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Resumen. El género Bacillus se encuentra am-
pliamente distribuido en los agro-sistemas y una de
sus principales aplicaciones es el control de enfer-
medades de cultivos agricolas. En la presente revi-
sion se describe y analiza al género Bacillus, y sus
principales mecanismos de accion, tales como la
excrecion de antibiodticos, toxinas, sideroforos, en-
zimas liticas e induciendo la resistencia sistémica,
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Abstract. The genus Bacillus is
distributed in agro-systems, being one of its main
applications the control of diseases in agricultural
crops. The present review describes and analyzes
the genus Bacillus, and its main mechanisms of
action, such the excretion of antibiotics, toxins,
siderophores, lytic enzymes and Induced systemic
resistance, focused on its ability to be used as
biocontrol agent of pests and diseases in plants;
as well as its use in formulations of biopesticides,
which have been incorporated into Integrated
Pest Management programs. In addition, the
Bacillus genus is analyzed in terms of agricultural
biosecurity, as well as the principal criteria for the
effective selection of biocontrol agents, considering
strains not pathogenic to humans, and that do
not negatively impact the microbial communities
of agro-ecosystems, as a side-effect by its non-
specific biological activity against a particular
plant pathogen.

widely
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enfocado en su capacidad para ser utilizado como
agente de control biologico de plagas y enfermeda-
des en plantas; asi como su uso en la formulacion
de bioplaguicidas, que han sido incorporados a los
programas de Manejo Integrado de Plagas y En-
fermedades. Ademas, se analiza el uso del género
Bacillus en la agricultura bajo un enfoque de biose-
guridad agricola, asi como los principales criterios
indispensables de seleccion de agentes de control
biologico promisorios, considerando cepas no pa-
togénicas para el ser humano, y que no impacten
negativamente a las comunidades microbianas de
los agro-ecosistemas, como efecto secundario por
su actividad bioldgica no especifica contra un fito-
patégeno en particular.

Palabras clave: biocontrol, fitopatdgenos, biopla-
guicidas.

La agricultura representa una actividad determi-
nante en el desarrollo econdémico, social y ambien-
tal del mundo, ya que contribuye con el 80% de
los alimentos que se consumen (FAO, 2014). Sin
embargo, aproximadamente entre el 20 y 30% de
la produccién agricola anual es afectada por pla-
gas y enfermedades, siendo los hongos, bacterias,
nematodos, virus e insectos los principales agentes
causales (Pérez-Garcia et al., 2011). De esta mane-
ra, con el objetivo de combatir las enfermedades en
los cultivos agricolas se han utilizado ampliamente
diversos compuestos quimicos tales como: insec-
ticidas, fungicidas y nematicidas. No obstante, el
éxito de la aplicacién de estos compuestos en el
incremento de la productividad agricola mundial,
su uso excesivo ha impactado negativamente los
suelos, ecosistemas y la salud humana, i.e. el cap-
tan, fungicida utilizado en México, cuyo uso se ha
prohibido en otros paises por su efecto cancerigeno
(Arellano-Aguilar y Rendon, 2016).
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Agriculture is a decisive activity in worldwide
economic, social and environmental development,
since it contributes to 80% of the food consumed
globally (FAO, 2014). However, approximately 20
to 30% of the agricultural production is affected by
pests and diseases, with fungi, bacteria, nematodes,
viruses and insects being the main causal agents
(Pérez-Garcia et al., 2011). In this way, in order to
fight diseases in crops, chemical compounds have
been widely used, including insecticides, fungicides
and nematicides. However, despite the success in
the application of these compounds in the increase
of worldwide agricultural activity, their excessive
use has had a negative impact on soils, ecosystems
and human health, i.e. captan, a fungicide used
in Mexico, the use of which has been prohibited
in other countries due to its carcinogenic effect
(Arellano-Aguilar and Rendon, 2016).

On the other hand, the incidence of pests and
diseases can be minimized by the use of cultural
practices such as crop rotation and the system of
planting in separate plots; however, these are not
entirely efficient (Sainju et al., 2016). Thus, the
Integrated Pest and Disease Management (IPDM)
is a crucial alternative in the development of a
sustainable agriculture that guarantees global food
security, which uses the combination of biological,
cultural and chemical methods in a compatible way
(from Olivar et al., 2008). The IPDM highlights
the use of biological control agents (BCA) as a
sustainable alternative to mitigate the negative
effects in the productivity and quality of the crops
caused by different diseases, reducing the resistance
of phytopathogenic organisms, and reducing the
contamination of soils and water tables. This helps
produce innocuous foods and reduces the costs of
agricultural production (Reyes et al., 2015).
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Por otra parte, la incidencia de plagas y enfer-
medades puede ser minimizada por el uso de practicas
culturales, por ejemplo, la rotacion de cultivos y
el sistema de siembra por parcelas separadas; sin
embargo, éstas no son completamente eficientes
(Sainju et al., 2016). Asi, el Manejo Integrado de
Plagas y Enfermedades (MIPE) es una alternativa
indispensable en el desarrollo de una agricultura
sustentable que garantiza la seguridad alimentaria
global, en el cual se utiliza la combinacion de mé-
todos bioldgicos, culturales y quimicos de forma
compatible (de Olivar et al., 2008). En el MIPE
se destaca el uso de agentes de control bioldgico
(ACB) como una alternativa sustentable para miti-
gar los efectos negativos en la productividad y ca-
lidad de los cultivos agricolas causada por distintas
enfermedades, disminuyendo la resistencia de los
organismos fitopatogenos, y reduciendo la conta-
minacion de los suelos y mantos acuiferos. Lo cual
permite la produccion de alimentos inocuos y dis-
minuye los costos de produccion agricola (Reyes
et al.,2015).

El uso de ACB inici6 a principios del siglo XIX,
utilizando organismos vivos o sus metabolitos para
mitigar las enfermedades en cultivos agricolas
(Badii et al., 2000). En las ultimas décadas, se ha
descrito el efecto que ejerce una gran diversidad
de microorganismos rizosféricos en el control de
organismos fitopatégenos, ya que la rizosfera re-
presenta la primera linea de defensa de la planta
contra organismos fitopatdogenos edaficos, evitando
asi el establecimiento de éstos en la raiz (Tejera-
Hernandez et al., 2011). Lo anterior ha conducido
al estudio de multiples mecanismos utilizados por
los ACB para controlar el crecimiento, desarrollo e
infeccion de organismos fitopatdogenos en diversos
cultivos agricolas de importancia econémica, entre
estos mecanismos destacan: a) mecanismos de con-
tacto como, hiperparasitismo y predaciéon (Chen
et al., 2016); b) la produccion de compuestos de

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2018

The use of BCA began in the early 19th Century,
using live organisms or their metabolites to mitigate
diseases in agricultural crops (Badii et al., 2000).
In recent decades, the effect of a large diversity
of rhizospheric microorganisms in the control of
phytopathogenic organisms has been reported, since
the rhizosphere represents the first line of defense
of the plant against edaphic phytopathogenic
organisms, thus avoiding their establishment in
the roots (Tejera-Hernandez et al., 2011). This has
led to the study of multiple mechanisms used by
the BCA to control the growth, development and
infection of phytopathogenic organisms in diverse
economically important crops; some of the most
important of these mechanisms include: a) contact
mechanisms such as hyperparasitism and predation
(Chenetal., 2016); b) the production of compounds
with low molecular weights with a direct effect on
the growth of the antibiotic pathogen (phenazines,
2,4-diacetylfluoroglucinol, cyclic lipopeptides),
lytic enzymes (chitnases, glucanases, proteases),
products of unregulated residues (ammonia, carbon
dioxide, hydroxide cyanide) (Yan et al., 2011;
Zhang et al., 2016; Jaaffar et al., 2017; Piechulla
et al., 2017) and c) indirect mechanisms from the
competition for space and nutrients (consumption
of leached-exudates, production of siderophores,
induction to the systemic response in plants
through the production of phytohormones and
molecular patterns) (Pal and Gardener, 2006; Yu et
al., 2011; Chowdhury et al., 2015). These action
mechanisms have been observed in the microbial
strains used as BCA, in which the Bacillus genus
has been widely studied due to its high abundance
and diversity in agro-systems (soil, water and
plant), with a significantly higher population in
comparison to other microbial genera, and also
due to its diverse metabolic capabilities, with an
outstanding capability to produce antibiotics and
other antimicrobial and antifungal metabolites
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bajo peso molecular con efecto directo sobre el
crecimiento del patdogeno antibidticos (fenazinas,
2,4-diacetilfloroglucinol, lipopéptidos ciclicos),
enzimas liticas (quitinasas, glucanasas, proteasas),
productos de residuos no regulados (amoniaco,
dioxido de carbono, cianuro de hidroxido) (Yan et
al., 2011; Zhang et al., 2016; Jaaffar et al., 2017;
Piechulla et al., 2017) y ¢) mecanismos indirectos
por competencia de espacio y nutrientes (consumo
de lixiviados-exudados, produccion de sider6foros,
induccion a la respuesta sistémica en plantas me-
diante la produccion de fitohormonas y patrones
moleculares) (Pal y Gardener, 2006; Yu et al., 2011;
Chowdhury et al., 2015). Estos mecanismos de ac-
cion han sido observados en las cepas microbianas
utilizadas como ACB, entre las cuales el género
Bacillus ha sido ampliamente estudiado debido a su
alta abundancia y diversidad en los agro-sistemas
(suelo, agua y planta), siendo significativamente
mayor su poblacién en comparacioén a otros géne-
ros microbianos, y ademas por sus diversas capa-
cidades metabdlicas, destacando su capacidad para
producir antibioticos y otros metabolitos antimi-
crobianos y antifungicos (Tejera-Hernandez et al.,
2011). Por ejemplo, diversos estudios moleculares
han revelado que un porcentaje significativo del
genoma de cepas del género Bacillus esta relacio-
nado con la produccion de metabolitos secundarios
asociados al control de fitopatdgenos, i.e. el 8.5y
4% del genoma de las cepas B. amyloliquefaciens
FZB42 y B. subtilis 168, respectivamente (Raaij-
makers y Mazzola, 2012). Esto justifica el amplio
uso de cepas de este género bacteriano como ACB
para el control de enfermedades que afectan los
cultivos agricolas. Sin embargo, la eficiencia de
cepas sin riesgos a la bioseguridad del género Ba-
cillus utilizadas como ACB es maximizada por su
introduccién efectiva al agro-sistema, induciendo
sus mecanismos de control biologico. Asi, la pre-
sente revision se centra en analizar y discutir el
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(Tejera-Hernandez et al., 2011). For example,
several molecular studies have revealed that a
significant percentage of the genome of strains
of the Bacillus genus is related to the production
of secondary metabolites related to the control of
phytopathogens, i.e. 8.5 and 4% of the genome of
strains B. amyloliquefaciens FZB42 and B. subtilis
168, respectively (Raaijmakers and Mazzola,
2012). This justifies the wide use of strains of this
bacterial genus as BCA for the control of diseases
that affect agricultural crops. However, the
efficiency of strains without risks to the biosecurity
of the Bacillus genus used as BCA is maximized
by their effective introduction to the agro-system,
inducing their biological control mechanisms.
Therefore, this study focuses on the analysis and
discussion of the Bacillus genus, its main action
mechanisms against plant diseases, as well as
its implementation, without risks to biosafety
with the development of biopesticides, since the
scientific foundation of these bioproducts on its
action mechanisms, environmental and biosafety
implications, and the formulation of biopesticides
are decisive for the development of a sustainable
agriculture.

The Bacillus genus
Classification

The Bacillus genus was first reported by
Cohn (1872), who described it as heat-resistant,
endospore-producing bacteria. The species of
Bacillus belong to the bacteria kingdom; Phylus
Firmicutes; Class Bacilli; Order Bacillales and
Family Bacillaceae (Maughan and van der Auwera,
2011). Currently, the genus includes over 336
species, which, because of their genetic similarity,
can be classified into different groups, the most
important of which are a) the group of B. cereus,

98



FuLry BILINGUAL

REvisTA MExicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

género Bacillus, sus principales mecanismos de
accion contra enfermedades en plantas, asi como
su implementacion, sin riesgos a la bioseguridad,
mediante el desarrollo de bioplaguicidas, ya que el
sustento cientifico de estos bioproductos sobre sus
mecanismos de accion, implicaciones ecologicas,
de bioseguridad, y la formulacion de los bioplagui-
cidas son determinantes para el desarrollo de una
agricultura sustentable.

