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Resumen

La rizésfera es la region del suelo donde habitan las diversas comu-
nidades microbianas que se ven influenciadas por los compuestos
exudados de las raices de las plantas. Diversas especies de bacterias
que pertenecen al género Bacillus son de las mds abundantes en este
tipo de ecosistemas, las cuales pueden beneficiar el desarrollo y la
salud vegetal. Los efectos benéficos pueden ocurrir de forma directa
mediante la produccién de compuestos fitoestimulantes, o indirecta
mediante la sintesis de compuestos con actividad antibiética que in-
hiben el crecimiento de fitopatégenos. En este trabajo se discuten
los avances mds recientes sobre el conocimiento de los diferentes me-
canismos promotores del crecimiento vegetal que exhiben las espe-
cies del género Bacillus.

Palabras clave: firoestimulante, fitopatdgeno, rizdsfera, biocontrol, inmu-
nidad vegetal

Introducciéon
Kloepper y Schroth (1980) propusieron por primera vez el uso
del término rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) por sus siglas en
inglés para nombrar las bacterias que habitan en la rizdsfera y
que presentan la propiedad de estimular el crecimiento y la salud
vegetal. Entre estas bacterias se encuentran diversas especies del
género Bacillus, junto con otros géneros como Pseudomonas (San-
toyo ez al., 2012). El género Bacillus contiene cientos de especies
bacterianas, muchos de ellos promueven el crecimiento vegetal.
Los efectos de estimulacién del crecimiento se pueden dividir
en mecanismos indirectos y directos. Los métodos indirectos son
aquellos donde la bacteria sintetiza antibiéticos u otros compues-
tos que tienen un efecto inhibitorio sobre organismos fitopatége-
nos (Glick, 1995; Ahmad ez 4/., 2008). Los segundos son aquellos
donde la bacteria puede influir positivamente en el crecimiento
de la planta por medio de la sintesis y excrecién de sustancias
fitoestimuladoras, que pueden incluir diversos tipos de fitohor-
monas como las auxinas o citocininas, compuestos orgdnicos vo-
l4tiles e incluso activando la produccién in planta de compuestos
que refuerzan la inmunidad vegetal como 4cido jasménico, 4cido
salicilico y fitoalexinas (Ahmad ez 4/, 2008). Son diversas las es-
pecies y cepas que han permitido ampliar nuestro conocimiento
en esta drea, tales como Bacillus megaterium UMCV1, Bacillus
subtilis GBO3, Bacillus amyloliquefaciens 1B937a y FZBA45, Bacil-
lus cereus 1254, Bacillus simplex 1266, Bacillus sp. 1272a y Ba-
cillus thuringiensis UM96, las cuales promueven el crecimiento
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Abstract

The rhizosphere is the ecosystem where various microbial communi-
ties live and are influenced by plant root exudates. Several species
of Bacillus are abundant in these ecosystems and may benefit plant
development and health. The beneficial effects may occur either di-
rectly by producing phytostimulants or indirectly through the syn-
thesis of compounds with antibiotic activity, which might inhibit
the growth of pathogens. In this article, we review the most recent
literature regarding the different mechanisms of plant growth pro-
motion exhibited by the genus Bacillus.
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vegetal mediante mecanismos diversos (Figura 1).

