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RESUMEN

Bacillus velezensis 83 es una bacteria que resulta de interés como agente de control
bioldgico, por su capacidad de formar esporas termorresistentes, producir biofiims y
sintetizar metabolitos secundarios con actividad bioldgica. Dentro de estos metabolitos
destaca la bacilomicina D, un lipopéptido antifungico miembro de la familia de las iturinas;
que ademas de su actividad antifungica, tiene un papel importante en la formaciéon de
biofilms. Por otra parte, el polimero acido poli-y-glutamico (y-PGA) es un metabolito que
contribuye en la robustez y complejidad estructural del biofilm. La produccion de estos
metabolitos se puede ver comprometida bajo condiciones de laboratorio. La elicitacion de
cultivos es una estrategia efectiva para incrementar la produccién de metabolitos

secundarios en cultivos celulares.

El objetivo de este trabajo fue evaluar diferentes elicitores sobre la esporulacién y la
produccion de bacilomicina D y y-PGA en cultivos de B. velezensis 83 en matraces
agitados. Estos elicitores consistieron en una solucion modelo de exudados sintéticos
(formulacion de azucares, acidos organicos y aminoacidos en base a la composicién de
exudados de raices de plantas), micelio inactivo de Colletotrichum gloeosporioides y

polisacaridos de pared celular vegetal.

En una primera etapa se caracterizé cinética y respirométricamente a B. velezensis 83 sin
elicitores (cultivo control), asi como el uso de una soluciéon modelo de exudados sintéticos.
Posteriormente, por separado, se agregd micelio de C. gloeosporioides inactivo y
polisacaridos de planta, como elicitores. Por ultimo, se probaron dos elicitores
simultaneamente (micelio y polisacarido), para evaluar una posible coexistencia de los
efectos producidos por los mismos. El micelio no viable de C. gloeosporioides mostré un
efecto elicitor sobre la velocidad de crecimiento de la bacteria (incrementandose 1.37
veces), y sobre la productividad del proceso de produccién de esporas, que incrementd
hasta 4 veces, mientras que la produccion de y-PGA se incrementd 1.25 veces en
comparacion con el cultivo control. Por su parte, la a-celulosa y el arabinogalactano
(evaluados por separado), elicitaron la produccion de bacilomicina D (3.3 y 3.8 veces en
comparacioén con el control). La solucién modelo de exudados no mostré tener un efecto
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elicitor en ninguno de los parametros de interés. El uso de dos elicitores en un mismo
cultivo, no mostré producir de manera simultanea los efectos observados en los cultivos

con un solo elicitor.

Los resultados de este trabajo muestran que B. velezensis 83 es capaz de responder a
diferentes elicitores y dicha respuesta dependera del elicitor en cuestién. Estos hallazgos
abren la posibilidad de disefiar mejores procesos para la produccion de esporas y

metabolitos de interés.
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1. INTRODUCCION

En el control de enfermedades en cultivos agricolas causadas por fitopatégenos,
uno de los desafios que enfrenta la biotecnologia es encontrar alternativas que
resulten inocuas para el ser humano y el medio ambiente. El uso de compuestos
quimicos, como solucién tradicional a esta problematica, trae consigo efectos
perjudiciales para el ambiente y la salud, por lo que surge la necesidad de buscar
medidas alternativas de intervencion, como el control bioloégico (Chavez-Diaz et
al., 2014).

Los agentes de control biolégico (ACB) son microorganismos, sus productos o
metabolitos secundarios, que antagonizan a una plaga o patégeno (Chavez-Diaz
et al., 2014; Serrano-Carredn y Galindo, 2007). La inhibicion de fitopatégenos por
la accion de estos ACB se lleva a cabo mediante tres mecanismos: antibiosis,
resistencia sistémica inducida y competencia por nutrientes y espacio (Rabbee et
al, 2019).

La bacteria Bacillus velezensis 83 destaca como ACB, al ser capaz de sintetizar
una variedad de metabolitos que no solo tienen actividad antagénica contra
patdogenos, sino que también le permite establecer relaciones positivas con las
plantas (Balderas-Ruiz et al., 2020). Tal es el caso de la bacilomicina D, un
lipopéptido muy importante que, ademas de tener actividad antifungica, juega un
papel importante en la formacién de biofilm (Xu et al.,, 2013). El acido poli-y-
glutamico, por su parte, es un metabolito que tiene un impacto positivo en la
robustez y arquitectura del biofilm. La formacién de biofilm es un requisito clave
para la colonizacion de plantas, asegurando un control biolégico efectivo (Yu et al.,
2016).

