Potencialidades de la cepa SR/B-16 de Bacillus subtilis
para el control de enfermedades causadas por hongos
en cultivos de interés agricola

# Teresa de los M Orberd', Manuel de Jesus Serrat!, Eduardo Ortega?

! Facultad de Ciencias Naturales,

Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial, Universidad de Oriente

Ave. Patricio Lumumba s/n, CP 90500, Santiago de Cuba, Cuba

2Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, UH
Calle 25, entre J e |, Vedado, CP 10400, La Habana, Cuba

& torbera@cebi.uo.edu.cu; torbera@gmail.com

RESUMEN

El impacto negativo de los hongos y oomycetes fitopatégenos es una amenaza importante para la seguridad alimen-
taria en varios paises. El control de tales microrganismos se dificulta por su mutabilidad genotipica y espaciotemporal
y su capacidad adaptativa, que les permite desarrollar variedades resistentes a plaguicidas. Las estrategias en ese
sentido incluyen el control biolégico con el empleo de microrganismos enemigos naturales, como las rizobacterias de
los géneros Bacillus y Pseudomonas. La especie Bacillus subtilis se puede utilizar a través de la producciéon extracelu-
lar de antibiéticos, lipopéptidos antimicrobianos y enzimas hidroliticas, como las quitinasas y las proteasas. En este
articulo se describen las potencialidades de la cepa autéctona Bacillus subtilis SR/B-16, aislada a partir de rizosfera
de cultivos fertilizados con substrato orgdnico, para el control de hongos fitopatégenos en cultivos de importancia
econémica. La interaccién in vitro de la cepa SR/B-16 con estos microrganismos ha evidenciado su actividad anti-
fongica de amplio espectro, que se expresé6 mediante la excreciéon de metabolitos causantes de alteraciones en la
estructura y la ultraestructura fungica. La bacteria SR/B-16 posee propiedades que le permiten colonizar la rizosfera,
por lo que se puede utilizar como bioplaguicida y también como biofertilizante. Este microrganismo puede contribuir
al crecimiento de las plantas, por el aumento de la disponibilidad de nitrégeno y fésforo en los suelos agricolas y
el control de enfermedades fungicas.
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REVISION

ABSTRACT

Potential applications of Bacillus subtilis strain SR/B-16 for the control of phytopathogenic fungi in
economically relevant crops. Countries all over the world have experienced the negative impact that phytopatho-
genic fungi and oomycetes have on food security. Controlling these organisms remains a daunting task due to their
genetic plasticity and the large temporal and geographic variability of their populations, which enables them to evolve
and develop pesticide-resistant variants despite the considerable effort spent on developing disease-resistant varie-
ties. One strategy for the control of plant diseases is that of biological control using natural enemies of these pests,
such as rhizobacteria of the Bacillus and Pseudomonas genera. Bacillus subtilis, in particular, is characterized by the
extracellular secretion of a number of antibiotics, microbial lipopeptides and hydrolytic enzymes such as chitinases
and proteases that can be harnessed for the control of phytopathogens. The present review describes and examines
the advantages and potential applications of B. subtilis strain SR/B-16, originally isolated from the rhizosphere of
organically farmed ornamental plants, for the biological control of fungal phytopathogens attacking commercially
important crops. In vitro challenging of phytopathogenic fungi with SR/B-16 has demonstrated that the antifungal
activity of the latter has a broad spectrum, due to the secretion of metabolites producing structural and ultrastructural
changes on the fungal cell. In addition, strain SR/B-16 efficiently colonizes the rhizosphere, which confers it advan-
tages as a potential biopesticide and biofertilizer. Therefore, this microorganism may promote plant growth both by
increasing the availability of nitrogen and phosphorous in agricultural soils and by controlling fungal phytopathogens.

Keywords: Bacillus, antifungals, morphological alterations, phytopathogen fungi

Introduccién

Cada aflo, el 10 % de la produccion mundial de ali-
mentos se pierde por la incidencia de las enfermeda-
des y plagas que atacan los cultivos de interés agroali-
mentario: el 50 % de ellas provocadas por especies de
hongos y oomicetos fitopatogenos [1, 2].

El impacto negativo de tales enfermedades en los
cultivos incrementa los costos de produccion agrico-
la, por la necesidad de implementar estrategias adi-
cionales para el control del microrganismo patdégeno
y la disminucion de sus efectos sobre las cosechas.
Los hongos y oomicetos también generan pérdidas
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poscosecha, con incidencia en el almacenamiento, la
comercializacion y la seguridad de los productos agri-
colas [2]. Los dafos se extienden a las materias pri-
mas de origen vegetal, las cuales se utilizan para la
produccion de alimentos, farmacos y cosméticos, en-
tre otros fines.

