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RESUMEN

Algunos Bacillus spp. promotores de crecimiento vegetal son microorganismos reconocidos como agentes de control biolégico que
forman una estructura de resistencia denominada endospora, que les permite sobrevivir en ambientes hostiles y estar en casi todos
los agroecosistemas. Estos microorganismos han sido reportados como alternativa al uso de agroquimicos. Sus mecanismos de
accién se pueden dividir en: produccién de compuestos antimicrobianos, como son péptidos de sintesis no ribosomal (NRPs) y
policétidos (PKs); produccién de hormonas, capacidad de colonizacién, formacién de biopeliculas y competencia por espacio y
nutrientes; sintesis de enzimas liticas como quitinasas, glucanasas, protesasas y acil homoserin lactonasas (AHSL); produccién de
compuestos orgédnicos volétiles (VOCs); e induccién de resistencia sistémica (ISR). Estos mecanismos han sido reportados en la
literatura en diversos estudios, principalmente llevados a cabo a nivel in vitro. Sin embargo, son pocos los estudios que contemplan
la interaccién dentro del sistema tritréfico: planta - microorganismos patégenos - Bacillus sp. (agente biocontrolador), a nivel in
vivo. Es importante destacar que la actividad biocontroladora de los Bacillus es diferente cuando se estudia bajo condiciones de
laboratorio, las cuales estdn sesgadas para lograr la maxima expresién de los mecanismos de accién. Por otra parte, a nivel in vivo, la
interaccién con la planta y el patégeno juegan un papel fundamental en la expresién de dichos mecanismos de accién, siendo
esta mds cercana a la situacién real de campo. Esta revisién se centra en los mecanismos de accién de los Bacillus promotores de
crecimiento vegetal, expresados bajo la interaccién con la planta y el patégeno.

Palabras clave: Biocontrol, enfermedad vegetal, pérdida de cultivos, seguridad alimentaria.

ABSTRACT

Some Bacillus spp. plant growth promoters are microorganisms recognized as biological control agents, which form a resistance
structure called endospore, which allows them to survive in hostile environments and be in almost all agroecosystems. These
microorganisms have been reported as an alternative to the use of agrochemicals. Its mechanisms of action can be divided
into: production of antimicrobial compounds, such as non-ribosomal peptides (NRPs) and polyketides (PKs); hormone production,
colonization capacity, biofilm formation and competition for space and nutrients; synthesis of lytic enzymes such as chitinases,
glucanases, protesases and acyl homoserin lactonases (AHSL); production of volatile organic compounds (VOCs); and induction
of systemic resistance (SRI). These mechanisms have been reported in the literature in several studies, mainly carried out in vitro.
However, there are few studies that contemplate the interaction within the tritrophic system: plant - pathogenic microorganisms -
Bacillus sp. (biocontrol agent), in vivo level. It is important to note that the Bacillus biocontrol activity is different when studied under
laboratory conditions, which are biased to achieve maximum expression of the mechanisms of action. On the other hand, at the in
vivo level, the interaction with the plant and the pathogen play a fundamental role in the expression of said mechanisms of action,
being this closer to the real field situation. This review focuses on the mechanisms of action of the Bacillus promoters of plant growth,
expressed under the interaction with the plant and the pathogen.

Keywords: Biocontrol, crop losses, food security, plant disease.
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Mecanismos de accién de Bacillus sp contra fitopatogenos

INTRODUCCION

La agricultura es una actividad fundamental para
asegurar el desarrollo y sostenibilidad de las naciones, toda
vez que determina su seguridad alimentaria. El crecimiento
continuo de los rendimientos en los productos agricolas de
mayor consumo a nivel mundial ha estado sustentado desde
la llamada “Revolucién Verde”, en el uso de fertilizantes,
agroquimicos y sistemas de riego para optimizar los
rendimientos de las variedades vegetales introducidas (FAO,
2015; Gollin et al., 2016).

Con una poblacién mundial en crecimiento continuo, no
son pocos los retos que la agricultura actual debe enfrentar,
para mantener el abastecimiento permanente de alimentos
y su calidad e inocuidad, satisfaciendo las necesidades de
seguridad alimentaria (Singh et al., 2016). Dentro de estos
retos, se pueden resaltar los altos costos de los fertilizantes
(Brunelle et al., 2015), los efectos asociados al cambio
climético (Chakraborty y Newton, 2011) y al surgimiento
de plagas y enfermedades (Savary et al., 2012; Fones y
Gurr, 2017).

Las plagas y enfermedades representan pérdidas entre
el 20 y 40 % de la productividad en la agricultura mundial
(Oerke et al., 1994; Oerke, 2006). Con el objeto de mitigar
el efecto de los agentes fitopatégenos, se ha promovido el
uso de agroquimicos que resultan ser eficientes, pero
bajo condiciones de manejo inadecuadas conllevan
efectos adversos que van en detrimento de la salud del
ser humano (Dadaby y Tulk, 2015), la contaminacién
del medio ambiente (Mahmoodetal., 2016) y el surgimiento
de patdgenos resistentes a dichos productos (Lamichhane
et al., 2016; Zhan et al., 2017). Esta situacién ha generado
una creciente preocupacién en el publico consumidor,
estimulando el surgimiento de otras alternativas como el
control biolégico, el cual consiste en el empleo de organismos
vivos o enemigos naturales para el control de plagas y
enfermedades en el cultivo (Compant et al., 2005; Shafi et
al., 2017). En el caso de control biolégico de enfermedades
causadas por fitopatégenos, existen diversos productos
comerciales basados en microorganismos benéficos o en sus
derivados, ya sean a base de formulados celulares, productos
enzimdticos y/o metabolitos secundarios (Schisler et al.,
2004; Kamilova et al., 2015).

