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LOS MICROORGANISMOS AL SERVICIO DE LA AGRICULTURA:

AGENTES MICROBIANOS DE CONTROL BIOLOGICO (AMCB)

RESUMEN

En la actualidad, existe un interés creciente por la busqueda de alternativas al control quimico para la
supresion de agentes patdgenos vegetales y, en este sentido, una de las opciones mas interesantes
es el uso de agentes microbianos de control biolégico (AMCB). La comercializacion de estos agentes
mediante bio-férmulas es, en general, escasa debido a varias causas, como podria ser la falta de un
espectro de actividad amplio, la baja eficacia del producto en campo, la actividad débil frente al paté-
geno en comparacion con lo observado por parte de algunas férmulas de naturaleza quimica o bien, el
proceso de registro y patente tan lento al que deben someterse tales productos. No obstante, a pesar
de las dificultades encontradas frente al desarrollo de estos bio-productos, existen muchas razones
para ser optimistas ya que la aplicacion de estos AMCB puede jugar un papel muy importante en los
sistemas de control integrado de plagas y enfermedades.

SUMMARY

At present, there is a considerable interest in finding alternatives to chemical pesticides for suppression
of soilborne plant pathogens. Therefore, one of the most interesting options is the use of microbial bio-
logical control agents (MBCA) suppressing plant diseases. The commercialization of these antagonistic
microbes as bioformulations is, in general, scarce due to problems such as lack of broad-spectrum
activity, low efficacy in the field, weakly suppressive activity when compared with chemical pesticides or
the very slow registration process for the obtention of patents.
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1. Introduccion

Resulta evidente que el buen desarrollo y estado sanitario de las plantas es espe-
cialmente importante para aquellos sectores empresariales relacionados directamente
con la produccién y distribucion de productos vegetales. Adicionalmente, por su relacién
directa con la pureza y seguridad del medio ambiente y el consumo de productos ali-
mentarios, la calidad higiénico-sanitaria vegetal puede ser considerada como un asunto
de vital importancia a nivel mundial.

Las causas mas comunes del crecimiento deficiente de las plantas y de la des-
truccion de cosechas son los agentes fitopatdogenos, el clima desfavorable, las malezas
y las plagas de insectos. Con respecto a la primera de ellas, existen gran cantidad de
fitopatdgenos que afectan desde hace mas de 6.000 afos, a la existencia, crecimiento
adecuado y productividad de muchos de los cultivos vegetales en los que se basa el
sustento y la supervivencia de la humanidad. En las sociedades mas desarrolladas, los
problemas observados en la produccion de alimentos y forrajes a causa de plagas y en-
fermedades, tienen como primera consecuencia pérdidas financieras y precios mas altos
en los productos, mas que problemas directos de desnutricién o inanicion. Sin embargo,
no debe obviarse que cualquier problema de produccion en la industria agroalimentaria
se traduce en una reduccion en la disponibilidad de alimentos a nivel mundial, siendo
las partes mas pobres del mundo las mas perjudicadas (Paddock, 1967 y Agrios, 1995).

En los ultimos afios se esta llevando a cabo una mejora en los sistemas de produc-
cion agricola sostenible, reduciendo en lo posible la aplicacion de pesticidas quimicos, los
cuales resultan gravemente perjudiciales a nivel ambiental y sanitario. Se ha detectado
ademas una problematica creciente en lo que se refiere a la resistencia de algunos pa-
tégenos frente a determinados pesticidas quimicos (Brent y Hollomon, 1998), como es
el caso del bromuro de metilo aplicado como fumigante del suelo frente a enfermedades
tipicas de cultivos vegetales y de tipo ornamental (Katan, 1999 y Gullino et al., 2003).