Las enfermedades en las plantas constituyen una
preocupacion, no solo para las personas que dependen
directa o indirectamente de la produccion agricola,
sino también por los valores estéticos de las plantas y
su contribucién a la proteccion del medio ambiente [2].

1. Strange NR, Scott PR. Plant disease: A
threat to global food security. Annu Rev
Phytopathol. 2005;43:83-116.

2. Porta-Puglia A, Vannacci G. Fungal
plant diseases in Europe and in the
Mediterranean Basin. In: Lal R, editor.
Agricultural Sciences. Oxford: Eolss Pub-
lishers; 2012.
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La situacion se agrava en aquellos paises en desarro-
llo en los que la alimentacion basica depende de un
monocultivo y carecen de recursos para garantizar la
vigilancia fitosanitaria, la identificacion de los agentes
patdgenos y su control [1].

Las enfermedades causadas por hongos y oomice-
tos en cultivos de interés agroalimentario van en au-
mento, asi como los brotes emergentes y reemergentes
de sus agentes causales en varias regiones del planeta
[1, 3]. El control de microrganismos fitopatdogenos se
dificulta por la variabilidad espacio-temporal y geno-
tipica de sus poblaciones, y porque las cepas evolu-
cionan y desarrollan mecanismos de patogenicidad,
que dan al traste con las estrategias de seleccion de
especies resistentes a las enfermedades, que suelen
durar afios [1].

Entre las medidas para el control de las enfermeda-
des en las plantas se incluyen la cuarentena, la certifi-
cacion de la manipulacion de semillas y material ve-
getal, la seleccion de practicas culturales apropiadas,
y el uso de variedades resistentes a enfermedades, asi
como de medios de control quimico y biologico [2]. El
control bioldgico de organismos fitopatdgenos es una
practica ‘amigable con el medio ambiente’, basada en
el uso de enemigos naturales de las plagas y enferme-
dades. Los controladores bioldgicos no solo actuan en
la planta viva, también extienden sus efectos a la etapa
poscosecha y a los productos almacenados. A diferen-
cia de los agroquimicos, los agentes de biocontrol son
biodegradables [3].

Las investigaciones destinadas al desarrollo de bio-
productos para el control de enfermedades en las plan-
tas, se encaminan a aspectos como la preservacion
ecologica de la interaccion planta-microrganismo, las
estrategias de aplicacion de los inoculantes, el aisla-
miento de cepas nuevas y el descubrimiento de meca-
nismos de accidon novedosos. Se enfatiza, ademas, en
el uso de los agentes de biocontrol como parte de los
programas de tratamiento integral de enfermedades y
de la calidad de los suelos [4].

Los estudios con bacterias para el control biologico
de enfermedades y la estimulacion del crecimiento ve-
getal se han enfocado a especies rizosféricas, princi-
palmente de los géneros Pseudomonas 'y Bacillus. Los
resultados con miembros del género Pseudomonas
son NuUMerosos; sin embargo, se conoce muy poco so-
bre las interacciones que establece Bacillus spp. y los
géneros relacionados con las plantas para el control de
las enfermedades [4].

Potencialidades de Bacillus spp.
para el control biolégico
de organismos fitopatégenos

Las bacterias aerobias formadoras de endosporas
(Bafe) de la clase Bacilli (Bacillus spp. y los géneros
relacionados) actian directamente en el enfrentamien-
to de organismos fitopatogenos, mediante la produc-
cion extracelular de antibidticos, toxinas, enzimas
hidrolasas y lipopéptidos antimicrobianos [5, 6]. Los
lipopéptidos de origen bacteriano ejercen una amplia
accion antifingica, antibacteriana y antiviral, y ade-
mas constituyen moléculas efectoras que activan los
mecanismos de resistencia inducida en plantas [7].
Los estudios publicados recientemente sobre las
potencialidades de las bacterias de la clase Bacilli para

elcontroldel crecimiento de hongos fitopatogenos, con-
tintlan haciendo referencia al aislamiento de especies
del género Bacillus productoras de lipopéptidos, en-
zimas quitinasas y proteasas; entre ellas, B. amyloli-
quefaciens y Bacillus subtilis [8-13], asi como cepas
de especies no definidas del mismo género [14]. Otros
géneros de bacterias rizosféricas, entre los que predo-
minan Pseudomonas 'y Burkholderia, también produ-
cen compuestos antimicrobianos de amplio espectro
como pirrolnitrina, fenazina y pioluteroina. Sin em-
bargo, su eficacia en el control de enfermedades en los
ecosistemas agricolas no se ha demostrado, debido a
los diversos factores bidticos y abidticos que inciden
sobre la produccion de antibidticos en condiciones
naturales [6].