Ademas, B. velezensis 83 tiene la capacidad de formar endosporas, las cuales son
resistentes a altas temperaturas, desecacion, agentes quimicos y radiacién (Lopez
et al., 2008). La capacidad de esporulacion le da a esta bacteria una relevancia a

nivel tecnolégico, ya que le permite tolerar condiciones adversas (sequedad y altas
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temperaturas) manteniendo su viabilidad, importante en la formulacion de un
producto seco (secado por aspersion) y con una larga vida de anaquel (Serrano-
Carreo6n y Galindo, 2007).

En el grupo de investigacion del Dr. Enrique Galindo, del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM, se aisl6 la bacteria Bacillus velezensis 83. Esta se ha vuelto un
modelo de estudio porque produce lipopéptidos antifingicos y esporas. Estos son
los ingredientes activos de un biofungicida que actualmente es comercializado en
México con el nombre de Fungifree AB® (Galindo et al., 2013; Galindo et al.,
2015). Es por esto por lo que resulta de interés que la formulacion del producto
final cuente con lipopéptidos que inhiban la proliferacion de fitopatdégenos,

permitiendo asi a las esporas germinar y producir metabolitos de novo.

Se ha reportado en la literatura el uso de elicitores como estrategia para el
incremento de la produccién de metabolitos secundarios de interés (Pettit, 2011).
En cultivos de Bacillus spp. se ha utilizado esta estrategia, logrando incrementar la
produccion de lipopéptidos antagdnicos de patégenos (Debois et al.,, 2015;
DeFilippi et al., 2018; Zihalirwa Kulimushi et al., 2017) y la expresion de genes
involucrados en la esporulacién y la sintesis de lipopéptidos (Fan et al., 2012;
Grandchamp et al., 2017; Lee et al., 2005).

Por lo tanto, en este proyecto se estudié el uso de diferentes elicitores (solucién
modelo, micelio inactivo y polisacaridos de pared celular vegetal) que permitieran
incrementar la esporulacion y la produccion de bacilomicina D y y-PGA en cultivos

de B. velezensis 83 en matraces agitados.



2. ANTECEDENTES

2.1. Control biol6gico, una alternativa frente a fitopatdogenos

En el manejo de productos hortofruticolas, las pérdidas debido a plagas y
enfermedades tienen un considerable impacto econdémico negativo en la
agricultura (Lewis y Papavizas, 1991). Frente a esta problematica, una medida
popular es el uso de agentes quimicos sintéticos que inhiban los dafios en plantas
causados por agentes fitopatégenos (O’Brien, 2017). Sin embargo, existe una
creciente preocupacion por los efectos negativos que los agentes de control
quimico puedan tener en la salud de los consumidores y en el medio ambiente
(O’Brien, 2017).

El control biolégico es un enfoque alternativo y atractivo a métodos tradicionales
utilizados en el control de plagas y enfermedades de plantas (O’Brien, 2017; Pal y
McSpadden-Gardener, 2006; Serrano-Carreén y Galindo, 2007). En patologia de
plantas, se conoce como control bioldgico al uso de organismos antagonistas de
plagas, asi como sus metabolitos, para suprimir o reducir enfermedades en
plantas (Pal y McSpadden-Gardener, 2006; Serrano-Carredn y Galindo, 2007).
Dentro de este contexto, al organismo o metabolito capaz de inhibir o eliminar
fitopatdgenos se denomina agente de control biolégico (ACB) (Pal y McSpadden-
Gardener, 2006).

Las bacterias y los hongos suelen ser los microorganismos mas usados como
ACB (Cook, 1993). Estos microorganismos se suelen aislar a partir del suelo o
plantas. Después se evalua su capacidad para inhibir a fitopatdégenos por medio
de ensayos in vitro (Serrano-Carredn y Galindo, 2007). Coniothyrium, Fusarium,
Gliocladium y Trichoderma estan dentro de los géneros de hongos mas utilizados
en productos a base de ACB comercializados (O’Brien, 2017). En el caso de las
bacterias, Pseudomonas y Bacillus son los géneros mas utilizados para la

formulacion de dichos productos (O’Brien, 2017).