Como consecuencia, la industria privada esta incrementando sus actuales inver-
siones en relacion al descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas que puedan ser
aplicadas en el control de enfermedades de plantas. De hecho, existe la conciencia
generalizada de que las estrategias que implican el manejo integrado de plagas, pue-
den proporcionar alternativas al control de patégenos, tanto respetuosas con el medio
ambiente, como viables desde un punto de vista econémico.
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En este sentido, durante los ultimos 40 afios se han iniciado numerosos estudios
dirigidos a la identificacion de microorganismos capaces de reducir la actividad de pa-
tégenos del suelo por lo que, a dia de hoy, existe un gran niumero de investigaciones
relacionadas con las posibles interacciones entre agentes fitopatégenos y antagonistas.
Algunas especies como Trichoderma harzianum, Pseudomonas fluorescens y Bacillus
subtilis o en general, el grupo microbiano conocido como "Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal", se consideran hoy dia, importantes agentes microbianos de control
biolégico (AMCB) o, como indican algunos autores, agentes "bioprotectores” de la salud
vegetal. Dichos microorganismos atacan a las especies patdgenas mediante distintos
mecanismos de accién tales como la competencia por los nutrientes o el espacio fisico, la
produccion de antibidticos, la presencia de sideréforos o mediante la activacién de meca-
nismos de resistencia en el vegetal, lo que se conoce como resistencia sistémica inducida.

2. Practicas agrondmicas tradicionales dirigidas al control
biolégico de plagas

Los suelos supresivos naturales son un buen ejemplo de que, en ocasiones, la
microbiota indigena es capaz de proteger a determinados cultivos vegetales de la accion
perjudicial de algunos patégenos del suelo. Se han descrito suelos supresivos frente a un
buen numero de hongos fitopatdgenos, tales como Fusarium oxysporum, Gaeumannomy-
ces graminis var. tricici, Pythium ultimuny Rhizoctonia solani, entre otros (Scher y Baker,
1982; Alabouvette, 1986 y Lucas et al., 1993). El caracter supresivo puede ser, ademas,
inducido mediante la transferencia de este caracter de determinados microorganismos a
sustratos "receptores" adecuados. En este sentido, el aislamiento de microorganismos
antagonistas de enfermedades de plantas ha permitido la inoculacion de suelos y sus-
tratos que, sin ser inicialmente supresivos, han adoptado esta caracteristica a posteriori.

Algunos biofungicidas comerciales se han desarrollado gracias al estudio de suelos
de conocido caracter supresivo. A modo de ejemplo, éste es el caso de un biofungicida
basado en la cepa K61 de Streptomyces griseoviridis (White et al., 1990), procedente
de turba, el cual es capaz de controlar las enfermedades producidas por los hongos
patégenos Fusarium spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp. y Phytophthora spp., mediante
la colonizacion previa de la rizosfera vegetal. Por otro lado, a finales de la década de los
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90, se desarrollé una cepa no patogénica (Fo47) de F. oxysporum, aislada a partir de
un suelo supresivo para fusariosis en Francia, la cual se comercializa hoy dia como una
férmula liquida que puede ser aplicada en cultivos sin suelo (Alabouvette et al., 1998).

Desde hace mas de 25 afos, se conoce que la aplicacion de enmiendas organicas
tales como abonos en verde, estiércoles estables o compost, antes del transplante,
pueden favorecer el control biolégico de importantes plagas y enfermedades vegeta-
les (Lumsden et al., 1983). En este sentido, microorganismos presentes en compost
de origen diverso muestran un notable caracter antagonista frente a enfermedades
concretas, tales como el damping-off causado por Pythium spp. en plantas de pepino.
Este es el caso de algunas especies del grupo de las pseudomonas fluorescentes, asi
como de los géneros Bacillus y Pantoea (Boehm et al., 1997). Los compost aplicados a
suelos con este objetivo, suponen ademas una fuente importante de nutrientes para los
antagonistas, favoreciendo la éptima interaccion de éstos con la microbiota autéctona
(Hoitink y Boehm, 1999).