Las proteasas, las quitinasas y los lipopéptidos an-
timicrobianos se encuentran entre los metabolitos res-
ponsables de la actividad antifungica y antibacteriana
de cepas de B. subtilis. El aislado B. subtilis 21, pro-
cedente de rizosfera de fresa, excreta ambos tipos de
compuestos, responsables de los efectos que ejercio la
bacteria en el control de enfermedades causadas por
diversos hongos de importancia econémica, asi como
de bacterias patdgenas asociadas con intoxicaciones
alimentarias [10].

Las cepas que muestran una potente actividad an-
tifingica, pertenecientes a las especies B. subtilis y B.
amyloliquefaciens, deben su actividad microbiocida
a la capacidad de producir tres tipos de lipopéptidos
ciclicos en cantidades elevadas y homogéneas, sinteti-
zados no ribosémicamente, pertenecientes a las fami-
lias de las iturinas, surfactinas y fengicinas. Ejemplo
de ello es el aislado endofitico B. subtilis HCS, que
inhibe el crecimiento fingico y provoca alteraciones
morfologicas en hifas procedentes de esporas pretrata-
das con los metabolitos excretados por la bacteria [13].

La sintesis de sustancias volatiles capaces de in-
hibir el crecimiento del micelio y la esporulacion en
hongos fitopatogenos, se describio en el aislado C9
de B. subtilis subsp. subtilis, el cual produce un este-
roisomero del acetilbutanodiol, que activa los meca-
nismos de defensa en plantas. Este compuesto volatil
se une a la molécula de ADN, inhibe la transcripcion
y la biosintesis de proteinas en hongos, y afecta la ger-
minacion de las esporas y la biosintesis de los compo-
nentes de la pared celular fungica [12].

Los primeros bioplaguicidas elaborados con cepas
de B. subtilis se introdujeron en el mercado en 1985
en los Estados Unidos, con las marcas comerciales
Quantum®, Kodiak® y Epic®. Su aplicacion para el
control de microrganismos fitopatdogenos que habitan
en el suelo constituy6 un punto de partida para ampliar
la aplicacion de los biopreparados elaborados con Ba-
cillus spp. en cultivos de interés agroalimentario [15].

En la actualidad, los Estados Unidos de América
encabeza la lista de paises productores de bioplagui-
cidas elaborados a partir de bacterias rizosféricas,
incluyendo especies del género Bacillus. Predominan
las formulaciones producidos a partir de Bacillus pu-
milus (QST 2808 Sonata™ y GB34 Yield Shield®)
y B. subtilis GBO3 Kodiak® [15, 16]. En el afio
2012 en China se registraron 18 bioproductos pro-
ducidos a partir de Bacillus spp. [6]. La Comunidad
Europea, por su parte, se ha trazado una estrategia
encaminada a elevar el nimero de bioplaguicidas de
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origen microbiano disponibles en el mercado para el
sector agricola [17]. La cepa B. amyloliquefaciens
FZB42 comercializada como inoculante por Bayer
CropScience y Abitep GmbH Berlin, ofrece una ele-
vada actividad bioprotectora en variedades de papa
de diversas regiones, y contra enfermedades como el
cancer del tallo y la costra negra de la papa, entre otras
[17,18].

El desarrollo de inoculantes a partir de Bafe requie-
re conocimientos mas amplios sobre su biodiversidad,
distribucion y fisiologia. Las investigaciones destina-
das a la seleccion de nuevas cepas que constituyan
candidatos para la formulacion de bioplaguicidas, de-
ben estar dirigidas al estudio de las caracteristicas que
les permitan el establecimiento efectivo en el ambien-
te rizosférico. También deben enfocarse a la evalua-
cion de los efectos que se derivan de las interacciones
que establecen con los microrganismos fitopatogenos
y la microflora benéfica, asi como a su funcion en la
activacion de los mecanismos de resistencia a las en-
fermedades [19].

