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(ACB) el grupo de Bacillus cereus, que incluye a B. cereus, B. anthracis, y B. thu-
ringiensis y el grupo B. subtilis, comprendido por B. subtilis, B. licheniformisy B.
pumilus, principalmente. B. thuringiensis, a través de genes cry, posee mecanismos
moleculares para sintetizar una inclusion cristalina durante la esporulacion, que
contiene proteinas conocidas como endotoxinas o proteinas Cry. Bacillus subtilis
produce sustancias con un alto potencial de control bioldgico, como lo son los com-
puestos organicos volatiles, asi como metabolitos secundarios bioactivos.
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Conclusion. Es evidente el potencial del género Bacillus para ser empleados como
agentes de control bioldgico, son muy utilizados para el desarrollo de distintos
bioplaguicidas que presentan ventajas sobre otros productos, sin embargo, es ne-
cesario continuar realizando investigaciones desde el area in vitro en el laboratorio
hasta el campo, para contribuir a garantizar su bioseguridad y efectividad.

Palabras clave: Bacterias benéficas, agricultura sostenible, biocontrol, mecanis-
mos de accion.

INTRODUCCION

El incremento de la poblaciéon humana a nivel mundial y el impacto del cambio
climatico indica que la demanda de alimentos se duplicara para el afio 2050, la
cual actualmente se satisface en un 80% por el sector agricola (FAO, 2017). Sin
embargo, algunos de los factores que limitan la productividad y generan entre un
20y 40% de pérdidas en la produccion agricola son las enfermedades en las plantas
causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos) (de los Santos-Villalobos et al.,
2021; Garcia-Montelongo ef al., 2023). Debido al interés emergente de controlar
enfermedades de importancia agricola, el estudio y uso de microorganismos pro-
motores de crecimiento vegetal (MPCV), asi como agentes de control biologico
(ACB) ha crecido en las tltimas décadas asi como su empleo en la formulacion
de bioplaguicidas incorporados en el Manejo Integral de Plagas y Enfermedades
(MIPE). Convencionalmente, las plagas y enfermedades de las plantas se controlan
mediante el uso de pesticidas quimicos que contribuyen al aumento de problemas
ambientales y consumen un gran volumen de recursos (de los Santos-Villalobos et
al., 2021; Montoya-Martinez et al., 2024).

Los microorganismos poseen una amplia diversidad de mecanismos de accion
para proteger a las plantas y controlar patdgenos. Algunos interactiian a través de
competencia de espacio y nutrientes, parasitismo y antibiosis para interferir direc-
tamente con el patdogeno, mientras que otras interacciones con las plantas se pueden
dar por resistencia inducida (Garcia-Montelongo et al., 2023). Mediante la biopros-
peccion de cepas seleccionadas como ACB se pueden identificar metabolitos de
interés; éstos deben de ser identificados, caracterizados, purificados y con sus pro-
piedades biologicas evaluadas, asimismo contar con un monitoreo en su actividad
biocontroladora (Montoya-Martinez et al., 2024).

Uno de los grupos de bacterias endofiticas y rizosféricas aisladas mas estudiados
son los bacilos, ya que han sido caracterizados como potenciales ACB. La sintesis
de enzimas con actividad antibiotica (subtilina, subtilosina A, TasA, sublancina) es
una de sus habilidades antagoénicas, asi como la produccion de péptidos de origen
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no ribosémico, los cuales son sintetizados por péptidos sintetasas no ribosdémicas,
como bacilena, bacilisina, clorotetaina, difficidina, micobacilina y algunas rizoci-
tocinas (Orozco-Mosqueda ef al., 2021).

Actualmente, se ha reportado que Bacillus es el género con cepas mas utilizadas
para la produccion de bioplaguicidas, componiendo mas del 85% de los productos
bacterianos comerciales, esto debido a su gran versatilidad metabdlica que, me-
diante diversos mecanismos bioldgicos, le permite controlar plagas y enfermedades
(Villarreal-Delgado et al., 2018).

La presente revision tiene como objetivo analizar criticamente el uso bacterias
del género Bacillus, sus principales mecanismos de accion contra plagas y
enfermedades en plantas, asi como su implementacion, sin riesgos a la bio-
seguridad, mediante el desarrollo de bioinoculantes, ya que el sustento cientifico
de estos productos sobre sus mecanismos de accion, implicaciones ecologicas y
de bioseguridad y su formulaciéon son determinantes para el desarrollo de una
agricultura sustentable.