Diferentes tipos de microorganismos, como virus, hongos
y bacterias han sido empleados clasicamente para el control
biolégico de enfermedades (Ceballosetal., 2012; Chowdhury
et al., 2015a). Dentro de este tltimo grupo se destacan los
géneros Pseudomonas y Bacillus. Las esporas producidas por
Bacillus hacen que éstos sean armas versdtiles para el control
de microorganismos fitopatdgenos, ya que estas estructu-
ras de resistencia permiten su almacenamiento, incluso
a temperatura ambiente, por largos periodos de tiempo
(Shafietal., 2017).

Ademds de su capacidad de producir esporas, estos
microorganismos se destacan porque algunas de sus cepas
pueden emplearse como alternativa de control biolégico

ya que logran una rdpida colonizacién y replicacién,
presentan una amplia distribucién en un gran ndmero
de ecosistemas, poseen una alta capacidad de sobrevivir
en ambientes hostiles y tienen la habilidad de sintetizar
diversos compuestos antimicrobianos (Figura 1a). Esto
dltimo les confiere un amplio espectro de accién frente a
diversos tipos de microorganismos fitopatégenos (Compant
et al., 2005; Ongena y Jaques, 2008; Summi et al., 2015).
Adicionalmente, algunas especies de Bacillus han sido
declaradas organismos seguros para la salud o el ambiente
GRAS (Generally Recognized as Safe por sus siglas en
inglés), para su comercializacién y uso (Olmos y Paniagua-
Michel, 2014). El objetivo de este articulo es revisar los
diversos mecanismos de accién que poseen los miembros
del género Bacillus sp. que son empleados en el control
biolégico de microorganismos fitopatégenos durante la
interaccién con las plantas. Estos mecanismos incluyen
produccién de compuestos antimicrobianos, produccién de
compuestos orgdnicos volatiles (VOCs), sintesis de enzimas
liticas, colonizacién y formacién de biopelicula e induccién
de resistencia vegetal (Ongena y Jaques, 2008; Shafi et al.,
2017). Varios estudios ponen en evidencia la produccién de
compuestos antimicrobianos y VOCs a nivel de caja de Petri
y en ensayos in vitro (Mosquera etal., 2014; Mora et al., 2015;
Xie et al., 2018), sin embargo, este fenémeno no puede
extrapolarse a la interaccién con la planta y el patégeno o
lo que suele denominarse el sistema tritréfico (Chowdhury
et al., 2015b; Monteiro et al., 2016). Esto se debe a que hay
diferentes factores que influyen en la determinacién del papel
de cada uno delos mecanismos en la accién biocontroladora,
como el hecho de que la interaccién con la planta tiene una
gran complejidad en términos de comunicacién moleculary
bioquimica (Yuan et al., 2015). Estos aspectos traen como
consecuencia que se afecta directamente la expresién de
diferentes genes que participan en la accién biocontroladora
de la cepa de Bacillus.

MECANISMOS DE CONTROL DE FITOPATOGENOS A
PARTIR DE BACTERIAS DEL GENERO BACILLUS

Produccion de sustancias antimicrobianas

Estudios bioinformaticos a partir de la secuencia del
genoma de diferentes cepas de Bacillus han permitido
predecir la presencia de genes asociados con la produccién
de compuestos antimicrobianos, dando asi un potencial
mecanismo de accién de estos biocontroladores (Aleti
et al., 2015). Estas bacterias pueden producir sustancias
antimicrobianas de distinta naturaleza, que pueden ser
divididas en los siguientes tipos: un grupo de péptidos de
sintesis ribosomal, policétidos (PK) y pequefias moléculas
peptidicas de sintesis no ribosomal (NRPs por sus siglas en
inglés) (Fickers etal., 2012).

Los péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal estdn
ampliamente distribuidos en la naturaleza y se caracterizan
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Figura 1. Mecanismos de biocontrol de cepas de Bacillus contra microorganismos fitopatogenos en plantas. a. Produccién de compuestos
antimicrobianos, b. Produccién de VOCs, c. Colonizacién y competencia, d. Produccién de enzimas liticas, e. Induccién de resistencia vegetal

por poseer una longitud entre 12 y 50 aminodcidos,
generando moléculas que son de cardcter catidnico
principalmente (Fickers et al., 2012; Summi et al., 2015).
Tienen gran diversidad estructural y son cominmente
conocidos como bacteriocinas, que pueden clasificarse
de acuerdo con su estructura quimica, estabilidad
térmica, sensibilidad enzimdtica presencia de aminodcidos
modificadosy con su modo de accién (Sumietal., 2015). De
esta manera, la clasificacién propuesta por Rea etal. (2011)
divide las bacteriocinas en tres clases: clase |, péptidos
modificados incluyendo lantibidticos y lantipéptidos (clase
la), labirintopeptinas (clase Ib), caracterizadas por la
presencia de labionina que es un amino 4cido carbaciclico
modificado postraduccionalmente, y sactibiéticos (clase Ic),
que son péptidos ciclicos pequefios altamente modificados
postraduccionalmente; clase Il, que incluye péptidos no
modificados menores a 10kDa, subdivididos en cuatro
subclases: péptidos relacionados con pediocina (clase
lla), bacteriocinas de dos péptidos (lIb), bacteriocinas
circulares (llc) y bacteriocinas de un péptido lineal y no
relacionadas con pediocina (lld); y finalmente la clase
Il (bacteriolisinas), un grupo de proteinas termolabiles
con propiedades antibidticas que debido a su tamafio (>
30KDa), dichos autores no las consideran bacteriocinas
propiamente dichas. De manera general, merece resaltar
que las bacteriocinas estan involucradas en la defensa contra
bacterias estrechamente relacionadas con las bacterias que
las producen (Motta et al., 2008).