MECANISMOS DIRECTOS MECANISMOS INDIRECTOS

PRODUCCION DE METABOLITOS Y ENZIMAS
INDUCCION DE LOS NIVELES DE
FITOHORMONAS

v CITOCININAS
v ACIDO INDOLACETICO

v LIPOPEPTIDOS
v QUITINASAS
v GLUCANASAS
v CELULASAS

v LIPASAS

| I INDUCCION PATOGENESIS
ISR

REDUCCION DE HIERRO r ANTAGONISMO
! HACIA FITOPATOGENOS

P

Figura 1. Mecanismos directos e indirectos de estimulacion del crecimiento
vegetal en bacterias del género Bacillus. Las bacterias pueden inducir la sin-
tesis de hormonas en la planta, como citocininas, etileno, giberelinas, entre
otras. Asi mismo, a través de fosfatasas pueden solubilizar fosfato. La reduc-
cion de hierro puede ser también un mecanismo directo para mejorar la nu-
tricion de la planta. Con respecto a los mecanismos indirectos, las rizobacte-
rias Bacillus pueden inducir sistemas de proteccién en la planta o antagonizar
a los patégenos por medio de la excrecion de compuestos que degradan la
pared celular, por ejemplo: quitinasas, celulasas y glucanasas.
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Dichas cepas y especies producen todo un arsenal de com-
puestos, tales como citocininas, auxinas (IAA), 4cido abscisico
(ABA); asi también solubilizan nutrientes, reducen el Fe(III) a
Fe(Il); sintetizan y emiten compuestos voldtiles como lo es el
2,3-butanediol, acetoina, aldehidos, cetonas y alcoholes, también
producen antibidticos de tipo lipopéptido como fengicina, sur-
factina y diferentes iturinas, ademds la capacidad Bacillus para es-
porular le permite sobrevivir por largos periodos hasta encontrar
las condiciones éptimas en el ambiente. Todo este conjunto hace
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de las diferentes especies de Bacillus candidatos oportunos para
producir bioinoculantes que permitan eliminar y/o disminuir el
uso de pesticidas quimicos que dafian el ambiente (Santoyo ez al.,
2012). Por lo tanto, en este trabajo se realizé una revisién de tra-
bajos relevantes sobre las diferentes caracteristicas que contienen
las especies de Bacillus para mejorar el desarrollo y la salud de
las plantas, ya sea a través de mecanismos directos, indirectos o
ambos (Figura 1).

Mecanismos Directos

Produccion de compuestos fitoestimuladores por Bacillus
Diversos estudios han descrito la capacidad de las plantas de
producir citocininas (Arshad y Frankerberger, 1998; Salamone
et al., 2001; Arkhipova ez al., 2007). Adicionalmente, bacterias
del género Bacillus han mostrado la capacidad de producir y exc-
retar citocininas en la rizésfera, e influir positivamente en el cre-
cimiento vegetal. Arkhipova ez a/., (2005) analizan diversas cepas
de Bacillus subtilis y su capacidad para sintetizar citocininas del
tipo zeatinribosido, dihidroxizeatinribosido (DHZR) e isopente-
niladenosina (IPA). En experimentos donde inocularon las cepas
de Bacillus en plantas de lechuga observaron que después de dos
semanas, los tejidos de las raices y brotes contenfan una mayor
cantidad de citocininas que las plantas sin inocular. La acumu-
lacién de citocininas se asocié con un incremento del 30% en
el peso de las plantas. Cabe destacar que se encontraron también
elevados niveles de otras hormonas vegetales, tales como el 4cido
indol-3-acético (IAA) y el 4cido abscisico (ABA). Lo anterior
sugiere que las cepas de Bacillus promueven el crecimiento de
las plantas por la acumulacién de citocininas y otras hormonas
como IAA y ABA (Arkhipova et al., 2005).

Las bacterias del género Bacillus sintetizan una gran diver-
sidad de hormonas que influyen en el desarrollo de las plantas.
Tal es el caso de las auxinas, que juegan un papel primordial en
el desarrollo. En un trabajo de Idris ez 4/, (2002), se detectaron
altos niveles de IAA en filtrados de cultivos celulares de cepas de
Bacillus amyloliquefaciens (FZB24, FZB42 and FZB45) y Bacillus
subtilis FZB37. Los sobrenadantes de cultivos de Bacillus tuvi-
eron un efecto positivo en la germinacién de semillas de maiz, asi
como la curvatura del coleoptilo (Ahmed and Hasnain, 2010).