EL GENERO Bacillus

El género Bacillus fue reportado por primera vez por Cohn (1872), quien lo
describié como bacterias productoras de endosporas resistentes al calor (Villarreal-
Delgado et al., 2018). Este género bacteriano, perteneciente al Reino Bacteria; Filo
Firmicutes; Clase Bacilli; Orden Bacillales y Familia Bacillaceae. Se caracteriza
por su crecimiento aerobio o anaerobio facultativo, especies Gram positivas, mor-
fologia bacilar, movilidad flagelar, y tamafio variable (0.5 a 10 pm), crecimiento
optimo a pH neutro, un rango de temperatura optima variable, aunque la mayoria
de las especies son mesofilas (crecen entre 30 y 45 °C) (Figura 1). También destaca
su capacidad de producir endosporas como mecanismo de resistencia, lo cual le
confiere la capacidad de prevalecer en los ecosistemas atn bajo condiciones adver-
sas (de los Santos-Villalobos et al., 2018; San Miguel-Gonzalez et al., 2024).

Actualmente, este género incluye mas de 427 taxones con un nombre valida-
mente publicado (Parte ef al., 2020). Los taxones, por su similitud genética, pueden
clasificarse en distintos grupos, destacando entre los ACB el grupo de Bacillus
subtilis, comprendido por B. subtilis, B. licheniformis y B. pumilus, y el grupo de
B. cereus, que incluye a B. cereus, B. anthracis, y B. thuringiensis, principalmente;
una amplia variedad de especies del género Bacillus ha mostrado actividad antago-
nica contra diferentes microorganismos fitopatégenos que afectan cultivos agrico-
las como el maiz, el arroz, entre otros (Villarreal-Delgado ez al., 2018).
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Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de Bacillus cereus (A) y B. subtilis (B), pertenecientes a la Coleccion de

Microorganismos Edaficos y Enddfitos Nativos, crecidas a 28 °C en agar nutritivo (COLMENA) (www.
itson.edu.mx/COLMENA) (de los Santos-Villalobos et al., 2018).

Bacillus COMO BIOINSECTICIDAS

Los bioplaguicidas son un tipo particular de productos bioldgicos, enfocados en el
control de plagas agricolas a base de un microorganismo vivo o un producto natural
(Garcia De Ledn y Mier, 2010). Estos pueden ser clasificados en tres tipos de acuer-
do con la sustancia activa: 1) productos bioquimicos, ii) productos semi-quimicos,
y iii) microorganismos (Villarreal-Delgado et al., 2018). El género Bacillus ha sido
ampliamente estudiado debido a su capacidad de producir esporas, lo cual facilita
su almacenamiento, encapsulacion y posterior aplicacion en campo, su amplia di-
versidad metabdlica relacionada con su prevalencia en ecosistemas y su habilidad
de reducir la incidencia de plagas y enfermedades en cultivos (Santoyo et al., 2019;
Valenzuela-Ruiz et al., 2020).

Bacillus thuringiensis (Bf)

Bacillus thuringiensis (Bt), a través de genes cry, posee mecanismos moleculares
para producir toxinas; ésta sintetiza una inclusion cristalina durante la esporula-
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cion, que contiene proteinas conocidas como endotoxinas o proteinas Cry (Sarwar,
2015).

Crickmore et al. (2016) han creado una base de datos especial para toxinas de Bt,
la cual incluye enlaces a informacion sobre insectos hospedadores y se actualiza
continuamente (https://www.bpprc.org/ consultado el 30 de mayo de 2024), donde
se han identificado y caracterizado alrededor de 950 genes de toxinas que codifican
diferentes proteinas entomopatdgenas en cepas de Bt aisladas de diversas partes del
mundo (Galvis y Moreno, 2018). La mayoria de estas toxinas, producidas duran-
te la fase de esporulacion, son inclusiones parasporales; éstas contienen proteinas
cristalinas conocidas como delta-endotoxinas, clasificadas en dos familias: Cry y
Cyt (Jouzani et al., 2017).

Las d-endotoxinas (Cry) son toxicas para una amplia variedad de plagas de in-
sectos, como lepidopteros, coledpteros y dipteros (Maksimov et al., 2020). Bt nor-
malmente comprende una gran familia de varias subespecies, cada una categoriza-
da por caracteristicas filogenéticas y serotipadas distintas (como Bt subsp. kurstaki,
Bt subsp. aizawai, Bt subsp. tenebrionis, Bt subsp. isarelensis, etc.); ademas, cada
subespecie de Bt incluye multiples cepas y serotipos (Bravo et al., 2011).

Ademas de las proteinas Cry, se han descrito otras inclusiones proteicas denomi-
nadas proteinas Cyt, las cuales a diferencia de las proteinas Cry, tienen una mucho
menor masa molecular (aproximadamente 27 kDa) y ademas presentan actividad
citolitica (Bravo et al., 2007). Actualmente se han reportado mas de 300 genes cry
de Bt, clasificandose en 73 familias Cry y 3 familias Cyt (Porcar & Juarez, 2004;
Xu et al., 2014). Tanto las proteinas Cry como las proteinas Cyt son producidas
durante la fase de esporulacion, y son conocidas por sus efectos toxicos especificos
sobre una gran variedad de invertebrados, principalmente dipteros, lepidopteros,
coleopteros y nematodos (Pérez-Garcia ef al., 2011; Soberdn et al., 2007).

