digitatum,
es decir, la combinacién de MeJA con C. laurentii
es eficaz para reducir la incidencia de moho ver-
de. El mecanismo sugiere que MeJA y C. laurentii
combinados inducen la resistencia natural y esti-
mulan el crecimiento de levadura antagonista en
la superficie del fruto.

Una combinacion de un extracto vegetal pro-
metedor de Eugenia caryophyllata y levadura Can-
dida utilis TISTR 5001 fue investigada por Sukori-
ni et al. (2013) para el control de la enfermedad de
P. digitatum en citricos. Los resultados indicaron
que la combinacién de extracto crudo de E. car-
yophyllata'y C. utilis TISTR 5001 redujo significati-
vamente el desarrollo natural de la incidencia de
pudricion del moho verde en un 90%, y no tuvo
ningun efecto danino en la calidad del fruto; por
otra parte, se encontré que el compuesto activo
de E. caryophyllata era eugenol.

Hao et al. (2011) evaluaron una cepa de B.
amyloliquefaciens HF-01 en combinacién con sapo-
nina de té (TS). El tratamiento que comprendia
HE-01 combinado con 50 pg mL™* TS fue tan eficaz
como el tratamiento con fungicida, dio mas del
90% de control del moho verde y azul, y la pu-
dricion amarga, sin afectar a ninguno de los otros
parametros de calidad del fruto.

Terao et al. (2017) usaron la combinacion de
tratamientos fisicos (cepillado con agua caliente
(HWB) y la irradiacién ultravioleta C (UVC)) con
C. membranifaciens CMAA-1112 para controlar el
moho verde en fruta critica, donde C. membrani-
faciens presentd un efecto aditivo aumentando la
eficacia en el control de la enfermedad, y extendio
la vida util de la fruta.

Klein y Kupper (2018) estudiaron la eficacia
del biocontrol de la cepa ACBL-77 de A. pullulans
contra Geotrichum citri-aurantii, incorporando nu-
trientes para evaluar la competencia por nutrien-
tes entre microorganismos. Indicaron que las
fuentes de micronutrientes (acido borico, cloruro
de cobalto y molibdato de amonio) favorecian la
accion antagonista de A. pullulans. El sulfato de
amonio al 1% y sacarosa 0,5% favorecieron la le-
vadura durante la competicién entre los microor-
ganismos. La adicion de sulfato de amonio (1%)
en el cultivo de levaduras estimuld la produccion

de biofilm y aumentd la actividad antagonista
contra la enfermedad, asi como permitié una me-
jor supervivencia de la levadura. Se encontré que
la levadura era capaz de formar biofilms, defor-
mando las hifas patdgenas.

Usall et al. (2008) presentan la actividad pre-
ventiva y curativa de los tratamientos de inmer-
sion en soluciones acuosas a 40°C, de carbonato
de sodio (SC) al 3% o SBC; solo o en combinacién
con P. agglomerans CPA-2 (BA) para el control del
moho verde causado por P. digitatum en limones.
Encontraron que las células frescas de BA proli-
feraron dentro de las heridas de corteza y su su-
pervivencia no fue afectada negativamente por la
presencia de residuos de SC o SBC. El efecto pro-
tector de SBC fue significativamente inferior al
efecto de P. agglomerans CPA-2 y al efecto de SBC
combinado con BA, sefialando que la integracién
de tratamientos es un enfoque prometedor para
reemplazar el uso de fungicidas convencionales.

Long et al. (2007) evaluaron la eficacia de la
levadura K. apiculata cepa 34-9 para controlar la
incidencia natural de la descomposicion post-co-
secha de citricos en combinacién con una baja
concentracion de fungicida, consiguiendo inhibir
eficazmente el desarrollo de la desintegracion en
la fruta. En pruebas de empaque, la combinacion
de la levadura con 40 mg L' de Carbendazim dio
como resultado una reduccion en la incidencia
de heridas, causada por los mohos verde y azul,
igual a un tratamiento fungicida convencional,
proponiendo que la eficacia de K. apiculata cepa
34-9 en condiciones de envasado a una concen-
tracion celular de la levadura antagonista 3 x 10°
células mL" y seflalando que la cepa no altero
ningn parametro de calidad de la fruta citrica.

CONCLUSIONES

En post-cosecha de limones, los microorga-
nismos Bacillus (B. amyloliquefaciens; B. subti-
lis) Pseudomonas (P. syringae), P. agglomerans, P.
polymyxa, C. laurentii, C. utilis, C. membranifaciens,
D. hansenii, K. apiculata, Metschnikowia spp., P.
membranifaciens, P. guilliermondii. S. cerevisiae, R.
paludigenum, A. pullulans, Nodulisporium spp., y
Trichoderma spp., han presentado resultados po-
sitivos en la disminucion del desarrollo bioldgico
de microorganismos patdgenos como P. digita-
tum, P. italicum, P. citricarpa, y G. citri-aurantii, sin
provocar danos a la calidad del fruto con su utili-
zacion. En la revision bibliografica estos microor-
ganismos beneficiosos son considerados pro-
metedores para el control de patdgenos a escala
comercial. Sin embargo, ninguno de ellos, por si
solo o en asociacion con otros agentes de natura-
leza fisicoquimica, se ha impuesto atn segun el
estado del arte. Finalmente, se requiere avanzar
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en estudios comparativos, para posteriormente
realizar ensayos de aplicacién a nivel piloto, que
permitan concluir respecto de la factibilidad téc-
nica y econdémica de los métodos de biocontrol
desarrollados.
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