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Resumen

La busqueda de alternativas sostenibles para el manejo de enfermedades en cultivos basicos como
el trigo ha impulsado el estudio de microorganismos con potencial de biocontrol. En este contexto,
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T destaca por su capacidad para sintetizar metabolitos
bioactivos, entre ellos sideréforos con alta afinidad por el hierro, como la bacillibactina. El objetivo de
este estudio fue caracterizar la regulacion transcripcional de los genes asociados a la biosintesis de
sideroforos a lo largo de diferentes fases de crecimiento. Los analisis de mineria genémica mediante
KEGG y antiSMASH confirmaron la presencia de un clister génico completo de tipo dhbA, dhbC y
dhbF, mientras que el analisis transcriptémico evidencié una sobreexpresion significativa (log,FC >
2.0; FDR < 0.05) de genes para la produccion de sideroforos durante las fases de adaptacion y
estacionaria en comparacién con la fase exponencial. Esta sobreexpresion se asocia a la
desrepresion mediada por el regulador Fur bajo condiciones de baja biodisponibilidad de hierro en
el medio LB. La activacién del gen besA, involucrado en la aceleracion de la esporulacion mediada
por bacillibactina, sugiere una interrelacion entre la adquisicion de hierro y la diferenciacion celular.
Desde una perspectiva ecoldgica, la expresion sostenida de sideréforos podria contribuir a la
inhibicion de fitopatégenos dependientes de hierro mediante competencia férrica. En conjunto, estos
resultados sustentan el doble papel de la bacillibactina en la adaptacion metabdlica y el biocontrol,
consolidando a Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T como un prometedor agente
biotecnoldgico.
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Abstract

The growing need for sustainable agricultural practices has intensified research on microbial
biocontrol agents capable of mitigating phytopathogenic diseases in staple crops such as wheat. In
this context, Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T has emerged as a promising biocontrol strain
due to its ability to synthesize bioactive metabolites, including siderophores with high iron-chelating
capacity. This study aimed to elucidate the transcriptional regulation of siderophore biosynthesis
pathways, particularly bacillibactin, across different growth phases of TE3T. Genomic mining using
KEGG and antiSMASH confirmed the presence of a complete dhbA, dhbC and dhbF gene cluster.
Transcriptomic analysis revealed significant overexpression (log,FC > 2.0, FDR < 0.05) of
siderophore-related genes during the adaptation and stationary phases compared to the exponential
phase. This overexpression is consistent with Fur-mediated derepression under conditions of limited
iron bioavailability in LB medium, suggesting an adaptive response for maintaining iron homeostasis

BioTecnologia, Afio 2026, Vol. 30 No.2 20


mailto:sergio.delossantos@itson.edu.mx

Articulos

and ecological competitiveness. Moreover, the upregulation of besA, a gene required for bacillibactin-
mediated acceleration of sporulation, indicates a potential link between siderophore synthesis and
cell differentiation. From an ecological perspective, the sustained expression of siderophore genes
likely contributes to the inhibition of phytopathogens through competitive iron sequestration and the
modulation of rhizospheric interactions. Collectively, these findings provide molecular evidence
supporting the dual role of bacillibactin in metabolic adaptation and biocontrol, reinforcing the potential
of Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T as a biological control agent.

Key Words: Siderophores, Biocontrol, Transcriptome, Bacillus

Introduccién

El crecimiento de la poblacién mundial, que se
proyecta alcanzara los 9.7 mil millones de
personas para 2050 (United Nations, 2024),
ejerce una presién creciente sobre los
sistemas agricolas para garantizar la
seguridad alimentaria global (FAO, 2020).
Con el crecimiento proyectado de la poblacion
mundial, se estima que la demanda de
alimentos se duplicara para el afio 2050 en
comparacién con los niveles actuales (Pérez
Vazquez et al., 2018). Este escenario ha
impulsado la evolucién de los sistemas de
producciéon agricola hacia la adopcion de
variedades mas productivas y resilientes,
cultivadas bajo préacticas agricolas intensivas,
con el doble objetivo de sostener el
rendimiento y preservar la calidad nutricional
(Lenaerts et al.,, 2019; Pretty & Bharucha,
2014).