Si bien muchos microorganismos han tenido éxito como ACB en pruebas de
laboratorio, la formulacién de un producto estable y con un alto contenido de
células viables suele ser la mayor limitante en el desarrollo de un producto
comercial (Emmert y Handelsman, 1999; Serrano-Carreén y Galindo, 2007). El
género Bacillus tiene la capacidad de formar endosporas termorresistentes, lo que
facilita su procesamiento en etapas posteriores a la fermentacion (secado por
aspersion), permitiendo la formulacién de un producto estable y de larga vida de

anaquel (Emmert y Handelsman, 1999).

2.2. Bacillus velezensis 83, agente de control biolégico

El género Bacillus esta conformado por bacterias Gram positivas, de bajo
contenido de G+C (35-44%), son aerobias o0 anaerobias facultativas,
quimioorgandtrofas y con forma bacilar durante su crecimiento vegetativo (Prescott
et al., 2004). Este género tiene una importancia biotecnolégica gracias a su
capacidad de sintetizar una amplia gama de diferentes moléculas como enzimas,
quimicos volatiles, biopolimeros, surfactantes y lipopéptidos antifungicos (Lyngwi y
Joshi, 2014). La aplicacion de estos metabolitos en diferentes sectores como la
medicina, el area farmacéutica, la industria, la agricultura, por mencionar algunas,
hacen a las especies de Bacillus relevantes en el desarrollo de nuevas tecnologias

de importancia econémica (Lyngwi y Joshi, 2014).

Las especies del género Bacillus son capaces de producir una amplia gama de
metabolitos con actividad bioldgica, que pueden otorgarles una ventaja frente a
competidores presentes en su entorno (Prescott et al., 2004). Dichos metabolitos
confieren a Bacillus spp. su capacidad de ejercer un control biolégico efectivo
(Chowdhury et al., 2015). EI control bioldgico se puede llevar a cabo a través de
diferentes modos de accion: antibiosis, induccion de resistencia sistémica y
competencia por espacio y nutrientes (Chen et al., 2009; Chowdhury et al., 2015;
Ongena y Jacques, 2007). La antibiosis consiste en la produccién de enzimas

liticas y metabolitos antagdnicos de fitopatdégenos (Chen et al., 2009). Los ACB



son capaces de sintetizar compuestos volatiles y hormonas que inducen una
resistencia sistémica en la planta huésped (Vallad y Goodman, 2004). Una vez
activa la resistencia sistémica, la planta desencadena mecanismos de defensa
como la expresién de enzimas contra el estrés oxidativo, lignificacion del tejido y
sintesis de fitoalexinas (Vallad y Goodman, 2004). En la competencia por espacio
y nutrientes en el nicho ecoldgico, los ACB hacen uso de sideroforos y formacion
de biofilm (Chowdhury et al., 2015). Dentro del biofilm formado por Bacillus spp. se
encuentran diferentes subpoblaciones resultantes de una diferenciacion celular
(esporas, células productoras de biofilm, células competentes, etc.), asi como
componentes estructurales del biofilm (exopolisacaridos, proteinas y otros

polimeros) (Chowdhury et al., 2015; Lépez y Kolter, 2010).

Bacillus velezensis destaca entre los diferentes integrantes de este género, no
solo por ser capaz de producir metabolitos de amplio rango antagoénico contra
fitopatdégenos, sino ademas al establecer asociaciones positivas con plantas
(Adeniji et al., 2019; Fan et al., 2018; Jiang et al., 2019; Palazzini et al., 2016;
Rabbee et al., 2019). Un ejemplo de estas asociaciones positivas es la promocién
del crecimiento de plantas a través de compuestos volatiles producidos por
Bacillus spp. (Tahir et al., 2017). Estas caracteristicas hacen de B. velezensis una
bacteria promotora de crecimiento de plantas (PGPB por sus siglas en inglés) y un

agente de control biolégico (Compant et al., 2005).

La cepa Bacillus velezensis 83 fue aislada a partir del follaje de mango por
investigadores del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.
Unidad Culiacan. Esta cepa fue inicialmente identificada como B. subtilis v,
después de un andlisis filogenémico, fue reclasificada como B. velezensis 83
(Balderas-Ruiz et al., 2020). Se secuencié el genoma de B. velezensis 83 y se
identificaron los genes involucrados en la sintesis de diferentes metabolitos
secundarios fundamentales para el papel de control bioldgico, formacion de biofilm

y esporulacién de la cepa (Balderas-Ruiz et al., 2020).

