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ARTICULO DE REVISION

Importancia de los lipopéptidos de Bacillus subtilis C
en el control bioldgico de enfermedades en cultivos
de gran valor econdmico

Importance of Bacillus subtilis lipopeptides in the biological control
of diseases in crops of high economic value

Franklin Eduardo Sanchez Pila
Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay. Ecuador.

Se determinaron los avances en el control bioldgico de enfermedades en cultivos de importancia econémica, en donde Bacillus
subtilis tiene un rol preponderante, puesto que sus lipopéptidos demuestran su efectividad al momento de controlar un rango
muy amplio de enfermedades que atacan a los cultivos de mayor importancia en nuestro pais y en el mundo. En los tres cultivos
analizados se dan detalles de la efectividad de Basillus subtilis para el control de las enfermedades mas devastadoras. En Magna-
porthe ryzae se determina que la severidad puede ser detenida con gran efectividad, por lo que sera necesario ampliar la experi-
mentacion hacia la proteccion de la semilla del arroz. Para Rhizoctonia solani los resultados exhibidos son muy alentadores. Esta
enfermedad es de mucha importancia no solo en el cultivo de papas, sino que en toda la variedad de solanaceas y leguminosas
cultivadas principalmente en el callejon interandino. En tanto que para Mycosphaerella fijiensis se detallan excelentes resultados
ante un patégeno extremadamente agresivo y que su control trae grandes impactos en la poblacién y en el ambiente. Ante lo
manifestado el Bacillus subtilis se perfila como uno de los principales agentes biocontroladores para lograr un correcto manejo
fitosanitario de los cultivos de mayor importancia en nuestro medio.
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ABSTRACT

Advances in the biological control of diseases in economically important crops, where Bacillus subtilis has a preponderant role
were determined, since their lipopeptides demonstrate its effectiveness when controlling a wide range of diseases that attack
crops of major importance in our country and the world. In the three crops tested details Basillus subtilis effectiveness for control
of the most devastating diseases are given. In Magnaporthe ryzae it is determined that the severity can be stopped very effecti-
vely, so experimentation will be necessary to extend the protection of seed rice. For Rhizoctonia solani displayed results are very
encouraging. This disease is very important not only in the cultivation of potatoes, but in every variety of Solanaceae and legumes
grown mainly in the inter-Andean alley. While for Mycosphaerella fijiensis excellent results are detailed to an extremely aggressi-
ve pathogen and its control brings great impacts on the population and the environment. Given what was said Bacillus subtilis is
emerging as a major biocontrol agents for proper phytosanitary management of crops of major importance in our environment.

Keywords: Bacillus subtilis, surfactin, Iturrinas, Fengicinas, rice, Solanaceae, bananas.

células bacterianas, facilitando asi la colonizacion de la
rizosfera [1]. Con esta caracteristica, este lipopéptido
en condiciones in situ, expresa accion protectora y un
biocontrol eficiente en arabidopsis frente a Pseudomo-
nas syringae, debido a la formacién de un biofilm an-
timicrobiano que permite la colonizacion de las super-
ficies de las raices para la secrecién de un antibiético,
la surfactina [3].

La familia de las iturrinas representada por la itu-

Introduccion

El uso indiscriminado de agroquimicos para el
control de enfermedades de las plantas cultivadas ha
perturbado el balance ecoldgico de los microorganis-
mos del suelo, conduciendo al desarrollo de cepas de
patogenos resistentes, contaminacion de aguas freati-
cas y obviamente riesgos a la salud de los humanos [1].

En el contexto del control bioldgico de enferme-

dades de los cultivos, las tres familias de lipopéptidos
de Baccillus, Surfactina, Iturrinas y Fengicinas han
sido estudiadas por sus potenciales actividades antago-
nicas contra varios fitopatogenos [1].