El género Bacillus
Clasificacion

El género Bacillus fue reportado por prime-
ra vez por Cohn (1872), quien lo describié como
bacterias productoras de endosporas resistentes al
calor. Las especies de Bacillus pertenecen al Rei-
no Bacteria; Filo Firmicutes; Clase Bacilli; Orden
Bacillales y Familia Bacillaceae (Maughan y van
der Auwera, 2011). Actualmente, el género incluye
mas de 336 especies, las cuales por su similitud ge-
nética pueden clasificarse en distintos grupos, sien-
do los mas destacados: a) el grupo de B. cereus,
asociado a patogenicidad, que incluye a B. cereus-
anthracis-thuringiensis; b) los bacilos ambientales
que son caracterizados por su presencia en distintos
habitats, como el grupo de Bacillus subtilis, com-
prendido por B. subtilis-licheniformis-pumilus; c)
el grupo de B. clausii-halodurans; y d) el grupo
que incluye a Bacillus sp. NRRLB-14911-coahui-
lensis (Alcaraz et al., 2010; LPSN, 2016).

Ecologia

Las especies de Bacillus se encuentran amplia-
mente distribuidas a nivel mundial debido a su ha-
bilidad para formar endosporas, caracteristica que
les confiere resistencia y potencia su aislamiento
en diversos habitats, tanto ecosistemas acuaticos
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related to pathogenicity, which includes B. cereus-
anthracis-thuringiensis; b) the environmental
bacilli, which are characteristically present in
different habitats, such as the group of Bacillus
subtilis, composed of B. subtilis-licheniformis-
pumilus; c) the group of B. clausii-halodurans, and
d) the group that includes Bacillus sp. NRRLB-
14911-coahuilensis (Alcaraz et al., 2010; LPSN,

2016).
Ecology

The Bacillus species are widely distributed
worldwide due to their ability to form endospores,
a characteristic that provides them with resistance
and boosts its isolation in several habitats, both
water and terrestrial ecosystems, and even in
environments under extreme conditions (Tejera-
Hernandez et al., 2011). However, soils are
considered the main reservoir of this bacterial genus,
since most Bacillus species are saprophytic and are
able to use the large diversity of organic substrates
in the soil, making this a complex matrix for the
establishment of a large genetic and functional
diversity of microbial species (McSpadden, 2004).
For this reason, the multiple Bacillus species can
grow in soil, the cultivable counts are found in the
range of log 3 to log 6 per gram of fresh weight
of soil, essentially in genetically similar species to
the group of B. subtilis and B. cereus (Vargas-Ayala
et al., 2000). Regardless of rRNA studies in soil
contradicting the relative abundance of cultivable
and un-cultivable species of this bacterial genus
(Kumar et al., 2011).

Under a
sustainability, few investigations have aimed at
understanding the specific population diversity
and dynamics of Bacillus in rhizospheric soils, in

focus aimed at agricultural

which the bacterial communities that inhabit the
rhizosphere respond particularly to the soil fertility
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como terrestres, ¢ incluso en ambientes bajo con-
diciones extremas (Tejera-Hernandez et al., 2011).
Sin embargo, el suelo es considerado el principal
reservorio de este género bacteriano, debido a que
la mayoria de especies de Bacillus son saprofitas
pudiendo utilizar la gran diversidad de sustratos or-
ganicos presentes en el suelo, siendo ésta una ma-
triz compleja para el establecimiento de una gran
diversidad genética y funcional de especies micro-
bianas (McSpadden, 2004). Por lo cual, multiples
especies de Bacillus pueden desarrollarse en los
suelos, cuyos recuentos cultivables se encuentra en
el intervalo de log 3 a log 6 por gramo de peso fres-
co de suelo, esencialmente en especies similares
genéticamente al grupo de B. subtilis y B. cereus
(Vargas-Ayala et al., 2000). No obstante que estu-
dios de ARNr en suelo contradicen la abundancia
relativa de especies cultivables y no cultivables de
este género bacteriano (Kumar et al., 2011).

Bajo un enfoque dirigido a la sustentabilidad
agricola se han realizado escasas investigaciones
con el objetivo de comprender la diversidad y dina-
mica poblacional especifica de Bacillus en suelos
rizosféricos, donde las comunidades bacterianas
que habitan la rizésfera responden particularmente
a la fertilidad del suelo y los exudados de las raices
de las plantas, los cuales varian con la fenologia
y genotipo vegetal (de Souza et al., 2015), por lo
que bacterias que interaccionen con las plantas y
presenten capacidades asociativas, endofiticas o
procesos simbidticos para adaptarse a las condicio-
nes rizosféricas son reconocidas como potenciales
inoculantes microbianos. Rudrappa et al. (2008)
reportaron que la produccion de biopeliculas de B.
subtilis FB17 es un mecanismo de colonizacion ri-
zosférica, esto debido a su atraccion por el acido
L-malico secretado por las raices de Arabidopsis
thaliana e inducido por el patogeno foliar Pseudo-
monas syringae pv tomato. Por otra parte, Kumar
et al. (2011), Lopez-Fernandez et al. (2016) y
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and the exudates of plant roots, which vary with
the phenology and genotype of the plant (de Souza
et al., 2015), and therefore bacteria that interact
with plants and present associative or endophytic
capacities, or symbiotic processes to adapt to the
rhizospheric conditions are acknowledged as
potential microbial inoculants. Rudrappa et al.
(2008) reported that the production of B. subtilis
FB17 biofilm is a rhizosphere colonization
mechanism, due to its attraction to the L-malic
acid secreted by the roots of Arabidopsis thaliana
and induced by the foliar pathogen Pseudomonas
syringae pv tomato. On the other hand, Kumar
et al. (2011), Lopez-Fernandez et al. (2016) and
Selim et al. (2016) point out that diverse species
of Bacillus may reside in internal tissues of grape
(Vitis vinifera) and cotton plants (Gossypium
barbadense L). These characteristics play a crucial
role in the development, colonization and function
of Bacillus, stimulating their relationship with the
host plant, the biological control characteristics of
which are strengthened.

Main characteristics

Some of the main characteristics of the Bacillus
genus are its optional aerobic or sometimes
anaerobic  growth,
morphology, flagellar motility, and variable size
(0.5 to 10 um), its optimal growth being in a neutral
pH, with a wide interval of growth temperatures,
although most species are mesophilic (temperature
between 30 and 45 °C), its metabolic diversity
related to the promotion of plant growth and control
of pathogens (Tejera-Hernandez et al., 2011); other
features that stand out are its capacity to produce
endospores (oval or cyllindrical) as a mechanism
of resistance to diverse types of stress (Calvo
and Zuniga, 2010; Layton et al., 2011; Tejera-
Hernandez et al., 2011) (Figure 1).

Gram-positive,  bacillary
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Selim et al. (2016) sefialan que diversas especies de
Bacillus pueden ser residentes de tejidos internos
en plantas de uva (Vitis vinifera) y algodon (Gossy-
pium barbadense L). Estas caracteristicas tienen un
papel determinante en el desarrollo, colonizacion y
funcion de Bacillus estimulando su asociacion con
la planta hospedera, cuyas caracteristicas de con-
trol bioldgico son potenciadas.

Principales caracteristicas

Entre las caracteristicas del género Bacillus des-
taca su crecimiento aerobio o en ocasiones anae-
robio facultativo, Gram positivas, morfologia ba-
cilar, movilidad flagelar, y tamafio variable (0.5 a
10 pum), su crecimiento 6ptimo ocurre a pH neutro,
presentando un amplio intervalo de temperaturas
de crecimiento, aunque la mayoria de las especies
son mesofilas (temperatura entre 30 y 45 °C), su
diversidad metabolica asociada a la promocion del
crecimiento vegetal y control de patégenos (Tejera-
Hernandez et al., 2011); ademas destaca su capaci-
dad de producir endosporas (ovales o cilindricas)
como mecanismo de resistencia a diversos tipos de
estrés (Calvo y Zuiiiga, 2010; Layton et al., 2011;
Tejera-Hernandez et al., 2011) (Figura 1).

La presencia de endosporas le confiere al gé-
nero de Bacillus su capacidad de diseminacion y
prevalencia en los ecosistemas, éstas se forman du-
rante su segunda fase del ciclo de vida, el cual se
encuentra conformado por una fase de crecimiento
vegetativo y una fase de esporulacion (Figura 2).
Durante la primera etapa, la bacteria crece de for-
ma exponencial mediante fisién binaria, ya que se
encuentra en un medio con las condiciones favora-
bles para su desarrollo. La segunda fase comienza
como una estrategia de supervivencia en presencia
de algin tipo de estrés (alta densidad de poblacion,
escasez de nutrientes, factores externos como sali-
nidad, temperatura, pH, entre otros), asi la célula
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The presence of endospores confers the Bacillus
genus its capacity to spread and its prevalence in
ecosystems. These form during the second phase
of its life cycle, which is composed of a phase
of vegetative growth and a phase of sporulation
(Figure 2). During the first stage, the bacteria
grows exponentially by binary fission, since it is
found in a medium with favorable conditions for
its growth. The second phase begins as a strategy
for survival in the presence of some type of stress
(high population density, lack of nutrients, external
factors such as salinity, temperature, pH, and others).
In this way, the vegetative cell begins the formation
of the endospore, which implies an asymmetric
cell division, giving way to the formation of two
compartments: a mother cell and the immersion
of a prespore. Later, the prespore is swallowed,
forming a cell within the mother cell. During the
later stages, the prespore is covered by protective
layers (protein components, peptidoglycan and
a wall that resides below it formed by germ
cells), followed by the dehydration and the final
maturation of the prespore. Finally, the mother cell
is lysed by programmed cell death, releasing the
endospore. The endospore can remain viable in the
environment until the conditions become favorable
to begin their metabolic processes and generate a
vegetative cell (Errigton 2003; Tejera-Hernandez et
al.,2011; CALS; 2016). Due to this, the formation
of endospores resistant to heat and desiccation is
an important characteristic for the formulation of
biotechnological products based on strains of this
bacterial genus (Pérez-Garcia et al., 2011).

The Bacillus genus as a Biological Control Agent
Large diversity of species of the Bacillus
genus have proven to have antagonistic activity

against diverse phytopathogenic microorganisms
in agricultural crops, such as maize, rice, fruit
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de Bacillus sp. TE3 perteneciente a la Coleccion de Microorganismos Edaficos y

Figure 1.

Endofitos Nativo (www.itson.edu.mx/COLMENA). A) Células bacilares, Gram positivas; B) endosporas (flecha
blanca) y células bacilares (flecha negra); y C) morfologia macroscépica de la cepa TE3.

Morphological characteristics of Bacillus sp. TE3 belonging to the Collection of Native Edaphic and Endophytic
Microorganisms (www.itson.edu.mx/COLMENA). A) Bacillary cells, Gram positive; B) endospores (white arrow)
and bacillary cells (black arrow); and C) macroscopic morphology of strain TE3.

vegetativa inicia la formacion de la endospora, lo trees, and others (Wang et al., 2014; Li et al.,

cual implica la division celular asimétrica, dando 2015). The study of this ability of Bacillus began

lugar a la formacion de dos compartimentos, célula with the discovery of insecticidal activity of Cry
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Figura 2. Ciclo de reproduccion del género Bacillus. Modificado de Errigton, (2003).
Figure 2. Reproduction cycle of the genus Bacillus. Modified from Errigton, (2003).
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madre y la inmersion de una preespora. Posterior-
mente, la preespora es engullida, formando una cé-
lula dentro de la célula madre. Durante las etapas
posteriores, la preespora es recubierta de capas pro-
tectoras (componentes proteicos, peptidoglicano y
una pared que reside debajo de ésta, formada por
células germinales), seguido de la deshidratacion,
y la maduracion final de la preespora. Finalmen-
te, la célula madre se lisa mediante muerte celular
programada, liberando la endospora. La endospo-
ra puede permanecer viable en el ambiente hasta
que las condiciones son favorables para iniciar sus
procesos metabodlicos y generar una célula vegeta-
tiva (Errigton 2003; Tejera-Hernandez et al., 2011;
CALS; 2016). Por lo anterior, la formacion de en-
dosporas resistentes al calor y desecacion es una
caracteristica de importancia para la formulacion
de productos biotecnoldgicos a base de cepas de
este género bacteriano (Pérez-Garcia et al., 2011).