En este contexto, los cereales desempefian
un papel estratégico, ya que constituyen la
base de la dieta mundial y aportan mas del
50% de la energia caldrica consumida por la
humanidad (das Gragas Costa & de Souza,
2023). Entre ellos, el trigo se distingue como
una fuente esencial de carbohidratos,
proteinas, vitaminas, minerales, fibra dietética
y diversos fitoquimicos que contribuyen de
manera significativa a la nutricion humana.
Aportando cerca del 20% de las calorias y
proteinas consumidas por la poblacién
mundial (FAO, 2022), pero al mismo tiempo es
uno de los cultivos mas vulnerables a los
efectos del cambio climatico (Asseng et al.,
2015; Pequeno et al., 2024). El incremento de
las temperaturas y la variabilidad en los
patrones de precipitacién no solo reducen su
rendimiento, con pérdidas estimadas de hasta
un 6% por cada grado Celsius de aumento en
la temperatura global, donde a la vez se
proyecta un incremento en la incidencia y
propagacion de enfermedades fungicas vy
bacterianas que amenazan su productividad
(Zhao et al., 2017).
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Entre las enfermedades mas comunes en
trigo destacan la roya de la hoja (Puccinia
triticina), la roya amarilla (P. striiformis), la
roya del tallo (P. graminis), la mancha foliar
causada por Bipolaris sorokiniana, la
septoriosis (Zymoseptoria tritici) y la fusariosis
de la espiga (Fusarium graminearum), que en
conjunto  ocasionan pérdidas anuales
estimadas del 15 a 20% de la produccion
mundial (FAO, 2021,Figueroa et al., 2018;
Villa-Rodriguez et al., 2016). Estas cifras
representan no solo un riesgo econdémico,
sino también una amenaza directa a la
seguridad alimentaria, particularmente en
regiones altamente dependientes del trigo.

Ante este panorama, el biocontrol microbiano
se plantea como una estrategia sostenible y
eficaz frente al uso excesivo de fungicidas
sintéticos. Entre los microorganismos mas
estudiados, las especies del género Bacillus
han demostrado una notable versatilidad
como agentes de biocontrol, gracias a su
capacidad de formar endosporas resistentes,
colonizar eficientemente la rizosfera vy
sintetizar una amplia gama de metabolitos
bioactivos (Khan et al., 2022).

Un mecanismo clave es la producciéon de
sider6foros (Dunyashev et al., 2021; Khan et
al., 2022). Estos son metabolitos secundarios
de bajo peso molecular que actian como
agentes quelantes de hierro, un
micronutriente esencial pero generalmente
limitado en los suelos debido a su baja
solubilidad en condiciones aerdbicas y a pH
neutro o alcalino (Timofeeva et al., 2022). En
tales ambientes, el hierro se encuentra
predominantemente en forma de Fe**
insoluble, lo que lo hace poco accesible para
la mayoria de los organismos (Timofeeva et
al., 2022). Bacillus sintetiza sider6foros como
la bacillibactina, que poseen grupos catecol o
hidroxamato con alta afinidad por el Fe®*,
formando complejos solubles que son
transportados activamente hacia el interior de
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la célula bacteriana mediante receptores de
membrana especificos dependientes de
transportadores ABC (Khan et al., 2022). Este
mecanismo no solo asegura la supervivencia
y el crecimiento de la bacteria en ambientes
pobres en hierro, sino que también restringe la
disponibilidad de este nutriente critico para los
fitopatébgenos presentes en la rizosfera
(Vishwakarma et al., 2024). La competencia
por hierro es, por tanto, un mecanismo
indirecto de biocontrol, al limitar Ia
proliferacion de hongos y bacterias patdogenas
que requieren hierro para procesos
fundamentales como la respiracion, la sintesis
de ADN vy la produccion de toxinas (Villarreal-
Delgado et al., 2018). Adicionalmente, se ha
reportado que los sideréforos de Bacillus
pueden inducir respuestas defensivas en las
plantas, actuando como sefiales moleculares
que estimulan la resistencia sistémica
inducida (ISR), lo que amplifica su efecto
protector contra una amplia gama de
patégenos (Parra-Cota et al., 2024). Su accion
no solo limita la disponibilidad de este
micronutriente esencial para los patégenos,
reduciendo asi su crecimiento, sino que
también fortalece la competitividad de Bacillus
en ambientes rizosféricos pobres en hierro
(Villarreal-Delgado et al., 2018). Ademas,
estudios recientes han mostrado que la
produccion de sideréforos puede incrementar
la supresiéon de enfermedades de suelo hasta
en un 40% (Shao et al., 2024), subrayando su
importancia en el biocontrol.