Biodisponibidad de nutrimentos

Valencia-Cantero et 4l., (2007) aislaron y caracterizacién mo-
lecularmente cuatro aislados bacterianos (UMCV1, UMCV2,
UMCV3 y UMCV4) de la rizésfera de plantas de frijol y maiz,
cuya caracteristica relevante fue su capacidad de reducir Fe (III)
a Fe (II). Es interesante resaltar que del aislado UMCV1 se am-
plific6 y secuencié parcialmente el gen ribosomal 16S, y en un
andlisis filogenético, se agrupé con cepas de Bacillus megaterium,
por lo que se denominé B. megaterium UMCVI1 (Valencia-
Cantero et al., 2007). En experimentos in vitro, B. megaterium
UMCVL1 se inoculd en plantas de frijol donde se observé una
mayor concentracién de hierro en los tejidos y un incremento en
su biomasa, comparadas con aquellas plantas no inoculadas. Di-
cha promocién del crecimiento vegetal se atribuy6 a la capacidad
de B. megaterium para reducir hierro, al hacerlo biodisponible
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para la planta (Valencia-Cantero ¢t 4l., 2007).

Las bacterias que promueven el crecimiento vegetal pueden
involucrar mds de un mecanismo, tal es el caso de la cepa B.
megaterium UMCV1. En un trabajo posterior, B. megaterium
UMCV1 promovié el crecimiento de plantas de Arabidopsis
thaliana en experimentos in vitro (Lépez-Bucio ez al., 2007). Los
pardmetros analizados fueron muy diversos, ya que se reporté un
incremento en el peso fresco y seco, la longitud del tallo y la rafz,
as{ como el nimero y longitud de raices laterales. Fue interesante
observar que al emplear algunas lineas mutantes de A. thaliana,
incluyendo aux1-7, axr4-1, eirl, etrl, ein2 y rhd6, las cuales son
deficientes en la senalizacién y respuesta a etileno y auxinas, B.
megaterium UMCV1 continué promoviendo el crecimiento de
la planta. Lo anterior sugiere que B. megaterium UMCV1 tiene
efectos de promocién del crecimiento en A. thaliana a través de
vias 0 mecanismos independientes de rutas que involucran auxi-
nas o etileno. Se considera que dichas rutas son las principales
para promover el desarrollo vegetal en diversas especies. En tra-
bajos recientes se ha demostrado que a través de la ruta de senal-
izacién de citocininas, B. megaterium UMCV1 tiene un efecto
promotor del desarrollo (Lépez-Bucio et al., 2009).

Emision de Compuestos Orgdnicos Voldtiles

Ryu ez al., (2003) presentaron evidencia de un mecanismo enton-
ces novedoso de estimulacién del desarrollo vegetal en A. thaliana
por parte de bacterias como B. subtilis GB03 y B. amylolique-
faciens IN937a. Mediante el uso de compartimentos separados
(cajas de Petri divididas) diversas bacterias fueron inoculadas en
un lado de la cajay en el otro se crecieron pléntulas de A. hali-
ana, se observé que la presencia de las bacterias estimulaba un
mayor desarrollo y acumulacién de biomasa. La bacteria E. coli
DH5K fue usada como control negativo, por no ser rizobacteria
y por no afectar el crecimiento vegetal. Los autores sugirieron
que compuestos voldtiles bacterianos eran los responsables de la
sefializacién quimica entre las bacterias y A. thaliana. En par-
ticular, se demostré que los compuestos voldtiles 2-3 butanediol
y acetoina eran sintetizados por las bacterias y que por lo tanto,
las cepas mutantes en la sintesis de 2-3 butanediol y acetoina de
Bacillus subrilis BSIP1173 y BSIP1174 no estimularon el desar-
rollo de A. thaliana en comparacién con las cepas silvestre GB03
y IN937a, que si mostré un efecto positivo en el desarrollo del
follaje, por lo que concluyeron que los compuestos voldtiles 2-3
butanediol y acetoina eran los efectores de la promocién del cre-
cimiento de Arabidopsis. En un estudio reciente Gutierrez-Luna
et al., (2010) analizaron doce cepas aisladas de la rizdsfera de
plantas de limén (Citrus aurantifolia) y el efecto de compuestos
voldtiles en el desarrollo de las raices de A. thaliana. Mediante
un experimento en cajas de Petri divididas, los autores observa-
ron cambios morfoldgicos diferenciales en la arquitectura de la
rafz. Fue interesante observar que algunas cepas bacterianas pro-
movian el desarrollo de raices laterales y crecimiento de pelos
radiculares, asi como una mayor longitud de la rafz primaria de
las plantas. Tres de los aislados bacterianos fueron identificados
como Bacillus cereus 1254, Bacillus simplex 1266 y Bacillus sp
L272a. Aun cuando no se reportaron los compuestos especificos
responsables del mecanismo de promocién del desarrollo radicu-
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lar en A. thaliana, se propuso que algunos aldehidos, cetonas y
alcoholes, detectados por cromatografia de gases podrian tener
algin efecto bioldgico. Queda mucho por hacer en esta 4rea de
investigacion sobre el efecto promotor de compuestos voldtiles.
En particular, determinar los efectos especificos que producen
los compuestos voldtiles en la planta, si actian de manera tejido
especifica o si existe un efecto general en el desarrollo. También,
se desconocen las condiciones de crecimiento de las bacterias que
pueden inducir la produccién de los compuestos, si el efecto es de
un solo compuesto o si existen actividades sinérgicas entre varios
de ellos para presentar una mejor actividad estimuladora.

