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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Bacillus paralicheniformis TRQ65 fue aislada de la 
rizósfera del trigo (Triticum turgidum subsp. durum) en campos comerciales en el 
Valle del Yaqui, México. El objetivo del presente estudio es explorar los posibles 
mecanismos de acción de control biológico de Bacillus paralicheniformis TRQ65 
contra hongos fitopatógenos de importancia agrícola, por medio de la secuenciación 
y explotación del genoma.

Materiales y Métodos. La actividad de biocontrol de esta cepa se cuantificó 
mediante ensayos in vitro de cultivos duales, evaluando zonas de inhibición contra 
11 hongos de importancia agronómica. Se realizó un análisis del genoma completo 
como minería genómica para evaluar su potencial de control biológico.

Resultados. La cepa TRQ65 mostró actividad de biocontrol contra el 45% 
de los hongos estudiados, con la mayor inhibición observada contra  Botrytis 
cinerea (43.8% ± 9% al día 5). Basado en la secuenciación y análisis del genoma 
(antiSMASH), esta bioactividad podría estar asociada con la biosíntesis de 
lichenisina, bacilibactina y/o fengicina.

Conclusión. Esta investigación proporciona el primer acercamiento al potencial de 
actividad de control biológico de la cepa TRQ65. Se necesitan estudios adicionales 
para validar el uso de Bacillus paralicheniformis TRQ65 como ingrediente activo 
en inoculantes bacterianos sostenibles para una agricultura amigable con el medio 
ambiente.
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Introducción

Las prácticas agrícolas sostenibles son fundamentales, ya que se estima que 
la población mundial alcanzará ~ 10 mil millones de personas para el año 2050 
(FAO, 2018). Los métodos convencionales para la producción de alimentos han 
tenido un gran impacto sobre la disponibilidad de tierras agrícolas, la degradación 
de los suelos agrícolas, la pérdida de la eficiencia agroquímica y el aumento en 
la incidencia de las enfermedades vegetales (Lowry et al., 2019; Pellegrini y 
Fernández, 2018). Las enfermedades generan pérdidas en el rendimiento de entre 
15 y 25%, aunque en algunos casos se han reportado pérdidas de hasta 85% (Gupta 
et al., 2018; Mehta 2014). Los organismos fitopatogénicos más importantes suelen 
ser hongos, que representan aproximadamente 70% de las enfermedades vegetales 
(FAO, 2016). Así, algunos de los hongos fitopatógenos de mayor importancia 
debido a su incidencia, severidad y pérdidas económicas en regiones tropicales 
y subtropicales, especialmente en México, son Rhizoctonia, Botryosphaeria, 
Bipolaris y Fusarium (Rodríguez-Guadarrama et al., 2018; Villa-Rodriguez et al., 
2021; Mondragón-Flores et al., 2021).

El manejo de las enfermedades vegetales a nivel mundial en la agricultura 
tradicional se concentra, principalmente, en la intensificación de los pesticidas 
aplicados. Mientras que el uso de pesticidas a nivel mundial ha aumentado casi 
al 100% entre 1992 y el 2016 (FAO, 2018), en México, el aumento ha sido del 
76% en el mismo periodo (Roser et al., 2019). Sin embargo, solo alrededor del 
0.1% llega al cultivo agrícola (Gill et al., 2014). Así, el pesticida restante se pierde, 
lo cual resulta en impactos negativos, que incluyen la degradación ambiental, la 
destrucción de organismos no objetivo, la contaminación de suelos y acuíferos con 
residuos recalcitrantes, la degradación del suelo y la salinización (Tudi et al., 2021). 
La pérdida de la biodiversidad y la degradación química y microbiana en el suelo 
resultan en un aumento en la susceptibilidad y/o tolerancia a potenciales efectos 
externos, lo cual conduce a impactos ambientales y económicos graves (Chappell 
et al., 2019; Gálvez-Gamboa et al., 2018). Por lo tanto, se deben desarrollar 
estrategias sostenibles bajo un enofque de ecosistema integral para asegurar la 
eficiencia, calidad y rendimiento de los cultivos (Dietemann et al., 2024).
En este sentido, los biopesticidas han sido un tema de interés mundial (Thakur 
et al., 2024). En México, 6.2% de los pesticidas comerciales son de origen 
biológico (agentes de control biológico), entre los cuales los agentes de control 
biológico usados con mayor frecuencia son Bacillus thuringiensis, Phaecilomyces 
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fumoroseus y Bauveria bassiana (Pérez-Olvera et al., 2011). El género Bacillus 
ocupa 85% de los biopesticidas comercialmente disponibles (Villarreal-Delgado et 
al., 2017). Los agentes de control biológico son organismos benéficos que ayudan 
a reducir los efectos dañinos de los fitopatógenos. Logran esto por medio de 
acciones antagónicas usando varios mecanismos, tales como el micoparasitismo, la 
producción de enzimas líticas, la inducción de respuestas sistémicas de la planta y/o 
la producción de δ-endotoxinas, sideróforos y lipopéptidos, entre otros (Valenzuela 
Ruiz et al., 2020).