Los péptidos de sintesis no ribosomal se caracterizan por
contener iminodcidos. A nivel estructural son macrociclos

14 - Acta biol. Colomb.,25(1):112-125, Enero - Abril 2020

ya sea ramificados o dimeros y trimeros de elementos
estructurales idénticos (Martinez-Nufiez y Lépez, 2016).
Adicionalmente, son sintetizados por complejos enzimaticos
definidos como enzimas modulares multidominio,
denominadas sintetasas de péptidos no ribosomales
(NRPSs), donde cada mddulo incorpora un aminodcido
al esqueleto peptidico (Ongena y Jaques, 2008; Aleti et al.,
2015; Moraetal., 2015; Sumietal., 2015; Wu et al., 2015b;
Bloudoffetal., 2016). De esta manera, cada médulo consta
de tres dominios: /) dominio de adenilacién (A) formado
por 550 residuos de aminodcidos, ii) dominio portador de
péptido (PCP)otiolacién (T)de 80 aminodacidosyiii) dominio
de formacién del enlace peptidico o de condensacién (C),
el cual consta de 450 aminodacidos (Bloudoffetal., 2016).
Los PKs son una familia muy diversa de productos
naturales que son biosintetizados mediante repetidas
condensaciones de  descarboxilacién  de  Claisen
(polimerizacién de subunidades acetilo y propionilo), entre
la unidad extensora y la cadena de policétido creciente
(Summi et al., 2015). La maquinaria de sintesis de PKs estd
compuesta de tres dominios principales: /) dominio de
aciltransferasa (AT), ii) dominio portador de acilo (ACP) y
iif) dominio de cetosintasa (KS) (Walsh et al., 2004; Aleti
et al., 2015; Summi et al., 2015). Los PKs producidos por
especies de Bacillus pueden ser de naturaleza PKs o hibridos
entre PKs y NRPs (Ongenay Jaques, 2008; Aleti et al., 2015).
Para su biosintesis es importante la participacién de una
enzima denominada fosfopanteteinil transferasa (PPT), la
cual es codificada por el gen sfp (Mootz et al., 2001). Esta
enzima es esencial en la activacién de los dominios ACP
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dentro del complejo enzimdtico sintetasa y también estd
involucrada en modificaciones y arreglos en la maquinaria
de sintesis de NRPs (Aleti et al., 2015; Wu et al., 2015b).
La sintesis de NRPs y PKs es dependiente de sfp, por lo cual
incluso ha sido utilizado en la clasificacién de los péptidos
antimicrobianos producidos por cepas del genero Bacillus
(Tabla 1).

Dentro de los compuestos antimicrobianos producidos
por Bacillus spp., Ongena y Jaques (2008), destacan la
importancia de tres familias de lipopéptidos (del grupo de
los NRP): surfactinas, iturinas y fengicinas. Estas moléculas
son bioactivas contra un amplio rango de fitopatégenos
(virus, bacterias, hongos y oomicetes). Asi, diversos trabajos
describen la sintesis de estas sustancias a nivel in vitro (Tabla
2), mostrando el gran potencial que presentan diferentes
cepas del género Buacillus para el control de agentes
fitopatdégenos. Sin embargo, la expresién de estas sustancias
bajo modelos de experimentacién in vitro no permite
asegurar que efectivamente se sinteticen en presencia de
la planta y del patégeno bajo condiciones naturales, en
consecuencia, su real rol como mecanismo de accién en
estrategias de control debe ser considerado cautelosamente.

En este contexto, se pudo demostrar que la cepa de B.
amyloliquefaciens 629, es capaz de producir iturinas, fengicinas
y surfactinas a nivel in vitro bajo diferentes condiciones de
temperatura y medios de cultivo (Monteiro et al., 2016). Sin
embargo, estos mismos autores reportan que esta bacteria
es incapaz de producir estos compuestos en presencia de
la planta. A continuacién se desarrollan algunos ejemplos
donde este tipo de sustancias se expresan en el contexto de
la interaccién planta - patégeno-biocontrolador.

Sintesis de sustancias antimicrobianas en el sistema
tritrofico

Una de las dificultades para estudiar la produccién de
los compuestos antimicrobianos en los sistemas tritréficos
es la naturaleza anfifilica de los lipopéptidos, lo que hace
que estos compuestos se puedan adsorber a diferentes
fracciones del suelo o embeberse en las estructuras lipidicas
de organismos blanco o no blanco (Raaijmakers et al.,
2010). Sin embargo, diferentes aproximaciones han servido
como herramienta para dilucidar los mecanismos de accién
de estas moléculas como biocontroladoras. Un aporte
importante lo estan brindando las aproximaciones “Omicas”

Tabla 1. Principales grupos de metabolitos antimicrobianos producidos por Bacillus spp.

