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Bacillus subtilis: Busqueda y evaluacion
de un agente de control bhioldgico frente

al oidio de las cucurhitaceas

Oidio de
cucurbitaceas:
Introduccion

al problema

Las grandes superficies agri-
colas de Espaia dedicadas al
cultivo de cucurbiticeas se ven
afectadas anualmente por el
oidio, una enfermedad causada
por el hongo ascomiceto Po-
dosphaera fusca (Torés et al.,
1990). El hongo crece profu-
samente sobre la superficie de
la planta dando lugar a la for-
macion de manchas blancas
pulverulentas, un sintoma que
facilita el diagndstico visual
de la enfermedad (Imagen 1).
Conforme la enfermedad avan-
za, las manchas llegan a fusio-
narse y extenderse al resto de
la planta. El fruto que en raras
ocasiones presenta estos sinto-
mas, a la postre puede mani-
festar malformacion o dismi-
nucion de su calidad como re-
sultado de la severidad con la
que la enfermedad afecta al
aparato fotosintético de la
planta. Las condiciones am-
bientales son determinantes
para la aparicién y posterior
desarrollo de la enfermedad,
de forma que en cultivos en
invernadero, donde la tempe-
ratura y humedad relativa son
mads estables que en cultivos al
aire libre, el oidio llega a con-
vertirse en un serio problema
filtosanitario, que de no ser
controlado puede mermar de
forma considerable la produc-
cion.
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Imagen 1: El oidio de las cucurbitaceas, Podosphaera fusca, causa sintomas facilmente reconocibles
(A). El ciclo asexual de vida del oidio comienza con la germinacion de los conidios (B) sobre plantas
susceptibles. Posteriormente el hongo crece formando unas hifas (C) que le permiten colonizar
la superficie de las hojas y otras partes de la planta. A partir del micelio del hongo se forman los
conidioforos (D) que portan conidios o esporas de reproduccion asexual que una vez maduros son
liberados (E) permitiendo la dispersion del hongo.

El control del oidio, al igual
que otras muchas enfermeda-
des fungicas, depende funda-
mentalmente del uso intensivo
de fungicidas entre los cuales
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destacan la familia de las es-
trobilurinas (Qol) y los inhibi-
dores de la demetilasa (DMI)
(Lépez-Ruiz et al., 2005). La
forma de accion de estos for-

mulados frente a una diana
muy especifica, sufre un eleva-
do riesgo de ser rapidamente
superada por el patégeno, dis-
minuyendo asi su eficacia y



obligando a introducir nuevos
formulados con el consiguien-
te esfuerzo econémico. Asi lo
demuestra un estudio realiza-
do por nuestro grupo en las
principales zonas productoras
de melén en la mitad sur de
Espafia durante el trienio
2002-2005, donde se ha pues-
to de manifiesto la estrecha
vinculaciéon entre los niveles
variables de resistencia a dife-
rentes estrobilurinas y DMI
con su frecuencia de uso en
las distintas zonas de cultivo
(Fernandez-Ortuno et al.,
2003; Lopez-Ruiz, 2004). Esta
limitacion practica junto a la
creciente demanda por parte
de la sociedad de una agricul-
tura menos agresiva y que dé
lugar a productos mds saluda-
bles libres de pesticidas, han
forzado a la busqueda de me-

didas de control alternativas
que contribuyan a mitigar es-
tos problemas sin que se pro-
duzca un excesivo incremento
en los precios finales de los
productos en el mercado. El
control biolégico es una estra-
tegia de control mds compati-
ble con la conservacion del
medio ambiente y 1til en aque-
llas enfermedades para las que
no existen otras medidas fitos-
anitarias, o simplemente para
poder reducir el empleo de
pesticidas; sin embargo, mues-
tra una serie de deficiencias y
limitaciones que se deben so-
lucionar para incrementar Su
aceptaciéon en la agricultura
actual (Fravel, 2005). El desa-
rrollo de programas de control
integrado (Integrated Manage-
ment Programs, IMP), sin lu-
gar a dudas, ha contribuido a
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la implementacién de muchos
agentes de control biol6gico
en la agricultura moderna.
Como quedd6 claramente pues-
to de manifiesto en el mono-
grifico de esta revista dedica-
da a la produccion integrada,
los IMP tienen como su prin-
cipal objetivo, la racionaliza-
cién del empleo de pesticidas,
haciendo énfasis en la contri-
bucién que otros métodos de
control tales como el control
biolégico puedan aportar al
manejo de las enfermedades
(Horticultura, volumen 25-n°
3).