En este contexto, analizar la expresion génica
diferencial en Bacillus cabrialesii subsp.
cabrialesii TE3T ofrece la oportunidad de
comprender con mayor profundidad los
mecanismos moleculares que sustentan la
produccién de metabolitos bioactivos y su
potencial aplicacion.

Materiales y métodos

Cepas microbianas y condiciones de cultivo
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T fue
obtenida de la coleccion de cultivos
COLMENA (de los Santos Villalobos et al.,
2019; de los Santos-Villalobos et al., 2021). La
cepa TE3T se cultivd en caldo nutritivo a 32 °C
durante 24h (1x10°UFCmL™) para la
extraccion de ADN mediante el método de
fenol-cloroformo (Valenzuela-Aragén et al.,
2019).

Mineria genémica
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Utilizando el genoma completo de Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T (nUmero de
acceso GenBank: GCA 004124315.2)
(Valenzuela Ruiz et al., 2023) se realiz6 una
mineria gendmica utilizando la plataforma
KEGG Automatic Annotation Server (KAAS)
(Moriya et al., 2007) con el objetivo de
identificar y anotar genes asociados a rutas
metabdlicas involucradas en la biosintesis de
sider6foros. EI genoma se sometid a un
analisis de anotacion funcional mediante el
método  bi-directional best hit (BBH),
empleando como referencia organismos del
género Bacillus disponibles en la base de
datos KEGG.

Extraccion y secuenciacion de ARN

La cepa TE3T se cultivd en medio LB a 28 °C
y se tomaron muestras a las 6, 12 y 18 h para
la extraccion de ARN. Las células se lisaron
con lisozima y reactivo TRI, seguidas de una
extraccion con cloroformo, precipitacion con
isopropanol y tratamiento con DNasa (Villa-
Rodriguez et al., 2018). La integridad del ARN
se confirmé mediante Bioanalyzer. Las
bibliotecas se prepararon con el kit TruSeq
Stranded mRNA (tras la eliminacion de rRNA)
y se secuenciaron en un lllumina NextSeq 500
(2 x 150 bp).

Procesamiento y analisis de datos
transcriptémicos

Las lecturas crudas fueron filtradas por
calidad con Trimmomatic v0.32 (Bolger et al.,
2014) y alineadas al genoma de TE3T
(GenBank: CP096889.1) utilizando Bowtie2
(Langmead &  Salzberg, 2012). La
cuantificacion de lecturas se realizd con
FeatureCounts (Liao et al., 2014). El analisis
de expresion diferencial se llevé a cabo con
EdgeR v3.24.1 (FDR < 0.05, |log,FC| = 1.5)
(Robinson et al., 2009).

Anotacion funcional y analisis de redes

Los genes diferencialmente expresados
(DEGs, por sus siglas en inglés) se anotaron
con RAST (Brettin et al, 2015). Sus
posiciones genomicas se reordenaron con
Mauve (Rissman et al., 2009)y las secuencias
se analizaron en busca de BGCs relacionados
con el biocontrol utilizando antiSMASH v7.1.0
(Blin et al., 2025). Las secuencias proteicas
asociadas se visualizaron con STRING v11
(Szklarczyk et al., 2019) y Cytoscape v3.10.2
(Shannon et al., 2003).
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Resultados y discusion

El ensamble y mineria genémica de Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T (Valenzuela
Ruiz et al.,, 2023) revel6 la presencia de
diversos genes relacionados a biocontrol,

especificamente aquellos relacionados con la
biosintesis de sideréforos, que incluyen las
rutas metabdlicas completas para la
produccion de enterochelina y bacillibactina
(Figura 1).
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Figura 1. Rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de sideréforos tipo péptidos no ribosomales en Bacillus cabrialesii
subsp. cabrialesii TE3T. El mapa fue generado mediante el KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) dentro de la base de
datos KEGG Pathway, mostrando las enzimas anotadas asociadas con la sintesis de sideréforos del grupo de péptidos no
ribosomales. Los recuadros verdes indican los genes identificados en el genoma analizado.