Grupo de metabolito Tipo de meta-

Fitopatégenos contra los cuales

tiene actividad

.. . . Genes Referencia
antimicrobiano bolito
Tipo patégeno Especie
Honoo Botrytis cinérea Cawoy etal., 2014
Surfactina srfABCD & Lasiodiploia theobromeae Sajitha y Arun, 2016
Bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae Lietal., 2016
Bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae Chengetal., 2016
Lipopéptidos de sintesis no It.urm'a:. bmyCBAD Hongos Rhizotocnia solani Zhouetal., 2016
. . (Bacilomicina)
ribosomal dependientes de B
sfb (NRPs) Oomycetes Phytophthora capsici Parketal., 2016
Fengicina fenABCDE Bacterias Rasltonea solanacearum Villegas-Escobar et al., 2018
Hongos Mycospharaella fijiensis Gonzéles-Jaramillo etal., 2017
g Fusarium solani Mardanova etal., 2017
Bacilibactina DhbABCDEF Hongos Verticillium sp Lietal., 2014
Macrolactina ~ mIhnABCDEFGHI Bacterias Ralstonia solanacearum Yuanetal., 2014
Policétidos de sintesis no ) baeBCDE, acpk )
ribosomal dependientes Bacilena bacGHIJLMNRS Bacterias Myxococcus xanthus Muller et al., 2014
de sfp (PKS)
e dfnABCDEFGHI- .
Dificidina JKLMXY Bacterias Xanthomonas oryzae Wuetal., 2015a
Péptidos de sintesis no Bacterias Xanthomonas oryzae Wu etal., 2015a
ribosomal independientes Bacilicina bacABCDE, ywfG o .
de sfp (NRP) Hongos Lasiodiploia theobromeae Sajitha y Arun, 2016
Plantazocilina PangCB]EHLIAJC Nematodos Caenorhabditis elegans Liuetal., 2013
Péptidos de sintesis G . Escherichia coli
ribosomal (RiPPs) Amilociclina acnABCDEF Bacterias Erwinia spp Scholzetal., 2014
Mersacidina mrsK2R2FGE Bacterias Staphylococcus spp Kayalvizhi et al., 2014
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Tabla 2. Actividad antagonista in vitro de compuestos antimicrobianos de Bacillus spp. contra microorganismos fitopatégenos
encontrada en estudios recientes.

Metabolito

Cepa de Bacillus evaluada

Fitopatégeno Referencia

NRPs dependientes de sfp
Surfactina, fengicina D e iturinas
(Bacilomicina y micosubtilina)

Bacillus sp.

Ralstonia solanacearum
Erwinia amylovora
Pseusomonas syringae pv. syringae
Pectobacterium carotovorum sbsp. carotovorum

Moraetal., 2015

B. subtilis A15
B. amyloliquefaciens D29
B. methylotrophicus H8

NRPs dependientes de sfp
Fengicina D, iturina Cy surfactina A

Xanthomonas oryzae pv oryzae Elshakh etal., 2016

NRPs dependientes de sfp: surfactinas B. methylotrophicus 39b

Agrobacterium tumefaciens Frikha-Gargouri et al., 2017

NRPs dependientes de sfp: Fengicina B. amyloliquefaciens BDPI

Pyricularia oryzae Liao etal., 2016

NRPs dependientes de sfp: Fengicina C B. subtilis EA-CB0015

Mycospharaella fijiensis Mosquera etal., 2014

NRPs dependientes de sfp: Bacilomicina

Dy bacilibactina B. amyloliquefaciens SQR9

Phytophora parasitica Lietal., 2014

(metagendémica, transcriptémica y metabolémica), unidas
a sistemas de deteccién mdas sensibles, como la técnica
HPLC de ultra alta resolucién, acoplada a espectrometria
de masas. Esta estrategia ha permitido la construccién de
“metabolomas”, definidos como el conjunto completo
de metabolitos de una muestra biolégica o de un organismo
en un momento dado y bajo unas condiciones determinadas
(Villas-Boas et al., 2007).

En este contexto, el estudio de Debois et al., (2014)
puso en evidencia la secrecién de NRPs tipo surfactinas,
fengicinas e iturinas por la cepa de B. amyloliquefaciens S499,
en cantidades diferenciales en la escala espacio-temporal
cuando estd en contacto con plantas de tomate (Solanum
lycopersicum). Estos compuestos antimicrobianos fueron
medidos mediante formacién de imagen de espectrometria
asociada a deionizacién laser (MALDI-MSI). Los autores
sugieren que la secrecién de estas sustancias podria estar
correlacionada con la actividad biocontroladora de esta
cepa. Un estudio posterior, en el cual se evalué la cepa de
B. amyloliquefaciens FZB42 contra el hongo Rhizoctonia solani
en plantas de lechuga, permitié medir con cromatografia
liquida de ultra alta resolucién (UPLC) la produccién de
surfactinas, fengicinas y bacilomicina D en la rizosfera
dela planta, indicando que |a expresién de estos compuestos
antimicrobianos fue importante en la reduccién de los
sintomas de enfermedad causadas por el patégeno
(Chowdhury et al., 2015b).

As{ mismo, se demostré que la cepa de B. subtilis BB14 es
capaz de producir iturinas en suelo rizosférico, lo cual fue
medido durante el control de la enfermedad causada por
R. solani en plantas de tomate empleando cromatografia
liquida de alta precisién (HPLC). La produccién de estas
sustancias no se observé en las plantas control (Zohora
et al., 2016). A través de una estrategia similar, Aleti et al.,
(2016) demostraron a través de HPLC, que una cepa de B.
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atropheus produce una variante de surfactina C, la cual estd
involucrada en el control de R. solani en plantas de tomate.

Otra estrategia en el estudio de los mecanismos de
biocontrol de microorganismos fitopatégenos en la planta,
se basa en el uso de mutantes de cepas biocontroladoras en
genes especificos. Guoetal. (2013) midieron los lipopéptidos
sintetizados por B. subtilis NCD-2 durante el control de R.
solani en plantas de algodén bajo condiciones de invernadero.
Mediante espectrometria de masas se logré evidenciar la
produccién de fengicinas durante la interaccién tritréfica.
Al llevar a cabo la mutagénesis de un gen responsable de la
sintesis de |a fengicina sintetasa (fenC), demostraron que los
mutantes eran incapaces de inhibir el crecimiento del hongo
patdgeno invitro y de suprimir los sintomas del damping-off en
la planta, demostrando asi el papel de las fengicinas como
un mecanismo de accién de la cepa NCD-2 en el control de
R. solani.