Se ha comprobado la actividad de control biolégico de B. velezensis 83 en

diferentes cultivos de frutos (aguacate, mango, papaya, citricos, entre otros) frente
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a diferentes fitopatégenos (Galindo et al., 2013; Galindo et al., 2015). Por su
impacto econdémico y agricola, destaca la inhibicidbn contra el fitopatégeno
Colletotrichum gloeosporioides, causante de la antracnosis (Galindo et al., 2013;
Luna-Bulbarela et al., 2018). B. velezensis 83 constituye el ingrediente activo de la
formulacion del biofungicida de aplicacién foliar Fungifree AB®, comercializado en
México desde el 2012 (Galindo et al., 2013).

2.3. Esporas de B. velezensis 83 como principio activo en Fungifree
AB®

Las esporas de Bacillus son estructuras celulares latentes resistentes a altas
temperaturas, a un amplio rango del pH, a la radiacion y a diversos agentes
quimicos (Nicholson et al., 2000). La formacion de esporas es un proceso de
diferenciacion celular complejo y de alto costo energético (Hoch, 1993). Los
eventos morfolégicos que engloba la esporulacion incluyen la sintesis de
estructuras celulares (septum asimétrico, corteza, cubierta), asi como cambios
metabdlicos en la preespora y lisis de la célula madre (Errington, 1993). En la
figura 2-1 se muestra una representacion grafica de estas etapas. Una vez que la
espora se encuentra en condiciones favorables, ésta es capaz de germinar y

seguir con su ciclo vegetativo y producir metabolitos de novo (Setlow, 2003).

Siendo un proceso energéticamente demandante, el inicio de la esporulacidon es
regulado cuidadosamente (Errington, 2003; Hoch, 1993). La expresidén de genes
involucrados en el inicio de la esporulacion esta regulada directa o indirectamente
por Spo0A, una proteina de unidon a ADN (Molle et al., 2003). Este regulador es
activado por una serie de histidina cinasas (KinA, KinB, KinC, KinD y KinE) a
través de wuna cascada de fosforilacion por medio de dos proteinas
fosfotransferasas (SpoOF y Spo0OB) (Jiang et al., 2000).

En condiciones de laboratorio, la actividad enzimatica de KinA y KinB abarca en su
totalidad la activacion de SpoOA (Trach y Hoch, 1993). La activacion de estas

cinasas esta relacionada con una limitacién nutricional, probablemente mediante
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un mecanismo dependiente de la concentracion interna de GTP (Tocheva et al.,
2016; Tojo et al., 2013). Aun cuando la limitacién nutricional es el factor mas
estudiado en la esporulacion de B. velezensis 83, pueden existir otros factores que
pueden influir en el proceso de esporulacion (Soriano, 2016). Aunque poco se ha
reportado sobre las cinasas KinC, KinD y KinE, se ha propuesto que KinC detecta
la fuga de iones potasio, fendmeno que puede ser provocado por la surfactina, un
surfactante producido por Bacillus spp. (Lépez y Kolter, 2010). Mientras que a
KinD se le ha atribuido la capacidad de activarse por estrés osmotico (Lopez y
Kolter, 2010).

Etapa 2: Division
asimétrica \

Germinacion & %

Condiciones
favorables

Etapa 3:
Engullimiento
O Etapa 1: vegetativa en
condiciones severas
rc . Etapa 7: Lisis

| liberacicn
! ¥ Etapa 4y 5:

I

I

I

v Corteza y cubierta
Etapa 6: Maduracion

Figura 2-1. Etapas de esporulacién. Adaptada de Errington, 2003.

En el medio ambiente, las cinasas sensoras de Bacillus responden a diversas
sefales que pueden desembocar en este proceso de diferenciacion celular (Lépez
y Kolter, 2010). Ademas de las esporas, existen otros tipos de células
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especializadas resultantes de la diferenciacion celular (Lépez y Kolter, 2010); asi,
pueden coexistir subpoblaciones de diferentes células especializadas dentro de un
mismo nicho. Dentro de estas células especializadas estan las células productoras
de matriz extracelular (formacion de biofilm), células mineras (secrecion de
enzimas liticas), las productoras de lipopéptidos, por mencionar algunas (Kaspar
et al., 2019; Lopez et al., 2008; Lyngwi y Joshi, 2014).