Las surfactinas es la familia mas estudiada de los
lipopéptidos [2], tiene la habilidad de inducir resisten-
cia sistémica en plantas y la propiedad para proliferar

rrina A, micosubtilinas y baciliomicinas, muestran una
fuerte actividad antifungosa [2]. La iturrina A purifi-
cada suprime el crecimiento de varios tipos de hongos
incluyendo Rhizoctonia solani en ensayos con placas [5].
Aunque las surfactinas tienen una actividad antibidtica
relativamente débil, la actividad antibidtica de la iturrina
A es muy fuerte [6].

!Licenciado en Bioquimica. Master en Biotecnologia Mencidn Investigacion de nuevos productos. Quito, Ecuador.

Correspondencia: Alexey Llopiz. E mail: alexey-llopiz@outlook.com.

Bionatura -«

Volumen 1/Numero3 -

http://www.revistabionatura.com



—— 136

-

Franklin Eduardo Sanchez Pila

Porcentajes de mortalidad
de plantas de Arabidopsis

100

80 1 — -

60
40 4

20 4

N i

6051 M1 P syringoe 6051 + M1+
B syringoe P syringoe
Tratamientos
Il nvitro cultures

[ Potcultures

Fig. 1. Resultados del porcentaje de mortalidad de las plantas de
Arabidopsis antes los diferentes tratamientos.

Las fengicinas son un lipopéptido bioactivo producido por
algunas cepas de Bacillus subtilis, que demuestra actividad anti-
fungica contra los filamentos de los hongos. Como la mayoria de
péptidos naturales antimicrobianos, las fengicinas probablemen-
te actiian haciendo la membrana plasmitica de la célula objetivo
mas permeable [7].

Los lipopéptidos son conocidos por actuar de manera sinér-
gica, algunos estudios sugieren surfactinas con iturrinas [8], sur-
factinas con fegicinas [9] y fengicinas con iturrinas [10].

Modo de accidn

« Colonizacién de la rizésfera

Las raices de las plantas exudan un enorme rango de com-
puestos de bajo peso molecular potencialmente valiosos dentro de
la rizésfera. Algunas de las experiencias de interacciones quimicas,
fisicas y bioldgicas en plantas terrestres son aquellas que ocurren
entre las raices y su ambiente circundante en el suelo [11].

Bais [3]reporta que parte del mecanismo de biocontrol de
Bacillus subtilis 6051 se adhiere a la superficie de las raices de Ara-
bidopsis. Después de cuatro dias en medios Murashige y Skooglas
para crecimiento conjunto de Arabidopsis y Bacillus subtilis 6051,
utilizando microscopio de barrido laser, se observa que las células
de Bacillus subtilis 6051 han colonizado toda la superficie de la
raiz de Arabidopsis. En parte del mismo estudio, la Arabidopsis
cultivada en suelo estéril con Bacillus subtilis 6051 forma una bio-
pelicula estable y no patogénica.

Antagonismo

Una vez establecido en la rizdsfera, los aislados de Bacillus
pueden desplegar todo su arsenal de antibidticos [1]. La Iturina A
muestra una fuerte actividad antibidtica con un amplio espectro
antifingico, haciéndola un agente ideal para el control biolégico
con el objetivo de reducir el uso de pesticidas en la agricultura.
Este efecto se demuestra cuando en una suspensién de esporas
de P, crustosum, estas se hinchan y los lados crecen. Esto es de-
bido al desequilibrio osmético causado por los antibidticos [12].
Igualmente Marrone informa que los lipopéptidos extraidos de
Bacillus subtilis UMAF6639, el cual produce iturina A, fegicina y
surfactina inhiben la germinacion de las esporas. [13]

La produccién de iturrina A es frecuentemente un factor
muy importante con respecto a la actividad antimicética. Ensayos
de inhibicién in vitro contra siete diferentes patégenos de pos-
cosecha en citricos, aguacates y mangos, probaron el rango de la
capacidad antagonista de iturina A de Bacillus amyloliquefaciens.
Todos los patogenos fueron afectados sin excepcion, en compara-
cion con otros dos lipopéptidos, fengycinas y surfactinas que no
tuvieron mayor efecto en todos los patégenos [12].

