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RESUMEN
Las Bacterias del género Bacillus presentan una
amplia secrecidon de proteinas que se involucran en
el antagonismo de hongos fitopatdgenos, este
proceso es estudiado con la finalidad de encontrar
una forma de combatir las enfermedades que
causan a las plantas, ya que se registran pérdidas
econdmicas y ambientales. Los estudios de

especies del género Bacillus han identificado
diversas proteinas que varian dependiendo el
medio o el competidor en el que se encuentren, lo
que indica que dependiendo del organismo al que
se enfrente puede tener variaciones en las
proteinas secretadas, por tal motivo la importancia
del estudio de las proteinas secretadas beneficia en
la produccion de inoculantes especificos para

combatir hongos fitopatdgenos. La presente
revision presenta la importancia en la secrecion
proteica que ha tenido el género Bacillus frente a

hongos fitopatdgenos.

Palabras clave: Bacillus spp., secretoma, control

bioldgico, fitopatdgenos.

ABSTRACT

The genera of Bacillus have a big protein secretion
involucre to the antagonism process of
phytopathogens fungi, this process is studied by
the finality to find the way of fight the damage
causes because are registrant economics and
environmental losses. The studies of species the
bacillus genera could be secrete a wide range of

proteins and this can be variety according to the
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medium in which they are found, which indicates
that depending on the organism they face, there
may be variations in the secreted proteins, for this
reason the importance of studying the secreted
proteins benefits in the production of specific
inoculants for the phytopathogenic fungi.
Therefore, the present review presents the action
of protein secretion that the genus Baci/lus has had

against phytopathogenic fungi.

Keywords: Bacillus spp., secretome, biological
control, phytopathogens.

INTRODUCCION

Se conoce como secretoma al conjunto de
proteinas que se secretan por parte de un
organismo en determinado ambiente (1). Se ha
descrito que el género Bacillus presenta una
capacidad de adaptarse a los suelos en donde esta
en contacto con diversos microorganismos, ya que
realiza una competencia por alimento y espacio.
Esto se ha reflejado al desarrollar un arsenal
bioquimico que secreta al medio con la finalidad de
competir por la obtencion de nutrientes disponibles
y eliminar competidores (2); uno de sus
competidores principales son los hongos que tienen
la capacidad de extenderse por los suelos y al estar
en contacto con las bacterias suelen desencadenar
una competencia por el espacio que cohabitan.
Esta habilidad se utiliza para combatir a los hongos
fitopatdgenos, principalmente por su capacidad de
adaptacion a diferentes cultivos agricolas (3) y a la

resistencia los compuestos quimicos que se aplican
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para su eliminacion. Se ha reportado resistencia a
antifingicos en cepas de los géneros de Botrytis
spp (4,5), Pvhtophtora sp (6), Rhizoctonia solani y
Fusarium oxysporum (7) y esto conlleva a que se
usen de manera excesiva para su control, causando
pérdidas econdmicas a los agricultores vy
ambientales (8,9). Sin embargo, bacterias como las
del género Bacillus tienen la capacidad de
responder con la secrecion de antibidticos vy
proteinas cuando estan en cointeraccion con los
hongos, por lo que se ha aprovechado esta
habilidad para que cepas de Bacillus funcionen
como control bioldgico; en donde pueden presentar
una accion micoparasitica con la secrecion de
enzimas especificas que atacan a la pared del
hongo fitopatdgeno y destruyen su micelio, asi
como a la disposicion de su citoplasma para ser
degradado y ser usado como fuente de alimento
por el propio Bacillus (10). Se conoce que este
género puede adaptarse a las diferencias
bioguimicas que su medio presenta (11,12). Por lo
que diferentes estudios se han encargado de
identificar proteinas secretadas por cepas de
Bacillus frente a diversos competidores (13—15). El
objetivo de esta revision es presentar la accion de
secrecion proteica que ha tenido el género Bacillus

en el control bioldgico de hongos fitopatdgenos.