Tratando de conocer un poco miés el papel de los voldtiles en
la interaccién bacteria-planta, Kloepper (2004), reporté que Ba-
cillus subtilis GBO3 y Bacillus amyloliquefaciens IN937a, inducen
respuestas de defensa en la planta de A. thaliana. Nuevamente,
proponen que el 2-3 butanediol es el responsable de la induc-
cién de la respuesta sistémica en la planta. La planta A. thaliana
ha sido ampliamente usada como modelo de estudio en la in-
teraccién planta-bacteria; sin embargo, se requiere analizar otros
modelos que permitan conocer si estos descubrimientos pueden
ser mds generales en el reino vegetal, ya que existe la posibilidad
de que los mecanismos pueden ser diferentes en otros modelos
vegetales, en particular, cuando se emplean plantas de interés
agrondémico.

Mecanismos Indirectos

Accion antagénica por la produccion de lipopéptidos en
Bacillus
Diversas cepas de Bacillus tienen la capacidad de sintetizar com-
puestos de tipo lipopeptidico, los cuales han sido muy estudiados
por sus actividades antagénicas hacia patégenos vegetales (Chen
et al., 2009; Leclére et al., 2005; Leon ez al., 2009). En particu-
lar, los lipopéptidos como fengicina, surfactina e iturinas han
mostrado su efectividad para suprimir el crecimiento de ficopaté-
genos (Chen ez al.,, 2009; Ongena y Jacques 2005; Tsuge ez al.,
2001). Lipopéptidos de la familia de iturinas, tales como iturina
A, bacilomicina D y micosubtilina, presentan actividades an-
tagonicas especificas hacia hongos patdgenos, pero no contra bac-
terias (Maget-Dana y Peypoux, 1994; Ongena y Jacques 2005).
Asi mismo, se ha observado que dichos lipopéptidos muestran
actividades hemoliticas. Esto dltimo ha sido relevante como un
sistema de pre-buisqueda para identificar actividades fungitoxicas.
Lecrére er al. (2005) construyeron una cepa de Bacillus subtilis
que sobreproduce micosubtulina y observaron un incremento
en las actividades antagénicas hacia diversos hongos patégenos.
Asf mismo, la sobreproduccién de dicho lipopétido permitié una
mejor actividad de biocontrol con respecto a la cepa silvestre.
Otras especies de Bacillus, como Bacillus amyloliquefaciens
FZB45, de la cual se ha secuenciado completamente su genoma,
revela caracteristicas interesantes a destacar. Por ejemplo, el 7.5%
del total del genoma corresponde a elementos genéticos invo-
lucrados en la sintesis de péptidos no ribosomales (Koumoutsi
et al., 2004). Ademds de tener actividades antifiingicas, la cepa
de Bacillus amyloliquefaciens FZB45 exhibié promocién de cre-
cimiento vegetal por diversos mecanismos directos, cémo la pro-

duccién de fitohormonas (Idris et /., 2002).