En el proceso de la produccion de Fungifree AB® (B. velezensis 83), resulta de
interés obtener altas concentraciones de bacterias en forma de esporas. Las
operaciones unitarias subsiguientes a la fermentacién, como el secado por
aspersion, involucran altas temperaturas (Serrano-Carreén y Galindo, 2007) por lo
que las células vegetativas se verian comprometidas. Las esporas de B.
velezensis 83 en Fungifree AB® una vez que se aplican en el follaje de las plantas
retoman su ciclo vegetativo y ejercen un control biolégico en la planta huésped
(Galindo et al., 2013).

2.4. El acido poli-y-glutamico como metabolito de interés en el control

bioldgico

El acido poli-y-glutdmico o y-PGA es un polimero aniénico, formado por unidades
de acido glutamico unidos por enlaces amida entre los grupos a-amino y y-
carboxilo de estos aminoacidos (Bajaj y Singhal, 2011). El y-PGA biodegradable,
comestible, soluble en agua e inocuo, producido por Bacillus spp. (Bajaj y Singhal,
2011). Por sus caracteristicas, este polimero resulta de interés para su aplicacion
en las areas de alimentos, medicina, cosméticos, farmacos y tratamiento de aguas
residuales (Shih y Van, 2001). Ademas, se ha reportado que el y-PGA es un
regulador positivo de crecimiento de plantas e induce una mayor tolerancia a
ciertos factores de estrés abidticos, como a bajas temperaturas y altas

concentraciones de sal (Lei et al., 2015; Lei et al., 2016).



El acido glutamico necesario para la sintesis del y-PGA puede obtenerse de
manera exogena (a través del medio de cultivo) o endogena (Hsueh et al., 2017).
La obtencion enddgena de acido glutamico es a partir de la aminacion del acido a-
cetoglutarico, el cual es un intermediario en el ciclo de Krebs (Hsueh et al., 2017).
La polimerizacion del y-PGA la lleva a cabo un grupo de enzimas (polimerasas) en
un proceso dependiente de ATP (Shih y Van, 2001). Estas polimerasas se
encuentran codificadas en el operén pgsBCA, el cual esta regulado por el sistema
de deteccion de quorum ComX-ComP y el sistema de dos componentes DegS-
DegU (Hsueh et al.,, 2017). Una vez que la fuente de carbono se ha agotado,
Bacillus es capaz de hidrolizar el y-PGA por via enzimatica y usar el acido
glutamico como fuente de carbono (Shih y Van, 2001). Los genes involucrados en
la sintesis e hidrolisis del y-PGA fueron identificados en Bacillus velezensis 83

(Balderas-Ruiz et al., 2020).

Ademas de su importancia industrial, el y-PGA esta involucrado en la formacion de
biofilm (Wang et al., 2017; Yu et al., 2016). La formacion de biofilm es crucial para
ejercer un control biolégico efectivo, ya que es un prerrequisito para la
colonizacion de las plantas (Beauregard et al., 2013; Xu et al., 2019a; Xu et al.,
2019b). Se ha descrito una relacidon positiva entre la produccién de y-PGA vy la
complejidad morfolégica y robustez en las colonias del biofiim (Yu et al., 2016).
Aunque aun no se sabe con exactitud el papel del y-PGA en la formacién de
biofilm, se especula que puede formar parte de la matriz del biofilm o facilitar el
ensamble de otros componentes de la matriz (Yu et al., 2016). La delecion de uno
0 mas genes involucrados en la sintesis del y-PGA reduce el rendimiento de este
polimero, asi como la capacidad de Bacillus de colonizar raices de la planta
(Wang et al.,, 2017). Asimismo, la reduccion en la produccion de y-PGA esta
relacionada con un detrimento en la capacidad de Bacillus spp. de proteger

plantas de fitopatdégenos en ensayos in vivo (Wang et al., 2017).

La producciéon de y-PGA ocasionan cambios en la reologia del medio de cultivo,
debido tanto a su peso molecular como a la concentracion de dicho metabolito en

el caldo de fermentacién (Richard y Margaritis, 2003). Dichos cambios pueden
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tener un impacto en la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en el medio
de cultivo (Kim et al., 2012). El metabolismo celular se puede ver influenciado por
la VTO, tanto en el crecimiento celular como en la sintesis de algunos metabolitos,
entre ellos el y-PGA (Flores et al., 2020). La medicién en linea de la VTO es una
herramienta muy util no solo en la caracterizacion cinética del crecimiento
bacteriano, sino ademas en el monitoreo de la produccion de ciertos metabolitos

como el y-PGA (Regestein née Meissner et al., 2017).