Para el desarrollo de una estra-
tegia de control fiable basada
en el uso de agentes de control
biolégico es indispensable te-
ner en mente el cultivo y pato-
geno a controlar, las propieda-

des intrinsecas del agente de
control biol6gico y las condi-
ciones ambientales en las que
se lleva a cabo esta interaccion
antagonista (Paulitz y Bélan-
ger, 2001). El conocimiento
acumulado en nuestro labora-
torio sobre diferentes aspectos
del oidio de las cucurbiticeas,
etiologia, interaccién con la
planta y control quimico, nos
ha llevado a centrar parte de
nuestro esfuerzo en la busque-
da de microorganismos anta-
gonistas y en la evaluacion de
su potencial uso en el control
biolégico de la enfermedad,
asi como en el conocimiento
de los mecanismos subyacen-
tes implicados en su capacidad
antagonista, todo ello como
elementos claves para el dise-
fio posterior de programas de
control mds racionales.
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Micoparasitismo
como paradigma

del control biologico
del oidio

El frecuente aislamiento de
otros hongos a partir de plan-
tas afectadas por el oidio, asi
como el desarrollo externo del
patégeno sobre la planta con-
dujo, en una primera aproxi-
macion al problema, a consi-
derar el empleo de estos hon-
gos micopardsitos como la
mds plausible estrategia de
control biolégico de la enfer-
medad. Los estudios realiza-
dos en nuestro laboratorio con
los hongos micopardsitos Am-
pelomyces quisqualis (AQ10%,
Ecogen) y Lecanicillium leca-
nii (Mycotal®, Koppert Biolo-
gical Systems) han confirmado
de hecho la capacidad de am-
bos hongos de frenar eficaz-
mente el desarrollo de la en-
fermedad, sobre todo como
tratamientos preventivos, tras
la aparicion de los sintomas
iniciales de la enfermedad, y
en condiciones de baja presion
de in6culo. Estos hongos para-
sitan el micelio y los conidi6-
foros del oidio afectando tanto
a la dispersién como a la rein-
feccion a partir de los coni-
dios, es decir, limitando la
produccién de inéculo secun-
dario (Romero et al., 2002;
2003). Todos los trabajos rea-
lizados con hongos micopara-
sitos, sin embargo, coinciden
en que su actividad estd supe-
ditada a tasas de germinacion
de las esporas de estos mico-
pardsitos superiores al 80%, lo
que requiere valores de hume-
dad relativa (HR) superiores al
85%, dificilmente alcanzables
en cultivos al aire libre. Por
tanto, para aminorar en cierta
medida este déficit, se reco-
mienda su aplicacién conjunta
con determinados aceites, no
agresivos para la planta, que
garanticen los niveles optimos
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Imagen 2: Esquema de trabajo empleado para la seleccion de
agentes de control bioldgico frente a Podosphaera fusca. Ensayos
preliminares in vitro mostrando actividad antifiingica mediante
la inhibicion del crecimiento de Botrytis cinerea por células (A)
y filtrados bacterianos libres de células (B) de Bacillus subtilis
UMAF6614 y UMAF6639. Los ensayos de control bioldgico frente
al oidio en condiciones de laboratorio mostraron un escaso
desarrollo de la enfermedad en hojas de meldn tratadas con células
de B. subtilis (C) en comparacion a las hojas no tratadas (D).
Los ensayos de control bioldgico frente al oidio usando plantas
de melon mantenidas en invernadero confirmaron la capacidad
de las cepas de B. subtilis de reducir de forma considerable
los sintomas de la enfermedad (E) en comparacion a la severidad
de la infeccion en plantas sin tratar (F).

de HR local sobre la superficie
de la planta durante el tiempo
necesario para una eficiente
germinacion de las esporas del
agente de control biolégico.
Este hecho ha restringido

enormemente su uso, de forma
casi exclusiva a cultivos en in-
vernadero donde se pueden
conseguir condiciones am-
bientales favorables para el
agente de control bioldgico.

No obstante, y a pesar del in-
suficiente desarrollo comercial
experimentado respecto al ini-
cialmente esperado, la lista de
hongos micopardsitos es am-
plia y sigue en aumento (Kiss,
2003).