El género Bacillus como Agente de Control Bio-
logico

Una gran diversidad de especies del género Ba-
cillus han demostrado tener actividad antagdnica
contra diversos microorganismos fitopatogenos de
cultivos agricolas, tales como maiz, arroz, frutales,
entre otros (Wang et al., 2014; Li et al., 2015). El
estudio de esta capacidad de Bacillus se inicid por
el descubrimiento de la actividad insecticida de las
proteinas Cry producidas por B. thuringiensis; en
la actualidad diversas especies del género Baci-
llus (B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens
y B. licheniformis) son ampliamente estudiadas
para mitigar la incidencia de enfermedades de
importancia agricola (Raaijmakers y Mazzola,
2012). Entre las principales vias por las cuales
estas cepas evitan el establecimiento y desarrollo
de organismos fitopatdgenos es a través de dife-
rentes mecanismos, que incluyen A) la excrecion
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proteins produced by B. thuringiensis; currently,
several species of the Bacillus genus (B. subtilis, B.
pumilus, B. amyloliquefaciens and B. licheniformis)
are widely studied to mitigate the incidence of
diseases of importance to agriculture (Raaijmakers
and Mazzola, 2012). Some of the main ways in
which these strains avoid the establishment and
development of phytopathogenic organisms is
through different mechanisms, which include A) the
excretion of antibiotics, B) siderophores, C) lytic
enzymes, D) toxins and E) inducing the systemic
resistance of the plant (ISR) (Figure 3) (Layton et
al., 2011; Tejera-Hernandez et al., 2011).

Main mechanisms of biological control of the
Bacillus genus

Production of lipopeptides

One of the most important characteristics of
the Bacillus genus is its capacity to produce a
large variety of antibiotics capable of inhibiting
the growth of phytopathogenic agents, including
non-ribosomal cyclic peptides, which have been
the most widely studied. Lipopeptides (LPs)
structurally consist of a cyclic peptide joined to a
chain of S-hydroxy or f-amino fatty acids (Figure
4-A), classified into 3 different families (iturines,
fengicines and surfactines), according to their
amino acid sequences and length of the fatty acid
(Ongena and Jaques, 2008; Falardeau ef al., 2013).
These molecules are synthesized by multienzymatic
peptide
synthetase (NRPS), which are independent to
messenger RNA (Chowdhury et al, 2015). The
families of iturines, fengicines and surfactines
have been widely studied for their antibacterial and
antifungal activity (Meena and Kanwar, 2015). The
antimicrobial activity of these LPs occurs because
of their interaction with the cytoplasmic membrane

complexes, known as nonribosomal
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de antibioticos, B) siderdforos, C) enzimas liticas,
D) toxinas y E) induciendo la resistencia sistémica
de la planta (IRS) (Figura 3) (Layton et al., 2011;
Tejera-Hernandez et al., 2011).

Principales mecanismos de control biolégico del
género Bacillus

Produccion de lipopéptidos

Una de las caracteristicas mas importantes del
género Bacillus es su capacidad de producir una
gran variedad de antibidticos con capacidad de in-
hibir el crecimiento de agentes fitopatdgenos, entre
éstos, los lipopéptidos ciclicos no ribosomales han
sido los mas estudiados. Los lipopéptidos (LPs),
estructuralmente consisten en un péptido cicli-
co unido a una cadena de acido graso f-hidroxi o
p-amino (Figura 4-A), clasificandose en 3 diferen-
tes familias (iturinas, fengicinas y surfactinas),
de acuerdo con su secuencia de aminoacidos
y longitud del acido graso (Ongena y Jaques,
2008; Falardeau et al., 2013). Estas moléculas
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of bacterial or fungal cells, causing the formation of
pores and an osmotic imbalance, which triggers the
cell death of the phytopathogenic microorganisms
(Figure 4-B) (Aranda et al., 2005; Gong et al.,
2006). However, recent reports claim that some
lipopeptides can have multiple action mechanisms,
altering cell processes such as intracellular calcium
homeostasis,
processing (Zhang et al., 2016).

The role of the LPs has become evident
in the growth inhibition in phytopathogenic
microorganisms. Touré et al. (2004) identified
isoforms of lipopeptides
produced from liquid cultures of B. subtilis GAL.
Later, in a test for co-inoculation of strains GA1
and Botrytis cinerea in apple fruits, they identified
the presence of fengicines and iturines in inhibitory
concentrations,

energetic metabolism and RNA

several In extracts

showing the activity of these
lipopeptides in-situ. Likewise, genetic expression
contributed
significantly to the understanding the role of
lipopeptides in the microbial activity of the Bacillus

and mutagenesis analyses have

genus against phytopathogenic microorganisms

D) E)

"

Enzimas

0
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Principales mecanismos de control biologico del género Bacillus. Produccién de A) lipopéptidos, B) sideroforos,

C) enzimas liticas, D) d-endotoxinas, E) induccién a la respuesta sistémica.

Figure 3.

Main biological control mechanisms of the genus Bacillus. Production of A) lipopeptides, B) siderophores, C) lytic

enzymes, D) d-endotoxins, E) induction to the systemic response.
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Figura 4. Los lipopéptidos como metabolitos involucrados en el control biolégico de fitopatégenos. A) Representantes de
las familias de lipopéptidos, B) Mecanismo de accion de los lipopéptidos. Modificado de Ongena y Jaques (2008);

Bayer (2016).

Figure 4. Lipopeptides as metabolites involved in the biological control of plant pathogens. A) Representatives of the family
of lipopeptides, B) Action mechanism of lipopeptides. Modified from Ongena and Jaques (2008); Bayer (2016).

son sintetizadas por complejos multi-enzimaticos,
conocidos como sintetasas de péptidos no ribo-
somales (NRPS del inglés, nonribosomal peptide
synthetase), las cuales son independientes del RNA
mensajero (Chowdhury ef al., 2015). Las familias
de las iturinas, fengicinas y surfactinas, han sido
ampliamente estudiadas por su actividad antibac-
teriana y antifungica (Meena y Kanwar, 2015). La
actividad antimicrobiana de estos LPs tiene lugar
por su interaccion con la membrana citoplasmati-
ca de células bacterianas o fungicas, provocando
la formacion de poros y un desbalance osmotico,
lo que desencadena la muerte celular de los micro-
organismos fitopatogenos (Figura 4-B) (Aranda et
al., 2005; Gong et al., 2006). Sin embargo, recien-
temente se ha reportado que algunos lipopéptidos
pueden tener multiples mecanismos de accion, al-
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(Xu et al., 2013). For example, Li ef al. (2014)
mutated the gene of the phosphopantetheine
transferase (sfp) in the strain SQRY9 of B.
amyloliquefaciens, crucial for the functioning
of non-ribosomal peptide synthetase (NRPS),
and therefore the synthesis of lipopeptides. This
mutation resulted in a phenotype lacking antifungal
activity against diverse agriculturally important
phytopathogens, including Verticillium dahliae,
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Phytophthora
parasiticaThe efficient control of diseases by the
biological control agents requires these to be able
to establish in, and interact with, their host plant
(Pérez-Garcia et al., 2011). Likewise, along with
antibiosis, lipopeptides have an influence on the
establishment of Bacillus with the regulation of
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terando procesos celulares como homeostasis intra-
celular de calcio, metabolismo energético y proce-
samiento del RNA (Zhang et al., 2016).El papel de
los LPs se ha evidenciado en la inhibicion del cre-
cimiento de microorganismos fitopatdogenos. Touré
et al. (2004) identificaron multiples isoformas de li-
popéptidos en extractos generados a partir de culti-
vos liquidos de B. subtilis GA1. Posteriormente, en
un ensayo de co-inoculacién de la cepa GA1 y Bo-
trytis cinerea en frutos de manzano, identificaron la
presencia de fengicinas e iturinas en concentracio-
nes inhibitorias, demostrando la actividad de estos
lipopéptidos in-situ. Ademas, analisis de expresion
génica y mutagénesis dirigida han contribuido de
manera significativa a comprender el papel de los
lipopéptidos en la actividad antimicrobiana del gé-
nero Bacillus contra microorganismos fitopatdge-
nos (Xu et al., 2013). Por ejemplo, Li et al. (2014)
mutaron el gen de la fosfopanteteina transferasa
(sfp) en la cepa SQRI de B. amyloliquefaciens, in-
dispensable en el funcionamiento de sintetasas de
péptidos no ribosomales (NRPS), y por tanto de la
sintesis de lipopéptidos. Dicha mutacion resultd en
un fenotipo carente de actividad antifingica con-
tra diversos fitopatdgenos de importancia agricola,
incluyendo Verticillium dahliae, Sclerotinia sclero-
tiorum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, Phytophthora parasitica.

El control eficiente de enfermedades por parte
de los agentes de control bioldgico requiere que €s-
tos sean capaces de establecerse e interactuar con
su planta hospedera (Pérez-Garcia et al., 2011).
Asi, ademas de la antibiosis, los lipopéptidos in-
fluyen en el establecimiento de Bacillus mediante
la regulacion de procesos celulares como motilidad
y formacion de biopeliculas (Choudhary y Jhori,
2009; Xu et al., 2013). Esto ultimo ha sido obser-
vado en la mutante de B. subtilis 6051 deficiente
en la produccion de surfactinas, observandose la
formacion de una biopelicula irregular durante la
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cell processes such as motility and the formation
of biofilms (Choudhary and Jhori, 2009; Xu et al.,
2013). The latter has been observed in the mutant
of B. subtilis 6051, deficient in the production of
surfactines, producing an irregular biofilm during
colonization, as well as the reduction in its capacity
to control infections caused by Pseudomonas
syringae pv. tomato in Arabidopsis thaliana (Bais
et al., 2004). Similarly, the role of lipopeptides in
the motility of Bacillus has been proven with the
study of deficient mutants in the production of
lipopeptides, i.e. Bacillus subtilis 168 deficient
of the gen sfp gene, displayed a loss in motility
in semi-solid agar, although it was restored when
purified lipopeptides were added to the culture
medium (Kinsinger et al., 2003). Due to the
role of the lipopeptides in several cell processes
(antibiosis, formation of biofilms and motility), its
isolated study on the motility in situ of Bacillus is
complex.

Despite lipopeptides not being the only
metabolites of the antibiome of the Bacillus
genus involved in the biological control of
phytopathogens, they have been proposed as
the most efficient metabolites for this biological
activity, due to its ecological role and antimicrobial
capability, which explains their use in the search
and selection of promissory BCA of this genus
(Cawoy et al., 2015; Mora et al., 2015).

Production of lytic enzymes

The production of enzymes involved in the
degradation of the cell wall of phytopathogenic
agents is one of the most widely reported
biological control mechanisms,
against pathogens of fungal origins. The fungal cell
is made up of glycoproteins, polysaccharides and
other components that vary according to the fungal
species (Bowman and Free, 2006). The fraction

in particular
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colonizacion, asi como la disminucion de su ca-
pacidad para controlar infecciones causadas por
Pseudomonas syringae pv. tomato en Arabidopsis
thaliana (Bais et al., 2004). De manera similar, el
papel de los lipopéptidos en la motilidad de Ba-
cillus ha sido demostrado mediante el estudio de
mutantes deficientes en la produccion de lipopép-
tidos, i.e. Bacillus subtilis 168 deficiente del gen
sfp, mostr6 perdida de la motilidad en agar semi-
solido, sin embargo, ésta fue restablecida cuando
lipopéptidos purificados fueron agregados al medio
de cultivo (Kinsinger ef al., 2003). Debido al papel
de los lipopéptidos en multiples procesos celulares
(antibiosis, formacion de biopeliculas y motilidad),
su estudio aislado sobre la motilidad in situ de Ba-
cillus es complejo.

No obstante que los lipopéptidos no son los tni-
cos metabolitos del antibioma del género Bacillus
involucrados en el control biologico de fitopatoge-
nos, éstos han sido propuestos como los metabo-
litos mas eficientes para esta actividad biologica
debido a su papel ecoldgico y capacidad antimicro-
biana, por lo cual se han utilizado para la busque-
da y seleccion de ACB promisorios de este género
(Cawoy et al., 2015; Mora et al., 2015).

Produccion de enzimas liticas

La produccion de enzimas involucradas en la
degradacion de la pared celular de agentes fitopato-
genos es uno de los mecanismos de control biolo-
gico mas reportados, especialmente contra patoge-
nos de origen fungico. La pared celular de hongos
esta conformada por glicoproteinas, polisacaridos
y otros componentes que varian segun la especie
fungica (Bowman y Free, 2006). La fraccion de
polisacaridos puede comprender hasta un 80% de
la pared celular de hongos, encontrandose princi-
palmente quitina (~ 10 — 20%) y glucano (~ 50 —
60%), los cuales estan compuestos por residuos de
beta-1,3-glucosa y beta-1,4-N-acetilglucosamina,
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of polysaccharides can comprise up to 80% of the
cell wall of fungi, particularly chitin (~ 10 — 20%)
and glucane (~ 50 — 60%), which are composed
of residues of beta-1,3-glucose and beta-1,4-N-
acetylglucosamine, respectively (Bowman and
Free, 2006; Latgé, 2007). These polymers play a
crucial role in the firmness of the cell wall by a
wide network of glycosidic bonds. Therefore, the
interference in these bonds can deteriorate the cell
wall of phytopathogenic fungi, causing their lysis
and cell death.