La iturrina A trastorna la membrana citoplasmatica del hon-
go, creando canales a través de la membrana, lo cual permite la
liberacion de iones vitales como el K* [14].
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Induccion a la resistencia

Las fengicinas y las surfactinas pueden interactuar con las
células de las plantas como factor determinante para la activacion
de una respuesta inmunitaria a través de la estimulacién del feno-
meno de induccidn al sistema de resistencia [1].

Junto con el antagonismo directo, algunas bacterias bené-
ficas pueden proteger las plantas indirectamente, a través de la
estimulacién del mecanismo inducible, que hace al hospedero
mas resistente al futuro ingreso de patégenos. Esa induccién,
de la capacidad defensiva mejorada puede ser sistémica, como
se mostro con los tratamientos de raices con bacterias para pro-
vocar la proteccion de la parte aérea y de raices de las plantas.
Este fendmeno es conocido como “resistencia sistémica induci-
da” RSI [15].

Las fengicinas muestran una fuerte actividad antifingica vy,
por lo tanto, puede desempenar un doble rol para la reduccion de
las enfermedades de las plantas. Estos compuestos pueden actuar
mejorando la capacidad defensiva del hospedero, pero también a
través del antagonismo microbiano directo [15]. Las surfactinas
no son fungotdxicas, pero tienen fuertes propiedades hemoliticas,
antibacteriales, antivirales and antitumorales X. Mucha de su
actividad bioldgica puede estar relacionada a su efecto sobre la
parte lipidica de las membranas. De su estructura tipo detergen-
te, estas moléculas pueden facilmente asociarse y anclarse firme-
mente dentro de las capas de lipidos, creando algtn disturbio o
perforaciones en el plasma de la membrana que puede activar un
torrente de eventos moleculares derivando en respuestas defensi-
vas. Las fengicinas también pueden facilmente interactuar con las
capas de lipidos e igualmente pueden alterar la estructura de las
membranas y permeabilizarla [15].

Utilizacion de Basillus subtilis en cultivos
de importancia econémica

Arroz

El arroz (Oryza sativa) es uno de los cultivos mds impor-
tantes en la alimentacion, el cual provee el 23 % de las calorias
consumidas alrededor del mundo [16]. El consumo per capita
de arroz en Ecuador es de 54 kilogramos. El tizon del arroz es la
enfermedad mas destructiva del cultivo, causada por Magnapor-
the ryzae, cada afo esta enfermedad causa pérdidas entre el 10 al
30 % del arroz cultivado [17].

La habilidad del tizdn del arroz de mutar en nuevas razas, es
la causa del limitado éxito en el control a través de la induccién
a la resistencia [18]. En un ensayo donde se utilizaron hojas de
arroz tratadas con y sin Bacillus subtilis en presencia del patogeno
fueron incubadas de 5 a 10 dias, las hojas tratadas no mostraron
sintomas visibles del tizon permaneciendo verdes y saludables.
Estas mostraron que desarrollaron proteccion en contra de Mag-
naporthe ryzae. Las hojas que no fueron tratadas con Bacillus sub-
tilis y que fueron infestadas con el patégeno mostraron desarrollo
de la enfermedad [19].

Las dosis utilizadas en el ensayo demuestran que es un factor
determinante para el control del patégeno los tratamientos C, D,
E presentan diferencias muy significativas, con respecto de A y B.
Por lo que se deduce que la utilizacién de Bacillus subtillis con-
trola de manera eficaz, segtin la dosis aplicada la proliferacion de
Magnaporthe ryza.

Solanaceas

La papa (Solanum tuberosum L.) es el tercer cultivo para
alimentacion mas importante del mundo después del trigo y el
arroz (http://www.fao.org/potato-2008/en/potato/pdf.html). La
produccion de papas es amenazada por muchas enfermedades,
incluido el tizon temprano causado por Rhizoctonia solani que es
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una de las mayores enfermedades de la papa alrededor del mundo
19. Los sintomas son los siguientes [20]

« Hojas: manchas necréticas en las hojas de color marrén
claro a oscuro con anillos concéntricos, manchas restrin-
gidas por las nervaduras.