Generalidades del género Bacillus

Se ha identificado al género Bacillus con el gen 16S
DNAr describiendo la presencia de 142 especies de
Bacillus (16), las cuales se caracterizan por formar
endosporas, ser Gram positivas y la presencia de
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menaquinona (16). Se describe a este género con
una capacidad de degradacion de carbohidratos,
lipidos y algunas proteinas derivadas de plantas y
animales; ademas de una alta especializacion en la
produccion de antibidticos y secreciéon de enzimas
para degradar el medio (17); por otro lado puede
realizar diversos procesos importantes para el
ambiente como la fijacion de nitrédgeno, para la
solubilizacion de fosfatos, la desnitrificacion, el
micoparasitismo y por su puesto su mayor ventaja
es la capacidad de producir una espora que le
beneficia en la supervivencia a climas hostiles (17—
19). Se han evaluado también como bacterias
promotoras de crecimiento vegetal debido a que
producen la secrecion de hormonas como acido
indol-3-acetico, giberelinas y citoquininas; las
cuales promueven el crecimiento y desarrollo de
organismos vegetales (20-22). Esta cualidad ha
beneficiado el uso de cepas de este orden en
procesos de biorremediacion (23), control bioldgico
de insectos (24),
fitopatdgenos (26).

nematodos (25) y hongos

Una de las estrategias de colonizacion de Bacillus
esta en su ciclo de vida el cual se realiza en dos
fases: crecimiento vegetativo y esporulacion.
Cuando la bacteria se encuentra en condiciones
favorables presenta la primera fase en la que crece
de forma exponencial hasta llegar a una fase
estacionaria donde mantiene un equilibrio con los
nutrientes dispuestos en el ambiente. Cuando los
nutrientes escasean, forma la fase de esporulacion
en la que la espora tiene una estructura de

proteccion a factores fisicos que le ayudan a
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permanecer en estado inactivo hasta que se
presenten las condiciones favorables de humedad,
de nutrientes y temperatura (27).

Importancia del control de hongos
fitopatogenos.

Los organismos que causan infeccion en plantas
dependen de que la condicion del ambiente sea
optima para su desarrollo, algunos son especificos o
de amplio espectro. Los Hongos fitopatdgenos son el
grupo de mayor importancia, debido a que se tienen
pérdidas econdmicas a los agricultores, ya que se
tienen pérdidas econdmicas a nivel mundial, debido
a que causan enfermedades pre y poscosecha en
diversos tipos de cultivo (28). Se estima que mas de
8,000 especies de hongos producen enfermedades
en las plantas (29), esto se debe a su gran
diversidad y que muchos son cosmopolitas, por lo
que pueden desarrollarse en diferentes condiciones
ambientales.

Los hongos tienen diversas maneras de infeccion
pueden ser por la raiz, tallo o alguna lesién
previamente en la planta hasta penetrar e invadir el
xilema y floema donde absorben todos los
nutrientes, provocando una marchites total o parcial
de la planta (30). Algunos géneros destacan por
tener una rapida capacidad infectiva, asi como un
arsenal bioquimico que les sirve para penetrar las
estructuras protectoras de las plantas. Los géneros
mayormente estudiados por su capacidad de
infeccion son Phytophthora spp, Fusarium spp,
Rhizoctonia spp, Pythium spp, Phytomatotrichum

spp, Sclerotinia spp, Sclerotiumspp, Rosellinia spp,
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Verticillium spp y Botrytis spp. El dafio no solo se
refleja en la baja producciéon econdmica, sino en los
dafios a la produccion bioldgica, ya que la invasion
de estos reduce la produccidon bioldgica de los
cultivos y de los organismos vegetales que se
encuentren en la zona, llevando a pérdidas del
ecosistema y a un aumento de patogenicidad de las
cepas de hongos.