En las últimas décadas, la introducción de herramientas genómicas, filogenómicas 
y bioinformáticas ha contribuido de forma significativa para entender mejor las 
interacciones entre microorganismos y plantas (Sharma et al., 2020). El estudio 
de las especies microbianas a nivel genético no solo ha permitido identificar 
mecanismos y genes involucrados en la colonización de raíces, adaptación de 
hospedantes y el mejoramiento del crecimiento de la planta (Sheppard et al., 2018; 
Youseif, 2018), sino que también ha permitido realizar avances muy importantes 
en la caracterización y la afiliación taxonómica de taxa asociados con los efectos 
benéficos en los cultivos (Jagadeesan et al., 2019).  Así, el objetivo del presente 
estudio es explorar los posibles mecanismos de acción de control biológico de 
Bacillus paralicheniformis TRQ65 contra hongos fitopatógenos de importancia 
agrícola, por medio de la secuenciación y explotación del genoma. 

Materiales y Métodos

Cepas microbiales y condiciones de cultivo 

Se aisló a Bacillus paralicheniformis TRQ65 de la rizósfera del trigo (Triticum 
turgidum subsp. durum) en campos comerciales del Valle del Yaqui, México 
(27.3692°, 110.3886°). La cepa se conserva en la Colección de Microorganismos 
Edáficos y Endófitos Nativos (COLMENA) en México (www.itson.edu.mx/
COLMENA) (de los Santos Villalobos et al., 2021). Para la preparación de cultivos 
bacterianos, se inocularon 1 x 104 unidades formadoras de colonia (UFC) de 
TRQ65 en 10 mL de caldo nutritivo (NB). Después de 24 horas de incubación a 28 
°C y 180 rpm, la suspensión se centrifugó a 4000 rpm durante 5 minutos. Luego, 
el pellet bacteriano se re-suspendió en agua destilada estéril (autoclaveada a 121 
°C y 15 psi durante 15 minutos) y se ajustó a una concentración de 1 x 108 CFU/
mL (Villa-Rodriguez et al., 2021). La actividad antagónica de TRQ65 se probó 
contra 11 hongos fitopatogénicos: Fusarium brachygibbosum, Botryosphaeria 
rhodina, Penicillium expansum, Penicillium crustosum, Geotrichum candidum y 
Cladosporium sp. (proporcionados por la Universidad Michoacana de San Nicolás 
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de Hidalgo); Botrytis cinerea, Mucor rouxii y Rhizoctonia solani (proporcionados 
por el Centro de Investigación Científica y de Educación Superior de Ensenada); 
y Neocosmospora solani y Bipolaris sorokiniana (de COLMENA). Los hongos 
fueron cultivados en Agar Dextrosa Papa (PDA) e incubados bajo la luz por 120 
horas a 28°C. Se colectaron esporas usando agua destilada con 0.01% Tween 20 y 
ajustada a una concentración de 1 x 108 esporas/mL (Villa-Rodriguez et al., 2019).