Las proteinas Cry son altamente especificas con respecto a su modo de accion,
estan presentes en los esporangios en una forma inactiva. Tras la autolisis del espo-
rangio se liberan los cristales de proteina, los cuales una vez ingeridos por insectos
susceptibles y digeridos parcialmente en el intestino medio del insecto, se vuelven
toxicas (Bravo et al., 2011). El mecanismo de accidn inicia una vez que las pro-
teinas Cry son procesadas proteoliticamente a través de proteasas presentes en el
intestino medio del hospedero, separando una seccidon de aminoacidos en la region
N-terminal y en el extremo C-terminal (dependiendo de la naturaleza de la proteina
Cry), liberando asi fragmentos activos y toxicos que interactiian con las proteinas
receptoras presentes en células intestinales de la larva (Figura 2). Estos fragmentos
son reconocidos por receptores especificos en la membrana, e insertados a través de
la caderina, dando sucesion a una serie de sefiales para la formacion de una estruc-
tura oligomérica pre-poro, y consecuentemente el poro litico, por el cual se efectia
un desequilibrio osmotico, que finalmente destruye el epitelio intestinal y en consi-
guiente la muerte celular (Portela-Dussan et al., 2013; Xu et al., 2014).

Parra-Cota et al., 2024. Vol. 42(4): 39. S



Revista Mexicana de Fitopatologia. Articulo de revision. Acceso abierto

A 1) Domain|  Domain il Domain il 2)

100 amino acids
—t

Lumen- Intestino medio

Oligomero

Caderina

Citoplasma
Muerte celular

Figura 2. Proteinas Cry. 1-A) Estructura primaria, mostrando la organizacion de los dominios de miembros
representativos de cada familia Cry, 2-A) Estructura terciaria conservada, mostrando las posiciones
de los tres dominios. B) Mecanismo de accion de las proteinas Cry en insectos, iniciando una
vez que las proteinas Cry son procesadas proteoliticamente por proteasas en el intestino medio
del hospedero, separando una seccion de aminoacidos en la region N-terminal y en el extremo
C-terminal (dependiendo de la naturaleza de la proteina Cry), liberando asi fragmentos activos y
toxicos que interactian con las proteinas receptoras presentes en células intestinales del insecto.
Modificado de Villarreal-Delgado et al., 2018.; de Maagd et al., 2001; Xu et al., 2014.

Es importante mencionar que Bf no es el responsable de la muerte del insecto
per se, sino que una vez que ocurre dafio en el intestino del insecto, diversas bac-
terias del intestino pasan a la hemolinfa, y finalmente el insecto muere por septice-
mia. Este mecanismo de accion ha sido descrito en lepidopteros, y en otros érdenes
como coledpteros, nematodos y dipteros el mecanismo no ha sido elucidado en su
totalidad (Vachon et al., 2012). Los factores clave para este evento son la presencia
de proteasas especificas, un ambiente alcalino y la presencia de receptores especi-
ficos en el intestino del insecto, lo cual explica que las toxinas solo son efectivas
en un pequeiio rango de hospedadores y, por lo tanto, a menudo tienen un efecto
limitado en poblaciones no objetivo (Cawoy et al., 2011). Ademas, los genes que
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codifican las proteinas Cry/Cyt se activan durante la esporulacion porque estan
controlados por una ARN polimerasa que también se sintetiza especificamente
mientras se forman las esporas (Sanahuja et al., 2011).

A pesar de la diversidad de secuencias de aminoacidos, todas las proteinas Cry
comparten una estructura terciaria general similar, como se ha observado en las
seis estructuras resueltas hasta ahora mediante cristalografia de rayos X (CrylAa,
Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa y Cry4Ba); la porcion C-terminal estd invo-
lucrada en la formacion de cristales, pero no es parte de la toxina madura, ya que
gran parte de esta se escinde en el intestino del insecto; la porcion N-terminal es
la toxina misma, y comprende tres dominios: el dominio I es un conjunto de siete
hélices a, seis de las cuales son anfipaticas y rodean a la séptima hélice hidrofobica,
este dominio es responsable de la insercion de la membrana y la formacién de po-
ros liticos; el dominio II consta de tres hojas B antiparalelas con regiones de bucle
expuestas; el dominio III es un B-sandwich (Figura 2); los dominios I y II confieren
especificidad de unién al receptor, lo que ayuda a definir el rango de hospederos
(Boonserm et al., 2006). Por otra parte, las proteinas Cyt se unen directamente a la
bicapa lipidica de las células intestinales y estan conformadas por un solo dominio
compuesto por una hoja  rodeada por dos hélices a (Cohen et al., 2008, 2011).