Para poder complementar estos hallazgos, a
través de antiSMASH v7.1.0 se identifico el
cluster de genes para la produccién de
bacillibactina con un 100% de similitud de
confianza a nivel genoémico. En contraste, el
analisis de genes diferencialmente
expresados (DEGs) (FDR < 0.05, |log,FC| =
1.5) entre la fase exponencial y la fase de
adaptacién (control) revel6 la presencia del
100% de los genes necesarios para la
produccién de bacillibactina (Figura 2a). De
manera similar, en la fase estacionaria con
respecto a la de adaptacion se identifico el
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85% de los genes regulados (Figura 2b). De
estos, el 73% se encontro reprimido (incluidos
los genes core) en la fase exponencial
comparada con la de adaptacibn como
control, lo que sugiere una sobreexpresion en
la fase de adaptaciéon. Por otro lado, en la
comparacion entre la fase estacionaria y la de
adaptacion como control, el 51% de los genes
se hallé reprimido, aunque los genes core se
encontraron sobreexpresados (log,FC 2.2 y
2.4), lo que indicaria una sobre expresion en
la fase estacionaria.
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Figura 2. a) Red de interacciéon de genes expresados diferencialmente (log,FC %1.5) en la comparacién entre la fase
exponencial y la fase de adaptacién. b) Red de interaccion de genes expresados diferencialmente en la comparacién entre
la fase estacionaria y la fase de adaptacion. Ambas redes fueron generadas en STRING v12.0.

La sobreexpresién de genes asociados a la
biosintesis de sideréforos, particularmente de
bacillibactina, observada en  Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T durante las
fases de adaptacion y estacionaria, puede
atribuirse a mecanismos de regulacion
dependientes de la disponibilidad intracelular
de hierro, asi como al ajuste metabdlico
caracteristico de estas etapas del crecimiento
bacteriano. Este comportamiento es
consistente con la fisiologia general de
especies del género Bacillus, en las cuales la
expresion de sideroforos se activa en
respuesta a condiciones de estrés férrico o
competencia nutricional (Santos et al., 2014).

Durante la fase de adaptacion, las células
experimentan una transicion metabdlica hacia
las condiciones del nuevo entorno,
caracterizada por una reprogramacion
transcripcional compleja orientada a optimizar
la adquisicion de nutrientes, la sintesis de
cofactores y la proteccion frente al estrés
oxidativo (Luo et al., 2017; Nithyapriya et al.,
2021). En este contexto, la activacion
temprana de los genes implicados en la
sintesis y transporte de sideréforos representa
una respuesta anticipatoria ante la baja
biodisponibilidad de hierro libre en el medio
LB, el cual, aunque no carece completamente
del metal, se considera moderadamente
limitado en hierro biodisponible debido a la
presencia de quelantes naturales en los
extractos de levadura y peptonas. Esta
limitacién desencadena la desrepresion del
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regulador Fur (Ferric uptake regulator),
promoviendo la expresion de los genes dhbA,
dhbC y dhbF (log,FC de 3.4, 42 y 27,
respectivamente, en la fase de adaptacion),
responsables de la sintesis de bacillibactina,
asi como de los sistemas de transporte
dependientes de permeasas tipo FeuA-
FeuBCD, que facilitan la internalizacién del
complejo Fe**—bacillibactina. La activacién de
esta via optimiza la capacidad de adaptacién
y supervivencia en un entorno
nutricionalmente restrictivo (Rizzi et al., 2019;
Santos et al., 2020).