Produccién de enzimas liticas

Martinez-Absaldn ez al. (2011) realizaron una bisqueda de activ-
idades hemoliticas en aislados bacterianos de rizdsfera de sorgo,
descubriendo en particular la cepa Bacillus sp. UM96 con una
alta actividad hemolitica. En bioensayos, la cepa UM96 mostrd
tener actividades inhibitorias significativas contra los fitopatége-
nos Diaporthe phaseolorum, Colletotrichum acutatum, Rhizoctonia
solani y Fusarium oxysporum. Los sobrenadantes, tratados con
proteinasas perdieron actividad antifingica, por lo que se infirié
que compuestos de origen peptidico son los responsables de la
actividad antifingica. El sobrenadante no mostré actividad de
celulasa o glucanasa, sin embargo, se detecté una alta actividad
de quitinasa en dicho sobrenadante, lo que sugiere que Bacillus
sp. UM96 inhibe el crecimiento de los fitiopatdgenos mediante
la produccién de quitinasas. En ensayos de biocontrol, se observé
que la cepa UM96 logra proteger a plantas de Medicago trun-
catula de la infeccién causada por B. cinerea (Martinez-Absalén
etal., 2013).

Induccién de la Respuesta Sistémica Inducida en plantas

Bacillus es un género con diferentes especies que pueden tener
diversas caracteristicas, ideales como agente de biocontrol. Otra
caracteristica de Bacillus es su capacidad de inducir en la planta la
Respuesta Sistémica Inducida (RSI). La RSI es mecanismo me-
diante el cual la planta activa sus sistemas de defensa, inducidos
por algunas bacterias ante la infeccién de un patdgeno. Algunos
autores comparan la RSI con el sistema de resistencia adquirida
(SRA), donde no involucra la presencia de bacterias. Sin embar-
go, fenotipicamente las respuestas pueden ser similares, aunque
los mecanismos de induccién y respuesta por parte de la planta
son diferentes (Compant ez al., 2005). En el caso del género Ba-
cillus, es interesante resaltar la diversidad de especies que pueden
inducir la SRI en plantas, por ejemplo B. amyloliquefaciens, B.
subtilis, B. pasteurii, B. cereus, B. pumilus, B. mycoides, and B.
sphaericus (Santoyo er al., 2012). El efecto benéfico incluye la
proteccién de la planta ante infecciones por diversos patégenos
como hongos, bacterias, virus y nematodos (Kloepper er /.,
2004). Algunos lipopéptidos como surfactina y fengicina que son
producidos por Bacillus subtillis también pueden inducir RSI en
plantas (Ongena ¢z al., 2007). Asi mismo, se han publicado diver-
sos trabajos tratando de dilucidar los mecanismos que inducen la
RSI en plantas, donde los compuestos voldtiles estén jugando un
papel relevante de dicha induccién. Por nombrar algunas cepas y
especies de Bacillus cuyos voldtiles inducen RSI, se pueden men-
cionar a B. subtilis GBO3, Bacillus cereus AR156, Bacillus subtilis
FB17 y B. amyloquefaciens IN937a (Ryu ez /., 2003; Niu ez
al., 2011; Rudrappa er al., 2010). Recientemente, se ha pro-
puesto que Bacillus subtilis FB17 produce acetoina (3-hidroxi-
2-butanona), reportada como el voldtil responsable de encender
RSI en plantas de A. thaliana (Rudrappa ez al., 2010). Tratando
de descubrir las vias de senalizacién que responden a voldtiles, se
ha propuesto que B. subtilis GB03 induce RSI a través de vias de-
pendientes de etileno e independientes de 4cido salicilico y 4cido
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jasménico (Ryu ez al., 2004). Aunque algunos autores proponen
que podria ser un mecanismo general de algunas PGPR la induc-
cién de la RSI por estas mismas vias dependientes de etileno, ast
como de jasmonato (Pieterse ez /., 1998; Compant ez al., 2005).
Las Tablas 1 y 2 resumen los mecanismos y trabajos analizados
en esta revision.