Se conocen al menos dos tipos de mecanismos por los que un compost podria
considerarse como supresivo: a) competicion por los nutrientes entre los agentes
fitopatdgenos y la microbiota propia del compost, o b) de forma mas especifica, los
fendmenos de microparasitismo entre antagonistas y patdgenos. El primero de ellos
es el que opera principalmente frente a Pythium spp. y Phytophthora spp. (Hoitink
et al.,, 1991), mientras que el segundo se requiere principalmente para el control de
Rhizoctonia solani (Hoitink et al., 1997).

El ambiente controlado y homogéneo que impera en un invernadero, se considera
el idéneo para la aplicacion de AMCB. Los antagonistas que se utilizan en este tipo de
ambientes deben seleccionarse en funcién de las condiciones 6ptimas ambientales
de crecimiento del cultivo, tales como el pH, temperatura o los potenciales matriciales
(Albajes et al., 1999 y Paulitz y Bélanger, 2001). En este sentido, incluso las practicas
cultivares y enmiendas organicas aplicadas para inducir la supresién de enfermedades
en suelo o cultivo hidropdnico, resultan sorprendentemente mas efectivas en el inver-
nadero que al aire libre.
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3. Busqueda, aislamiento e identificacion de agentes de control
biolégico

El primer paso en el desarrollo de AMCB es la busqueda, aislamiento y verificacion de
su caracter antagonista mediante métodos que aseguren la eficacia y en ultima instancia
el éxito comercial de los mismos. La metodologia utilizada, por tanto, va a determinar de
forma importante el tipo y propiedades de los antagonistas que se seleccionen.

En general, se suele llevar a cabo una busqueda "masiva" de agentes potencialmen-
te antagonistas a partir de los sustratos donde éstos se encuentran presentes (suelos,
compost, restos vegetales). Los extractos obtenidos a partir de estos sustratos, se inocu-
lan sobre medios de cultivo dirigidos al crecimiento de bacterias, hongos y actinomicetos,
los cuales posteriormente seran ensayados con el objetivo de seleccionar aquellos que
muestren algun efecto antagonista frente a uno o més agentes fitopatégenos.

Los ensayos in vivo necesarios para comprobar si un determinado microorganismo
es capaz de suprimir una enfermedad vegetal son bastante engorrosos y ocupan lar-
gos periodos de tiempo. De este modo, cuando se pretende investigar un gran numero
de cepas potencialmente antagonistas se requiere, por tanto, llevar a cabo ensayos
preliminares que ayuden a realizar una preseleccion de aquellos microorganismos que
realmente, deberan ser probados en campo. Algunas de las técnicas mas utilizadas para
comprobar el caracter mas o menos antagonista de un microorganismo se basan en la
modificacién de los protocolos de enfrentamiento descritos por De Boer et al. (1999) y
Landa et al., (1997) (Figura 1). Por otro lado, cuando el agente de control biolégico pasa
a ser investigado en planta, una de las metodologias mas utilizadas in vivo se basa en
la induccion de la resistencia sistémica del cultivo receptor (Larkin y Fravel, 1998) por
parte del agente antagonista.

Algunas estrategias tradicionales, aunque mas relacionadas con el control de
patégenos post-cosecha, pasan por la utilizacion de productos vegetales lesionados
o heridos (frutas, verduras, hortalizas) de modo que se seleccionan aquellos agentes
de control bioldgico cercanos a las lesiones y que son capaces de proteger al vegetal
de la entrada de patégenos oportunistas (Wilson et al., 1993). Este método permite la
seleccidn en un tiempo minimo de un buen nimero de antagonistas, aunque se limita
s6lo a aquéllos de crecimiento rapido y que crecen sobre la superficie del producto
vegetal (El Ghaouth et al., 2000).
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Figura 1. Enfrentamiento entre agentes antagonistas y el hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum f.sp. melonis
(foto central: control de crecimiento de Fom)

Sea cual sea el método de busqueda y seleccion de AMCB, hay que tener en cuenta
que no siempre los resultados obtenidos in vivo, van a coincidir con lo observado in vitro,
dentro del laboratorio. Aunque esto seria lo deseable, es evidente que las condiciones
in vitro son muy diferentes a las que se dan en el campo o en un invernadero, tanto en
lo que se refiere a las caracteristicas fisico-quimicas del entorno, como a las posibles
interacciones que se establecen entre antagonista-hospedador-patégeno (Droby et alii,
2000 y Wisniewski et alii, 2001).