Existen diversas investigaciones donde se ha reportado el potencial de las pro-
teinas Cry para el control de plagas de importancia agricola. Niedmann y Meza-
Basso (2006), demostraron el potencial de Bt para el control de la polilla del tomate
(Tuta absoluta), destacando que en ensayos en hojas de tomate adicionadas con
concentrados de proteinas Cry extraidas 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 T. abso-
luta. También, se han reportado investigaciones donde extractos de proteinas Cry
obtenidos de las cepas LBIT-13, LBIT-44, LBIT-383, LBIT-418 y LBIT-428 de B¢,
demostraron tener un efecto toxico en el gusano cogollero del maiz (Spodoptera
frugiperda) (Vazquez-Ramirez et al., 2015).

El uso de Bt no se limita al control de plagas agricolas, ya que su serovariedad
B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti) descubierta por Goldberg y Margalit (1977)
en el desierto de Negev, en Israel, ha sido utilizada y comercializada por su alta
actividad para el control de mosquitos y otros dipteros de importancia médica. Bti
sintetiza tres proteinas Cry (Cry4A, Cry4B y Cryl1A) y una proteina Cyt (Cyt1A),
a dicho conjunto se le atribuye la alta toxicidad de Bti, asi como la carencia de re-
portes de generacion de resistencia en insectos susceptibles (da Silva Carvalho et
al., 2018).

Las proteinas insecticidas vegetativas (Vip por sus siglas en inglés) son otras
proteinas interesantes derivadas de Bt, las cuales son producidas durante la etapa
vegetativa de esta bacteria. Incluyen la toxina binaria Vipl y Vip2 con especifi-
cidad contra coledpteros y Vip3 con un amplio espectro de actividad contra lepi-
dopteros. Se ha demostrado el potencial insecticida de Vip1/Vip2 sobre diferentes
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plagas como el coledptero Sitophilus zeamais, conocido como la plaga de granos
almacenados, y de Vip3 contra las larvas de lepidopteros, Spodoptera frugiperda
y Helicoverpa zea, asi como contra el gusano bellotero del algodon, Helicoverpa
armigera (Mnif'y Ghribi, 2015).

Otras toxinas insecticidas menos estudiadas de Bt incluyen las proteinas insec-
ticidas secretadas (Sip, por sus siglas en inglés), las cuales son proteinas de aproxi-
madamente 41 kDa con actividad reportada contra coledpteros, y las f-exotoxinas.
Estas, al igual que las proteinas Sip, son secretadas durante la fase vegetativa, no
obstante, las B-exotoxinas son metabolitos secundarios secretadas s6lo por ciertas
cepas de Bt. Su efecto toxico no se limita a invertebrados, llegando a ser toxicas con-
tra mamiferos, por lo cual el uso de cepas de Bt capaces de sintetizar f-exotoxinas
es restringido en diversas partes de América y Europa (Chattopadhyay y Banerjee,
2018; Liu et al., 2014; Palma et al., 2014).

Bacillus COMO BIOFUNGICIDAS

Los biofungicidas en general pueden definirse como microorganismos o com-
puestos naturales que tienen la capacidad de controlar patdogenos causantes de las
enfermedades en las plantas (Abbey et al., 2019). Existen multiples reportes res-
pecto al modo de accion de los diversos agentes biofungicidas:

Competencia, en que el agente biofungicida compite por factores nutricionales
(como nitrogeno o carbono) con hongos, limitando el crecimiento de estos.

Antibiosis, en que existe interacciones bioldgicas antagdnicas entre organismos.

Parasitismo, simbiosis en la cual uno de los organismos subsiste del otro causan-
dole deterioro.

Induccion de resistencia, mecanismo en el cual se induce a la planta adoptar medi-
das bioldgicas que evitan la propagacion de patégenos (Garcia-Montelongo et al.,
2023; Kohl et al., 2019).