« Tallos: manchas necrdticas.

o Tubérculos: manchas circulares o irregulares de color ma-
rrén oscuro, ligeramente hundidas.

Aunque algunos fungicidas quimicos han probado su efec-
tividad para el control de Rhizoctonia solani estos son utiles en
produccién organica, por lo que el uso de agentes bioldgicos
parece ser una buena alternativa para proteger los cultivos. Re-
cientemente, bacterias y agentes fungicos han sido descritos para
el control de Rhizoctonia solani. [21]. En este contexto, Bacillus
subtilis ha sido ampliamente estudiado como potencial agente
bioldgico contra varias enfermedades de cultivos, debido a su ha-
bilidad de producir ciertos antibiéticos, lipoproteinas y enzimas
hidroliticas [22].
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Fig. 2. Resultados del ensayo para determinar la efectividad de Bacillus

subtilis para contrarrestar Magnaporthe ryzae. Se detallan los trata-

mientos [19].

A. Hojas inoculadas Magnaporthe ryzae.

B. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (0,5 ml/mL)
+inoculadas Magnaporthe ryzae.

C. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (1,0 ml/mL) + inoculadas
Magnaporthe ryzae.

D. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (2,0 ml/mL) + inoculadas
Magnaporthe ryzae.

E. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (0,5 ml/mL).

F. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (1,0 ml/mL).

G. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (2,0 ml/mL).

H. Control.

La habilidad de Bacillus subtilis V26 para el control de Rhi-
zoctonia solani fue confirmada por la determinacién del radio de
inhibicion en contra de este hongo, ademas se verifico mediante
la observacién con microscopio 6ptico. El sobrenadante de culti-
vo de Bacillus subtilis V26 contiene quitosanasa y proteasa, ade-
mas de compuestos antifingicos. [19]

La habilidad de esta cepa para producir quitosanasa y pro-
teasa sugiere que esta puede actuar sobre el crecimiento de Rhi-
zoctonia solani por antibiosis. De hecho, la actividad de las quito-
sanasas hidrolisa el quitosan, el cual se encuentra entre uno de los
principales constituyentes de la pared celular del hongo. El sobre-
nadante del cultivo Bacillus subtilis V26 provoca vacuolizacion y
deformacion en las hifas de Rhizoctonia solani. . [19]

Rodajas de patatas fueron tratadas con Bacillus subtilis V26
antes y después de inocular el hongo, con el fin de revelar si V26 de-
sarrolla actividades curativas o protectantes. Aunque los dos trata-
mientos fueron efectivos en reducir la infeccién fungica, el control
mas efectivo fue alcanzado cuando V26 fue aplicado 24 horas antes
de la inoculacién (actividad protectante). Esto podria ser debido
al hecho que las endosporas de Bacillus subtilles necesitan tiempo
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para germinar antes de que estén listos para inhibir la germinacién
de Rhizoctonia solani.

Las cepas de Bacillus mejoran significativamente el creci-
miento de las plantas, inhibiendo los patdgenos del suelo cuando
se usa un tratamiento de suelo. Analisis estadisticos en la pudri-
cion negra y llagas de las raices causadas por Rhizoctonia solani
indicaron que hay diferencias significativas entre los tratamien-
tos. La cepa V26 fue capaz de controlar la pudricién negra (81 %
eficacia), asi como las llagas de las raices (63 % eficacia) mds efi-
ciente que el fungicida comercial Prevam (Decahidrato Tetrabo-
rohidrato de sodio). Curiosamente, la cepa V26 parece ser mas
efectiva en la supresion de la pudriciéon negra que muchos otros
hongos y bacterias antagonistas. [6]

La incidencia de la enfermedad en raices de todas las plantas
tratadas fue significativamente menor que las plantas que no reci-
bieron tratamiento y que fueron usadas como control

Fincidencia de la enfermedad

100 1
20
80
701

a
a,b a,b
601 ab
50 . a,b
_q_u.
301
204
101
0

Control SPO1  SPO2 SPO2-CM  NPK  PREVAM

Tratamientos

Fig. 3. Incidencia de Rhizoctonia solani en raices después de 60 dias
de inoculacion del patégeno en un experimento montado en macetas,
tratadas con la cepa V26 de Bacillus subtilis.