Lejos de la concepcion inicial
sobre el uso de un tnico agen-
te de control bioldgico de am-
plia y generalizada capacidad
de accion, numerosos estudios
realizados con oidio y otros
patosistemas han demostrado
que la posibilidad de atacar a
un patégeno en distintas fases
de su ciclo de vida mediante el
uso combinado de microorga-
nismos con mecanismos de
accion diferentes, aumenta no-
tablemente las probabilidades
de éxito en el control final de
la enfermedad. Por ello, nos
planteamos buscar otros mi-
Croorganismos que mostraran
una mejor adecuacion y adap-
tacion a las condiciones am-
bientales propias de las zonas
de cultivo en Espana y que de-
sarrollaran su accién protecto-
ra mediante mecanismos dife-
rentes y complementarios al
micoparasitismo.

Evaluacion de
potenciales agentes
de control bioldgico
del oidio de
cucurbitaceas

El ciclo de vida del oidio,
como ocurre con otros hongos,
se inicia con la germinacion
de los conidios sobre una plan-
ta susceptible de ser infectada
(Imagen 1), por lo que, un
agente de control bioldgico
que actie en esta fase inicial
deberia reducir de forma equi-
valente el desarrollo posterior
de la infeccion. Es bien cono-
cida la capacidad de muchas
especies bacterianas de produ-
cir toda una gama de metabo-
litos secundarios que desem-
pefian funciones tan variadas
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como regulacion, senalizacion,
comunicacion intra e interes-
pecifica o antimicrobiana.
Ademas, son microorganismos
muy cosmopolitas capaces de
adaptarse a las mds diversas
condiciones ambientales que
se pueden dar en la naturaleza.
Todas estas cualidades han fo-
mentado la investigacién en el
empleo y desarrollo de pro-
ductos de control bioldgico
basados en especies bacteria-
nas, entre las cuales, las perte-
necientes al género Bacillus 'y
especialmente Bacillus subtilis
estan recibiendo una excelente
acogida (Jacobsen et al., 2004).
La bisqueda y evaluacion de
bacterias como potenciales
microorganismos antagonistas
del oidio se desarroll6 en va-
rias fases, comenzando con
ensayos bajo condiciones con-
troladas en el laboratorio y
terminando con la validacion
de los resultados obtenidos en
condiciones reales de cultivo
(Imagen 2). La imposibilidad
de crecer al oidio en medios
artificiales, nos obligé a reali-
zar la preseleccion de las bac-
terias antagonistas mediante
su enfrentamiento ante dife-
rentes hongos en medio agari-
zado (Imagen 2a-b), una estra-
tegia sencilla y ampliamente
utilizada, pero que adolece de
relativa inconsistencia al tras-
ladar los candidatos seleccio-
nados a las condiciones reales
de cultivo. De una amplia co-
leccion de aislados bacterianos
procedentes desde diferentes
origenes, tres de ellos,
UMAF6614, UMAF6639 vy
UMAF8561, fueron elegidos
en base a su amplio espectro
de accién antifingica, y poste-
riormente identificadas como
B. subtilis. Con el fin de evitar
las posibles limitaciones aso-
ciadas a la estrategia emplea-
da, estas cepas fueron inicial-
mente evaluadas por su capa-
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cidad intrinseca para inhibir al
oidio en ensayos in vitro usan-
do hojas de meldn cortadas y
mantenidas en el sistema de
doble placa Petri en condicio-
nes controladas de temperatu-
ra y humedad relativa. Con las
bacterias seleccionadas, tanto
los tratamientos con células
lavadas como con filtrados
bacterianos carentes de células
redujeron los sintomas de la
enfermedad entre un 70-80%
respecto a las hojas control no
tratadas que mostraron la ma-
yor parte de su superficie cu-
bierta de oidio (Imagen 2c-d).
[gualmente, demostraron ser
eficaces tanto en aplicaciones
preventivas (48 horas antes),
como curativas, 24 horas tras
la inoculacién de las hojas con
las esporas de oidio, por lo
que mostraban flexibilidad a la
hora de desarrollar futuras
agendas de aplicacion (Rome-
ro et al., 2002).