El uso descontrolado de fungicidas quimicos para el
control de hongos fitopatdgenos en el campo
agricola se ha convertido en un problema ambiental.
Se ha reportado que de los plaguicidas aplicados al
campo agricola el 47% se distribuye en suelos,
aguas colindantes, la atmdsfera o termina expuesto
a los trabajadores agricolas e industriales,
provocando cancer y diversas patologias a la
poblacion humana (31). Para el control de hongos
fitopatdgenos se ha descrito principalmente el uso
de fungicidas sistémicos debido a que son selectivos
y acttian en un sitio especifico del metabolismo de la
célula, por lo que un simple cambio genético del
hongo puede causar un alto nivel de resistencia. Se
ha demostrado este comportamiento en Botrytis
cinerea, el cual presentaba resistencia a fungicidas
como benomilo y tiabendazol, los cuales son
productos usados principalmente en la floricultura y
debido a la aplicacion excesiva se ha perdido
susceptibilidad a través del tiempo (4). También se
han descrito poblaciones de Phytophthora capsici
resistentes a compuestos como azoxistrobina,
metalaxil, propamocarb hidrocloruro, clorhidrato, 2
tiocianato y benzotiazol; los cuales son compuestos

usados principalmente en su control (32). Ademas,
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el uso indiscriminado de compuestos sistémicos
como los benzonidazoles, en los que se incluye el
benomil, carbendazin, tiabendazol y tiofanato, han
presentado caracteristicas de agentes mutagénicos
de plantas, esto ha quedado demostrado por el
efecto genotdxico del benomil en raices de Allium
sp., al ser tratadas con diferentes dosis en las que
se observan anomalias en las divisiones mitéticas de
células meristematicas (33). Se ha demostrado un
cambio en la tolerancia de Rhizoctonia solani, ya que
presenta una mejor resistencia a benzomil 500 y
rhizole-T que Fusarium oxysporum al ser aplicados
en campo y en laboratorio (7). Por lo que el uso
indiscriminado de fungicidas no solo afecta al
ambiente si no también influye al crear poblaciones

resistentes a dichos compuestos.

Importancia de actuar sobre la pared celular
de los hongos fitopatogenos

La pared celular de los hongos es el primer
contacto con el ambiente, por lo que este sitio debe
de presentar una estructura bioquimica que pueda
darle una proteccion y al mismo tiempo le sirva
para infectar a la planta, los hongos fitopatdgenos
presentan diversos mecanismos que le permiten
evadir la respuesta de la planta, entre los
principales se encuentra la hidrolisis de su pared, el
cambio de quitina a quitosano o el cambio de
quitina a a-glucano (34). En la pared celular del
hongo el compuesto mas estudiado es la quitina,
sin embargo la pared de hongos filamentosos solo
contiene de un 10% a 20% de su composicion en

cambio el B-glucano esta presente en un 50% a un
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60% de la mayoria de las especies de hongos
filamentosos encontrdndose en forma de a-
glucanos y B-glucano, en algunas especies como
Fusarium se encuentra en su pared un 65% a 90%
de B-1,3-glucano y solo en el género Phytophthora
se ha descrito en la forma de B-1,6-glucano siendo
este una diferencia bioldgica importante (34),
ademas se han descrito otras glicoproteinas como
las manosas y amilasas. (35). Por lo que un
organismo que elimine a un hongo fitopatdgenos
debe tener la capacidad de evadir los compuestos
que secrete; ademas de degradar y descomponer

su pared celular.