3.1. Mecanismos de accion

Mientras que la competicion por nutrientes parece ser el principal mecanismo im-
plicado en la actividad de muchos agentes antagonistas, resulta raro que ésta, de forma
aislada, sea la Unica responsable de la supresién de una enfermedad (Droby et al., 2000
y Janisiewicz et al., 2000). Un buen AMCB debe estar equipado con varios atributos que
en conjunto sean capaces de controlar el desarrollo de una determinada enfermedad.

Los mecanismos por los que los microorganismos antagonistas afectan a las
poblaciones de patégenos no siempre son claros, pero en general se atribuyen a algu-
no de los siguientes factores: parasitismo directo y muerte del patdégeno (Bar-Shimon
et al., 2004 y Friel et al., 2007); competencia con el patdégeno por alimento (Wisniewski
et al., 2001 y 2007); efectos toxicos directos sobre el patégeno por medio de sustan-
cias antibioticas liberadas por el antagonista tales como estreptomicina, griseofulvina,
cicloheximida, tetraciclina o penicilina (Janisiewicz et al., 2001); y efectos toxicos indirec-
tos sobre el patdégeno por sustancias volatiles, liberadas por las actividades metabdlicas
del organismo antagonista (Fernando et al., 2005).
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Algunos cultivos pueden ser protegidos por agentes de control biologico de
naturaleza fungica gracias a mecanismos de resistencia inducida (Gessler y Kuc, 1982
y Matta, 1989). En este sentido, diversas investigaciones han demostrado la induccién
de resistencia a Fusarium spp. mediante la utilizacion de cepas de F. oxysporum no
patdgenas en el caso del cultivo de pepino y guisante.

Conocer, por tanto, los mecanismos implicados en la proteccion de los cultivos
es una condicion preliminar e indispensable para el desarrollo y posterior uso efectivo
de productos basados en AMCB. Sin embargo, la informacion acerca de los mecanis-
mos de accion propios de la mayoria de los agentes de control investigados hasta el
momento es muy incompleta. Esto se debe a las dificultades asociadas al estudio de las
complejas interacciones entre hospedador, patégeno y antagonista, sin olvidar al resto
de la microbiota que habita en el mismo entorno (Figura 2).

Figura 2. Diagrama de posibles interacciones entre hospedador-patégeno-antagonista
(adaptado de Droby et al., 2009)

Agente de Control
Biologico

Fitotoxinas, modificacion del pH,
procesos de oxidacion

Agente Cultivo
patogeno - hospedador

Compuestos antifungicos,
proteinas PR, enzimas hidroliticas
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4. Comercializacidon de productos dirigidos al control biolégico

A pesar de la enorme importancia que hoy dia supone el desarrollo de un siste-
ma integrado 6ptimo para el control de plagas, mediante la aplicacion de AMCB, los
biopesticidas representan hoy dia menos de un 3% del mercado global de pesticidas
(Marrone, 2007). Aunque existe un considerable interés en la busqueda de alternativas al
control quimico para la supresion de fitopatdogenos, la comercializacién de estos agentes
de control es, en general escasa, debido a problemas tales como la deteccién de un
espectro de actuacién muy limitado, la baja eficacia del producto en campo o una muy
baja actividad supresiva en comparacion a lo observado con los pesticidas quimicos
(Spadaro y Gullino, 2005).

Por tanto, la busqueda de microorganismos que no solo sean capaces de controlar
plagas y enfermedades de plantas, sino que ademas muestren un amplio espectro de
actuacion in vivo, es una de las actividades en las que la industria agraria privada invierte
actualmente gran cantidad de personal, tiempo y fondos.