2.5. Bacilomicina D como componente de interés en biofungicida

El genoma de Bacillus velezensis codifica una gran cantidad de enzimas que
utiliza para la sintesis de metabolitos, que le otorgan ventajas competitivas para
establecerse en el entorno que se encuentre y ejercer un control biolégico de
fitopatogenos efectivo (Ongena y Jacques, 2007). Al menos un 8.2% del genoma
de B. velezensis 83 se destina a la sintesis de metabolitos utiles para el control

bioldgico, en su mayoria lipopéptidos ciclicos (Balderas-Ruiz et al., 2020).

Los lipopéptidos son moléculas anfifilicas que consisten en una o mas cadenas
lipidicas unidas a un grupo peptidico (Hamley, 2015). Los lipopéptidos ciclicos
(cLP) sintetizados por Bacillus spp. estan conformados por una subunidad
peptidica (de 7 a 10 aminoacidos) ciclica unida a una molécula de acido graso B-
hidroxilado o B-aminado de longitud variable (12 a 18 carbonos) (Hamley, 2015;

Ongena y Jacques, 2007).

Los cLPs son sintetizados a través de péptido sintetasas no ribosomales (NRPS
por sus siglas en inglés) (Ongena y Jacques, 2007). Las NRPSs son complejos
multienzimaticos que catalizan todos los pasos necesarios en la biosintesis de
lipopéptidos, incluyendo la seleccion y la condensacion ordenada de los
aminoacidos (Stein, 2005). Cada ciclo de elongacién en NRPSs necesita de 3
dominios fundamentales: un dominio de adenilacion, un dominio portador de

peptidilo (o de tiolacion) y un dominio de condensacion (Stein, 2005).
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Los cLPs de Bacillus velezensis se clasifican en tres familias: iturinas, surfactinas
y fengicinas (Raaijmakers et al., 2010; Rabbee et al., 2019), y en la figura 2-2 se
presentan algunos ejemplos de estas familias. Las surfactinas son heptapéptidos
unidos a un acido graso B-hidroxilado con actividad surfactante, antiviral y
antimicrobiana (Ongena y Jacques, 2007). Las fengicinas son decapéptidos
unidos a un acido graso B-hidroxilado con actividad antifungica (Rabbee et al.,
2019). La estructura general de las iturinas consiste en un heptapéptido ciclico con
una conformacion quiral conservada de LDDLLDL, unido a un acido graso B-
aminado de 14 a 17 carbonos (Suneeta et al., 2018). Las iturinas tienen una
actividad antagoénica que afecta principalmente a hongos y levaduras (Suneeta et
al., 2018). Los cLPs muestran una heterogeneidad debido a variaciones en la
longitud y ramificacion de las cadenas de los &cidos grasos, asi como

sustituciones en los aminoacidos de la subunidad peptidica (Stein, 2005).

HZ

Figura 2-2. Ejemplos representativos de las familias lipopeptidicas de Bacillus velezensis:

A) Surfactina B) Fengicina C) Iturina
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Dentro de las iturinas, la bacilomicina D se ha identificado como uno de los
compuestos antifungicos mas eficientes en ensayos in vitro (Fan et al., 2018; Gu
et al., 2017; Xu et al., 2013). La subunidad peptidica de la bacilomicina D tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos: L-Asn D-Tyr D-Ans L-Pro L-Glu D-Ser L-Thr
(Wan et al., 2021). La concentracidon minima inhibitoria oscila entre 23 y 28 uM,
dependiendo de la especie, asi como de la longitud y ramificaciones del acido
graso (Gu et al., 2017; Luna, 2015; Luna-Bulbarela et al., 2018). Aunque no se ha
descrito el mecanismo molecular de su actividad biolégica, a través de
microscopia electrénica y de fluorescencia, se han observado cambios
morfolégicos en las membranas plasmaticas y paredes fungicas de hifas vy
conidios de algunas especies de hongos (Gu et al., 2017; Luna-Bulbarela et al.,
2018; Xu et al., 2013). Este cambio esta asociado a una perturbacién osmatica
causada por la formacién de poros conductores de iones (Ongena y Jacques,
2007). La formacién de estos poros se asocia a la afinidad que presenta la
bacilomicina D por los esteroles, los cuales estan presentes en las membranas

fungicas (Nasir y Besson, 2012).