Bacillus para el uso del biocontrol de hongos
fitopatdgenos

Se ha documentado que varias especies del género
Bacillus  son  rhizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (PGPR), debido a que
cuando interactdan con ellas no afectan su funcién
normal de los tejidos, pero si influyen
positivamente en el crecimiento de la planta y
principalmente no causa ningln dafio al humano
(21). Estas cualidades se describen principalmente
en Bacillus subtilis (36). Algunos estudios han
demostrado que las especies de este género tienen
la capacidad de realizar accion antagodnica, la cual
se describe como un mecanismo que se basa en la
lisis enzimdtica y secrecion de metabolitos
secundarios (17). Dentro de las enzimas que
secretan estan las quitinasas, celulasas, proteasas y
la B-1,3 glucanasas (37). La cepa mas estudiada

por su capacidad de inhibir diversos hongos es 5.
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subtilis (36). Se ha demostrado que puede inhibir el
micelio de diversos hongos como a F. oxysporum
en un 65%, R. solani en un 69% Yy Sclerotium spp.
en un 75% (38). Sin embargo, no es la Unica cepa
del género Bacillus que presenta caracteristicas
antagonicas, se ha descrito esta actividad en cepas
como Bacillus japonicum al ser inoculadas en
semillas de Glycine max en la que se ha observado
la secrecion de antibidticos, los cuales reducen un
43% a 50% la presencia de una cepa de Fusarium
sp, beneficiando el crecimiento de la planta (39).
Otros trabajos con B. thuringiensis han mostrado
que reduce el crecimiento de R. solani en un 66%,
el de P. capsicien un 27% y a F. oxysporum en un
30% bajo condiciones /n vitro y en interacciéon con
la semilla del chile variedad Anaheim (40). B.
megaterium ha reducido el crecimiento en un 30-
40% de P. capsici en competencia dual y en
condiciones /n vitro (41); también se ha observado
que B. licheniformis y B. subtilis han secretado
metabolitos secundarios contra A. solani y R.
solani, los cuales inhiben el crecimiento micelial en
mas de un 50% (42). Resultados similares se han
observado en estudios de B. /icheniformis (EN74-1)
contra Botrytis mali (43). Asi mismo, las cepas de
B. subtilis, B. licheniformis y B. megaterium han
funcionado como  biocontroladoras de F
pseudonygamai en condicion /in vitro. En pruebas
de invernadero a Tymus vulgaris se observé que la
severidad desaparecié después de la inoculacion
con las cepas de B. subtilis y B. licheniformis (44).
Sin embargo, al estudiar la competencia de B.

firmus contra £ oxysporum y R. solani en
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condiciones /n vitro y en interaccion con Jitomate
(Lycopersicum esculentum) se ha observado una
reduccion de un 30% (45). Otros estudios han
encontrado que los metabolitos como surfactina,
fengicina e iturina aislados de varias cepas de
Bacillus presentan un gran potencial antibidtico
sobre Podosphaera fusca (46).

No solo las secreciones de antibidticos inhiben el
crecimiento de microrganismos. También se ha
observado la secrecion de siderdforos en las cepas
de Bacillus aisladas de la rizosfera de Rubus
fructicosus, estos compuestos mostraron la
capacidad de inhibir a Rhizopus stolonifer (47). La
secrecion  de

proteasas de la cepa B

amyloliquefaciens contra Rhizopus cohnif  ha

mostrado la actividad litica de la enzima
degradando al hongo e inhibiendo su crecimiento
(48). En general se observa que el género Bacillus
abarca diversas especies de bacterias que pueden
actuar en contra de diversos hongos, llevando a ser
una de las mejores fuentes para generar inoculante
que funcionen como control bioldgico de diversos
hongos, sin embargo, aldn falta por conocer la
capacidad total que tiene al enfrentarse contra un

hongo.

Secretoma del género Bacillus e inhibicion
del crecimiento de hongos fitopatogenos.

Se ha encontrado que las cepas de Badillus tienen la
capacidad de secretar proteinas al medio,
principalmente durante la fase estacionaria siempre
que estén en un medio rico en nutrientes. Se ha