Los fungicidas formulados a base de cepas del género Bacillus ofrecen varias
ventajas sobre otros microorganismos, ya que forman endosporas y pueden tole-
rar condiciones extremas de pH, temperatura y osmoticas, pudiendo colonizar la
superficie de la raiz, aumentan el crecimiento de las plantas y causan la lisis del
micelio fangico (El-Bendary et al., 2016).
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ha sido una de las especies mas estudiadas y utilizadas por su
produccion de sustancias con un alto potencial de control bioldgico, como lo son
los compuestos organicos volatiles, asi como metabolitos secundarios bioactivos
(Andri¢ et al., 2020). Entre estas sustancias resaltan los lantibidticos, son péptidos
de bajo peso molecular. Son antibidticos con un alto grado de actividad bactericida
contra bacterias Gram positivas, siendo la subtilina el mas estudiado en el caso de
B. subtilis. Esta forma poros dependientes de voltaje en la membrana citoplasmica
de bacterias susceptibles (Klein y Entian, 1994). Otros lantibidticos sintetizados
por B. subtilis incluyen la plantazolicina, con alta selectividad contra B. anthracis
y la ericina (Molohon et al., 2016; Stein et al., 2002). Existen diversos antibioticos
sintetizados por B. subtilis, como lo son: bacitracina, la cual tiene actividad princi-
palmente contra bacterias Gram positivas inhibiendo la sintesis de peptidoglicano;
bacilisina, la cual cuenta con actividad contra bacterias y hongos, inhibe la sintesis
de glucosamina, perturbando la formacion de la pared celular microbiana; rizocti-
cina, antibiotico con actividad principalmente contra hongos al inhibir la treonina
sintasa, afectando la sintesis de proteinas en hongos susceptibles (Borisova et al.,
2010; Molohon et al., 2016; Rajavel et al., 2009; Stein et al., 2002).

Entre el repertorio de proteinas de interés de B. subtilis también se encuentran
las fengicidas e iturinas, las cuales tienen un efecto inhibitorio del crecimiento
fungico y actividad antagénica con la membrana celular de hongos (Caulier ef al.,
2019). Otras sustancias sintetizadas por B. subtilis con actividad contra patogenos
de plantas son los lipopéptidos, compuestos de bajo peso molecular con caracteris-
ticas anfifilicas que proporciona proteccion a las plantas, al suprimir directamente
el crecimiento de los agentes patogenos o induciendo resistencia sistémica en plan-
tas hospederas (Hashem et al., 2019). Cabe resaltar que las sustancias sintetizadas
por B. subtilis no solo tienen actividad por si mismas, también tienen la facultad
de inducir una reaccion inmune en plantas, volviéndolas menos susceptibles contra
infecciones (Andri¢ et al., 2020).

Las bacterias de la especie Bacillus subtilis son ampliamente estudiadas para el
control bioldgico de microorganismos fitopatogenos, lo que facilita su uso racional;
de esta manera, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (USFDA) ha otorgado el estado “generalmente considerado como seguro”
(GRAS, por sus siglas en inglés) a esta especie, siendo asi, reconocido como no pa-
togeno (Cawoy et al., 2011). B. subtilis es una especie bacteriana ubicua en varios
habitats y cumple diversos nichos ecologicos. No tiene historial de patogenicidad
por contacto en el ambiente, la cual ha mostrado ser un potencial agente de con-
trol biologico de hongos fitopatdogenos y bacterias, mosquitos y nematodos dafiinos
(Mnif'y Ghribi, 2015; Ongena y Jacques, 2008). La supervivencia de B. subtilis en
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la rizosfera y, por lo tanto, su alta eficacia como biopesticida es debido a su diversi-
dad metabolica (enzimas liticas y compuestos antimicrobianos) y su capacidad para
producir esporas (Cawoy et al., 2011).

En diversos estudios se ha reportado el potencial larvicida de metabolitos (li-
popéptidos) derivados de B. subtilis, los cuales se han empleado en formulaciones
efectivas para el control de Drosophila melanogaster, los dipteros Culex quinque-
fasciatus, Anopheles stephensi y Aedes aegypti, asi como los lepidopteros Prays
oleae, Spodoptera littoralis y Ephestia kuehniella (Mnif'y Ghribi, 2015). Geetha y
Manonmani (2008), reportaron que las etapas pupales de 4. stephensi, C. quinque-
fasciatus y A. aegypti [LC50:2,7.3 y 11.8 mg mL"!, respectivamente] resultaron ser
mas susceptibles al lipopéptido mosquitocida que etapas larvarias [LC50: 19,23 y
34 mg mL!, respectivamente]; un aspecto notable de estos compuestos insecticidas
es el reporte de su estabilidad y que conservan su capacidad larvicida, pupicida y
adulticida bajo condiciones como pH extremo, altas temperaturas, radiacion solar/
UV, asi como a la accion de proteasas (Geetha y Manonmani, 2010; Ghribi ef al.,
2012).