4.1. La base de un correcto programa de investigacion

La identificacidn, desarrollo, y comercializaciéon de una bioférmula dirigida al control
biolégico es un proceso largo y costoso (Droby et al., 2000 y Blachinsky et al., 2007)
y, por tanto, en las etapas iniciales del desarrollo de un producto de este tipo, los in-
vestigadores deben emplear el tiempo y esfuerzo necesarios para vislumbrar cualquier
problema que suponga un obstaculo para la comercializacion del producto.

Ya a finales de los 80, Wilson y Wisniewski (1989) establecieron una serie de
criterios relacionados con la mayor o menor idoneidad de un AMCB. Estos criterios se
enumeran a continuacion:

* Estabilidad genética.
* Efectividad a bajas concentraciones.
* Requerimientos nutricionales poco o nada complejos.

* Capacidad de supervivencia bajo condiciones ambientales adversas.
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* Efectividad frente a un amplio rango de patégenos y sobre diferentes cultivos
vegetales.

* Economia de produccion.

* Posibilidad de obtener bioférmulas con un tiempo de vida largo.
* Facilidad de aplicacion.

* Resistencia a otros agentes quimicos usados en campo.

* Inocuidad para el hombre.

En general, todos estos criterios se agrupan en 5 factores bien diferenciados:
1) la bioseguridad que ofrece el antagonista seleccionado; 2) la posibilidad de ser pa-
tentado; 3) los requerimientos nutricionales y tiempo limite de vida (caducidad); 4) el
rango de actividad (cultivos vegetales y patdgenos); y, finalmente, 5) la facilidad de la
aplicacion. Si cualquiera de estos factores ofreciese problemas, las empresas encarga-
das del desarrollo de bioférmulas antagonistas no dudarian en abandonar el desarrollo
de un producto de este tipo, a pesar de que el antagonista seleccionado haya mostrado
previamente, una excelente capacidad antagonista in vitro.

4.2. Aplicacién de las bioférmulas antagonistas

El formato de los distintos preparados comerciales va a depender en gran medida
del uso o aplicacion que se le vaya a dar. Asi, para la aplicaciéon en cultivos sin suelo,
es preferible el uso de bioférmulas liquidas, ya que lo mas sencillo y légico es aplicar el
in6culo mediante el sistema de riego controlado. Por otro lado, cuando la aplicacién va a
llevarse a cabo en maceteros contenedores, sobre el propio sustrato de crecimiento, lo
mas apropiado es el uso de materiales granulados. En el caso de ser aplicados mediante
aerosoles (aplicacion foliar) o bien mediante inmersién radical, la utilizacién de polvos
hidrosolubles es el método de eleccion. Existen algunos productos que tienen la posi-
bilidad de poder ser aplicados con un objetivo doble. Este es el caso de una bioférmula
basada en la actividad antagonista del hongo Coniothyrium minitans, de modo que es
aplicada en suelo para reducir el in6culo del fitopatdégeno o bien a modo de spray para
higienizar los cultivos o restos vegetales infectados (De Vrije et al., 2001).
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En general, una vez formulados, este tipo de bioproductos contienen un conjunto de
componentes diversos tales como la propia matriz sobre la que se han elaborado, aditivos,
estabilizantes, inhibidores del crecimiento, agentes controladores del pH, dispersantes,
lubrificantes, sustancias activadoras, nutrientes, etc. (Paau, 1998). El objetivo de afiadir
tales componentes se basa en el mantenimiento de la viabilidad del microorganismo
antagonista y en favorecer y promover su capacidad de actuacién, asi como en facilitar
la manipulacion y dosificacion del producto sin olvidar la necesidad de evitar los riesgos
de contaminacién por parte de agentes externos.

Hoy dia, el estudio de la aplicacion y dosificacion de las bioférmulas basadas en
AMCB, merece una atencién especial. En este sentido, la dosificacién debe ser sencilla
y efectiva, debiendo llevarse a cabo en el momento y sitio de accion apropiados. Estos
productos se basan en la presencia de organismos vivos, los cuales pueden verse mu-
cho mas afectados que los pesticidas quimicos a causa de los cambios ambientales de
temperatura, humedad y/o pH (Matthews, 2000).