La sintesis de bacilomicina D es a través de NRPS, cuya expresion esta regulada
por un sistema de dos componentes y un sistema de deteccion de quorum (Miras
y Dubnau, 2016; Ongena y Jacques, 2007). Por esta razon la sintesis de este
antifungico toma lugar durante la fase estacionaria temprana de Bacillus, una vez
que se alcanza la densidad celular mas alta (Harwood et al., 2018). La feromona
ComX es un decapéptido (Ala-Asp-Pro-lle-Thr-Arg-GIn-Trp-Gly-Asp) con una
modificacion hidrofébica en el triptéfano (Okada et al.,, 2005). es sintetizada vy
difundida al medio de cultivo durante la fase exponencial y al acumularse es
detectada por la histidina cinasa ComP, el cual transfiere la sefial al factor
transcripcional ComA (Raaijmakers et al., 2010). Una vez fosforilado ComA, se
inicia la expresiéon del regulador DegQ, éste junto con la cinasa citosdlica DegS

continlan con la cascada de sefalizacion hasta activar al regulador transcripcional
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DegU, el cual activa la expresiéon de estos complejos enzimaticos (Miras vy
Dubnau, 2016; Raaijmakers et al., 2010).

En la formulacién del biofungicida Fungifree AB® (constituido por esporas de B.
velezensis 83), resulta de interés que el producto de la fermentacion cuente con
una alta concentracion de bacilomicina D. Este lipopéptido al tener actividad
antifungica, es capaz de inhibir el crecimiento de competidores, permitiendo a la
bacteria germinar en el medio ambiente y retomar la sintesis de metabolitos de
novo (Harwood et al., 2018; Setlow, 2003).

2.6. Elicitacion, estrategia para la produccion de metabolitos

secundarios

El analisis del genoma de B. velezensis 83 ha mostrado que esta bacteria tiene los
genes necesarios para la sintesis de metabolitos secundarios involucrados en la
inhibicion de una variedad de microorganismos (Balderas-Ruiz et al., 2020). No
obstante, la sintesis de estos metabolitos puede verse atenuada, incluso
silenciada, bajo condiciones de laboratorio como se ha visto en muchas otras
especies (Baral et al.,, 2018; Bertrand et al.,, 2014). Dicho esto, existen dos
enfoques principales como respuesta a esta problematica: en un enfoque se hace
uso de herramientas moleculares y el otro enfoque depende de los parametros de
cultivo (Baral et al., 2018; Bertrand et al.,2014; Dang et al., 2019).

El enfoque dependiente de herramientas moleculares agrupa estrategias
enfocadas en la edicién del genoma del microorganismo de interés (Baral et al.,
2018). Si bien estas estrategias permiten seleccionar vias de sintesis deseadas,
los rendimientos obtenidos usualmente son bajos y las modificaciones en el
genoma puede interferir con otros procesos metabdlicos en la cepa transformada
(Baral et al., 2018). Aunado a esto, B. velezensis 83 se ha mostrado como un
microorganismo recalcitrante para transformarse (Soriano, 2016) por lo que este

enfoque puede ser inconveniente.
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El enfoque dependiente de los parametros de cultivo comprende técnicas
orientadas a modificar la actividad de reguladores globales a través de la
modificacion de las condiciones de cultivo (Baral et al., 2018; Bertrand et al., 2014;
Pettit, 2011). En comparacion con las técnicas del enfoque dependiente de
herramientas moleculares, las metodologias empleadas en este enfoque dan un
mayor rendimiento, son sencillas y faciles de escalar (Baral et al., 2018). De estas
técnicas, los cultivos elicitados (o simplemente elicitacion) es una de las mas
atractivas para incrementar la produccion de metabolitos secundarios, por su
efectividad, tanto en elicitacion de plantas, hongos y cultivos celulares (Pettit,
2011; Radman et al., 2003).

De acuerdo con Keen (1975), “elicitor” es una sustancia que, al ser introducida a
un sistema celular, inicia o incrementar la biosintesis de un metabolito especifico.
Los elicitores pueden ser bidticos (biomoléculas y compuestos derivados de seres
vivos) o abidticos (metales, iones), los cuales funcionan como sefiales para

receptores presentes en el sistema celular de interés (Radman et al., 2003).