La percepcion sobre el origen multifactorial de los
mecanismos que desarrollan las bacterias asociadas a
las plantas para estimular la salud vegetal es uno de
los principales retos de las investigaciones actuales
sobre el control bioldgico de agentes fitopatogenos.
Este enfoque complejo y multisistémico ha estado
enmascarado por innumerables investigaciones para
identificar y caracterizar cada mecanismo de biocon-
trol. Como resultado, se han reconocido multiples ais-
lados microbianos, que expresan actividad antagonis-
ta in vitro e in vivo, asi como metabolitos responsables
de la actividad inhibitoria y mecanismos especificos
para el control de agentes patogenos [20]; pero la efi-
cacia de los biopreparados en condiciones de campo
sigue siendo limitada.

Bacillus subtilis SR/B-16 como posible
agente para el control biolégico
de hongos fitopatégenos

Bacillus subtilis SR/B-16 es una cepa autdctona de la
microbiota de los suelos de Cuba, que se aislo a partir
de muestras de suelo rizosférico de plantas ornamen-
tales, cultivadas en un substrato organico compost con
estiércol vacuno y suplementado con urea [21]. Los
primeros estudios sobre SR/B-16 estuvieron dirigidos
a determinar su identidad, establecida a través del ana-
lisis de las secuencias del gen que codifica el ARN
ribosomal 16S. La bacteria reveldo 99 % de identidad
con el aislado de referencia B. subtilis subsp. inaquo-
sorum B23052 y la secuencia parcial correspondiente,
que pertenece a Bacillus subtilis SR/B-16 (ntimero
de acceso en GenBank: HQ025917) se depositd en
la base de datos del Centro Nacional de Informacion
para la Biotecnologia [22].

Las investigaciones dirigidas a evaluar las poten-
cialidades de SR/B-16 para el control de enfermeda-
des, mostraron la actividad inhibitoria del crecimiento
in vitro de hongos fitopatéogenos procedentes de cul-
tivos de plantas ornamentales y de bancos de semi-
llas de cafa de azlicar, pertenecientes a las especies
Curvularia lunata, Curvularia gudauskasii, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani y al género Colletotri-
chum. Ello sugiri6 el amplio espectro de la actividad
antifiingica de la bacteria antagonista [21, 23].

Como lamayoria de las investigaciones con micror-
ganismos destinados al control biologico de agentes
patogenos en plantas [24], los intentos de dilucidar los
mecanismos de biocontrol de hongos fitopatogenos
del B. subtilis SR/B-16 fueron ex situ. Los resultados
derivados del enfrentamiento in vitro de esta bacteria
con hongos causantes de enfermedades en plantas,
demostraron que SR/B-16 y sus metabolitos extrace-
lulares generan alteraciones en la morfologia y en la
estructura del fitopatogeno C. gudauskasii, responsa-
bles de la inhibicion del crecimiento del hongo [23].
Ademas se estudiaron las variaciones evidenciadas
en la ultraestructura de las hifas de C. gudauskasii
en presencia de la bacteria antagonista. Las imagenes
obtenidas corroboraron las alteraciones descritas e
hicieron evidentes otras como el engrosamiento y la
regeneracion de la pared celular de la hifa, la cons-
triccion de la hifa en la region del septo transversal y
la formacion de ramificaciones secundarias de la cé-
lula fangica. La presencia de la hinchazon periddica,
la torsion y la formacion de bulbos en las hifas de C.
gudauskasii se relacion6 con la posible excrecion por
SR/B-16 de lipopéptidos con propiedades antimicro-
bianas, miembros de la familia de las iturinas y las
fengicinas [24]. La presencia de estos compuestos
en cepas de B. subtilis y la actividad antifingica de
la especie se reportaron con anterioridad [25]. Los
lipopéptidos producidos por bacterias se unen a los
filamentos de actina del citoesqueleto de la célula fun-
gica y provocan cambios en el patron de crecimiento
apical de las hifas, las cuales se hinchan, y por lo cual
se inhibe el crecimiento del hongo [26]. El patrén de
elongacion apical de las hifas constituye un elemento
importante en la invasion de los hongos fitopatogenos
endofiticos a los tejidos de las plantas [27], de modo
que su afectacion disminuye la patogenicidad de estos
microrganismos.