Una vez confirmada la capaci-
dad antagonista intrinseca de
las bacterias seleccionadas, se
evaluo el efecto de las condi-
ciones ambientales, especial-
mente la humedad relativa, so-
bre su eficacia de control, para
lo que se llevaron a cabo expe-
rimentos con plantulas de me-
16n mantenidas en cdmaras de
cultivo. En estos experimentos
se pudo confirmar que las bac-
terias se comportaban de for-
ma similar en un amplio rango
de humedad (70-90%), aunque
como era de esperar, los resul-
tados mejoraban cuando la hu-
medad relativa era superior al
80%. Por tanto, aunque estas
cepas bacterianas muestran
dependencia por una HR ele-
vada, no es tan acusada como
la manifestada por los hongos
micopardsitos, que ven fuerte-
mente reducida su actividad
antagonista por debajo de este
umbral de HR (Romero et al.,
2007c).
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Imagen 3: Fotomicrografias a microscopia electrénica de barrido. (A) Un conidio intacto de Podosphaera fusca con una hifa primaria
creciendo sobre una planta. En plantas tratadas con B. subtilis, las células vegetativas forman microcolonias (cabezas de flecha)
especialmente en los espacios de union entre células epidérmicas y en intimo contacto con conidios (B) e hifas (C) de P. fusca,

a los que provoca dafos irreversibles y deletéreos. Las barras corresponden a 10 micrémetros.

El mecanismo de accion de los
agentes de control bioldgico,
es decir, la manera de interac-
cionar con el patégeno, es una
cuestion que ha atraido gran
parte de la atencién en la in-
vestigacion sobre el control
bioldgico, ya que de su cono-
cimiento pueden derivarse
aplicaciones orientadas a au-
mentar las posibilidades de
éxito y evitar inconsistencias y
efectos colaterales no desea-
dos. La estrategia empleada
para la seleccion y los resulta-
dos obtenidos en los ensayos
frente al oidio, apuntaban a la
antibiosis como el principal
mecanismo de accién implica-
do en la actividad de control
bioldgico de estas cepas bacte-
rianas. Durante los diferentes
ensayos realizados observa-
mos que la reduccion en el de-
sarrollo de los sintomas de la
enfermedad estaba asociada a
un descenso equivalente en la
tasa de germinacion de los co-
nidios del oidio. Hemos de-
mostrado que este efecto dele-
téreo se debe a la produccion
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de antibidticos de naturaleza
lipopeptidica de la familia de
las iturinas, fengicinas y sur-
factinas por parte de estas ce-
pas de B. subtilis. Este grupo
de compuestos poseen una es-
tructura caracteristica que los
dota de una notable actividad
surfactante (capacidad de re-
ducir la tension superficial del
agua) y diferente capacidad
microbicida dependiendo de
su composicién. Entre ellos,
hemos confirmado como los
lipopéptidos de la familia de
las iturinas son especialmente
activos frente a P. fusca, mien-
tras que las fengicinas parecen
desempenar un papel comple-
mentario y las surfactinas no
muestran una actividad anti-
oidio significativa (Romero et
al., 2007b).

La accidn toxica de estos com-
puestos resulta de la interac-
cion con las membranas de P.

fusca en las que provoca la

formacién de poros que deses-
tabilizan su integridad condu-
ciendo irreversiblemente a la

muerte de los conidios y su in-
capacidad para germinar (Ro-
mero et al., 2007a). Este pecu-
liar modo de accién de los li-
popéptidos reduce considera-
blemente el riesgo de desarro-
llo de resistencias por parte
del patégeno, en comparacion
con los antimicrobianos dirigi-
dos a dianas especificas o pa-
sos muy concretos de rutas
metabdlicas que, como ya se
comentd anteriormente para
algunos grupos de fungicidas,
pueden ser superados por el
patégeno. Por otro lado, se ha
demostrado que la accion anti-
microbiana de los lipopéptidos
puede ser dirigida muy especi-
ficamente a grupos de micro-
organismos mediante la modi-
ficacion de su estructura vy
composicién quimica, dismi-
nuyendo el riesgo de efectos
colaterales indeseados sobre
otros organismos. En relacion
a su accion surfactante, a dife-
rencia de lo que ocurre con sus
homdlogos sintetizados quimi-
camente, los lipopéptidos de
origen bacteriano se van de-

gradando de forma paulatina,
llegando a niveles indetecta-
bles e inocuos. Todas estas
propiedades han conducido a
considerar a los lipopéptidos
como el grupo mds interesante
dentro de la nueva generacion
de antibidticos para ser inclui-
dos en programas de control
bioldgico e integrado, y por
extension los microorganismos
que los producen (Ron y Ros-
emberg, 2001).