The production of lytic enzymes such as
chitinases (EC 3.2.1.14) and p-glucanases (EC
3.2.1.6 and EC 3.2.1.39) excreted by the BCA,
including the Bacillus genus, have displayed
an inhibitory effect against pathogens of fungal
origins (Compant et al, 2005). These enzymes
are responsible for the degradation of the main
polysaccharides that make up the cell wall of the
fungi, by the hydrolysis of their glycosidic bonds
(Figure 5). There are currently diverse scientific
studies that report the role of these enzymes in the
in vitro antifungal activities obtained from strains
of the Bacillus genus (Kishore et al., 2005; Liu et
al., 2010; Shafi et al., 2017). For example, Yan et
al. (2011) demonstrated the role a chitinase in the
control of Rhizoctonia solani by B. subtilis SL-13,
evaluating the inhibitory activity of the purified
enzyme, confronted with this pathogen. Chien-Jui
et al. (2004) cloned the gene chiCW of B. cereus
28-9 on Escherichia coli DH50 and showed that
the purified products presented a high inhibitory
activity in the germination of Botrytis elliptica
spores. Likewise, Martinez-Absalon et al. (2014)
observed that when placing liquid B. thuringiensis
UM96 supernatants in the specific inhibitor of
chitinases, alosamidine, they lost their ability to
inhibit the growth of Botrytis cinerea, thus showing
the importance of chitinases on the biological
control activity of the strain. Similarly, different
authors have reported f-glucanases as important

107



REvisTA MEXicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BiLINGuAL

respectivamente (Bowman y Free, 2006; Latgé,
2007). Estos polimeros tienen un papel estructural
determinante en la rigidez de la pared celular, me-
diante una red extensa de enlaces glucosidicos. Asi,
la interferencia en estos enlaces puede deteriorar la
pared celular de hongos fitopatégenos, provocando
su lisis y muerte celular.

La produccién de enzimas liticas como quiti-
nasas (EC 3.2.1.14) y p-glucanasas (EC 3.2.1.6 y
EC 3.2.1.39) excretadas por los ACB, incluyendo
al género Bacillus, han mostrado un efecto inhibi-
torio contra patdégenos de origen fingico (Compant
et al., 2005). Estas enzimas son responsables de la
degradacion de los principales polisacaridos que
conforma la pared celular de hongos, mediante la
hidrolisis de sus enlaces glucosidicos (Figura 5).
Actualmente, existen diversos estudios cientificos
que reportan el papel de estas enzimas en la acti-
vidad antifungica in vitro obtenidas de cepas del
género Bacillus (Kishore et al., 2005; Liu et al.,
2010; Shafi et al., 2017). Por ejemplo, Yan et al.
(2011) demostraron el papel de una quitinasa en el
control de Rhizoctonia solani por B. subtilis SL-
13, evaluando la actividad inhibitoria de la enzima
purificada y confrontada contra dicho patdgeno.
Chien-Jui et al. (2004) clonaron el gen chiCW de B.

components in the activity for the biological
control strains of the Bacillus genus; Aktuganov et
al. (2007), reported that f-1,3-glucanases are the
main lytic enzymes involved in the in vitro control
of Bipolaris sorokiniana by Bacillus sp. 739, and
in studies with B. amyloliquefaciens MET(0908,
with the aid of scanning electronic microscopy,
the lytic activity of a f -1,3-glucanases on the
Colletotrichum lagenarium hyphae was observed.
Also, genetic engineering studies focused on
the increase of antifungal activity of Bacillus
strains have successfully achieved the insertion of
codifying genes into lytic enzymes, such as gene
ChiA of B. subtilis F29-3 in B. circulans, obtaining
a more aggressive phenotype against Botrytis
elliptica (Chen et al., 2004). In addition, Zhang
et al. (2012) significantly increased the antifungal
activity of Burkholderia vietnamiensis P418 in
the face of different fungal phytopathogens by the
chromosomal insertion of the gene Chill3, from a
B. Subtilis strain.

Production of siderophores

Iron (Fe) is an essential nutrient for important
cell functions, such as in redox reactions of proteins

o o
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Membrana fungica
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Quitina  Glucano Glicoproteinas  Enzimas liticas

Figura 5. Degradacion de la pared celular de hongos fitopatogenos por enzimas liticas. Modificado de Moebius et al. (2014).
Figure 5. Degradation of the cell walls of plant pathogenic fungi by lytic enzymes. Modified from Moebius ez al. (2014).
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cereus 28-9 en Escherichia coli DH50 y demostra-
ron que los productos purificados presentaron una
alta actividad inhibitoria en la germinacion de es-
poras de Botrytis elliptica. Asi también, Martinez-
Absaldn et al. (2014) observaron que al someter so-
brenadantes liquidos de B. thuringiensis UM96 al
inhibidor especifico de quitinasas, alosamidina, és-
tos perdieron la capacidad de inhibir el crecimiento
de Botrytis cinerea, evidenciando la importancia de
las quitinasas en la actividad de control biologico de
dicha cepa. De manera similar, diferentes autores
han reportado a las f-glucanasas como componen-
tes importantes en la actividad control bioldgico de
cepas del género Bacillus; Aktuganov et al. (2007),
reportaron que las f-1,3-glucanasas son las princi-
pales enzimas liticas involucradas en el control in
vitro de Bipolaris sorokiniana por Bacillus sp. 739,
y en estudios con B. amyloliquefaciens MET0908
se evidencio a través de microscopia electronica de
barrido la actividad litica de una f -1,3-glucana-
sas sobre las hifas de Colletotrichum lagenarium.
Ademas, estudios de ingenieria genética enfoca-
dos a incrementar la actividad antifungica de cepas
de Bacillus han logrado exitosamente la insercion
de genes codificantes a enzimas liticas, tal como
el gen Chid de B. subtilis F29-3 en B. circulans,
obteniendo un fenotipo mas agresivo contra Bo-
trytis elliptica (Chen et al., 2004). Ademas, Zhang
et al. (2012) incrementaron significativamente la
actividad antifingica de Burkholderia vietnamien-
sis P418 frente a diferentes fitopatdogenos fungicos
mediante la insercion cromosomica de gen Chill3,
proveniente de una cepa de B. subtilis.

Produccion de sideroforos
El hierro (Fe) es un nutriente esencial para im-
portantes funciones celulares, tales como en las

reacciones redox de las proteinas con cofactores
(Fe-S), en la cadena de transporte de electrones, y
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with cofactors (Fe-S), in the electron transportation
chain, and catalyzing vital enzyme reactions, such
as those involving hydrogen, oxygen and nitrogen
(Faraldo-Gémez and Sansom, 2003). Fe is found
in nature mostly in a ferric form (Fe*") with a low
solubility, making its use impossible for some live
beings (Aguado-Santacruz et al.,2012). In response
to the iron restriction in the environment, some
microorganisms have developed diverse receptor
protein structures with low molecular weights and
high affinity to iron, called siderophores, facilitating
the capturing of Fe* (Thyagarajan et al., 2017).
Siderophores are secondary metabolites that act as
iron sequestrants or chelators, as a consequence of
their high dissociation constant due to this metal,
fluctuating between 10* and 10%. This allows for
the formation of Fe*- siderophore complexes, so
siderophore-producing microorganisms, using a
specific receptor located in the membrane, can use
it using two mechanisms: 1) directly with the Fe*'-
siderophore complex through the cell membrane,
or 2) reducing extracellularly to Fe* complexes
(Neilands, 1995) (Figure 6-A). Siderophores,
based on their main chelating group, are
classified into: hydroxamates (using hydroxamic
acids), catecholates (containing catechol rings),
carboxylates, phenolates, and in a combination of
two or more of these groups (Wilson et al., 2016)
(Figure 6-B). A wide diversity of strains with the
capacity of biological control belonging to the
Bacillus genus have shown the ability to synthesize
siderophores, regulating the concentration of
iron in the medium through its chelation (Fe*'-
siderophore), causing this metal to become
unavailable for pathogenic microorganisms, which
depend highly on this element for growth (Scharf
et al., 2014). On the other hand, the formation of
such complexes does not affect the development
of the plants, since most of them can grow in
lower iron concentrations than required by these
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catalizando reacciones enzimaticas vitales, como
aquellas en las que se encuentra involucrado el hi-
drégeno, oxigeno y nitrégeno (Faraldo-Gémez y
Sansom, 2003). El Fe es encontrado en la naturaleza
mayormente en forma férrica (Fe*") de baja solu-
bilidad, imposibilitando su uso por algunos seres
vivos (Aguado-Santacruz et al., 2012). En respues-
ta a la restriccion de hierro en el ambiente algunos
microorganismos han desarrollado diversas estruc-
turas proteicas receptoras, de bajo peso molecular
y con alta afinidad por el hierro, llamadas sider6fo-
ros, facilitando la captacion de Fe** (Thyagarajan et
al., 2017). Los sider6foros son metabolitos secun-
darios que actiian como secuestrantes o quelantes
de hierro, consecuencia de su elevada constante de
disociacion por este metal, oscilando entre 10 y
10°°, Lo cual permite la formacion de complejos
Fe*'- sider6foro, asi los microorganismos produc-
tores de sider6foros, mediante un receptor especi-
fico localizado en la membrana, pueden utilizarlo
por dos mecanismos: 1) directamente mediante el
complejo Fe**- sideréforo a través de la membrana
celular, o 2) reducido extracelularmente a comple-
jos Fe?" (Neilands, 1995) (Figura 6-A). Los side-
roforos en funcion de su principal grupo quelante
se clasifican en: hidroxamatos (utilizando acidos
hidroxamicos), catecolatos (conteniendo anillos
catecol), carboxilatos, fenolatos, y en combinacioén
de dos 0 mas de estos grupos (Wilson et al., 2016)
(Figura 6-B). Una amplia diversidad de cepas con
capacidad de control bioldgico pertenecientes al
género Bacillus han mostrado la capacidad de sin-
tetizar sideroforos, regulando la concentracién de
hierro en el medio a través de su quelacion (Fe*'-
sider6foro), ocasionando que este metal no se en-
cuentre disponible para microorganismos patoge-
nos, cuyo crecimiento es altamente dependiente de
este elemento (Scharf et al., 2014). Por otra parte,
la formacion de dichos complejos no afecta el de-
sarrollo de las plantas, la mayoria de ellas pueden
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biological control agents; likewise, some plants
have the ability to use these microbial complexes,
increasing their bioavailability to this element
(Aguado-Santacruz et al., 2012).

In this way, several species of the Bacillus genus
have been reported for their ability to control plant
diseases by the secretion of siderophores, limiting
the growth and colonization of iron-dependent
phytopathogenic microorganisms (Fgaier and
Eberl, 2011). Yu et al. (2011) showed, in co-culture
tests in chrome azurol sulfonate (CAS) agar slides
that B. subtilis CAS15 strongly antagonized the
growth of 15 pathogenic fungi belonging to the
genera of Fusarium, Colletotrichum, Pythium,
Magnaporthe and Phytophthora, with inhibition
rates in the interval of 19 to 94%, attributing
this effect to the catecholate siderophores
(Bacillibactin), identified by ESI-MS and DHB.
Similarly, May et al. (2001) reported the potential
of strains of the Bacillus genus on the production of
siderophores by the analysis of genes involved in
the synthesis of Bacillibactin (BB), particularly in
B. subtilis, observing that the mutant strain JJM405
in gene dhb, presented a limited production of BB,
while ATCC21332 (wild strain) presented a higher
production of this siderophore.

Production of 6-endotoxins

d-endotoxins, produced particularly by Bacillus
thuringiensis (Bf), are protein parasporal bodies
made up of polypeptide units of different molecular
weights, from 27 to 140 kDa. There are currently
300 reported holotypes of Bt toxins, classified inti
73 Cry and 3 Cyt families (Porcar and Juarez, 2004;
Xu et al., 2014). Bt toxins are produced during
the sporulation phase; the Cry (crystal) protein is
known for its toxic effects in an objective organism
(most belong to the order of insects); likewise,
Cyt (cytolitic) protein has been related to toxic
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Figura 6. Los sideréforos como mecanismo de inhibicién a fitopatégenos. A) Captura y solubilizacion de hierro, B) princi-
pales estructuras quelantes de los sideréforos. Modificado de Neilands (1995); Wilson et al. (2016).