La vacuolizacion intensa observada en las hifas de
Curvularia y Fusarium al interactuar con SR/B-16,
permiti6 inferir la presencia de compuestos fungitox-
icos en el citoplasma de los hongos fitopatogenos, los
cuales procedian de la bacteria. También se corrobord
la participacion activa de las vacuolas en la degrada-
cion intracelular de sustancias extrafias en el citoplas-
ma de las células eucariotas, tal como se habia descrito
[28]. El engrosamiento y la regeneracion de la pared
celular fingica se valoré como una via alternativa de
crecimiento, desarrollada por el hongo en presencia de
SR/B-16. Estas afectaciones evidenciaron el aumento
de la patogenicidad, como respuesta fingica al estrés
bidtico generado por la interaccion con la bacteria
antagonista y sus metabolitos extracelulares [24]. Un
fenomeno similar se describio en cepas fitopatogenas
de F oxysporum y Botrytis cinerea en presencia de
aislados antagonistas de Pseudomonas spp. [29]. No
obstante, es preciso destacar que no todos los hongos
fitopatodgenos son “simples victimas” de la actividad
antagonista de los agentes de biocontrol, pues algunos
pueden desarrollar numerosos mecanismos que le con-
fieren resistencia a la bacteria antagonista; entre ellos,
la inactivacion de los metabolitos con efecto inhibidor
y la modificacion de las estructuras dianas de la toxina
bacteriana [30]. Los lipopéptidos antimicrobianos son
sustancias de bajo peso molecular que atraviesan facil-
mente la pared celular fungica [25]. El engrosamiento
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de la pared celular, observada en la cepa de Curvularia
gudauskasii al interactuar con SR/B-16, pudiera ser
una estrategia de modificacion de estructura, que crea
una barrera fisica limitante para la entrada de los lipo-
péptidos al citoplasma de la hifa.

Un elemento importante en la efectividad de los
agentes de control bioldgico es su especificidad por
el hospedero [31]. Los mecanismos de inhibicion del
crecimiento fungico que mostré SR/B-16, parecen
ser de naturaleza inespecifica: generan alteraciones
en estructuras dianas comunes a todos los hongos fi-
lamentosos y células eucariotas, como la membrana
citoplasmatica, el citoesqueleto y el aparato secretor
[28]. Los resultados muestran el amplio espectro an-
tifangico del B. subtilis SR/B-16, de gran valor para
el control de enfermedades causadas por miembros
del género Fusarium; especificamente por la especie
E oxysporum, cuyo principal factor de patogenicidad
consiste en la presencia de una categoria taxonomica
dentro de la especie, denominada formae speciale (f.
sp.) [24]. Las formae speciale son especificas en cada
especie vegetal hospedera, por lo que hay una enorme
variabilidad ecofisiologica de estos microrganismos,
lo que limita considerablemente su control quimico y
biologico [32, 33].

Los agentes de biocontrol de amplia especificidad
poseen rango de hospederos, y pueden llegar a cubrir
varios Ordenes, clases y reinos [31]. La actividad an-
tifingica de SR/B-16 in vitro abarcd varios géneros
(Fusarium, Curvularia y Colletotrichum) y especies
del reino Fungi [34], causantes también de enferme-
dades en especies vegetales ubicadas en las familias
Rosidae [35], Asteraceae [36], Agavaceae [37] y
Poaceae [38)]. Por esto, Bacillus subtilis SR/B-16 pue-
de clasificarse como una especie generalista, por su
especificidad hacia los agentes patogenos, razon por
la que tiene ventajas como candidato para la formu-
laciéon de un bioinoculante, por su efectividad, facil
produccion industrial y comercializacion. Los micror-
ganismos generalistas utilizan diversas fuentes para
la obtencion de nutrientes y pueden afectar a una u
otra especie con relativa facilidad [31]. La presencia
de actividad antifingica de amplio espectro en cepas
rizosféricas de B. subtilis se describid recientemente
[39, 40].

El principal problema para la determinacion de la
especificidad por el microrganismo patdgeno en los
agentes de biocontrol, es que la mayoria de las inves-
tigaciones han sido in vitro, y en ellas se han obviado
dos elementos primordiales del ecosistema agricola:
las condiciones ambientales y la planta hospedera.
Numerosos autores reconocen que la especificidad de
los microrganismos por sus hospederos en condicio-
nes naturales, difiere ampliamente de la observada en
condiciones in vitro [31].

Lavariabilidad en la especificidad intraespecie de los
agentes de biocontrol por su especie blanco es un feno-
meno frecuente [31]. Por ello es recomendable la selec-
cion de cepas autdctonas in sifu, en interaccion con los
agentes patogenos blancos [40], pues permite demos-
trar las ventajas que aseguran la efectividad de la cepa
aislada, como en el caso de SR/B-16. La bacteria pue-
de eliminar hongos fitopatdogenos mediante un meca-
nismo de competencia por los nutrientes y por la excre-
cion de metabolitos con propiedades antifungicas [23].