Por otra parte, se han reportado otras especies del género Bacillus con capacidad
de control bioldgico. Por ejemplo, Bacillus cereus es una bacteria formadora de
esporas, ampliamente distribuida en el suelo y utilizada como ACB. B. cereus es un
patdgeno facultativo natural del mosquito 4. aegypti, el principal vector de chikun-
gunya y dengue, ya que pueden colonizar los intestinos de las larvas del insecto. La
actividad insecticida de B. cereus contra larvas de A. aegypti fue aproximadamente
de un 90%, siendo la concentracion letal (LC50) de 2.5 £ 0.71 mg mL"' (Radhika
et al., 2011). Ademas, nuevas especies de este género y con capacidades metabo-
licas interesantes podrian conducir a potenciales bioproductos antagonistas a fito-
patogenos. B. cabrialesii es una nueva especie de Bacillus, caracterizada como
endofita del cultivo de trigo, si bien ésta cepa ha mostrado biocontrol a Bipolaris
sorokiniana, sus estrategias como promotora del crecimiento vegetal (solubilizado-
ra de fosforo, productora de indoles, incremento de clorofila) podrian volver mas
interesante su aplicacion, para disminuir la aplicacion no sélo de pesticidas sinté-
ticos, aunado a ello las dosis de fertilizacion (de los Santos-Villalobos et al., 2018;
Valenzuela-Aragon et al., 2019; Villa-Rodriguez et al., 2019).

USO COMERCIAL DE Bacillus

Los plaguicidas microbianos ofrecen ventajas frente a otros grupos de plaguici-
das, incluidos los derivados de hongos y plantas y zooides, debido a que en general
los organismos utilizados en los insecticidas microbianos son esencialmente no
toxicos y no patdgenos para la vida silvestre, los seres humanos y otros organis-
mos no estrechamente relacionados con la plaga objetivo. Ademas, no dafian al
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medio ambiente y la calidad del agua y ofrecen una alternativa mas eco-amigable
que los plaguicidas quimicos (Chandler et al., 2011; Sarwar, 2015). Por otra parte,
la mayoria de los insecticidas microbianos pueden usarse junto con insecticidas
quimicos sintéticos porque en la mayoria de los casos el producto microbiano no
se desactiva o dafia por efecto de los insecticidas convencionales (Mnif y Ghribi,
2015). Asimismo, pueden tener un efecto dual en los cultivos ya que la mayoria
de los ACB poseen otros mecanismos, que mejoran la adquisicion de nutrientes
y/o el desarrollo de la planta, asi como las propiedades del suelo, asi como tam-
bién muestran la capacidad de estimular la defensa y otros procesos fisiologicos de
las plantas, que pueden hacer que los cultivos tratados sean mas resistentes a una
variedad de estrés bidticos y abidticos (Borriss, 2011; Sarwar, 2015). Ademas, los
bioplaguicidas pueden usarse cuando las plagas hayan desarrollado resistencia a los
pesticidas convencionales.

Un organismo debe cumplir varios requisitos antes de ser liberado al ambiente
como potencial bioplaguicida, entre ellos destaca que i) debe ser altamente especi-
fico y efectivo contra la plaga objetivo, ii) demostrar el potencial para ser procesa-
do con éxito mediante tecnologia de produccion continua, iii) estar disponible en
formulaciones con una vida util razonable, iv) mostrar estabilidad y ser inofensivo
para el ser humano, la flora y fauna no objetivo (Menéndez y Pago, 2020). El gé-
nero Bacillus ha sido utilizado como modelo de estudio para la agro-biotecnologia
por poseer distintas caracteristicas (Figura 3).

Diversidad metabélica 7 % Resistencia y colonizacion
Toxinas s OV \ Esporas
Antibidticos 3 & - } Tolerancia a estrés
Enzimas liticas ! Y A abicticos
Sideréforos . j‘ o gt Bledic
Induccidn a la resistencia Y 5 Biopeliculas
sistémica Bacillus spp. Crecimiento rapido
Fitohormonas ' Especifico con la plaga
objetivo

Solubilizacién de nutrientes

Figura 3. Caracteristicas de interés de Bacillus spp. para la formulacion de bioinoculantes.
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Por ejemplo, Bacillus thuringiensis (Bt) se ha utilizado como bioplaguicida en
la agricultura, la silvicultura y el control de vectores de enfermedades humanas.
Sus ventajas son la toxicidad especifica contra los insectos objetivo, la falta de resi-
duos contaminantes y la seguridad para los organismos no objetivo, como mamife-
ros, aves, anfibios y reptiles (Sansinenea, 2012). Actualmente, los productos a base
de B. thuringiensis representan mas del 70% de los bioplaguicidas comercializados
mundialmente (Figura 4) (Valenzuela Ruiz et al., 2024). La mayoria de las formu-
laciones de Bt se obtienen de diferentes cepas, incluyendo B. thuringiensis subsp.
kurstaki (Btk) cepa HD1 (CrylAa, CrylAb, CrylAc y Cry2Aa); B. thuringiensis
subsp. kurstaki (Btk) cepa HD73 (CrylAc); B. thuringiensis subsp. aizawai cepa
HD137 (CrylAa, CrylB, CrylCa, y CrylDa); B. thuringiensis subsp. tenebrionis
(Cry3Aa) y B. thuringiensis subsp. israelensis (Cry4A, Cry4B, Cryl1Ay CytlA)
(Mnif'y Ghribi, 2015). En México, la aplicacion de formulados a base de Bf repre-
senta una alternativa eficaz para el control de insectos, presentando un porcentaje
de uso de 4 a 10% del total de insecticidas utilizados para los cultivos de maiz,
algodon y hortalizas (Tamez Guerra et al., 2001). Ademas, otras especies del gé-
nero de Bacillus, tales como: B. subtilis, B. cereus y B. licheniformis, también han
demostrado su potencial insecticida control plagas de cultivos agricolas y vectores
de enfermedades humanas (Villarreal-Delgado et al., 2018).