Figure 6. Siderophores as a mechanism for the inhibition of plant pathogens. A) Capture and solubilization of iron, B) main
chelating structures of siderophores. Modified from Neilands (1995); Wilson ez al. (2016).

crecer en concentraciones de hierro inferiores que
aquellas requeridas por estos agentes de control
biologico, asi mismo algunas plantas presentan
la capacidad de aprovechar estos complejos
microbianos, incrementando su biodisponibilidad
a este elemento (Aguado-Santacruz ef al., 2012).
Asi, diversas especies de género Bacillus han
sido reportadas por su capacidad para controlar en-
fermedades de plantas mediante la secrecion de si-
deroforos, limitando el crecimiento y colonizacién
de microorganismos fitopatogenos dependientes
hierro (Fgaier y Eberl, 2011). Yu et al. (2011) de-
mostraron en ensayos de co-cultivo en placas de
agar cromo azurol sulfonato (CAS) que B. subtilis
CASI1S5 antagonizé fuertemente el crecimiento de
15 patogenos fungicos, pertenecientes a los géne-
ros de Fusarium, Colletotrichum, Pythium, Magna-
porthe y Phytophthora, con tasas de inhibicion que
se ubicaron en el intervalo de 19 a 94%, atribuyendo
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effects on a large variety of insects, particularly
diptera; however, its cytotoxicity has been tested
on mammal cells (Soberon and Bravo, 2007).

Cry proteins are widely used for their efficiency
in the biological control of insects, the action
mechanism of which begins once the Cry proteins
are processes proteolytically through proteases
present in the host’s middle intestine, separating
a section of amino acids in the N-terminal region
and in the C-terminal end (depending on the
nature of the Cry protein), thus releasing active
and toxic fragments that interact with the receptor
proteins present in the intestine cells (Figure 7).
These fragments are acknowledged by specific
receptors in the membrane and inserted through the
cadherin (1), giving rise to a series of signals for
the formation of a pre-porous oligomeric structure
(2-3), and consequently lytic porous (4), which
triggers an osmotic imbalance, which destroys the
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este efecto a siderdforos de tipo catecolato (Bacilli-
bactina), identificado por ESI-MS y DHB. De for-
ma similar, May et al. (2001) reportaron el poten-
cial de cepas del género Bacillus sobre la produc-
cion de sider6foros mediante el andlisis de genes
involucrados en la sintesis de Bacillibactina (BB),
particularmente en B. subtilis, observando que la
cepa mutante JJM405 en el gen dhb, presentd una
limitada produccién de BB, mientras ATCC21332
(cepa silvestre) presentd una mayor produccion de
este sideroforo.

Produccion de 6-endotoxinas

Las d-endotoxinas, producidas particularmente
por Bacillus thuringiensis (Bf), son cuerpos para-
esporales proteicos conformados por unidades po-
lipeptidicas de diferentes pesos moleculares, desde
27 a 140 kDa. Actualmente se han reportado 300
holotipos de toxinas Bt, clasificandose en 73 fa-
milias Cry, y 3 Cyt (Porcar y Juarez, 2004; Xu et
al., 2014). Las toxinas Bt son producidas durante
la fase de esporulacion, la proteina Cry (cristal) es
conocida por sus efectos toxicos especificos en un
organismo objetivo (la mayoria pertenece al orden
de los insectos), asi mismo las proteinas Cyt (cito-
litica) han sido relacionadas con efectos toxicos so-
bre una gran variedad de insectos, principalmente
dipteros; sin embargo, también se ha comprobado
su citotoxicidad contra células de mamiferos (So-
berén y Bravo, 2007).

Las proteinas Cry se encuentran ampliamente
utilizadas por su eficacia en el control bioldgico de
insectos, cuyo mecanismo de accion inicia una vez
que las proteinas Cry son procesadas proteolitica-
mente a través de proteasas presentes en el intesti-
no medio del huésped, separando una seccion de
aminodacidos en la region N-terminal y en el extre-
mo C-terminal (dependiendo de la naturaleza de la
proteina Cry), liberando asi fragmentos activos y
toxicos que interactuan con las proteinas receptoras
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intestinal epithelium and the consequent cell death
(5) (Portela-Dussan et al., 2013; Xu et al., 2014).

Several authors have reported the potential of Cry
proteins in the toxicity of agriculturally important
pests. For example, Niedmann and Meza-Basso
(2006) point out that the tomato leafminer (7uta
absoluta) causes losses of between 60 and 100%
of the crops that are not treated with insecticides,
thus showing the potential of B¢, highlighting
that in tests run on tomato leaves with added Cry
protein concentrates extracted from strains LM-11,
LM-12, LM-14 and LM-33 of Bt, mortality was
reduced to between 20 and 60% of the 7. Absoluta
larvae, which would suggest the reduction in losses
of up to 12 and 60%. On the other hand, Vazquez-
Ramirez et al. (2015) highlight the prevailing
role Bt strains can take against the pest of the fall
armyworm (Spodoptera frugiperda), on biotests
carried out with Cry protein extracts obtained from
strains LBIT-13, LBIT-44, LBIT-383, LBIT-418
and LBIT-428 of Bt, showed that they all had a
toxic effect on the fall armyworm, although strains
LBIT-13 and LBIT-418 showed a high toxicity
towards S. frugiperda, with CL, of 137.2 and
197.2 ng cm?, respectively, in comparison with the
commercial standard HD-1 (CL, of 142 ng cm™).

Induced systemic response

Throughout evolutionary history, plants have
developed mechanisms to defend themselves
against the invasion of pathogenic organisms
(bacteria, fungi, nematodes, insects, etc.). These
mechanisms are latent and are activated by stimuli
during the interaction with pathogenic agents. In
general terms, these mechanisms are known as
systemic acquired resistance (SAR) and become
activated, not only in the site of the infection, but
systemically in other tissues (Pieterse et al., 2014).

SAR is activated by stimuli perceived mainly
by two receptors, the PRRs (pattern recognition
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presentes en células intestinales (Figura 7). Estos
fragmentos son reconocidos por receptores especi-
ficos en la membrana e insertados a través de la
caderina (1), dando sucesion a una serie de sefiales
para la formacion de una estructura oligomérica
pre-poro (2-3) y consecuentemente el poro litico
(4), por el cual se efectua un desequilibrio osmo-
tico, que finalmente destruye el epitelio intestinal
y en consiguiente la muerte celular (5) (Portela-
Dussan et al., 2013; Xu et al., 2014).

Diversos autores han reportado el potencial de
las proteinas Cry en la toxicidad de plagas de im-
portancia agricola. Por ejemplo, Niedmann y Me-
za-Basso (2006) senalan que la polilla del tomate
(Tuta absoluta) ocasiona pérdidas de un 60 al 100%
de los cultivos que no son tratados con insecticidas,
con ello, demuestran el potencial de Bt destacando
que en ensayos en hojas de tomate adicionadas con
concentrados de proteinas Cry extraias de las cepas
LM-11, LM-12, LM-14 y LM-33 de Bt, se logro
la mortalidad entre un 20 y 60% de las larvas de 7.
absoluta, o cual sugeriria la disminucion de las pér-
didas en un 12 y 60%. Por otra parte, Vazquez-Ra-
mirez et al. (2015) destacan el papel preponderante

I ’\
it

Citoplasma

Caderina

Lumen- Intestino medio

receptors) and NB-LRRs (nucleotide-binding-
leucine-rich repeat) (Pieterse et al., 2014). The
former perceives cell components such as fungal
chitin or flagellins (PAMPs 0 MAMPs, pathogen o
microbe associated molecular patterns) triggering
the first line of defense, known as PTI (PAMP-
triggered immunity). In pathogens with mechanisms
for the evasion of PTI, a second line of defense
is activated, which perceives virulence effector
proteins via receptors NB-LRRs (Boller ef al.,
2009). SAR depends on the signaling of salicylic
acid (SA), which activates PR (pathogenesis-
related) genes by codifying many of them to PR
proteins with antimicrobial ability (e.i. PR1) (Vlot
et al., 2009).

Similarly to SAR, the systemic response in
plants may be induced (ISR, induced systemic
resistance) by chemical signals (elicitors) produced
by beneficial microorganisms (Pérez-Montafio
et al., 2014) (Figure 3-E). Despite SAR and ISR
being considered synonymous due to the similarity
between the mechanisms (Pieterse et al., 2014),
signaling in ISR depends on the jasmonic acid

and ethylene (Pieterse, 1998The protection of

Oligémero

Muerte celular

Figura 7. El mecanismo de accion de las proteinas Cry en insectos. Modificado de Xu ez al. (2014).
Figure 7. Action mechanism of Cry proteins in insects. Modified from Xu ez al. (2014).
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que pueden ocupar cepas de Bt contra la plaga del
gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda),
en bioensayos realizados con extractos de proteinas
Cry obtenidos de las cepas LBIT-13, LBIT-44,
LBIT-383, LBIT-418 y LBIT-428 de Bt, demostra-
ron que todas ellas tenian un efecto toxico en el
gusano cogollero, sin embargo, las cepas LBIT-13
y LBIT-418 mostraron alta toxicidad hacia S. fru-
giperda, con CL, de 137.2 y 197.2 ng cm?, res-
pectivamente, esto en comparacion con el estandar
comercial HD-1 (CL, de 142 ng cm?).

Respuesta sistémica inducida

Durante la historia evolutiva, las plantas han de-
sarrollado mecanismos para defenderse de la inva-
sion de organismos patdgenos (bacterias, hongos,
nematodos, insectos, etc.). Dichos mecanismos se
encuentran latentes y son activados por estimulos
durante la interaccion con agentes patégenos. En
términos generales, estos mecanismos se conocen
como resistencia sistémica adquirida (SAR del in-
glés, systemic acquiered resistance) y se caracteri-
za por activarse no solo en el sitio de la infeccion,
sino de manera sistémica en otros tejidos (Pieterse
etal.,2014).

SAR es activado a través de estimulos per-
cibidos principalmente por dos receptores, los
PRRs (pattern recognition receptors) y NB-LRRs
(nucleotide-binding-leucine-rich repeat) (Pieterse
et al., 2014). El primero de éstos percibe compo-
nentes celulares como quitina fungica o flagelinas
(PAMPs 0 MAMPs, pathogen o microbe associated
molecular patterns) desencadenando la primera li-
nea de defensa, conocida como PTI (PAMP-trig-
gered inmmunity). En patégenos con mecanismos
para evadir a PTI, una segunda linea de defensa es
activada, la cual percibe proteinas efectoras de vi-
rulencia mediante receptores NB-LRRs (Boller et
al., 2009). SAR es dependiente de la sefalizacion
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agriculturally important crops (tomato, peppers,
bean, rice, etc.) by inducing the systemic response
using strains of the Bacillus genus has been
documented (Akram et al., 2016; Choudhary and
Johri, 2009; Wang et al., 2013; Yi et al., 2013).
Bacillus produces a large diversity of eliciting
molecules that induce a systemic response in
plants, including lipopeptides (Chowdhury et
al., 2015), phytohormones (Ryu et al., 2003) and
volatile compounds (Kim et al., 2015). The latter
activate PR genes, which protect from the invasion
of pathogenic genes. This has been observed in
tobacco plants, where PR2 codifies for one -1,3
glucanase and PR3 codifies for one chitinase, they
were activated in response to volatile compounds
of Bacillus sp. JS, conferring resistance to
Rhizocronia solani and Phytophthora nicotianae
(Kim et al., 2015). Along with PR genes, Bacillus
activates other plant protection mechanisms, which
include structural changes in the cell wall with
the accumulation of lignin (Singh et al., 2016) or
the production or secondary metabolites such as
flavonoids, phytoalexins, auxins or glucosinolates
in general (Pretali et al., 2016). Despite the plant
protection mechanisms induced by elicitors being
activated by different metabolically routes, a
microorganism can activate multiple protection
mechanisms. This has been observed in wheat
plants, where after the inoculation of Bacillus
amyloliquefaciens B-16, the production of multiple
PR proteins and secondary metabolites such as
gallic acid and ferulic acid was induced, conferring
resistance against Bipolaris sorokiniana (Singh et
al,, 2016).

The Bacillus genus and pesticides
The use of chemical pesticides as the main

method for the control of pests and diseases
in agriculture has helped increase agricultural
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de acido salicilico (SA), el cual, activa genes PR
(pathogenesis-related) codificando muchos de ellos
a proteinas PR con capacidad antimicrobiana (e.i.
PRI) (Vlot et al., 2009)De manera similar al SAR,
la respuesta sistémica en plantas puede ser inducida
(ISR, induced systemic resistance) por sefales qui-
micas (elicitores) producidas por microorganismos
benéficos (Pérez-Montafio et al., 2014) (Figura
3-E). No obstante que SAR e ISR son considerados
sinénimos debido a la similitud entre los mecanis-
mos (Pieterse ef al., 2014), la sefializacién en ISR
es dependiente del acido jasmonico y etileno (Pie-
terse, 1998).