4.3. Problemas derivados del Registro y Patente de los agentes
de control biolégico

Tras el estudio de un agente antagonista, desarrollo de la bioférmula 6ptima vy final-
mente aplicacion experimental, el producto sera o no, susceptible de comercializarse. Los
requerimientos mas importantes para registrar definitivamente el producto son su viabi-
lidad econdmica, evidenciar su eficiencia y reproducibilidad bajo diferentes condiciones
ambientales, el tiempo de vida, asi como la viabilidad de su aplicacion y dosificacion. Sin
embargo, no son estos los Unicos factores a tener en cuenta, ya que las perspectivas
de distribucion y venta del producto son dos aspectos evaluados de forma minuciosa
(Serrano y Galindo, 2007).

Hoy dia, existe un interés considerable en el descubrimiento y explotacién de
nuevos AMCB, para el control de plagas y enfermedades vegetales asi como de malas
hierbas. El uso de este tipo de productos puede llevarse a cabo en aquellas zonas donde
la aplicacién de pesticidas quimicos esté prohibida, o bien donde determinados cultivos
hayan generado resistencias a éstos. Sin embargo, a pesar del esfuerzo llevado a cabo
actualmente, el numero de productos de este tipo en el mercado europeo es aun muy
bajo en comparacién con el observado en EEUU o Canada (Kiewnick, 2007), debido
principalmente al bajo numero de registros que se producen anualmente.
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En la mayor parte de los paises occidentales el proceso de registro de un agente
de control biolégico requiere de evaluaciones menos intensivas que las necesarias para
un pesticida o antimicrobiano quimico. Sin embargo el tiempo invertido y los costes de-
rivados del registro son muy altos, por lo que se hace imprescindible la proteccion de la
tecnologia mediante patentes, siendo éste un proceso largo y complejo (Kiewnick, 2007).

En los paises miembros de la UE, el registro de productos dirigidos al control biol6-
gico se regula mediante la Directiva 91/414/EEC. El largo y costoso proceso de registro
y patente de estos bioproductos obliga a la mayoria de las empresas, a suspender o
frenar los esfuerzos dirigidos a la investigacion y desarrollo de nuevas bioférmulas. Este
es el motivo por el que, tanto empresarios, como cientificos, autoridades reguladoras
y responsables en politica medio ambiental, reclaman hoy dia la agilizacion de tales
procesos, con el objetivo de acelerar la introduccion en el mercado de nuevos AMCB
(Kiewnick, 2007).

Por otra parte, aunque una formulacién antagonista fuese finalmente, mas efectiva
que un producto quimico para el control de un determinado patégeno, su comercializa-
cion podria verse limitada si el mercado no es lo suficientemente grande para justificar
los altos costos derivados de su registro. Para recuperar dicha inversion, el empresario
deberia centrarse en el desarrollo y proteccion de productos con el maximo espectro de
actuacion y bajo diferentes condiciones ambientales. Sin embargo, salvo contadas ocasio-
nes, éste no es el caso de la mayoria de los AMCB conocidos (Serrano y Galindo, 2007).

No obstante, a pesar de las dificultades encontradas para el desarrollo de bioproduc-
tos antagonistas, no se debe ser pesimista en este sentido. Los avances en este campo
se dirigen a la busqueda de estrategias que aceleren la produccidn, comercializacion
y por supuesto la aceptacion por parte del agricultor y consumidor de la efectividad de
este tipo de productos y alternativas de control. En este sentido, la utilizaciéon de AMCB
podria jugar un importante papel en la proteccién de cultivos, como un factor clave dentro
de los programas de control integrado de plagas.

La combinacién de 2 6 mas antagonistas, la modificacion genética de los mismos,
asi como la aplicacion de nuevas tecnologias y procedimientos dirigidos al aumento de
la produccién y bioformulacién de estos productos, suponen, hoy dia, lineas de investi-
gacion cuyo objetivo es seguir avanzando en este extenso y poco explotado mundo de
los agentes microbianos de control bioldgico.
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