Control .

SPO1 106 esporas/mL lavadas en suspension de esporas .

SPO2 109 esporas/mL.

SPO2-CM 109 esporas/mL.

NPK fertilizante.

PREVAM fungicida comercial.

» Banano

El cultivo del banano es el cuarto mas importante después
del arroz, trigo y maiz, es cultivado en regiones tropicales de mas
de 100 paises y juega un rol clave en las economias de muchos
paises en desarrollo [23].

Entre las enfermedades que reduce la produccién de banano
esta la Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijien-
sis siendo esta la mds peligrosa. El hongo ataca las hojas, dismi-
nuyendo el area fotosintética de la planta y causa la maduracién
prematura de la fruta resultado en significantes pérdidas [24]. Ac-
tualmente el control de esta enfermedad mayormente se basa en
recurrentes aplicaciones de fungicidas protectantes y sistémicos,
los cuales son aplicados via aérea todo el ano en plantaciones que
producen banano de exportacion [25].

Gutierrez-Monsalve [25], utilizando un fungicida microbia-
no a base de Bacillus subtilis EA-CB0015 demuestra mediante ex-
perimentos de campo y en invernadero la efectividad de Bacillus
subtilis EA-CB0015 y sus metabolitos para el control de Mycos-
phaerella fijiensis. El fungicida fue aplicado como una suspension
en agua a una dosis de 1,5 L/ha, la cual fue capaz de reducir la se-
veridad de la enfermedad en el mismo rango de fungicidas como
chlorothalonil y mancozeb, fungicidas protectantes cominmente
usados en los programas de control de Sigatoka negra. Ademis,
el fungicida microbiano a 1,5 L/ha mostr6 ser efectivo cuando se
aplica en combinacién con fungicidas sistémicos como parte de
un programa de control comparable a un programa con fungi-
cidas comercialmente usados para el control de la enfermedad.
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Fig. 4. Reduccién de la severidad de la enfermedad de Sigatoka negra en
plantas de Mycosphaerella fijensis utilizando B. subtitlis.

Los resultados mostraron que se podria introducir un
conjunto de herramientas para el control de Sigatoka negra en
el cultivo de banano, ya sea como una suspension en agua o en
combinacién con fungicidas sistémicos, reduciendo la carga de
fungicidas en las regiones productoras y el riesgo del desarrollo
de resistencia del patdgeno a los fungicidas.

1
Conclusiones

Es necesario implementar en el pais planes de investigacién
que permitan profundizar ain mas en campo del biocontrol de
enfermedades, con la perspectiva de encontrar soluciones viables
y conjuntos a los modelos que cada dia se van implementando y
que se direccionan en métodos que no pongan en riesgo al pro-
ductor o al medio ambiente.

Los lipopéptidos de Bacillus subtilis se enmarcan en agentes
bioldgicos de gran potencialidad, en donde es necesario detallar
sus roles, principalmente en las sinergias que podrian desarrollar,
no solo entre ellos, sino con otros microorganismos de la rizds-
fera. Al disponer de buena cantidad de evidencia con respecto de
las surfactinas, es necesario entender y ampliar los conocimientos
con respecto de las iturrinas y las fengycinas.

Una de los grandes retos para los investigadores gira en tor-
no a desarrollar alternativas practicas para la obtencién a gran
escala de los lipopéptidos, asi como la mejor formulacién para
las aplicaciones en los cultivos, si bien la evidencia muestra gran
efectividad a nivel de laboratorio, es necesario encontrar la me-
jor forma para que puedan ser aplicadas a campo abierto. En
esta revision, existe suficiente evidencia de la efectividad de los
lipopeptidos como controladores de las enfermedades més devas-
tadoras en los cultivos de mayor importancia, pero es necesario
determinar formulaciones que faciliten su obtencion y aplicacion.
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