De forma similar, mutantes en la sintesis de dificina y
bacilicina (RS2 y RS6 respectivamente) de B. amyloliquefaciens
FZB42, no lograron control de las enfermedades afiublo
bacteriano y raya bacteriana de la hoja del arroz, causadas
por la bacteria Xanthomonas oryzae. De esta forma, los
tratamientos con mutantes en dichos genes mostraron
sintomas de enfermedad similares a hojas no tratadas
con el biocontrolador, al ser expuestas con cepas de
Xanthomonas oryzae pv. oryzae y Xanthomonas oryzae pv.
oryzocola respectivamente (Wu et al., 2015a). Empleando
una estrategia similar, se pudo demostrar que mutaciones
en el gen gltB que regula la produccién de bacilomicina L
y fengicinas en la cepa de B. subtilis Bs916, ocasionaron la
perdida de la capacidad biocontroladora contra R. solani
en el afiublo de la vaina en plantas de arroz (Zhou et dl.,
2016). Otro estudio reporta la generacién de un mutante de
B. subtilis cepa 9407 en cinco sintetasas de fengicina (AppsB),
el cual falla en disminuir la incidencia de la mancha anular



Mecanismos de accién de Bacillus sp contra fitopatogenos

de la manzana causada por Botryosphaeria dothidea en frutos
(Fanetal., 2017).

Los diferentes estudios sobre el papel de compuestos
antimicrobianos en cepas del género Bacillus, empleadas
para el control biolégico de enfermedades a nivel in vivo,
permiten concluir que estos compuestos efectivamente
cumplen un papel relevante para el biocontrol de agentes
fitopatogenos. La accién de estos compuestos estd
relacionada con la formacién de poros en pared y membrana
celular de microorganismos fitopatdégenos, lo que conduce
a la inhibicién de su crecimiento y de manera indirecta en
la induccién de las defensas de la planta (Ongena y Jaques,
2008; Shafietal., 2017).

Competencia y colonizacién

Uno de los mecanismos empleados por los agentes
de control biolégico poco reconocido es la formacién
de biopeliculas (Fig. 1c). Las biopeliculas pueden ser
consideradas como capas compactas relativamente
uniformes, formadas por el crecimiento concertado y
organizado de microorganismos. La formacién de estas
biopeliculas les permite a los agentes de control biolégico
ser buenos colonizadores (Posada et al., 2018), ya que
les proporciona una ventaja adaptativa al proteger a la
poblacién de condiciones ambientales adversas y otros
factores mecdnicos, lo que puede conducir ademds a la
exclusién de nicho de los patégenos (Lalloo et al., 2010;
Rafique et al., 2015).

Antes de la existencia de una biopelicula, debe existir
atraccién a través de un proceso denominado quimiotaxis
para la posterior colonizacién por parte de las bacterias.
Para esto, las plantas crean un ambiente especifico en los
aspectos nutricionales y fisicoquimicos, que permiten el
desarrollo de microorganismos en la rizosfera. De esta
manera la secrecién de exudados, que puede equivaler
hasta el 30 % del fotosintato, atraen microorganismos en
asociaciones benéficas con las plantas (Huang et al., 2014).
Esta relacién es especifica, donde los exudados de la planta
median las interacciones multitréficas en la rizosfera, a
nivel de especie, y a nivel de comunidad. En este contexto,
la estructura de la comunidad rizosférica puede variar
dependiendo del genotipo de la planta (Bulgarellietal., 2012)
y de la composicién de los exudados rizosféricos (Badri et
al., 2013). En este dltimo caso, la planta libera componentes
especificos para mediar la interaccién especie-especie entre
planta-microorganismo. Un ejemplo de esta especificidad
estd dado por el 4cido malico, que ejerce un efecto positivo
en el reclutamiento de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal del género Bacillus (Rudrappa et al., 2008).

Otro aspecto importante para considerar es que los
cambios en los perfiles de exudados rizosféricos pueden
resultar en el enriquecimiento de ciertos microorganismos.
Yuan et al. (2015), al estudiar por HPLC los exudados de
raiz de plantas de banano, encontraron la presencia

de varios &cidos organicos como fumdrico, oxdlico y
malico que permiten la colonizacién de B. amyloliquefaciens
NJN-6 y la induccién de genes involucrados en formacién
de biopeliculas y quimiotaxis en la bacteria. Asi mismo,
mediante el estudio de los exudados de A. thaliana, se logré
identificar que una cepa de B. subtilis era atraida hacia la
rizosfera de la planta, censando las sustancias mediante
multiples receptores de quimiotaxis, para posteriormente
establecer la formacién de una biopelicula (Allard-
Massicotte et al., 2016).

También se ha observado que la presencia de patégenos
en la rizosfera induce cambios en los exudados que permiten
establecer interacciones de la planta con microorganismos
benéficos. Este fenémeno en particular se demuestra
en la rizosfera de plantas de pepino, donde la infeccién
del patégeno Fusarium oxysporum subsp cucumerinum tuvo
un efecto positivo sobre la colonizacién y la formacién
de biopelicula de la cepa de B. amyloliquefaciens SQR.
La presencia de dicho fitopatégeno permite aumentar la
secrecién de los acidos citrico y fumdrico en la raiz, que
atraen al biocontrolador y mejoran su capacidad de
colonizacién, trayendo como consecuencia una disminucién
en los sintomas de enfermedad causados por el patégeno
(Liuetal., 2014).