El siguiente paso en el desa-
rrollo de un producto comer-
cial a base de un agente de
control biolégico es confirmar
su capacidad de control en
condiciones reales de cultivo.
En experimentos realizados
con plantas de mel6n en inver-
naderos a escala semicomer-
cial (Imagen 2e-f) y durante
distintos periodos de cultivo
(primavera y otono), las cepas
de B. subtilis seleccionadas
mostraron un excelente com-
portamiento, ya que en todos
ellos se obtuvieron reduccio-
nes de la enfermedad similares



T LUCHA INTEGRADA I

www.horticom.com/lucha integrada

a los obtenidos con el fungici-
da Ortiva (ingrediente activo
Azoxystrobin, Syngenta) ele-
gido como testigo. Sin embar-
go, y como apuntaban los ex-
perimentos previos, los mejo-
res resultados correspondieron
a los experimentos realizados
en otofno, donde se llegaron a
registrar reducciones de la en-
fermedad superiores al 80%.
Esta superior capacidad de
control se asocia a varios fac-
tores citados anteriormente.
En primer lugar, a la capaci-
dad de las células bacterianas
de producir los lipopéptidos
mds activos (iturinas y fengi-
cinas) cuando estdn colonizan-
do la superficie de la planta, a
niveles suficientes como para
ser detectados analiticamente
y afectar el avance de la enfer-
medad. En estos experimentos
se observo un rebrote de la en-
fermedad 14 dias después del
primer tratamiento, coinci-
diendo con la imposibilidad de
detectar los lipopéptidos sobre
las hojas y con el aumento en
el porcentaje de formas de re-
sistencia esporuladas de Baci-
llus, indicando la necesidad de
una segunda aplicacién que
acab¢ frenando definitivamen-
te el avance de la enfermedad.

En segundo lugar, y no por
ello menos importante, a la ca-
pacidad de estas cepas para
permanecer como cé€lulas ve-
getativas durante al menos
12-14 dias tras su aplicacion,
y por tanto con actividad me-
tabdlica que soporta la pro-
duccién de los lipopéptidos y
la eficiente colonizacién de la
planta. En este sentido, aunque
las bacterias fueron aplicadas
de forma uniforme sobre la
planta, no se distribuyeron de
forma aleatoria sino que for-
maron microcolonias preferen-
temente asociadas con coni-
dios y micelio del oidio, a los
que indujeron severos dafos
ultraestructurales (Imagen 3).
Ademds, colonizaron los espa-
cios de union entre las células
epidérmicas donde podrian
aprovechar productos secreta-
dos y protegerse de las desfa-
vorables y extremas variacio-
nes ambientales propias de las
partes aéreas de la planta
(Imagen 3b-c). Estas bacterias
también producen enzimas
tipo amilasas, glucanasas vy
proteasas, que posibilitarian la
utilizacion de diferentes fuen-
tes de carbono presentes y en
paralelo, contribuirian al retra-
so de la entrada de las células
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bacterianas en el estado laten-
te de esporulacion. La potente
actividad surfactante de los li-
popéptidos sobre todo iturina
y surfactina, que les permite
modificar la hidrofobicidad de
las superficies celulares, pare-
ce facilitar la movilidad bacte-
riana y la formacion de estas
agregaciones celulares ordena-
das sobre la superficie de la
hoja contribuyendo al control
de la enfermedad a largo plazo
(Morikawa, 2006).

Una cualidad deseable para un
agente de control biolégico es
su compatibilidad con otras
medidas de control, entre ellas
los fungicidas quimicos mads
cominmente usados. Estas
bacterias han demostrado ser
compatibles con el fungicida
Ortiva y aceites comerciales,
ya que al ser aplicados de for-
ma alternada no se produce un
efecto negativo sobre el tama-
fio de la poblacién bacteriana,
la capacidad de control o la de
colonizacion de las plantas. Al
contrario, en algunos casos se
ha llegado a registrar un efecto
estimulador del crecimiento de
la poblacién, probablemente
inducido por el mantenimiento
de la HR a unos valores que
garantizan la disponibilidad de
agua y accesibilidad a los nu-
trientes, y por la presencia de
aditivos en estos formulados
quimicos susceptibles de ser
aprovechados por las bacte-
rias. En consecuencia, el uso
de estas cepas de B. subtilis
permitirian reducir el nimero
de aplicaciones de fungicidas
y alargar su eficacia y vida
media especialmente de aque-
llos con una tnica diana como
es el caso de los fungicidas
Qol (Fernandez-Ortuiio et al.,
2006).