La proteccion de cultivos de importancia agri-
cola (tomate, pimiento, frijol, arroz, etc.) mediante
la induccion de respuesta sistémica utilizando ce-
pas del género Bacillus ha sido bien documentada
(Akram et al., 2016; Choudhary and Johri, 2009;
Wang et al., 2013; Yi et al., 2013). Bacillus produ-
ce una gran diversidad de moléculas elicitoras que
inducen respuesta sistémica en plantas, incluyendo
a lipopéptidos (Chowdhury et al., 2015), fitohor-
monas (Ryu et al., 2003) y compuestos volatiles
(Kim et al., 2015). Estos ultimos activan genes PR,
los cuales protegen de la invasion de agentes pato-
genos. Este hecho ha sido observado en plantas de
tabaco, donde PR2 codifica por una -1,3 glucanasa
y PR3 codifica por una quitinasa, fueron activados
en respuesta a compuestos volatiles de Bacillus sp.
JS, confiriendo resistencia ante Rhizocronia solani
y Phytophthora nicotianae (Kim et al., 2015). Ade-
mas de genes PR, Bacillus activa otros mecanis-
mos de proteccion en plantas, los cuales incluyen
cambios estructurales en la pared celular median-
te la acumulacion de lignina (Singh et al., 2016)
o la produccion de metabolitos secundarios como
flavonoides, fitoalexinas, auxinas o glucosinolatos
en general (Pretali et al., 2016). No obstante que
los mecanismos de proteccion de plantas indu-
cidos por elicitores son activados por diferentes
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productivity significantly in the past decades.
However, their
resistance to these compounds by phytopathogenic
microorganisms, while having harmful effects on

excessive use has created

human health and the environment. This shows
the need to generate efficient and environmentally
friendly alternatives to reduce the use of synthetic
products in order to achieve an efficient and
sustainable control of diseases in agricultural crops
(Pérez-Garcia et al., 2011).

Biological control is an important part of the
management of pests and diseases, and it consists of
the use of living organisms to reduce and maintain
the abundance of a pest or pathogen below the
levels of economic damage. The potential of this
alternative is based on an efficient control of a pest
or disease in the middle and long terms, compatible
with a low environmental risk and a sustainable
production. In this way, the management of
pests and diseases can be carried out by several
methods: the use of synthetic pesticides, crops
modified genetically to resist pests, biological
control or the combination of one or more of these
strategies. Biopesticides are a particular group of
tools for the protection of crops used in the MIPE.
Although there is not a formal definition for this
term, a biopesticide refers to an agent produced at
a massive scale, from a living microorganism or a
natural product, and sold for the control of pests
or diseases in plants (this definition covers most
of the products classified as biopesticides, within
the countries of the Organization for the Economic
Co-operation and Development, OCDE, 2009).
Biopesticides can be classified into three groups,
depending on the active substance: 1) biochemical
products, that
metabolites of plants and microorganisms; ii) semi-
chemical products, mostly made up of pheromones;
and iii) microorganisms, which include bacteria,
viruses, fungi, and protozoa (Chandler e al., 2011).

mainly comprise secondary
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rutas metabdlicas, un microorganismo es capaz de
activar multiples mecanismos de proteccion. Esto
ultimo ha sido observado en plantas de trigo, donde
tras la inoculacion de Bacillus amyloliquefaciens
B-16, se indujo producciéon de multiples proteinas
PR y metabolitos secundarios como acido galico y
acido ferulico, confiriendo resistencia contra Bipo-
laris sorokiniana (Singh et al., 2016).

El género Bacillus y los bioplaguicidas

El uso de plaguicidas quimicos como principal
método de control de plagas y enfermedades en la
agricultura, ha permitido incrementar significati-
vamente la productividad agricola en las ultimas
décadas; sin embargo, su uso excesivo ha origina-
do resistencia a estos compuestos por microorga-
nismos fitopatdogenos, y a su vez se han asociado
efectos nocivos a la salud humana, y al medio am-
biente. Lo anterior, hace evidente la necesidad de
generar alternativas eficientes y amigables con el
ambiente para reducir el uso de productos sintéti-
cos, logrando de esta manera un manejo eficaz y
sustentable del control de enfermedades en los cul-
tivos agricolas (Pérez-Garcia et al., 2011).

El control bioldgico es una parte importante para
el manejo de plagas y enfermedades, que consiste
en la utilizacion de organismos vivos para reducir y
mantener la abundancia de una plaga o un patégeno
por debajo de los niveles de dafio economico. El
potencial de esta alternativa se fundamenta en un
control eficiente de una plaga o enfermedad a me-
diano y largo plazo, compatible con un bajo riesgo
ambiental, y una produccion sustentable. Asi, el
manejo de plagas y enfermedades se puede llevar
a cabo por varios métodos alternativos: el uso de
plaguicidas sintéticos, cultivos genéticamente mo-
dificados resistentes a plagas, el control biolédgico,
o bien la combinacion de una o mas de estas estra-
tegias. Los bioplaguicidas son un grupo particular
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Of the commercially available microbial
pesticides, Bacillus is the most widely exploited
in agricultural biotechnology, with 85% of the
bacterial products, due to its large metabolic
versatility that allow it to perform a biological
control of pests and diseases through diverse
mechanisms. Also, this bacterial genus is able to
produce endospores, which are the main active
ingredient of the formulae, and confer to them — as
a property — a greater viability in time (Ongena and
Jaques, 2008).

One of the biological control mechanisms that
has been most exploited in the biopesticides market
is the ability of the Bacillus genus of producing
d-endotoxins. This mechanism was the milestone in
the development of the first microbial biopesticide
for the biological control of lepidoptera, produces
from B. thuringiensis var. kurstaki HD-1. As
mentioned earlier, B. thuringiensis (Bt) produces
Cry proteins (Bt- 6 endotoxins) during spore
formation, which is capable of producing lysis
in cells of the digestive tract when consumed by
susceptible insects. Strain HD-1 is one of the most
studied strains, since it characteristically carries
varieties of cry antilepidoptera genes: crylda,
crylAb, crylAc, cry2Aa, cry2Ab and crylla (Hofte
and Whiteley, 1989; Sauka and Benintende, 2008).

Currently, B. Thuringiensis-based products
account for 75% of the biopesticides sold globally
(Olson, 2015), with a substantial impact on the
Mexican biopesticide market since 1980. In
Mexico, the use of Bt-based formulae is an efficient
formula for the control of insects and it accounts for
between 4 and 10% of the total of insecticides used
for maize, cotton and vegetable crops (Tamez ef al.,
2001). Likewise, other species of the Bacillus genus,
such as: B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis and
B. amyloliquefaciens, stand out for their successful
implementation in commercial formulations, and
those developed mainly for the control of fungal
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de herramientas de proteccion de cultivos utiliza-
dos en el MIPE, aunque no existe una definicién
formalmente para este término, un bioplaguicida
hace referencia a un agente producido en masa a
partir de un microorganismo vivo o un producto
natural, y comercializado para el control de plagas
o enfermedades de plantas (esta definicion abar-
ca la mayoria de los productos clasificados como
bioplaguicidas, dentro de los paises de la Organi-
zacion de Cooperacion y Desarrollo Econdémicos)
(OCDE, 2009). Los bioplaguicidas pueden ser cla-
sificados en tres tipos, de acuerdo con la sustancia
activa: 1) productos bioquimicos, que comprenden
principalmente metabolitos secundarios de plantas
y microorganismos; ii) productos semi-quimicos,
constituidos principalmente por feromonas; y iii)
microorganismos, incluyen bacterias, virus, hon-
gos y protozoarios, (Chandler et al., 2011).

Dentro de los bioplaguicidas microbianos dis-
ponibles comercialmente, Bacillus es el género
mas explotado en la biotecnologia agricola, con
un 85% de los productos bacterianos, debido a su
gran versatilidad metabdlica que le permiten llevar
a cabo el control bioldgico de plagas y enfermeda-
des por diversos mecanismos. Ademas, este género
bacteriano es capaz de producir endosporas, siendo
éstas el principal ingrediente activo de los formula-
dos, y confiriéndoles -como propiedad- una mayor
viabilidad en el tiempo (Ongena y Jaques, 2008).

Uno de los mecanismos de control biologico
que ha sido mayormente explotado en el mercado
de los bioplaguicidas, es la capacidad del género
Bacillus de producir -endotoxinas. Este mecanis-
mo fue el parteaguas en el desarrollo del primer
bioplaguicida microbiano para el control biologico
de lepidopteros, el cual fue elaborado a base de B.
thuringiensis var. kurstaki HD-1. Como se men-
cion6 anteriormente, B. thuringiensis (Bt) produce
proteinas Cry (Bt- 6 endotoxinas) durante la forma-
cion de esporas, la cual es capaz de producir lisis
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diseases (Table 1). For example, Galindo et al,
(2015) developed the first Mexican wide-spectrum
biofungicide “Fungifree AB”, produced with viable
B. subtilis 83 spores. This bacteria is a natural
antagonist to diverse phytopathogens, used to
prevent at least 8 pathogens of different etiologies:
Colletotrichum, Erysiphe, Leveillula, Botrytis,
Sphaerothecamacularis, in over 20 agriculture
crops; They even indicate that the success of its
formula resides, not only in the support provided by
scientists, but also in the publication of its results
in a journal read by professionals in agribusiness,
thus allowing the linked that bonded crop exporting
companies in search for sustainable alternatives
that could allow them to control phytopathogens (i.
e. Colletotrichum gloeosporioides).

In recent pesticide
production market has declined 2% every year,
while the production of biopesticides presents
an annual increase of 20% (Cheng et al., 2010).
There are several reasons for the increasing interest
towards microbial biopesticides, including the
limited development of resistance of pathogenic
organisms to them, a reduction in the rate of

years, the chemical

discovery of new insecticides, a greater public
perception of the dangers related to synthetic
pesticides, the highest number of studies on the
specificity of microbial pesticides, improvements
in production, the technology of formulation and
dissemination, as well as the interaction with
producers and regulation bodies. In this way,
biopesticides account for a small fraction of the
global market focused on crop protection: 5%
(approximate value of $3 billion USD). However,
biopesticides are expected to have a Compound
Annual Growth Rate (CAGR) of at least 8.64%
by 2023, estimating a value of over $4.5 billion
USD (Olson et al., 2013; Olson, 2015). It is worth
mentioning that the transition and integration of the
use of biopesticides in current agricultural practices
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en células del tracto digestivo cuando es consumida
por insectos susceptibles. La cepa HD-1 es una de
las cepas mejor estudiadas, ya que se caracte-
riza por la portacion de variedad de genes cry
antilepidopteros: crylAa, crylAb, crylAc, cry2Aa,
cry2Ab y crylla (Hofte y Whiteley, 1989; Sauka y
Benintende, 2008).

Actualmente, los productos a base de B. thu-
ringiensis representan el 75% de los bioplaguici-
das comercializados mundialmente (Olson, 2015),
impactando sustancialmente el mercado de biopla-
guicidas nacional, desde 1980. En México, la apli-
cacion de formulados a base de Bt representa una
alternativa eficaz para el control de insectos, pre-
sentando un porcentaje de uso de 4 a 10% del total
de insecticidas utilizados para los cultivos de maiz,
algodon y hortalizas (Tamez ef al., 2001). Ademas,
otras especies del género de Bacillus, tales como:
B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis y B. amylo-
liquefaciens, destacan por su implementacion exi-
tosa en formulaciones comerciales y desarrolladas
principalmente para el control de enfermedades
fungicas (Cuadro 1). Por ejemplo, Galindo ef al.,
(2015) desarrollaron el primer biofungicida mexi-
cano de amplio espectro “Fungifree AB”, formula-
do con esporas viables de B. subtilis 83. Esta bac-
teria es un antagonista natural de diversos fitopato-
genos, utilizado para la prevencion de por lo menos
8 patogenos de distinta etiologia: Colletotrichum,
Erysiphe, Leveillula, Botrytis, Sphaerothecamacu-
laris, en mas de 20 cultivos agricolas; incluso se-
nalan que el éxito de su formulado reside, ademas
del sustento cientifico, en la publicacion de sus re-
sultados en una revista de divulgacion consultada
por los profesionales en agronegocios, permitiendo
con esto el vinculo que enlaz6 a las compaiiias ex-
portadoras de cultivos en busqueda de alternativas
sustentables que les permitiera el control de fitopa-
togenos (i. e. Colletotrichum gloeosporioides).

En los tltimos afios, el mercado de la produc-
cion de plaguicidas quimicos ha declinado un 2%
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should comply with the following requirements:
a) effectiveness against the pest or disease; b)
compatibility with other control methods; c¢)
low or no environmental impact; d) long-lasting
effect on the medium; e) economy, from a cost/
benefit viewpoint; f) technical feasibility of its
use; and g) acceptance by producers and society in
general. Therefore, the use of biopesticides offers
an opportunity to stimulate the development and
modernization of current agricultural practices,
with the aim of contributing to food security under
the scope of biosecurity.