Su propiedad de formar endosporas como estructura,
que le confiere resistencia ante condiciones adversas,
le permite a SR/B-16 tolerar las variaciones edafocli-
maticas y persistir incluso a bajas densidades pobla-
cionales [41].

La baja especificidad por sus agentes patogenos
blanco del SR/B-16 demostrada en los estudios in
vitro, la hacen tan atractiva desde el punto de vista
comercial, como los pesticidas quimicos de amplio
espectro. Los costos de produccion de un bioinocu-
lante a partir de esta bacteria serian mas aceptables
para la industria, y la facilidad de aplicacion la con-
vierten en un bioproducto deseable por los cultivado-
res [31], al poder incorporarla en diversos programas
de tratamiento de enfermedades en cultivos de interés
agroalimentario.

Las interacciones que se establecen entre los mi-
crorganismos en ambientes complejos como la ri-
zosfera de las plantas, determinan el éxito de los
inoculantes en los ecosistemas agricolas [42]. Los
agentes de control biologico pueden estar expuestos
a la actividad competitiva y antagonista de la micro-
biota enddgena, la cual puede producir la disminuciéon
de individuos, asi como la afectacion de la actividad
fisioldgica del inoculante [43]. A su vez, la introduc-
cién de microrganismos exdgenos en los suelos agri-
colas puede traer efectos perjudiciales para el equili-
brio ecoldgico, y afectar las poblaciones autoctonas
que ejercen efectos beneficiosos en el desarrollo de
las plantas. Bacillus subtilis SR/B-16 in vitro inhibe
mas del 60 % del crecimiento de una amplia varie-
dad de hongos fitopatdgenos y ejerce un efecto an-
tagonista frente a bacterias gramnegativas [22]. Ade-
mas, elevados niveles del inoculo pueden favorecer
el sobrecrecimiento de la poblacion exdgena, la cual
compite con los microrganismos endogenos por los
nutrientes, el oxigeno e incluso por el espacio [44]. Si
estos elementos se combinan con caracteristicas in-
trinsecas del microrganismo, como el amplio espectro
inhibitorio de SR/B-16, sus efectos podrian daiar el
ecosistema agricola. La aplicacion de esta bacteria en
cultivos que se desarrollan en substratos artificiales
pobres en materia organica y en microflora endogena,
como los agroponicos, es una estrategia que podria
contribuir a prevenir esta desventaja cuando se aplica
como inoculante.

Bacillus subtilis SR/B-16 también se puede utilizar
en el control bioldgico de oomicetos: responsables de
diversas enfermedades comunes y de brotes emergen-
tes que constituyen una seria amenaza para la seguri-
dad alimentaria en varios paises [1]. La ausencia de
quitina entre los componentes de la pared celular de
los oomicetos, es un elemento de patogenicidad que
hace ineficaz a muchas bacterias antagonistas, cuyo
efecto antifungico se basa en la produccion extrace-
lular de enzimas quitinasas. Las estructuras dianas de
SR/B-16 y sus metabolitos antifungicos (probable-
mente lipopéptidos) se encuentran en el interior de
la célula fungica. Ello le confiere una enorme ventaja
a la bacteria para el tratamiento de las enfermedades
causadas por miembros de los géneros Phytophtho-
ra 'y Phytium, en cultivos que constituyen alimentos
basicos, como el maiz y la papa [41, 42]. Los efec-
tos fungitoxicos de los lipopéptidos producidos por
el hongo endofito Acremonium spp. sobre la especie
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fitopatogena Pythium ultimum, se demostraron en
experiencias anteriores [44]. Recientemente se des-
cribi6 la actividad antagonista in vitro frente a una
cepa de Phytophthora nicotianae causante de enfer-
medades en tabaco, en bacterias rizosféricas de las
especies Bacillus altitudinis, Bacillus licheniformis y
Brevibacillus spp. [45], todas portadoras de relaciones
filogenéticas y fenotipicas estrechas con la especie B.
subtilis [46], a la cual pertenece SR/B-16.