W Bacillus sorto aislada por Ishiwatari en gusano de seda
B Baciftus thuringiensis descrita por Berliner

|B. thuringiensis var. tenebrionis (Coledptera).

B. thuringiensis (Nematoda, Trematoda y Acari) ——————————————————
| BioplaguicidasenMIPE |

e |

B. thuringiensis en transgenicos y en la industria

1931 1641 1951 8 2001 2020

Figura 4. Evolucion del género Bacillus como bioplaguicida en la industria.

En los ultimos afios, el mercado de la produccion de plaguicidas quimicos ha
declinado un 2% anual, mientras que la produccion de bioplaguicidas presenta un
incremento anual del 20% (Cheng et al., 2020). Entre las razones para el interés
creciente en los bioplaguicidas, se encuentra la baja probabilidad de que los orga-
nismos patdgenos desarrollen resistencia, la disminucion en el descubrimiento de
nuevos insecticidas, una mayor conciencia publica sobre los riesgos de los pla-
guicidas sintéticos, el incremento de estudios sobre la especificidad de los biopla-
guicidas, avances en la produccién y la tecnologia de formulacion y divulgacion,
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asi como una mejor interaccion con los productores y las autoridades reguladoras
(Olson et al., 2013; Olson, 2015).

Es importante destacar que la transicion e integracion de los bioplaguicidas en
las practicas agricolas actuales deben cumplir con ciertos requisitos: a) efectividad
contra la plaga o enfermedad, b) compatibilidad con otros métodos de control, ¢)
bajo o nulo impacto ambiental, d) efecto duradero en el entorno, e) rentabilidad
desde el punto de vista costo/beneficio, f) viabilidad técnica de su uso, y g) acepta-
cion por parte de los productores y la sociedad en general. Por lo tanto, su uso pre-
senta una oportunidad para impulsar el desarrollo y modernizacién de las practicas
agricolas actuales, contribuyendo a la seguridad alimentaria mediante enfoques de
bioseguridad (Villarreal-Delgado et al., 2018).

RETOS ACTUALES Y FUTUROS DEL USO DEL GENERO Bacillus
EN LA AGRICULTURA

Existen cuestiones claves para mejorar la eficacia de los bioplaguicidas y la
consistencia de la proteccion, entre ellos destaca la correcta seleccion de cepas, ya
que el método que mas se utiliza actualmente es el cribado in vitro, debido a que
es facil de implementar. Este presenta el inconveniente de que generalmente no se
toman en cuenta las condiciones ambientales de donde se utilizara, por lo cual es
necesario optimizar el proceso de seleccion, utilizando métodos mas realistas que
incluyan la vinculacion de observaciones en campo con parametros comprobables
(Cawoy et al., 2011).

Otro aspecto que se debe considerar para mejorar la eficacia de los bioplaguici-
das, es el agro-sistema, es decir, encontrar combinaciones adecuadas entre biopla-
guicidas, plaguicidas quimicos, fertilizacion de plantas, practicas agricolas como
diferentes tipos de labranza, asi como integrarlos en un MIPE que incluya practicas
de cultivo, resistencia de la planta, control quimico y otros ACB (Cawoy et al.,
2011; Pérez-Garcia et al., 2011; Van Der Heijden et al., 2008). Los métodos de
formulacién y aplicacion también son aspectos claves a considerar que influyen
directamente en la eficacia de los bioplaguicidas. Para ello es importante realizar
investigaciones sobre sus aplicaciones en ambientes especificos, asi como adicio-
nar a las formulaciones compuestos u otros microorganismos que sean biocompa-
tibles y optimicen la actividad de control biologico (Cawoy et al., 2011; Correa et
al., 2009). Asimismo, es necesario estudiar la tolerancia al calor, la desecacion, la
exposicion a la radiacion ultravioleta, asi como otros tipos de estrés que pudiesen
reducir la efectividad de los insecticidas microbianos, en consecuencia, S€ necesi-
tan procedimientos especiales de formulacion, aplicacion y almacenamiento para
algunos plaguicidas microbianos (Chandler et al., 2011).