En el mismo contexto, un estudio sobre la cepa de
B. amyloliquefaciens SQY 162 mostré que la formacién de
biopelicula representaba un requisito para la competencia
en la rizosfera, permitiendo evidenciar que los exudados de
plantas de tabaco estimulan la sintesis de surfactina por el
biocontroladory con ello la formacién de la biopelicula, que
a su vez es un requisito para el control de R. solanacearum,
causante de la marchitez bacteriana (Wu et al., 2015a). En
otro estudio, mutantes de B. subtilis en genes responsables
de la formacién de biopelicula (sinl, epsA-O y tasA) han
mostrado fallar en la produccién de surfactina, y por ende en
la formacién de biopelicula, la colonizacién de la raizy en el
control de la enfermedad causada por R. solanacearum
en plantas de tomate (Chen et al., 2013). De manera
similar, mutantes de la cepa de B. subtilis UMAF6614 para
la produccién de surfactina, no son capaces de formar
biopeliculas y en consecuencia no logran colonizar el
filoplano de plantas de melén. Sin embargo, parte de la
actividad biocontroladora se debe también a la produccién
de bacilomicinas y fengicinas por células de la biopelicula,
por lo que la produccién de surfactina no es suficiente
para lograr el biocontrol de enfermedades bacterianas
(Pectobacterium carotovorum, Xanthomonas campestris) ni fungicas
(Podasphaera fusca) en el melon (Zeriouh et al., 2014).

Otro aspecto asociado a la colonizacién como
mecanismo de control biolégico de cepas de Bacillus spp. es
la competencia por nutrientes, reflejado, por ejemplo, en la
capacidad de producir sideréforos (Yu et al., 2011; Shafi et
al., 2017). El hierro, elemento fundamental para la vida de
los organismos, es un factor limitante en el suelo rizosférico.
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Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular
que tienen la habilidad de secuestrar hierro férrico (Fe Ill),
aunque también existen otros tipos de compuestos quelantes
de otros minerales y metales (Ahmed y Holmstrom, 2014).
Asi, las bacterias sintetizadoras de este tipo de moléculas
tendrdn una ventaja competitiva en este aspecto frente a
fitopatégenos que no los producen. En cepas de Bacillus
hay pocos estudios recientes sobre el papel de sideréforos
en biocontrol. Sin embargo, Yu et al. (2011) encontraron
que la actividad de biocontrol de B. subtilis CAS15 contra
Fusarium en plantas de pimienta, se debe a la produccién
de un sideréforo tipo catecolico denominado bacilibactina,
permitiendo a la cepa reducir |a incidencia de Fusarium entre
un 12,5y 56,9 %, efecto de control que se ve afectado por la
suplementacién de hierro.

La relacién de la formacién de biopeliculas con la
colonizacién de bacterias del género Bacillus tiene gran
importancia en el control biol6gico de microorganismos de
fitopatégenos. Como bien lo plantean Pandin etal., (2017),
dicha relacién esta mediada por varios aspectos que pueden
resumirse en cuatro aspectos fundamentales: /) antagonismo
directo por exclusién de nicho, debido a competencia
por espacio y nutrientes, ii) comunicacién microbiana en
términos de cooperacién e interferencia, la primera entre
benéficos y la segunda entre benéficos y patégenos (Chen et
al., 2015), iii) produccién de compuestos antimicrobianos
por las células componentes de la biopelicula (Wu et dl.,
2015c) y iv) la fitoestimulacién de la planta.

Enzimas liticas

Losmicroorganismosbiocontroladoressintetizan enzimas
liticas como quitinasas, [3-1,3-glucanasas, peroxidasas,
proteasas y lipasas (Jha etal., 2014; Mota et al., 2017). Las
quitinasas y §-1,3-glucanasas degradan la pared celular de
hongos y pueden causar lisis celular en estos organismos,
a la vez esta accién permite la liberacién de oligdmeros de
quitina y glucano, los cuales funcionan como elicitores
de las defensas de la planta (Jha et al., 2014).

En este sentido se ha demostrado que la cepa de Bacillus sp.
BT42 disminuye la incidencia de Colletotrichum gloeosporoides
y F. oxysporum en plantulas de café (Coffea arabica L.) a 2,8
% y 0 % en relacién con los controles de enfermedad que
presentaron una incidencia de 91,7 % y 88,9 %, debido a la
produccién -1,3-glucanasas (Kejela et al., 2016).

De manera adicional, cepas de Bacillus spp. pueden
producir enzimas que participan en la interrupcién de
la comunicacién bacteriana (Quorum Sensing), proceso
denominado Quorum Quenching (Fig. 1d). Se han reportado
mas de 20 aislamientos del género Bacillus capaces de
inactivar AHLs, debido a la produccién de enzimas AHLs
lactonasas. Estas enzimas codificadas por el gen aiiA poseen
un amplio rango de sustratos de AHLs (C4, C6, C10-HSL,
30C4, 30C6, 30C8, 30C12-HLS, 3-OH-C4-HLS) (Dong et
al., 2002; Chenetal., 2013) y tienen la capacidad de romper
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el anillo de lactona lo que modifica e inactiva la molécula
de AHL.

Este mecanismo es importante en el biocontrol de
agentes patégenos que regulan los factores de virulencia
mediante OS dependiente de AHLs. Una prueba de ello es
el estudio de Garge y Nerurkar, (2017), en el que se mostré
que tres aislamientos de Bacillus sp., As30, Gs42 y Gs52,
fueron capaces de atenuar los sintomas de Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum en plantulas de Vigna radiate,
debido a la produccién de AHLs lactonasas, degradado-
ras de 3-oxo-hexanoil homoserin lactona (OHHL), que
regulan la produccién de poligalacturonasa y pectato liasa,
éstos dos ultimos, considerados factores de virulencia de
esta bacteria necrotréfica.