Discussion and perspectives of biosecurity and
biodiversity in the use of the Bacillus genus in
agro-systems

The species of the Bacillus genus have a great
metabolic and functional diversity, promoting its
wide use in agriculture. In this sense, the groups of
Bacillus cereus and Bacillus subtilis are the most
widely used. However, in terms of biosecurity,
they should be studied broadly before being used
as biological control agents in the field. The group
of Bacillus subtilis, which includes important
species for agriculture, such as B. subtilis, B.
licheniformis and B. pumilus, are not traditionally
considered as pathogens for humans, and B.
subtilis has even been granted the status of QPS
(Qualified Presumption of Safety) by the European
Food Security Authority (EFSA, 2015). However,
there are some isolated cases of intoxications form
digestive manifestations, such as the one reported
by Pavic et al. (2005), pointing out B. subtilis and
B. licheniformis as causal agents of the intoxication
outbreak in a kindergarten caused by the
consumption of powdered milk, which contained
these bacterial species. On the other hand, in the
group of Bacillus cereus made up of species such
as B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B.
mycoides, B. seudomycoides, B. cytotoxicus and
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Cuadro 1. Bacillus como ingrediente activo en formulaciones comerciales.
Table 1. Bacillus as an active ingredient in commercial formulations.

Agente de Control Producto

Biologico (Afio) Patogeno Cultivos Empresa
Erysiphe sp., Puccinia spp., Pyricularia sp., Gramineas,
B. pumilus QST28081 Ballad Plus (2007) Rhizoctonia sp., Tilletia sp., Xanthomonas spp, oleaginosas, AgraQuest
entre otros. entre otros.
. . . . Frutales,
B. subtilis QST713% Serenade ASO Pythium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., hortalizas, Bayer .
(2017) Phytophthora sp., entre otros. CropScience
entre otros.
B subtilis 83! Fungifree AB Colletotrichum sp., Leveillula sp., Botrytis sp., ~ Frutales, Agro &
' (2012) entre otros hortalizas biotecnia
B. subtilis var. Diversas
amyloliquefaciens Tacgro 2 (2014) hazoc.toma sp., Fusarium sp., Pythium sp., frutas, plantas ISAGRO
Botrytis sp., entre otros. ornamentales,
FZB24""
entre otros.
. . . . . . . Plantas
B. licheniformis EcoGuard-GN Colletotrichum sp., Sclerotinia sp., Rhizoctonia
ornamentales,  Novozymes
SB3086%-* (2013) sp., entre otros.
entre otros.
B. thuringiensis var Cydia sp., Otiorhychus sp., Spodoptera sp, entre Frutales, Valent
' 8 DiPel WG (2007) YV p-> 4 p-, Spodop P> hortalizas, entre . .
kurstaki®* otros. otros BioSciences

(“AgraQuest, 2007; ‘Bayer CropScience, 2016; *EPA, 2004; '‘Galindo et al., 2015; “ISAGRO, 2017; YEPA, 2014; “Novozymes,
2017; *EPA, 2013; ¥Valent BioSciences, 2017; “EPA, 2007) / (*AgraQuest, 2007; 'Bayer CropScience, 2016; SEPA, 2004; ‘Galindo
et al.,2015; "ISAGRO, 2017; YEPA, 2014; "Novozymes, 2017; *EPA, 2013; *Valent BioSciences, 2017; “EPA, 2007).

anual, mientras que la produccién de bioplaguici-
das presenta un incremento anual del 20% (Cheng
et al., 2010). Existen varias razones para el interés
creciente por los bioplaguicidas microbianos, las
cuales incluyen el limitado desarrollo de resisten-
cia por parte de los organismos patdogenos a €stos,
una disminucion en la tasa de descubrimiento de
nuevos insecticidas, una mayor percepcion publica
de los peligros asociados a los plaguicidas sintéti-
cos, el mayor niimero de estudios sobre la especi-
ficidad de los bioplaguicidas microbianos, mejoras
en la produccion, la tecnologia de formulacion y
divulgacioén, asi como la interacciéon con produc-
tores e instancias de regulacion. De esta manera,
los bioplaguicidas representan una pequena frac-
cion del mercado global enfocados a la proteccion
de cultivos, el 5% (valor aproximado de $3 000.00
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B. weihenstephanensis, some strains have been
identified as pathogens for humans (Ceuppens
et al., 2013; Kim et al., 2016). Among these, B.
cereus has been identified in a large diversity of
foods (dairy products, fresh vegetables and others),
causing important worldwide epidemiological
crises, and in some cases, even death by emetic and
diarrheal infections (Oh et al., 2012; Kim et al.,
2016; Glasset et al., 2016). Also, B. thuringiensis
strains have recently been related to intoxications
caused by the ingestion of contaminated foods (Oh
etal., 2012).

The virulence of these species has been mainly
related to the presence of two toxins, hemolysin BL
(HBL) and the nonhemolytic enteric toxin (NHE),
which form a protein complex (Kim et al., 2016).
Other toxins have also been identified in pathogenic
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millones de USD). Sin embargo, se espera que para
el 2023 los bioplaguicidas posean una tasa anual
compuesta (CAGR) de, al menos, el 8.64%, esti-
mando un valor de mas de $4 500 millones de USD
(Olson et al., 2013; Olson, 2015). Cabe mencionar
que la transicion e integracion del uso de biopla-
guicidas en las practicas agricolas actuales debera
cumplir con los siguientes requisitos: a) efectividad
contra la plaga o enfermedad; b) compatibilidad
con otros métodos de control; ¢) impacto ambien-
tal bajo o nulo; d) efecto duradero en el medio; ¢)
economia, desde el punto de vista costo/beneficio;
f) factibilidad técnica de su empleo; y g) aceptacion
por los productores y sociedad en general. Por lo
tanto, el uso de bioplaguicidas ofrece una oportu-
nidad para estimular el desarrollo y modernizacion
de las practicas agricolas actuales con el objetivo
de contribuir a la seguridad alimentaria bajo enfo-
ques de bioseguridad.

Discusion y perspectivas de bioseguridad y bio-
diversidad en el uso del género Bacillus en los
agro-sistemas

Las especies del género Bacillus poseen gran
diversidad metabolica y funcional, propiciando su
amplio uso en la agricultura. En este sentido, los
grupos de Bacillus cereus y Bacillus subtilis son
los mayormente utilizados; sin embargo, en térmi-
nos de bioseguridad éstos deben ser estudiados am-
pliamente antes de su utilizaciéon como agentes de
control biolégico en el campo. El grupo de Bacillus
subtilis que incluye especies de gran importancia
en la agricultura como B. subtilis, B. licheniformis
y B. pumilus, tradicionalmente no son considerados
como patodgenos para humanos, incluso a B. subtilis
se le ha otorgado el estado de QPS (Qualified Pre-
sumption of Safety) por la Autoridad Europea de Se-
guridad Alimentaria (EFSA, 2015). Sin embargo,
existen algunos casos aislados de intoxicaciones
por manifestaciones digestivas, es asi el reportado
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strains, including cytotoxin K (cy¢K), enterotoxin
FM (entFM), enterotoxin S (entS) and enterotoxin
T (bceT). In strains that produce the emetic toxin
(toxin of high resistance to thermal treatments,
extreme pH values and the activity of proteases),
virulence has been related to the presence of the
dodeca depsipeptide synthesized by non-ribosomal
peptide synthases (NRPS) codified by genes ces,
found in type pXO1 plasmids. Likewise, products
of other genes, such as hemolysin A (hlyA4),
hemolysin II and III (klyl, hlyll), cereolysin A and
B (cerd, cerB), and the pleitropic transcription
factor (pclR) are involved in the pathogenicity of
these strains (Ceuppens et al., 2013).

Historically, the
differentiation of species in the Bacillus cereus
group has been carried out using gene 16S RNAr
and other characteristics such as 1) virulence (B.
cereus), ii) content of plasmids (B. anthracis
and B. thuringiensis), iii) growth conditions (B.

classification and

cytotoxicus and B. weihenstephanensis) and iv)
morphological characteristics (B. mycoides and
B. seudomycoides). However, in widely related
species such as B. cereus, B. anthracis and B.
thuringiensis, the differentiation using virulence
factors and contents of plasmids is limited, due to
its loss and transference during the evolutionary
history of these species (Hoftmaster et al., 2006;
Liu et al., 2015). Recent comparative studies with
complete genomes using dDDH (digital DNA:
DNA hybridization) showed the distribution of cry
genes and type pXO plasmids in members of this
group, showing the low correlation between the
phylogenetic position and the presence or absence
of'these plasmids (Liu et al., 2015). The above study
also showed the low resolution of the multilocus
sequence typing (MLST) for the differentiation at
the level of species.

In this way, due to the high metabolic versatility
with agricultural application shown by members
of the B. Cereus group, particularly B. cereus and
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por Pavic et al. (2005), senalando a B. subtilis y B.
licheniformis como agentes causantes del brote de
intoxicacion en un jardin de nifios, ocasionado por
la ingesta de leche en polvo, la cual contenia dichas
especies bacterianas. Por otra parte, en el grupo de
Bacillus cereus conformado por especies como B.
cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoi-
des, B. seudomycoides, B. cytotoxicus y B. wei-
henstephanensis, algunas cepas se han identificado
como patdogenos para humanos (Ceuppens et al.,
2013; Kim et al., 2016). Entre éstos, B. cereus se
ha identificado en una gran diversidad de alimentos
(productos lacticos, vegetales frescos, entre otros),
provocando crisis epidemioldgicas importantes a
nivel mundial, y en algunos casos hasta la muerte,
debido a infecciones eméticas y diarreicas (Oh et
al., 2012; Kim et al., 2016; Glasset et al., 2016).
Ademas, recientemente, cepas de B. thuringiensis
han sido asociados a intoxicaciones por el consumo
de alimentos contaminados (Oh et al., 2012).

La virulencia de estas especies se ha asociado
principalmente a la presencia de dos toxinas, la he-
molisina BL (HBL) y la toxina entérica no hemo-
litica (NHE), los cuales forman un complejo pro-
teico (Kim et al., 2016). Ademas, otras toxinas se
han identificado en cepas patogenas, incluyendo la
citotoxina K (cytK), enterotoxina FM (entFFM), en-
terotoxina S (entS) y enterotoxina T (bceT). En ce-
pas que producen la toxina emética (toxina de alta
resistencia a los tratamientos térmicos, valores de
pH extremos y la actividad de proteasas), la viru-
lencia se ha relacionado con la presencia del dode-
ca depsipéptido sintetizado por sintasas de péptidos
no ribosomales (NRPS) codificadas por genes ces,
encontrandose en plasmidos tipo pXO1. Asimismo,
productos de otros genes, como la hemolisina A
(hlyA), hemolisina Il y III (Alyl, hiyll), cereolisina
Ay B (cerd, cerB),y el factor transcripcion pleitro-
pico (pclR) estan involucrados en la patogenicidad
de estas cepas (Ceuppens et al., 2013).

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2018

B. thuringiensis, the correct identification and the
determination of its virulence for the human being
is decisive for the selection and commercialization
of biological control agents of these species.
Although the study of comparative genomics using
complete genomes is the only accurate alternative
for the classification and determining its virulence,
it is important to consider that they are costly
tools for the discrimination of pathogenic strains
during the primary process of selection of potential
biological control agents.

On the other hand, in agro-systems, soil is a
dynamic matrix that houses a large amount (~
1x10° cells/gram of soil) and diversity (1x10*
species/ gram of soil) of microorganisms (Curtis
et al., 2002). This edaphic microbiota plays a very
important ecological part, offering several eco-
systemic services, such as 1) social and ecological
sustainability, ii) adaptation to, and mitigation
of, climate change, iii) biotechnological resource
for humanity, iv) cycling of water and nutrients,
and v) food security, mainly by the cycling of
nutrients (van der Heijden et al., 2008), and the
boosting of plant growth through the production of
phytohormones, solubilization of nutrients (Hayat
et al., 2010) and avoiding the establishment of
phytopathogenic agents (Compant et al., 2005).
In this way, the use of biopesticides has acquired
great relevance in the agricultural sector, offering a
sustainable alternative, focused on increasing crop
production. This generally implies the application
of large populations of the microorganism of
interest with the aim of promoting its establishment
and colonization. However, this practice may cause
disturbances in the microbial communities of the
agro-systems (Trabelsi et al., 2013), particularly
when inoculating biological control agents, since
their biological activity is not specific or selective
for the phytopathogenic agent in question, which
may cause unpredictable changes in the microbial
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Historicamente, la clasificacion y diferencia-
cion de especies en el grupo de Bacillus cereus
se ha llevado a cabo utilizando el gen 16S RNAr
y otras caracteristicas como 1) virulencia (B. ce-
reus), ii) contenido de plasmidos (B. anthracis y
B. thuringiensis), iii) condiciones de crecimiento
(B. cytotoxicus y B. weihenstephanensis) y iv) ca-
racteristicas morfologicas (B. mycoides y B. seu-
domycoides). Sin embargo, en especies estrecha-
mente relacionadas como B. cereus, B. anthracis
y B. thuringiensis, la diferenciacion utilizando fac-
tores de virulencia y contenido de plasmidos es li-
mitada, debido a su pérdida y transferencia durante
la historia evolutiva de estas especies (Hoffmaster
et al., 2006; Liu et al., 2015). Recientemente, es-
tudios comparativos con genomas completos me-
diante dDDH (digital DNA: DNA hybridization),
evidenciaron la amplia distribucion de genes cry y
plasmidos tipo pXO en miembros de este grupo,
demostrando la baja correlacion que existe entre
posicion filogenética y la presencia o ausencia de
estos plasmidos (Liu et al., 2015). Ademas, el ante-
rior estudio demostro la baja resolucion del analisis
multilocus (MLST) para la diferenciacion a nivel
de especies.