Perspectivas y futuras
lineas de accion

Los resultados obtenidos en
los estudios realizados hasta el
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momento apoyan el potencial
de estas cepas de B. subtilis
como agentes de control bio-
logico frente al oidio de las
cucurbiticeas. El comporta-
miento diferencial en los ensa-
yos de invernadero, aunque no
muy acusado, entre las dife-
rentes estaciones del afo enfa-
tiza la necesidad de tener en
cuenta las condiciones am-
bientales a la hora de plantear
una agenda de aplicaciones
con estos agentes de control
bioldgico y la conveniencia de
usarlos de forma principal o
secundaria para garantizar un
comportamiento  6ptimo. El
conocimiento adquirido en to-
dos los ensayos previos reco-
mienda la aplicacién de estas
bacterias al final de la tarde,
para asi garantizar un periodo
mds largo de HR elevada du-
rante la noche, que facilite la
eficiente colonizacion de las
bacterias sobre las plantas tra-
tadas. No obstante, seguimos
investigando su eficacia de
control para lo que planteamos
experimentos con cultivos a
escala comercial destinados a
optimizar agendas de aplica-
ciones fiables y reproducibles
que integren todos los factores
susceptibles, como por ejem-
plo la HR, de ser modificados
a favor del agente de control
bioldgico.

Recientes estudios realizados
en nuestro laboratorio han de-
mostrado la capacidad de al-
gunas de estas cepas de B.
subtilis de potenciar el creci-
miento de las plantas de melén
(promocién del crecimiento) y
activar sus mecanismos de de-
fensa (induccion de resistencia
sistémica) contribuyendo a re-
ducciones significativas en la
severidad del oidio (Garcia,
2006). Esta forma de actua-
cion mediante la interaccion
con la raiz de la planta y sin
necesidad de entrar en contac-
to con las superficies aéreas de

la planta ni con el oidio, au-
menta las posibilidades de uso
de estos agentes de control
bioldgico en cultivos al aire li-
bre, ya que al aplicarlos bien
asociados a las semillas o bien
en el sistema de riego se redu-
cirfan las limitaciones impues-
tas por las condiciones mds
desfavorables asociadas a la
filosfera. Paralelamente, estos
resultados apuntan a que la ac-
cion protectora de estos agen-
tes de control bioldgico es mds
compleja que la concebida a
priori (antibiosis) por lo que
seguimos profundizando en el
estudio de los mecanismos de
accion y el conocimiento de
las bases moleculares que or-
questan su actividad beneficio-
sa sobre la planta, con el con-
vencimiento de que nos con-
ducirdn a la optimizacién de
Su uso.

Con el fin de poder integrar a
estos agentes de control biol6-
gico en programas de control
integrado, es necesario cono-
cer su espectro de accion anti-
microbiana. Los ensayos preli-
minares demostraron una am-
plia actividad antifingica, y
actualmente se estd estudiando
su capacidad para controlar
otras enfermedades de cucur-
bitaceas de origen bacteriano.
Los ensayos realizados hasta
el momento han demostrado
una elevada actividad espe-
cialmente frente a Xanthomo-
nas campestris pv. cucurbitae,
agente causal de la mancha
bacteriana, o Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovo-
rum, responsable de la podre-
dumbre blanda  (Zeriouh,
2005). Igualmente a lo demos-
trado con el oidio, los antibio-
ticos lipopeptidicos estdn fuer-
temente implicados en esta ac-
tividad antagonista, aunque no
se descartan otras propiedades,
como la capacidad de coloni-
zacion y la exclusion del pato-
geno.

Todas estas observaciones re-
saltan el potencial de estas ce-
pas de B. subtilis como candi-
datos idéneos a ser incluidos
en programas de control inte-
grado de enfermedades de cu-
curbitdceas y animan a inves-
tigar otras posibles aplicacio-
nes frente a otros patégenos y
cultivos. Paralelamente, apo-
yan la posibilidad de desarro-
llar un producto comercial fia-
ble de facil manejo y vida me-
dia aceptable. Los primeros
pasos destinados a optimizar
la produccion de células via-
bles, han demostrado que estas
cepas pueden ser fdcilmente
producidas a gran escala y a
niveles que garanticen un for-
mulado activo. Estos resulta-
dos estimulan a seguir traba-
jando en aquellos aspectos re-
lacionados con la formulacién
y con el incremento de la vida
media y actividad de estas
bacterias sobre las hojas, por
ejemplo mediante su combina-
cion con otros aditivos natura-
les que contribuyan a mejorar
su eficacia de control bioldgi-
co en campo, sostenibilidad y
espectro de actividad antimi-
crobiana (Copping y Menn,
2000; Kiss, 2003).
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