Produccién de compuestos organicos volatiles

La palabra compuestos organicos volétiles o VOCs se
emplea para denominar moléculas volatiles de bajo peso
molecular, menor o igual a 300 g/mol, entre las que se
incluyen aldehidos, alcoholes, cetonas, hidrocarburos, indoles,
terpenos y jasmonatos (Van Loon, 2007). Los VOCs son
importantes mediadores de la comunicacién entre diferentes
reinos (Dweck etal., 2015). Algunos de ellos estén involucrados
en la interaccién entre las plantas y herbivoros y enemigos
naturales, e incluso en las interacciones entre microorganismos
(Jones et al., 2017), entre diferentes especies de plantas y entre
microorganismos y plantas (Ryu et al., 2003).

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal
emiten VOCs que pueden elicitar induccién de resistencia
y tolerancia sistémicas (ITS, del inglés Induced Tolerance
Systemic) en la planta (Fig. 1b), lo cual reduce el estrés bidtico
y abidtico en los sistemas agronémicos y mejora la salud
vegetal (Bitasetal.,2013). Adicionalmente, los VOCs pueden
actuar de manera directa sobre microorganismos patégenos
produciendo dafo en el ADN (Mitchel et al., 2010) (Tabla
3). En este contexto, merecen destacarse el benzotiazol, el
benzaldehido, el fenilacetaldehido, el ciclohexanol, 2-etil-
1-hexanol, el 2,3-butanodiol, el n-decanal y el nonanal
entre otros, de los que se ha comprobado poseen actividad
antimicrobiana (Effmert et al., 2012).

Induccion de las defensas de la planta

El término resistencia inducida se usa de manera
genérica para referirse a un estado en el cual las plantas son
estimuladas de manera bioldégica o quimica para resistir a
futuros ataques por parte de herbivoros y patégenos (Jones
y Dangl, 2006; Burketova et al., 2015). Esta induccién
se lleva a cabo mediante la activacién de mecanismos
de defensa, no solo de manera local si no en sitios de la
planta distantes al sitio donde ha sido estimulada, lo que
la hace “sistémica” (Burketova et al., 2015).

Las plantas activan una respuesta inmunitaria
multifacética quelas protege del ataque de microorganismos
patégenos (bacterias, hongos, oomicetes y virus).
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de VOCs producidos por cepas de Bacillus sp.

Cepa de Bacillus

evaluada VOCs Agente Fitopatégeno Referencia
Bacillus sp. 3,5,5-trimetilhexanol .
cepa D13 Decilalcohol Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo0) Xieetal., 2018

B. amyloliquefaciens FZB42

B. artrophaeus LSSC22 1,3-butadieno

Benzaldehido, 1,2-benzisotiazol-3 (2H y

Ralstonia solanacearum Samadetal., 2016

B. amyloliquefaciens CPA-8 y tiofeno

1,3-pentadieno, acetoin (3-hidroxi-2-butanona)

Monilinia fructicola Gotor-Vila etal., 2017

B. velezensis

ZSY-1 benzotiazola, fenol (4-cloro-3-metil).

2-tridecanona, pirazidina (2,5-dimetil),

Botrytis cinérea

Alternaria solani Gaoetal., 2017

Benzaldehido, nonanal, benzotiazol

B. subtilis FA26
y acetofenona

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus Rajeretal., 2017

Dicha inmunidad estd constituida por barreras fisicas
(cuticula, pared celular, pelos) y quimicas (compuestos
antimicrobianos), asi como por respuestas inducidas que
dependen del reconocimiento del patégeno (Lépez, 2008;
Burketova et al., 2015).

Una primera linea de defensa en las plantas se basa en
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos o microorganismos (PAMPs/MAMPs por sus
siglas en ingles), como la flagelina y la quitina presentes
en las paredes celulares de los mismos (Zipfel y Robattzek,
2010). Esta defensa basal se denomina PTl o mediada
por MAMPs/PAMPs (PAMP triggered immunity). Existen
ademds otras sefiales externas que la pueden activar, como
las asociadas a sefiales de dafio como moléculas de pectina
(DAMP) (Souza et al., 2017). Tanto los MAMPs como los
DAMPs activan cascadas de eventos de sefializacién que
conducen a la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), éxido nitrico (NO) y a la activacién de proteinas
quinasas (MAPK y CPDK) (Souza et al., 2017). Todos estos
eventos son modulados por factores de transcripcién y
conllevan a la expresién de genes que codifican proteinas
relacionadas con patogénesis (PR, pathogenisis related),
tales como enzimas hidroliticas (glucanasas y quitinasas),
activacion de produccién de compuestos antimicrobianos
como fitoalexinas, reforzamiento de la pared celular a través
de la deposicién de calosa y lignina y cierre estomdtico
(Burketova et al., 2015).

De otra parte, hay dos tipos de resistencia inducida:
la induccién de resistencia sistémica (ISR) y la resistencia
sistémica adquirida (SAR). La ISR es inducida por
microorganismos benéficos a través de diferentes elicitores,
dentro de los que se incluye MAMPs, VOCs, compuestos
asociados a la degradacién de la pared celular (Buterkova
etal., 2014; Pieterse et al., 2014), sideréforos y lipopéptidos
(NRPs) (Chandler et al., 2015). Esto permite deducir que la
ISR elicitada por cepas de Bacillus spp. puede llevarse a cabo
mediante PTI (Niu et al., 2016). De otra parte, la SAR es
inducida por exposicién temporal a patégenos a través de
diversos elicitores (Lietal., 2016). Tanto en la ISR como en la

SAR la sefializacién se encuentra mediada por fitohormonas
como el 4cido salicilico (SA), el acido jasmonico (JA) y el
etileno (ET) (Pieterse et al., 2014).