Asi, debido a la gran versatilidad metabolica
con aplicacién agricola que exhiben miembros
del grupo de B. cereus, en especial B. cereus y B.
thuringiensis, la correcta identificacion y la deter-
minacion de su virulencia para el ser humano es
determinante para la seleccion y comercializacion
de agentes de control biologico de estas especies.
Siendo el estudio de gendmica comparativa uti-
lizando genomas completos, la unica alternativa
precisa de clasificar y determinar su virulencia, sin
embargo, es importante considerar que son herra-
mientas costosas para la discriminacion de cepas
patogénicas durante el proceso de seleccion prima-
rio de potenciales agentes de control biologico.

Por otra parte, en los agro-sistemas, el suelo es
una matriz dindmica que alberga una gran canti-
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structure of said agro-systems. It is therefore
important to evaluate the impact of the inoculation
of biological control agents on the structure and
composition of the microbial communities in agro-
systems, to guarantee the ecological balance, as
well as the desired biological effect.

Different studies have shown the impact of the
inoculation of strains with the ability for biological
control on microbial communities in different
crops. For example, Li et al. (2015) evaluated
the effect of the B. subtilis strain B068150 on
the microbial communities in the rhizosphere of
cucumber plants using the DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis) technique. The study
was carried out using three different soil types, with
no significant changes in the microbial diversity
related to the cucumber rhizosphere, after the
inoculation of strain B068150. On the other hand,
You et al. (2016) reported that with the inoculation
of B. subtilis Tpb55, not only was the Phytophthora
parasitica infection reduced, but significant changes
were also observed in the microbial community
related to the rhizosphere of a tobacco plantation,
with an ANDRA (Amplified ribosomal 16S rDNA
restriction analysis), highlighting that the relative
abundance of some communities was favored,
essentially in those belonging to the dominant fila:
Acidobacteria and Proteobacteria, in an increase
of 2 and 10% respectively in regard to the control,
yet reducing by at least 50% the relative abundance
of the communities belonging to Planctomycetes,
Nitrospirae, Bacteroidetes and Chloroflexi, which
may be involved in an important activity for plant
development. In this way, each BCA is a particular
organism that performs its action in a specific
manner, in which the studies of each microbial
strain chosen must be explored in depth in order to
acquire further knowledge on the way to strengthen
its biological control with an effective formulation,
considering aspects of ecological risk and biosafety
for the agro-system.
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dad (~ 1x10° células/gramo de suelo) y diversidad
(1x10*especies/gramo de suelo) de microorganismos
(Curtis et al., 2002). Esta microbiota edafica tienen
un papel ecologico muy importante ofreciendo di-
Versos servicios eco-sistémicos, por ejemplo: i) la
sostenibilidad social y ecologica, ii) adaptacion y
mitigacion del cambio climatico, iii) recurso bio-
tecnologico para la humanidad, iv) ciclaje de agua
y nutrientes, y v) seguridad alimentaria, principal-
mente por el ciclaje de nutrientes (van der Heijden
et al., 2008), y la promocién del crecimiento ve-
getal a través de la produccion de fitohormonas,
solubilizacion de nutrientes (Hayat et al., 2010)
y evitando el establecimiento de agentes fitopato-
genos (Compant et al., 2005). De esta manera, el
uso de bioplaguicidas ha adquirido gran relevan-
cia en el sector agricola, ofreciendo una alternativa
sostenible enfocada a incrementar la produccion
de los cultivos. Lo cual, generalmente implica la
aplicacion de altas poblaciones del microorganis-
mo de interés con el objetivo de potenciar su es-
tablecimiento y colonizacion. Sin embargo, esta
practica puede causar perturbaciones en las comu-
nidades microbianas de los agro-sistemas (Trabelsi
et al., 2013), atin mas cuando se inoculan agentes
de control biologico, ya que generalmente su ac-
tividad biolégica no es especifica o selectiva para
el agente fitopatdgeno en cuestion, lo cual puede
generar cambios impredecibles en la estructura mi-
crobiana de dichos agro-sistemas. De esta manera,
es importante evaluar el impacto de la inoculacion
de agentes de control bioldgico sobre la estructura
y composicion de las comunidades microbianas en
los agro-sistemas, con el objetivo de garantizar el
equilibrio ecoldgico, ademas del efecto bioldgico
buscado.

Diferentes estudios han demostrado el impacto
de la inoculacion de cepas con capacidad de con-
trol bioldgico, sobre comunidades microbianas en
diferentes cultivos. Por ejemplo, Li et al. (2015)
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CONCLUSIONS

The negative impacts of chemical pesticides
on the environment has been widely documented,
include health damages, resistance to compounds
by phytopathogens, soil and water pollution, and
produce the need to develop sustainable alternatives
to protect agricultural soils against pathogens, for
example, biological control agents.

The Bacillus genus presents a large metabolic
diversity involved in the biological control of
phytopathogens; given this, the academic and
industrial sectors have concentrated on generating
commercial formulae for their use in the field, and
in the description of the main action mechanisms
involved in this effect (competition for space and
nutrients, antibiosis, production of lytic enzymes,
secretion of toxins, inducing host resistance).
However, it is unusual for a single action
mechanism to be used by said antagonist for the
suppression of phytopathogens in situ. In this way,
the knowledge of the mechanisms with which the
antagonist exerts its action is decisive for both the
guarantee of its effect and for the development of
commercial formulations, the success of which
lies in the creation of microenvironments that
boost their biological activity without stimulating
the growth of the pathogen. Currently, several
commercial formulations consider strains of the
Bacillus genus as an active ingredient, due to its
ability to colonize, reproduce easily and its high
persistence related to the formation of endospores,
with the latter being a characteristic of interest,
since it allows it to live under conditions of abiotic
stress, making its production and long-term storage
easier. On the other hand, after the inoculation of
biopesticides, it is possible to observe a dual effect
on crops due to the action of biological control
agents, mitigating phytopathogens and indirectly
promoting plant growth with the improvement

123



REvisTA MEXicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry BILINGUAL

evaluaron el afecto de la cepa B068150 de B. subtilis
sobre las comunidades microbianas en la rizosfera de
plantas de pepino utilizando la técnica de DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis). El estu-
dio se llevé a cabo utilizando tres diferentes tipos
de suelo, no encontrando cambios significativos
en la diversidad microbiana asociada a la rizosfe-
ra de pepino, posterior a la inoculacion de la cepa
B068150. Por otra parte, You et al. (2016) repor-
taron que con la inoculacion de B. subtilis Tpb5S,
ademas de reducir la infeccion de Phytophthora
parasitica, también se observaron cambios signi-
ficativos en la comunidad microbiana asociada a la
rizdsfera del cultivo de tabaco, mediante el anali-
sis ANDRA (4dmplified ribosomal 16S rDNA res-
triction analysis), destacando que la abundancia
relativa de algunas comunidades fue favorecida,
esencialmente en las pertenecientes a los filos do-
minantes: Acidobacterias y Proteobacterias, en un
2 y 10% de aumento respectivamente respecto al
control, sin embargo, reduciendo en al menos un
50% la abundancia relativa de las comunidades co-
rrespondientes a Planctomycetes, Nitrospirae, Bac-
teroidetes y Chloroflexi, las cuales pudiesen estar
involucradas en alguna actividad importante para el
desarrollo de la planta. De esta manera, cada ACB
es un organismo particular que efectia su accion de
forma especifica, donde los estudios de cada cepa
microbiana seleccionada se deben profundizar, con
el objetivo de incrementar el conocimiento sobre la
forma de potenciar su control bioldgico mediante
una formulacion efectiva, considerando aspectos
de riesgo ecoldgico y la bioseguridad para el agro-
sistema.

CONCLUSIONES

El impacto negativo de los plaguicidas quimi-
cos en el ambiente se ha documentado amplia-
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of the plant’s health. However, it is necessary to
carry out basic studies in depth, which integrate
other MIPE strategies (cultural practices, chemical
control), as well as in the correct identification of
pathogenic strains for humans, such as Bacillus
cereus NS Bacillus anthracis, which are even
potentially effective strains for the control of
phytopathogens. The potential risk of these species
may be detected with taxonomy studies, f-hemolytic
activity, detection with defined virulence molecular
markers, guaranteeing the use of biologically safe
strains for agriculture. In addition, studies on the
ecological impact of the introduction of a BCA
to agro-systems must be developed, since under
certain circumstances, they can cause changes in
the microbial communities with agro-ecologically
unpredictable results. Finally, the success of the
use of biopesticides will depend largely on the
innovation, research, marketing strategies and
dissemination of results amongst producers and
the bodies in charge of making decisions related to
regulation and the use of this type of technologies.
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mente, tales como: danos a la salud, resistencia a
compuestos por los fitopatégenos, contaminacion
de suelos y mantos acuiferos, surgiendo asi la ne-
cesidad de desarrollar alternativas sostenibles para
proteger a los cultivos agricolas contra organismos
patdgenos, por ejemplo, la utilizacion de agentes de
control biologico.

El género Bacillus presenta gran diversidad me-
tabolica involucrada para el control bioldgico de
fitopatogenos, asi el sector académico e industrial
ha enfocado esfuerzos para la generacion de formu-
laciones comerciales para su aplicacion en campo,
y en la descripcion de los principales mecanismos
de accion involucrados en dicho efecto (competen-
cia por espacio y nutrientes, antibiosis, produccion
de enzimas liticas, secrecion de toxinas, inducien-
do la resistencia del hospedero); sin embargo, es
inusual el hecho que un inico mecanismo de ac-
cion sea utilizado por dicho antagonista para la su-
presion de fitopatogenos in situ. De esta manera, el
conocimiento de los mecanismos por los cuales el
antagonista ejerce su accion es determinante tanto
para garantizar su efecto como para el desarrollo
de formulaciones comerciales, cuyo éxito radica en
la creacion de microambientes que potencialice su
actividad biologica sin estimular el desarrollo del
patogeno. Actualmente, diversas formulaciones
comerciales cuentan como ingrediente activo ce-
pas del género Bacillus, debido a su capacidad de
colonizacion, facil reproduccion y alta persistencia
asociada a la formacion de endosporas, siendo esta
ultima una caracteristica de especial interés ya que
les permite sobrevivir bajo condiciones de estrés
abidtico, facilitando su produccién y almacena-
miento durante largos periodos de tiempo. Por otra
parte, posterior a la inoculacion del bioplaguicidas,
es posible observar un efecto dual en los cultivos
agricolas por la accion de control biologico, miti-
gando a fitopatdgenos e indirectamente promovien-
do el crecimiento vegetal con la mejora de la salud
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potencial agro-biotecnoldgico (Interaction Wheat x Plant
Growth Promoting Microorganisms: Identifying Genes with

Agro-biotechnological Potential)”.
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de la planta. Sin embargo, es necesario profundizar
en estudios basicos que integren otras estrategias
de MIPE (practicas culturales, control quimico),
asi como en la correcta identificacion de cepas pa-
togénicas para el ser humano, por ejemplo, Bacillus
cereus 'y Bacillus anthracis, que incluso son cepas
potencialmente eficientes en el control de fitopato-
genos. La deteccion del riesgo potencial de estas
especies se puede llevar a cabo mediante estudios
de taxonomia, actividad B-hemolitica, deteccion
con marcadores moleculares de virulencia defini-
dos, garantizando el uso de cepas bioseguras en la
agricultura. Por otra parte, estudios sobre el impac-
to ecoldgico de la introduccion de un ACB a los
agro-sistemas deben ser desarrollados, ya que bajo
ciertas condiciones pudiesen ocasionar cambios en
las comunidades microbianas con resultados agro-
ecologicamente impredecibles. Finalmente, el éxi-
to del uso de bioplaguicidas dependera en gran me-
dida de la innovacion, investigacion, eficiencia, es-
trategias de marketing y divulgacion de resultados
entre los productores y las instancias encargadas de
la toma de decisiones referentes a la regulacion y
uso de este tipo de tecnologias.
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