identificado la secrecion de aproximadamente 200
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puntos visibles de proteinas extracelulares en geles
de 2-dimensiones, de las cuales se han identificado
113 en B. subtilis y 143 en B. licheniformis (11).
Entre las proteinas aisladas se incluyen enzimas
degradadoras de carbohidratos, proteinas como
proteasas, peptidasas, enzimas involucradas en
degradacion de nucledtidos, degradadoras de lipidos
como fosfodiesterasas, fosfatasas, asi como
proteinas involucradas en la renovacion celular,
proteinas transportadoras, proteinas relacionadas
con estructura flagelar e involucradas en
esporulacion (11). Otros estudios han demostrado
que B. subtilis cambia la secrecidén de proteinas de
acuerdo con el medio de cultivo en el que se
desarrolla (glucosa, maltosa, cellobiosa, almidén o
deficiencia de fosfato) (11,12). En B. subtilis
degU32(hy) se ha demostrado que los niveles mas
altos de secreciéon de proteinas se dan en la fase
postexponencial, en donde al estar en un medio
rico en nutrientes se identificaron un aumento en la
expresion de 13 proteinas con funcién de
degradacion enzimatica, destacando proteasas,
peptidasas, enzimas implicadas en el metabolismo
alcalinas fosfatasas,

de aminoacidos, lipasas

fosfodiesterasas, enzimas involucradas en Ia

biogénesis de la pared celular, lipoproteinas,
proteinas causantes de la detoxificacion, proteinas
de los flagelos (49).

Para la competencia de hongos fitopatdgenos se ha
trabajado principalmente con la identificacion de
quitina, ya que se presume como componente
principal en la pared de todos los hongos. Algunos

estudios con B. subtilis han descrito la capacidad de
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degradar quitina en medio CC agar, esto se ha
demostrado en una cepa identificada como B.
subtilis JD-09 en donde usando geles SDS-PAGE y
la técnica de zymograma se identifico, aisld y
purificd una quitinasa de 56 kDa, en donde al
ponerse en competencia se determind que la
concentracion maxima para la inhibicion de F
oxysporum es de 50 uL (50). Otros estudios en
cepas de B. thuringiensis y B. licheniformis
demuestran que en un medio con pHde 7.0a 8.0y
una temperatura maxima de 30 °C se favorece la
produccion de quitinasas, ademas de que se ve
influenciado por el consumo de los carbonos
presentes, se ha descrito que en un medio con una
concentracion de quitina al 1.5% adicionado con
galactosa se beneficia la produccion de quitinasa
por parte de B. thuringiensus y un medio con
lactosa y quitina al 5% beneficia a B. /licheniformis;
ademas, de que una adicién de caseina funciona
como fuente de nitrégeno, sin embargo, la
quitinasa secretada por B. licheniformis presenta
una inhibicién del 97% del micelio de Fusarium
oxysporum (15). Ademas, en B. thuringiensis
subespecie aizawai se identifico la expresion de una
exoquitinasa con una actividad inhibitoria del
micelio de Fusarium spp. en un medio con un pH
de 6 y a una temperatura de 50 °C con diferencias
significativas respecto al control y se observd que
puede inhibir la germinacion de la espora, siendo
esto de vital importancia para impedir la
propagacion del hongo (51). Por otro lado, se ha
estudiado la reduccion de la enfermedad causada

por P. capsici usando Bacillus spp. en donde se ha
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inoculado en un medio con suplemento de quitina
al 5% para estimular la produccién de quitinasas
por parte de la cepa, los resultados mostraron que
esta cepa reduce la infeccidon de P. capsici en un
60% al 70% y se mostré que el efecto perduro
durante un afo de experimento en plantas de
invernadero (52), sin embargo, diversos estudios
han demostrado que no solo las quinasas son
capaces de realizar la inhibicion de hongos
fitopatdgenos, esto es debido a la diferencia de la
composicion de la pared celular que presenta el
micelio de los hongos fitopatégenos.