La ISR realizada por cepas de Bacillus ha sido reportada
en muchas especies de plantas y resulta efectiva contra un
amplio rango de patégenos (Tabla 4) (Shafi et al., 2017).
Esta ISR requiere sefializacién de vias dependientes de JA'y
ETylleva a la expresién de algunos genes como defensina 1.2
(pdf1.2) (Pieterse etal., 2014). También la via de sefializacién
tiene como intermediario el gen npr1 (Nie et al., 2017). A
pesar de que se ha postulado que la ISR es dependiente de JA/
ET y no de SA, es posible la comunicacién cruzada entre las
viasy es comun observar que los microorganismos benéficos,
como cepas de Bacillus, no solo inducen la ISR dependiendo
de JA/ET, si no que pueden estimular la SAR produciendo SA
sobre la superficie de la raiz (Fig. 1e) (Choudharyetal., 2007;
Lietal., 2015). Es interesante notar que una combinacién de
ISRy SAR puede incrementar la proteccién contra diferentes
patégenos (Choudhary et al., 2007).

La ISR no solo puede ser inducida por VOCs y MAMPs,
sino que algunos compuestos antimicrobianos de tipo NRPs
pueden igualmente estimular este tipo de resistencia. Cawoy
et al. (2014) demostraron mediante la comparacién del
secretoma de seis cepas de Bacillus sp, medidos en presencia
de los exudados de la raiz por HPLC acoplada a MS, una
fuerte correlacién entre la actividad de induccién de defensa
de plantas de tabaco contra el patégeno Botrytis cinerea, y la
cantidad de surfactinas producidas por dichos aislamientos.
Otros estudios que han llegado a conclusiones similares
han sido igualmente reportados en la literatura (Tabla 4)
(Chowdhury et al., 2015b; Shafi et al., 2017).

A nivel in vivo, los VOCs también pueden jugar un rol
importante en el biocontrol en la planta mediante la
activacién de las defensas. El estudio de Ryu et al. (2003)
identifico 2-3-butanediol, el cual es producido por B. subtilis
GBO3 y B. amyloliquefaciens IN937a, como un inductor de la
resistencia en A. thaliana contra Pectobacterium carotovorum
subs carotovorum. De la misma manera, Song et al. (2013)
reportan la produccién de 3-pentanol y 2-butanona, los
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Tabla 4. Induccién de resistencia sistémica realizada por cepas de Bacillus sp.

Cepa de Bacillus evaluada Elicitor Genes activos/Hormona Patosistema Referencia
B. cereus PR1, NPRI1, SID2-2, NAHG, Arabidosis thaliana - Pseudomonas .
AR156 MAMPs JART, ein2 / ND syringae pv tomato Niuetal., 2016
B. amyloliguefaciens FZB42 VOCs RRS1, NPR1, EDS1/ ND Nicotiana tabacum — Ralstonia Samad etal., 2016
B. artrophaeus LSSC22 solanacearum
B. cereus . . _ .
AR156 MAPMs PR1, PR2, PR3/SA Arabidopsis thaliana - Botrytis cinerea Nieetal., 2017
B. amyloliquefaciens LJ02 ~MAMPs/sobrenadantes PR1/SA Cucurmis sativis cv corona - Lietal., 2015
Sphaeroteca fuliginea
. RAB21, EBP89, ACST, IAA9,
g‘Bséﬁt;/’f Lo eM:i\ dPo'\:il,C“wS JAMYBJIOSPR10, PR10, NPR1/  Oryza sativa L - Rhizoctonia solani ~ Chandler et al., 2015
popep JA, ET, ABA
B. amyloliquefaciens HK34 ND PgPRS5, pgPR10, pgCAT /ND  Panax ginseng - Phythoptora cactorum Daeetal., 2015
PaeniBacillus sp. B2 ND CHI, PR3, LOX /ND Vitis spp.- Plasmopara viticola Haoetal., 2017
B. altitudinis GmPR1a, GmLOX, GmEREBP/ . .
1SCX-1 ND JA, SA, ET Glycine max - Phytopthora sojae Luetal., 2016

ND: No determinado, SA: Acido salicilico, JA: Acido jazménico, ET: Etileno, ABA: Acido absicico

cuales inducen la resistencia contra Pseudomonas syringae pv.
lachrymans en plantas de pepino.

CONCLUSIONES

De manera general, se puede concluir que el mecanismo
por el cual cepas de Bacillus son capaces de ejercer un
biocontrol de organismos fitopatégenos es complejo,
involucrando no solo los compuestos antimicrobianos, sino
ademds otros compuestos como las enzimas liticas y los
VOCs, pasando de forma muy importante por la induccién
de respuestas de resistencia en la planta, producto de la
interaccién con estos compuestos de origen microbiano.
Muy seguramente, en las cepas de Bacillus reconocidas
como biocontroladoras no existe un tnico mecanismo de
biocontrol y muy probablemente un biocontrol efectivo estd
asociado a la accién sinergistica de varios (o todos) de ellos.
El desafio en los afios porvenir es lograr identificar los genesy
compuestos implicados en cada uno de estos mecanismos
y su efecto sinérgico. Sin duda alguna, los experimen-
tos derivados de las ciencias omicas, acompafiados de
estudios de gendmica funcional y andlisis de mutantes,
develaran varios de los misterios escondidos detrds de
la accién biocontroladora de estas cepas bacterianas.
El conocimiento generado a través de este tipo de
aproximaciones permitird a mediano plazo el desarrollo
de agentes de biocontrol comerciales de manera mas
dirigida y precisa, lo que redundard en una mejor proteccién
de los cultivos y de la seguridad alimentaria.
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