Por lo tanto, podemos precisar que cada ACB es un organismo particular que
efecttia su accion de forma especifica, donde los estudios de cada cepa microbiana
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seleccionada se deben profundizar, con el objetivo de incrementar el conocimiento
sobre la forma de potenciar su control bioldgico mediante una formulacion efec-
tiva, considerando aspectos de riesgo ecoldgico y la bioseguridad para el agro-
sistema. Por ello también es necesario profundizar en la correcta identificacion del
ACB, para descartar el uso de cepas patogénicas para el ser humano. Particular-
mente, dentro del grupo de Bacillus cereus, que incluye especies como B. cereus,
B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. seudomycoides, B. cytotoxicus y
B. weihenstephanensis, algunas cepas hansido identificadas como patdgenos para
humanos (Villarreal-Delgado et al., 2018).

La virulencia de estas especies se ha asociado principalmente con la presencia
de dos toxinas, la hemolisina BL (HBL) y la toxina entérica no hemolitica (NHE),
que forman un complejo proteico (Kim et al., 2015). Ademas, en cepas patogenas
se han identificado otras toxinas, incluyendo la citotoxina K (cytK), enterotoxina
FM (entF'M), enterotoxina S (entS) y enterotoxina T (bceT). También estan impli-
cados en la patogenicidad de estas cepas productos de otros genes, como la hemo-
lisina A (hlyA), hemolisina Il y III (hlyl, hiyll), cereolisina Ay B (cer4, cerB), y el
factor transcripcion pleitropico (pc/R) (Ceuppens et al., 2013).

La clasificacion y diferenciacion de especies dentro del grupo de Bacillus ce-
reus se ha realizado utilizando el gen 16S RNAr y otras caracteristicas como 1)
virulencia (B. cereus), 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. seudomycoides). Sin embargo, la dife-
renciacion entre especies estrechamente relacionadas, como B. cereus, B. anthracis
y B. thuringiensis, es limitada cuando se usan factores de virulencia y contenido
de plasmidos debido a la pérdida y transferencia de estos elementos a lo largo de
su historia evolutiva (Hoffmaster ez al., 2006; Liu et al., 2015). Recientemente, es-
tudios comparativos de genomas completos utilizando hibridacion digital de ADN
(dDDH) revelaron una amplia distribucion de genes cry y plasmidos tipo pXO en
miembros de este grupo. Estos estudios demostraron que hay una baja correlacion
entre la posicion filogenética y la presencia o ausencia de estos plasmidos, ademas
demostraron que el analisis multilocus (MLST) tiene una baja resolucion para la
diferenciacion a nivel de especies (Liu ef al., 2015).

Para la seleccion y comercializacion de ACB de estas especies es necesaria su
correcta identificacion y la determinacion de su virulencia para el ser humano. La
deteccion del riesgo potencial de estas especies se puede llevar a cabo mediante
estudios de taxonomia, actividad B-hemolitica y deteccion con marcadores mole-
culares de virulencia definidos, pero la tnica alternativa precisa de clasificar y de-
terminar su virulencia es mediante el estudio de gendmica comparativa utilizando
genomas completos. Sin embargo, es importante considerar que son herramientas
costosas, pero a medida que las secuencias de genomas completos se encuentren
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disponibles se podran realizar estudios mas profundos para garantizar el uso de
cepas bioseguras en la agricultura.

Por otra parte, debido a que el uso de bioplaguicidas ha adquirido gran rele-
vancia en el sector agricola, lo cual generalmente implica la aplicacion de altas
poblaciones del microorganismo de interés con el objetivo de potenciar su esta-
blecimiento y colonizacién, en necesario que se realicen estudios sobre el impacto
ecoldgico de la introduccion de un ACB a los agro-sistemas. Esto debido a que bajo
ciertas condiciones pudiesen ocasionar cambios en las comunidades microbianas
con resultados agro-ecoldgicamente impredecibles, ain mas cuando se inoculan
ACB, ya que generalmente su actividad bioldgica no es especifica o selectiva para
el agente fitopatdgeno en cuestion, lo cual puede generar cambios impredecibles en
la estructura microbiana de dichos agro-sistemas (Trabelsi y Mhamdi, 2013). De
esta manera, es importante dar seguimiento al impacto de la inoculacion de agentes
de control bioldgico sobre la estructura y composicion de las comunidades micro-
bianas en los agro-sistemas, con el objetivo de garantizar el equilibrio ecolédgico,
ademas del efecto insecticida buscado.
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