Ensayo de confrontación dual in vitro de Bacillus paralicheniformis TRQ65 
contro hongos fitopatógenos

Se realizó una prueba dual cualitativa en placas de Petri que contenían PDA, 
donde la cepa TRQ65 fue evaluada frente a las cepas fúngicas mencionadas 
anteriormente. De cada cepa fúngica se le inocularon 1 x 108 esporas al centro 
de la placa de Petri, mientras que 1 x 108 CFU de TRQ65 se colocaron en puntos 
equidistantes, a 2 cm del inóculo fúngico (de los Santos Villalobos et al., 2012). 
Las zonas de inhibición formadas alrededor de los patógenos fúngicos se midieron 
quantitativamente a lo largo de 7 días, con tres réplicas para cada condición. Se 
realizó un análisis estadístico usando el software Statgraphics Plus, versión 5.1. 
Los datos se analizaron usando un ANOVA de una vía y la prueba de rangos de 
Tukey (HSD) (p ≥ 0.05) y los resultados se presentan como la media de las réplicas 
o experimentos independientes.

Secuenciación y explotación del genoma bacterial 

Se aisló el AND genómico de un cultivo fresco de la cepa TRQ65, que se cultivó 
en un caldo nutritivo (NB) a 28°C agitando a 180 rpm durante 24 horas, alcanzando 
una concentración de 1 x 108 CFU/mL, según lo descrito por Valenzuela-Aragon 
et al. (2019). Después, el ADN se extrajo con la plataforma Illumina MiSeq (2 x 
300 bp) a una profundidad de cobertura de 30x, y la preparación de la biblioteca 
de Next Generation Sequencing se realize usando el TruSeq DNA Nano Kit 
plara plataformas Illumina®, siguiendo los protocolos especificados ppor el 
fabricante (LANGEBIO-CINVESTAV, Irapauto unit). La calidad de las lecturas de 
secuenciación fue evaluada utilizando FastQC versión 0.11.5 (Andrews, 2010). Para 
eliminar secuencias de adaptadores y bases de baja calidad, se aplicó Trimmomatic, 
versión 0.32 (Bolger et al., 2014). Para el ensamble de novo, se utilizó SPAdes, 
versión 3.10.1 (Bankevich et al., 2012) con la opción “- - careful” para minimizar 
errores. Los contigs ensamblados se organizaron usando Mauve Contig Mover, 
versión 2.4.0 (Darling et al., 2004). Para detectar plásmidos dentro del genoma, 
se usó PLACNETw (https://castillo.dicom.unican.es/upload/) (Vielva et al., 2017). 
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La anotación del genoma se realizó usando el servidor RAST, versión 2.0 (http://
rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008; Overbeek et al., 2013), utilizando el pipeline 
RASTtk con los parámetros predeterminados. Los contigs fueron ensamblados con 
MeDuSa, un ensamblador basado en borradores múltiples (Bosi et al., 2015). Por 
último, se usó antiSMASH, versión 5.0 (https://antismash.secondarymetabolites.
org) (Blin et al., 2019) para identificar posibles clústeres génicos biosintéticos 
relacionados con la actividad de biocontrol en el genoma de las cepas bacterianas 
estudiadas.

 
Resultados y Discusión 

Ensayo dual in vitro de Bacillus paralicheniformis TRQ65 contra hongos 
fitopatógenos 

La cepa TRQ65 presentó actividad de biocontrol contra 45% de los hongos 
patógenos estudiados (Fusarium brachygibbosum, Neocosmospora solani, 
Botryosphaeria rhodina, Botrytis cinerea y Bipolaris sorokiniana) (Cuadro 1). 
Bacillus paralicheniformis TRQ65 inhibió el crecimiento mycelial de Botrytis 
cinerea en 43.8% ± 9%. Esta actividad de biocontrol comenzó el día 4 y disminuyó 
hasta el día 7. Asimismo, Świątczak et al. (2023), reportó Bacillus paralicheniformis 
como un agente de control biológico contra Botrytis cinerea en plantas de canola 
un una inhibición de 13%. De forma similar, Asif et al. (2023), evidenciaron 

Cuadro 1.	 Zona de inhibición (porcentaje) de Bacillus paralicheniformis TRQ65 contra patógenos fúngicos de plantas de 
importancia agrícola.