La diferencia molecular presente en las paredes de
los hongos como las del género Phytophthora ha
llevado a que se aislen diferentes proteinas en la
interaccion con cepas de Bacillus. Se han
identificado proteinas en los extractos de B.
licheniformis HS10 que presentan un peso
molecular aproximado de 55 kDa que se describen
como carboxilasas y alfa-amilasas, las cuales
provocan la inhibicion de 11.3 mm del micelio de ~.
capsiciy 11 mm del de B. cinérea, reportando que
también puede inhibir a otras cepas como Bjpolaris
sorokinianum, Gaeman nomycesy B. maydis, por |lo
que se consideran proteinas de amplio espectro
(14). En B. amyloliquefaciens que se considera
como una bacteria enddfita por haberse aislado en
las raices de Hevea brasiliensis, se describe que
puede secretar 100 unidades de [3-1,3-glucanasa
en 100 mL de medio y se probd su accion
inhibitoria de P. meadii (53). La proteina B-1,3-
glucanasa también ha sido aislada de B. subtilis, la
cual se ha probado como causante de la reduccion
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en la enfermedad causada por F. wilt (54). Se ha
realizado una inhibicion del micelio de F. solani, P.
capsici, Helminthosporium oryzae en el que se ha
visto involucrada una proteina termoestable de 37
kDa (55). Otra proteina con un peso molecular de
31 kDa presenta una actividad antifingica que
inhibe el micelio de F. oxysporum en un 10.3 mm
de didmetro; ademas, de que se probd en la
degradacion de sustratos como quitina coloidal, C,-
ocelulosa, Xylan, Casein, acetylglucosaminide,
siendo una alta propuesta para un control quimico
de hongos fitopatdgenos (56)

Otras proteinas importantes son las B-lactamasas,
ya que tienen la capacidad de destruir antibidticos
que son secretados por diversos hongos (57).
Algunos autores describen la secrecion de estas
proteinas en las que destacan las cepas como: B.
cereus (58), B. lichenifomis (59) y en B. subtilis
(49) en presencia de compuestos secretados por
los hongos derivados de la penicilina. La secrecion
de estos compuestos es de gran importancia en las
competencias, ya que aunque el hongo tiene
maneras de combatir con la bacteria, ésta tiene
arsenales bioquimicos con los cuales puede

defenderse y nos benefician, ya que son
ampliamente usados por la industria (60). Otros
mecanismos relacionados con proteinas que se han
descrito en la inhibicion de cepas del género
Fusarium por parte de Bacillus, son la produccion
de péptidos antimicrobianos como la gramicidina S,
la iturina A y el fengicina (37).

Por lo que se describe al género Bacillus con una
secrecion de proteinas

amplia que pueden
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beneficiar en la competencia contra hongos
fitopatdgenos y que esta podria llegar a adaptarse
composicion  del

dependiendo la organismo

principalmente por su pared y membrana celular.

CONCLUSIONES

Debido a la gran demanda que se necesita para
poder cumplir con las necesidades alimentarias, el
combatir enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos se ha vuelto de suma importancia.
En el camino por combatirlos, las sustancias
quimicas han dejado de ser opcién viable por las
capacidades de adaptacion que manejan las
especies de hongos. Con la finalidad de proponer
alternativas que sean compatibles con el ambiente,
las cepas del género Bacillus se han propuesto
como una de las mejores alternativas debido a su
capacidad de adaptacion, competencia por
nutrientes y sobre todo el que pueden secretar
diversos compuestos para inhibir competidores,
entre los que destacan las proteinas; las cuales por
su capacidad enzimatica son capaces de degradar a
otros organismos. Diversas proteinas son las que
han sido aisladas en la competencia de Bacillus
contra otros organismos y el tipo de capacidad
enzimatica que se presentan se ve relacionada con
la pared de su competidor, ya que es un punto de
entrada para la degradacion y sobre todo el
ocuparlos como una fuente de carbono, por lo que
son diversas las proteinas que pueden secretar
frente a hongos fitopatdgenos y se infiere que el
secretoma de las cepas de Bacillus pueda tener

alguna especificidad con forme a la composicion de
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la pared del competidor al que se enfrente.

Demostrando que el estudio completo del
secretoma de Bacillus es de gran importancia para
bioldgico de diversos

el control hongos

fitopatdgenos.
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