Especies o cepas Planta  Modo de accion Referencia

trigo, Merriman et al.
B. subtilis cebada desconocido (1974)
Arkhipova et al.
B. subtilis lechuga citocininas (2005)
B. amyloliquefa- Acido indol-3-acé-
ciens maiz tico Idris et al. (2004)
Acido indol-3-acé-
B. subtilis FZB37 maiz tico Idris et al. (2004)
B. megaterium Valencia-Cantero et
UMCV1 frijol  reduccién de hierro al. (2007)
B. megaterium Valencia-Cantero et
UMCV1 A. thaliana desconocido al. (2007)

2-3 butanediol,

B. subtilis G1B03 A. thaliana acetoina Ryu et al. (2003)

B. amyloliquefa-
ciens IN937a

Bacillus cereus
L254, L266

Bacillus simplex

. thaliana

. thaliana

. thaliana

2-3 butanediol,
acetoina

Compuestos Vo-
latiles Organicos

Compuestos Vo-
latiles Organicos

Compuestos Vo-

Ryu et al. (2003)

Gutierrez-Luna et al.
(2010)

Gutierrez-Luna et al.
(2010)

Gutierrez-Luna et al.

Microbiologia

Conclusiones y perspectivas

Las diversas especies bacterianas que pertenecen al género Bacil-
lus manifiestan mecanismos directos e indirectos para promover
el crecimiento vegetal. Algunas especies como Bacillus subtilis,
u otras especies no cultivables in vitro, son endéfitos de plan-
tas, y dentro de los tejidos vegetales pueden tener un contacto
mds estrecho e inducir de manera mis efectiva la emisién de
fitohormonas (Mérquez-Santacruz ez al., 2010). Asi mismo, no
solo especies del género Bacillus pueden mejorar el desarrollo veg-
etal a través de la produccién de fitoestimulantes o inhibicién
de fitopatégenos, sino que se ha observado que pueden mejorar
las capacidades de la planta para resistir periodos més largos de
sequia (Compant ez al., 2005). En este mismo sentido, atn falta
por dilucidar los detalles para tener un panorama mds completo
sobre los mecanismos que promueven el crecimiento y protec-
cién vegetal. Por ejemplo, se sabe muy poco acerca del efecto
de las condiciones ambientales en la produccién de metabolitos
involucrados en el antagonismo hacia fitopatégenos, en especial
en condiciones de campo. Asi mismo, el desarrollo de técnicas
de manipulacién genética en esta 4rea se ha visto limitado ain
cuando existen vectores o elementos genéticos que permiten la
manipulacién del genoma. Finalmente, se propone la bisqueda y
estudio de nuevas especies, asi como de consorcios bacterianos de
diferentes especies que exhiban mejores capacidades para el bio-
control de fitopatégenos e incrementen la produccién agricola.
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Bacillus sp. L272a A. thaliana atiles Organicos (2010)
Tabla 1. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en bacterias del

género Bacillus.

Especies o cepas Patogeno Planta Modo de accion Referencia
B. subtilis Podosphaera fusca Mel6n Fengicinas Romero et al (2007)
Iturinas
Surfactinas
B. subtilis Rhizoctonia solani Cebada ‘(:Iitzlr(rjlfuestos s Merriman et al. (1974)
Trigo

Martinez-Absaldn et al.

M. truncatula (2011)

Bacillus sp. UM96 Botrytis cinerea Quitinasas, proteasas

Colletotrichum acutatum

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Diaporthe phaseolorum

Tomate Micosubtilina Leclére et al. (2005)

Bacillus subtilis P. aphanidermatum

Tabla 2. Actividades antifiingicas de bacterias del género Bacillus.
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