Fitopatógeno Día
1

Día
2

Día
3

Día
4

Día
5

Día
6

Día
7

Fusarium
brachygibbosum ND ND ND 13% ± 0% 16% ± 1% ND ND

Neocosmospora 
solani 22% ± 3% 17% ± 1% 19% ± 5% 7.6% ± 3% ND ND ND

Botryosphaeria
rhodina ND ND 7% ± 1% ND ND ND ND

Botrytis 
cinerea ND ND ND ND 43.8% ± 9% 34% ± 5% 31% ± 5%

Bipolaris
sorikionania ND ND ND 14% ± 3% 11% ± 2% 8% ± 0% ND

Prueba de Tukey HSD (n=3, p ≥ 0.05). Las variaciones corresponden a la desviación estándar. ND = No detectado. 
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control biológico de B. paralicheniformis contra Elsinoe sp., Phytophthora capsici, 
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Coniellla sp., Thielaviopsis sp. y Phytophthora 
sojae, atribuyendo su inhibición fitopatogénica principalmente a la producción de 
fengicina y de bacilibactina. 

Por otra parte, el biocontrol de B. paralicheniformis TRQ65 contra Fusarium 
brachygibbosum, Neocosmospora solani, Botryosphaeria rhodina y Bipolaris 
sorokiniana presentó resultados variables,  donde esta actividad empezó a ser 
cuantificable los días cuatro, uno, tres y cuatro, respectivamente, y desaparecieron 
los días cinco, cuatro, tres y seis, respectivamente (Cuadro 1). En este sentido, De 
la Lastra et al. (2021), reportaron la capacidad de B. paralicheniformis de inhibir el 
crecimiento radial fúngico de los aislamientos patógenos de Fusarium de alcanzar 
una inhibición de entre 73 y 84%. Esta actividad de biocontrol podría estar asociada 
con metabolitos difusible biosintesizados por la cepa TRQ65 (Kulimushi et al., 
2017; Cawoy et al., 2015), donde el éxito de su inhibición es altamente dependiente 
de las especies fúngicas que interactúan (Andrić et al., 2020; Beauvais y Latgé 2018). 
Sin embargo, existen estudios que demuestran que los fitopatógenos presentan una 
destacable adaptabilidad a los metabolitos antimicrobiales producidos por agentes 
de control biológicos, a pesar de una inhibición inicial al crecimiento (Bonaterra et 
al., 2022). Inicialmente, estos fitopatógenos pueden ser susceptible a la antibiosis o 
a la exclusión competitiva por agentes de biocontrol (Khan et al., 2018), y entonces 
ejercen mecanismos para contrarrestar los efectos inhibitorios iniciales de los 
agentes de control biológico, incluídos la síntesis de enzimas degradativas capaces 
de catabolizar o modificar compuestos inhibitorios, la regulación ascendente de los 
sistemas de bombas de eflujo para expulsar metabolitos tóxicos y las alteraciones 
en la morfología o bioquímica del sitio objetivo para reducir la susceptibilidad 
(Köhl et al., 2019). Por ejemplo, algunas especies de Fusarium han demostrado 
la capacidad de producir enzimas purificantes que neutralizan a metabolitos 
antifúngicos producidos por agentes de control biológicos (Costa Almeida et al., 
2022). Así, la eficacia del control biológico puede verse comprometida con el tiempo 
debido a varios factores, incluyendo fluctuaciones ambientales, la disminución 
de compuestos inhibitorios, interacciones microbiales complejas dentro de la 
rizósfera y el desarrollo de resistencia por fitopatógenos (Lal et al., 2020). La 
naturaleza dinámica de estas interaciones enfatiza la importancia de desentrañar los 
mecanismos moleculares detrás de la adaptación patógena para explicar la pérdida 
observada de eficacia (Barber et al., 2024).

Análisis de genoma bacteriano 

Durante las últimas décadas se ha destacado bacterias de control biológico 
del género Bacillus con actividades protectoras hacia patógenos de plantas de 
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importancia económica (Finkel et al., 2017; Fira et al., 2018; Köhl et al., 2019). 
Así, varios estudios han intentado explorar sus potenciales mecanismos de acción. 
En este sentido, se secuenció y analizó el genoma de B. paralicheniformis TRQ65 
para identificar clústers génicos biosintéticos prometedores asociados con su 
actividad de biocontrol. 