En la fase estacionaria, la persistencia de la
sobreexpresion de genes relacionados con
sideroforos (genes core con valores de log,FC
de 2.2-2.8) sugiere un mecanismo adaptativo
de mantenimiento metabdlico bajo
condiciones de agotamiento de nutrientes y
competencia microbiana intensificada (Santos
et al., 2014). En esta etapa, TE3" podria
sostener la produccion de bacillibactina como
una estrategia dual: por un lado, para
asegurar la disponibilidad intracelular de
hierro requerido por enzimas esenciales y
prevenir el colapso de procesos redox criticos;
y por otro, para restringir el acceso al hierro
por parte de microorganismos competidores,
generando un microambiente de exclusién
férrica (Rizzi et al., 2019; Santos et al., 2020;
Santos et al., 2014; Villa-Rodriguez et al.,
2021). La activacion del gen besA (log,FC de
3.8 en la fase estacionaria con adaptacion
como control), involucrado en la aceleracion
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de la esporulacion mediada por bacilibactina,
refuerza esta intepretacion (Rizzi et al., 2019).
Este fendmeno ha sido ampliamente
documentado en especies filogenéticamente
relacionadas, como B. subtilis y B. velezensis,
donde la produccion sostenida de sideréforos
se asocia con una mayor competitividad
ecoldgica y con la capacidad de biocontrol
frente a fitopatdégenos dependientes del hierro
(Villarreal-Delgado et al., 2018; Zhong et al.,
2024). Finalmente, Villa Rodriguez et al.,
(2021), evidenciaron que TE3" posee genes
para la produccion de bacillibactina y otros
metabolitos secundarios con capacidad para
inhibir el crecimiento de Bipolaris sorokiniana,
agente causal de la mancha borrosa en trigo.

Desde un punto de vista ecoldgico y funcional,
la expresion mantenida de sideréforos durante
la fase estacionaria confiere a Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T una ventaja
adaptativa  significativa en  ambientes
oligotréficos, como la rizosfera, donde la
presion selectiva por hierro es elevada. La
secrecion extracelular de bacillibactina no solo
promueve la adquisicion de hierro por la célula
productora, sino que también modula la
disponibilidad férrica del microambiente,
limitando el crecimiento de microorganismos
competidores e incluso induciendo respuestas
de resistencia sistémica en las plantas
hospedantes (Kesaulya et al., 2018). Este
comportamiento sugiere que la
sobreexpresion de genes siderofdricos
observada en Bacillus cabrialesii subsp.
cabrialesii TE3T responde a una estrategia
metabdlica integrada, en la cual la regulacion
del hierro, la respuesta al estrés y la
competencia ecolégica convergen para
optimizar la supervivencia y la funcionalidad
biocontroladora del microorganismo.

Conclusiones

En conjunto, los resultados evidencian que
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T
presenta una regulacién transcripcional
altamente sensible a la disponibilidad de
hierro, manifestada por la sobreexpresion
coordinada de genes implicados en la
biosintesis y transporte de siderdforos tipo
bacillibactina durante las fases de adaptacion
y estacionaria. Este patron de expresion
sugiere una estrategia metabdlica
multifuncional, en la que la produccion
sostenida de bacillibactina no solo garantiza la
homeostasis férrica intracelular, sino que
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también potencia la competitividad ecologica
del microorganismo en entornos oligotréficos
como la rizésfera. En la rizosfera del trigo,
dicha capacidad podria favorecer la
competitividad ecolégica de la cepa vy
contribuir a la inhibicion de fitopatégenos
dependientes de hierro, como Bipolaris
sorokiniana, mediante mecanismos de
competencia férrica y posible inducciéon de
resistencia sistémica. La persistencia de la
actividad de sideréforos apunta a una
interconexioén funcional entre la adquisicion de
hierro, la diferenciacion celular y la
supervivencia bacteriana bajo condiciones de
estrés nutricional.

Desde una perspectiva aplicada, esta
capacidad de regulacion y produccion de
siderdforos confiere a Bacillus cabrialesii
subsp. cabrialesii TE3T un papel determinante
en la inhibicién de fitopatdgenos dependientes
de hierro, a través de mecanismos de
competencia férrica y de posible induccién de
resistencia sistémica en plantas hospedantes.
Estos hallazgos fortalecen el potencial de
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T
como una herramienta prometedora en
estrategias sostenibles de manejo agricola.
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