Hasta el momento, los estudios indican las posi-
bilidades de B. subtilis SR/B-16 para ejercer el con-
trol biologico de enfermedades en cultivos de interés
agricola, al interferir en los elementos que confor-
man el tridngulo de la enfermedad. Este triangulo de
la enfermedad es un modelo simple que describe las
interacciones entre el agente patdogeno, la planta hos-
pedera y el ambiente, las cuales son necesarias para
el desarrollo de la enfermedad [41]. Las rizobacterias
estimuladoras del crecimiento vegetal pueden inci-
dir en cualquiera de estos tres elementos y afectar el
desarrollo de la enfermedad infecciosa, debido a sus
multiples efectos.

Como se explicd, la bacteria SR/B-16 inhibe di-
rectamente el desarrollo de hongos fitopatogenos me-
diante la excrecion de sustancias con propiedades an-
tifingicas; a su vez, favorece el desarrollo de la planta
hospedera por el aumento de la disponibilidad de
nitrégeno y fosforo en los suelos agricolas, median-
te la degradacion de urea [20] y la solubilizacion de
fosfato de calcio [24]. Tales propiedades le permiten
incrementar los nutrientes en el ambiente de los culti-
vos, y le confieren ventajas en el control bioldgico de
enfermedades causadas por agentes patdgenos opor-
tunistas, asociadas a deficiencias nutricionales. Ejem-
plo de ello son las afectaciones causadas por el hongo
Cercospora spp. en plantas adultas de café, las cuales
surgen limitadas de nitrogeno combinado en el suelo y
se pueden controlar si se incrementa la disponibilidad
de este nutriente a niveles optimos para el desarrollo
de la planta [41], por medio la actividad ureolitica que
poseen varias especies de bacterias rizosféricas, como
SR/B-16 [20].

Otras caracteristicas que muestra B. subtilis SR/B-
16 provienen de su capacidad de excretar enzimas
liticas (celulasas y pectinasas) [24] que le permiten
a las poblaciones de la bacteria crecer a expensas de
la descomposicion de material vegetal muerto en los
suelos agricolas, y utilizar los polimeros que lo con-
forman como fuentes de carbono y energia [5]. En
suelos agricolas ricos en materia organica, como los
ecosistemas artificiales creados en los organoponicos,
la aplicacion de formulaciones de esta bacteria puede
potenciar el aumento de sus poblaciones en la zona de
la rizosfera, asi como sus efectos antagonistas, y con-
tribuir al control de enfermedades y a la estimulacion
del crecimiento vegetal.

Proyecciones con Bacillus subtilis
SR/B-16

Tres aspectos fundamentales quedan por revelar de
la fisiologia de B. subtilis SR/B-16: 1) sus propieda-
des inductoras, que le permiten el control bioldgico
indirecto de enfermedades, mediante la activacion de
los mecanismos de resistencia inducida en plantas; 2)
su capacidad para colonizar el ambiente rizosférico y

endofitico de los cultivos vegetales (rizocompetitivi-
dad) y 3) la efectividad in vivo de la bacteria en el
control bioldgico de enfermedades, las cuales se deri-
van de las complejas relaciones que establece SR/B-
16 con otras poblaciones microbianas que habitan en
la rizosfera y con las diversas especies vegetales.

Varios autores han descrito la accion de los lipo-
péptidos bacterianos en la activacion de los mecanis-
mos de resistencia inducida en plantas [5]. Comen-
tamos con anterioridad sobre la posible excrecion
de estos compuestos por SR/B-16, como parte de su
mecanismo de interaccion en condiciones in vitro
con hongos fitopatogenos. La caracterizacion morfo-
fisiologica de SR/B-16 reveld que posee propiedades
que le permiten colonizar el ambiente rizosférico: su
forma bacilar, su motilidad y su facilidad de formar
biofilmes cuando se cultiva en un medio nutritivo
[24]. Estas caracteristicas le confieren a SR/B-16 una
mayor tasa metabolica y velocidad de crecimiento, y
facilitan su quimioatraccion en el ambiente rizosfé-
rico y la posibilidad de agregarse en forma de biofil-
mes mas complejos. La motilidad es una propiedad
fisiologica que facilita la competitividad de cepas ri-
zosféricas de Pseudomonas spp., en las biopeliculas
que forman en la rizosfera de las plantas [47]. Los
biofilmes son la base de la colonizacion bacteriana en
la zona de la rizosfera y estimulan la concentracion
de los metabolitos antimicrobianos excretados por
las bacterias. Estos forman una barrera quimico-fisi-
ca que limita la entrada de los agentes patogenos a los
tejidos de la raiz [48].