Después de la secuenciación, el genoma de B. paralicheniformis TRQ65 presentó 
un total de 5,079,308 lecturas [2×300 pares base (pb)]. En el análisis de calidad y 
la remoción de adaptadores, solo se descartó el 8.42%. Después del ensable de 
novo, un genoma preliminar de la cepa TRQ65 consistió de 4,475,481 pb; 45.5% 
de contenido G+C; N50 de 676,421; L50 de 3; y 32 contigs (>200 bp). El orden y 
la estructura generaron 25 scaffolds. Además, no se observaron plasmidios y, según 
nuestro entendimiento, la presencia de plasmidios no ha sido reportada para esta 
especie (Vielva et al., 2017). 

La anotación del genoma en el servidor RAST de B. paralicheniformis TRQ65 
presentó 91 ARNs y 4809 secuencias de ADN codificantes predichas (CDS) 
distribuidas en 340 subsistemas. El subsistema más abundante fue aminoácidos 
y derivados (341 CDS), seguido de carbohidratos (338 CDS), metabolismo de 
proteína (198 CDS), cofactores, vitaminas, grupos protésicos y pigmentos (147 
genes), nucleósidos y nucleótidos (101), y dormancia y esporulación (96) (Figura 1). 

Figura 1.	 Distribución por categorías de subsistemas de las secuencias de ADN codificantes (CDS) en el genoma de B. 
paralicheniformis TRQ65, siguiendo el pipeline RAST
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Además, se identificaron genes relacionados con el metabolism secundario de 
biocontrol (9 CDS), incluída la biosíntesis de auxinas (4 CDS). Un estudio previo 
desarrollado por Rojas Padilla et al. (2020) indicó que la cepa TRQ65 puede 
producir ácido indolacético 39.29 ± 0.30 ppm, solubilizar el fosfato en un 1.37 ± 
0.05%. Además, en el genoma de B. paralicheniformis TRQ65 se detectaron genes 
relacionados con la adquisición y el metabolism del hierro (44 CDS), incluída la 
producción de sideróforos (33 CDS) como la bacilibactina. 

Fira et al. (2018) afirman que las bacterias del género Bacillus son productoras 
de una amplia gama de compuestos antagonistas de diferentes estructuras; entre las 
más importantes se encuentran los péptidos y lipopéptidos sintetizados de forma no 
ribosomal. Para explorar los potenciales clústers genéticos biosintéticos asociados 
con la actividad de biocontrol, el genoma de B. paralicheniformis TRQ65 fue 
explotado por antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org) (Blin et al., 
2019). En el genoma de la cepa TRQ65 se detectaron los clusters de genes asociados 
con el biocontrol: i) lichenisina (100% de identidad), un biosurfactante aniónico 
lipopeptídico con actividades citotóxicas, antimicrobianas y hemolíticas (Coronel 
et al., 2017); ii) bacitracina (88% de identidad), un antibiótico lipopeptídico cíclico 
activo contra bacterias Gram-positivas y algunas Gram-negativas, ya que inhiben 
la biosíntesis de la pared celular bacteriana (Liu et al., 2018); iii) fengicina (93% de 
identidad), un lipopéptido con actividad fungitóxica contra hongos filamentosos que 
interactúa con las capas lipídicas y altera la estructura de la membrana celular y su 
permeabilidad (Li et al., 2019); iv) el sideróforo bacilibactina (100% de identidad), 
un compuesto cíclico que contiene grupos catecolato con alta afinidad por el hierro 
(Fe3+), creando un ambiente inadecuado para la colonización por fitopatógenos al 
competir por el hierro (Félix-Pablos et al., 2022); y v) amiloliquecidina (93% de 
identidad), un péptido antimicrobiano activo contra las bacterias Gram-positivas. 
(Gerst et al., 2022). Con base en los modos de acción de los grupos de genes 
biosintéticos mencionados, solo la lichenisina, fengicina y la bacilibactina (Figura 
2) han presentado actividades antifúngicas. Por lo tanto, se infirió que esos tres 
compuestos podrían estar involucrados en el biocontrol de los hongos fitopatógenos 
estudiados y nuestro equipo los está investigando en la actualidad. 

Además, la bacilibactina es un sideróforo de alta afinidad con un núcleo de 
trilactona compuesto de unidades de ácido 2,3-dihidroxibenzóico (DHB) enlazadas 
a residuos de treonina, donde los grupos de catecol quelan iones de Fe³⁺ con alta 
especificidad, con lo que se forman complejos estables que respaldan procesos 
metabólicos esenciales en condiciones de hierro limitado (Khan et al., 2016; 
Dimopoulou et al., 2021; Timofeeva et al., 2022). Lichenisina, un surfactante 
lipopeptídico anfifílico con un anillo peptídico cíclico y una cadena de ácido graso 
hidrofóbica, presenta estabilidad bajo condiciones extremas y ha demostrado que 
inhibie patógenos fúngicos tales como Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, 
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Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger y Neocosmospora keratoplastica (Gudiña 
y Teixeira, 2022; Yeak et al., 2022; Olmedo et al., 2022; Armenova et al., 2024). 
Por otro lado, las fengicinas, en especial las fengicinas A y B, son lipodecapeptidas 
con actividad antifúngica contra hongos filamentosos, que alteran las membranas 
celulares fúngicas, perturban el crecimiento micelial e inducen la resistencia 
sistémica en plantas. Existen estudios que han demostrado su efectividad contra 
Botrytis cinerea, Pythium ultimum y Monilinia fructicola, con lo que exhiben su 
capacidad para suprimir la germinación de esporas y causar la fuga del citoplasma 
fúngico (Vanittanakom et al., 1986; Koumoutsi et al., 2004; Deleu et al., 2005; 
Ongena et al., 2005; Liu et al., 2011; Geissler et al., 2019; Andrić et al., 2020). 
Este estudio proporciona el primer acercamiento hacia el mecanismo potencial de 
control biológico de Bacillus paralicheniformis TRQ65 como un agente de control 
biológico. Sin embargo, los resultados de este studio indican un control biológico 
moderado contra los hongos estudiados. Por lo tanto, se require de más estudios para 

Figura 2. 	 A) Estructura de la bacilibactina (National Center for Biotechnology Information, 2024). La 
bacilibactina se construye alrededor de un núcleo de trilactona formado por la ciclización de tres 
moléculas de ácido 2,3-dihidroxi-benzoico (DHB) enlazadas a un andamiaje central de residuos de 
treonina. El anillo trilactona se forma mediante enlaces de éster entre los grupos hidróxilo de la treonina 
y los grupos carboxilo del DHB. Cada parte del DHB en la bacilibactina contiene grupos funcionales de 
catecol (2,3-dihidroxi-benzoato). Estos grupos de catecol son responsables de la unión de alta afinidad 
dal Fe³⁺. B) Estructura de la Lichenisina (National Center for Biotechnology Information, 2024). La 
lichenisina contiene un anillo peptídico cíclico formado por 13 residuos de aminoácidos. A este núcleo 
peptídico cíclico se le une una cola lipídica, típicamente una cadena de ácido graso β-hidroxilado. La 
cadena peptídica forma una estructura cíclica mediante un enlace amídico entre el grupo carboxilo 
de un aminoácido y el grupo amina de otro, lo cual lleva a formar una estructural anular estable. 
C) Estructura de la Fengicina (National Center for Biotechnology Information, 2024). La fengicina 
consiste en un decapéptidoque forma una estructura cíclica mediante un enlace lactona. A este anillo 
peptídico se le une un ácido graso β-hidroxilado, cuya longitud puede variar, generalmente entre 14 y 
18 átomos de carbono. La secuencia exacta de aminoácidos puede variar ligeramente dependiendo de 
la isoforma específica de la fengicina.
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explorer la capacidad de control biológico, identificado a través de la explotación 
genómica para complementar los resultados del análisis de confrontación de baja 
inhibición.

Conclusiones

Bacillus paralicheniformis TRQ65 es un agente de control biológico que inhibe 
el crecimiento mycelial de Fusarium brachygibbosum, Neocosmospora solani, 
Botryosphaeria rhodina y Bipolaris sorokiniana. Con base al aprovechamiento 
genómico, esta bioactividad podría estar relacionada con la biosíntesis de 
lichenisina, fengicina y/o bacilibactina. Así, actualmente se están llevando a 
cabo más estudios por parte de nuestro equipo de investigación para mejorar la 
capacidad de B. paralicheniformis TRQ65 y validar su uso como ingrediente activo 
en inoculantes bacterianos para avanzar hacia una agricultura sostenible.
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