Los estudios sobre los efectos de SR/B-16 en el
control bioldgico de hongos fitopatégenos, solo apor-
tan datos sobre la interaccion de la bacteria y los hon-
gos fitopatdogenos en condiciones in vitro [20, 22].
Numerosas investigaciones demuestran que el control
de enfermedades surge de la interaccion combinada
de multiples factores bidticos y elementos abidticos
del medio [23].

La utilizacion de B. subtilis SR/B-16 y sus produc-
tos extracelulares para el desarrollo de bioinoculan-
tes, requiere la recoleccion de mas datos experimen-
tales para valorar su beneficio practico en el control
biologico de enfermedades de origen fungico, que
afectan cultivos de interés agroalimentario. A su vez,
el desarrollo a gran escala de un indculo con efecto
consistente y confiable en condiciones de campo, atin
constituye un impedimento. Ademas de la seleccion
del microrganismo adecuado y lograr las condiciones
optimas para su cultivo, deben tenerse en cuenta los
soportes para su mantenimiento y liberacion en el
campo [49]. La capacidad que posee SR/B-16 de pro-
ducir endosporas, que le confieren resistencia a diver-
sos factores ambientales, es una enorme ventaja para
la formulacion, el almacenamiento, la conservacion y
aplicabilidad de biopreparados confeccionados a par-
tir de esta bacteria.

Los costos derivados unicamente del uso de fun-
gicidas para el control de enfermedades en cultivos
de maiz, soya, trigo, papa, café y arroz en los Estados
Unidos, superan los cinco billones de dolares [50].
Los gastos por compra de semillas y de biopestici-
das se han duplicado en los ultimos dos afios [51].
Estos fendmenos indican la necesidad de utilizar bac-
terias que puedan combinar multiples efectos para la

Biotecnologia Aplicada 2014; Vol.31, No.1

43. Lugtenberg B, Kamilova F. Plant-
growth-promoting rhizobacteria. Ann Rev
Microbiol. 2009;63:541-56.

44. Hibbing ME, Fuqua C, Parsek MR, Pe-
terson SB. Bacterial competition: surviving
and thriving in the microbial jungle. Nat
Rev Microbiol. 2010;8(1):15-25.

45. Kamoun SA. Catalogue of the effector
secretome of plant pathogenic oomycetes.
Annu Rev Phytopathol. 2006;44:41-60.

46. lJin F, Ding Y, Ding W, Reddy MS,
Dilantha WG, Du B. Genetic diversity
and phylogeny of antagonistic bacteria
against Phytophthora nicotianae isolated
from tobacco rhizosphere. Int J Mol Sci.
2011;12(5):3055-71.

47. Ongena M, Jaques P Bacillus lipo-
peptides: versatile weapons for plant
disease biocontrol. Trends Microbiol.
2008;16(3):115-25.

48. Schmidt TR, Scott EJ I, Dyer DW.
Whole-genome phylogenies of the fam-
ily Bacillaceae and expansion of the
sigma factor gene family in the Bacillus
cereus species-group. BMC Genomics.
2011;12:430-46.

49. Malusé E, Sas-Paszt L, Ciecielska J.
Technologies for beneficial microorgan-
ism inocula used as biofertilizers. Scien-
tificWorldJournal. 2012;2012:491206.

50. Chakraborty S, Tiedemann AV,
Teng PS. Climate change: potential
impact on plant diseases. Environ Poll.
2000;108(3):317-26.

51. Vurro M, Bonciani B, Vannacci G.
Emerging infectious diseases of crop plants
in developing countries: impact on agricul-
ture and socio-economic consequences.
Food Sec. 2010,2(2):113-32.

52. Mousa WK, Raizada MN. The diversity
of anti-microbial secondary metabolites
produced by fungal endophytes: an inter-
disciplinary perspective. Front Microbiol.
2013;4:65.

53. Beneduzi A, Ambrosini A, Passaglia
MP Plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPR): Their potential as antagonists and
biocontrol agents. Gen Mol Biol. 2012;
35(4 Suppl):1044-51.



Teresa de los M Orbera et al. SR/B-16 para el control biolégico de hongos fitopatégenos

estimulacion del crecimieto vegetal, como los miem-  estrategias que contribuyan al incremento sostenido
bros de Bacillus spp. [52, 53]. Las potencialidades que  de los rendimientos de los cultivos y a la reduccion
muestra B. subtilis SR/B-16 se insertan entre las accio-  de los costos de productividad agricola, asi como a la
nes prioritarias encaminadas al disefo cuidadoso de  disminucion gradual del uso de pesticidas [51].
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