La elicitacion biotica o bioldgica se basa en el intercambio de sefales moleculares
entre las especies que se encuentran en un nicho ecologico dado, como una
forma de cross-talk o comunicacion (Becker et al., 1997), como se muestra en la
figura 2-3. En esta comunicacién quimica participan tanto moléculas de bajo peso
molecular (resultante del metabolismo de plantas, hongos y bacterias) como de
alto peso molecular, las cuales suelen ser componentes estructurales de paredes

celulares y membranas (Becker et al., 1997; Hassan et al., 2019).

A través de la disponibilidad de nutrientes, las plantas son capaces de ejercer
control sobre las poblaciones de los microorganismos que la colonizan (Baudoin et
al., 2003). Se ha observado que también lo pueden hacer mediante el intercambio
de sefiales entre la planta y los miembros del microbioma (Smith et al., 2017). Las
plantas transfieren entre un 20 y un 40% del carbono fijado fotosintéticamente a
las raices (Ortiz-Casto et al., 2009). Mediante el proceso de exudacion de
nutrientes a través de sus raices, las plantas crean un microambiente enriquecido

en la raiz y sus alrededores (rizosfera) (Canarini et al., 2019). Los exudados de
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raiz se componen, principalmente, por metabolitos primarios (azucares, acidos
organicos y aminoacidos) que resultan del metabolismo de la planta (Canarini et
al., 2019; Ortiz-Castro et al., 2009). La composicion de estos exudados varia con
respecto a la especie de la planta, la edad y las condiciones bibticas y abidticas
donde se desarrolla (Smith et al., 2017). Esta inversion de carbono permite que la
planta se beneficie del establecimiento de relaciones simbidticas con ciertos

microorganismos (Ortiz-Castro et al., 2009).

Figura 2-3. Esquema del cross-talk en un microambiente. En la ampliacion del tejido

vegetal (1) se muestra la interaccion entre la planta con un hongo fitopatégeno (2) y
bacterias benéficas (3) formando un biofilm (4). Las moléculas resultantes del
metabolismo de las especies participantes en un ecosistema, asi como moléculas
estructurales (ejemplo: 5 — celulosa, 6 — quitina), sirven como sefales quimicas en una

constante comunicacion inter-especie.

De los microorganismos que son utilizados como agentes de control bioldgico,
destacan las PGPB, por su capacidad de formar relaciones mutualistas con éstas

(Bais et al., 2004; Yi et al., 2017). Los componentes presentes en los exudados
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como sefiales quimicas o como nutrientes son utilizados por las PGPB (Bais et al.,
2004). Las PGPB responden a estos componentes a través de fitohormonas y
compuestos volatiles que, de manera directa o indirecta, elicitan la inmunidad de la
planta y regulan el crecimiento y la morfogénesis de esta (Ortiz-Castro et al.,
2009).

Bacillus spp. son un claro ejemplo de PGPB, pues dentro de la vasta variedad de
metabolitos secundarios que produce, se ha observado un efecto positivo en
plantas por parte de éstos (Bais et al., 2004; Fan et al., 2018; Kaspar et al., 2019;
Ongena y Jacques, 2007; Xu et al., 2013; Yu et al., 2016). De igual manera, se ha
observado cémo compuestos derivados de plantas tienen un efecto positivo en la

sintesis de cLPs de Bacillus spp. (Debois et al., 2015; Fan et al., 2012).

Para recrear condiciones quimicas y ecoldgicas se suele hacer uso de co-cultivos,
fermentaciones mixtas o de preparados de composicion compleja (a partir de
biomasa), asi como de compuestos cuya estructura es conocida (Baral et al.,
2018; Bertrand et al., 2014; Marero et al., 1997; Marmann et al., 2014; Pettit, 2011;
Scherlach y Hertweck, 2009; Tan et al., 2019). Aunque la mayoria de los estudios
que reportan el uso de elicitacion bioldgica, para incrementar la produccién de un
metabolito de interés, lo hacen en plantas y hongos filamentosos, esta
metodologia se ha utilizado también en cultivos bacterianos, y mas concretamente
con cepas de Bacillus (Debois et al., 2015; Li et al., 2014; Karuppiah et al., 2019;
Nihorimbere et al., 2012; Yi et al., 2017).

2.7. Bacillus spp. en modelos de cultivos elicitados

En ensayos transcriptomicos se ha demostrado el efecto de los exudados de raiz
en el incremento de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de
carbono y nitrégeno, formacién de biofilm y sintesis de lipopéptidos en Bacillus
spp. (Fan et al., 2012; Wang et al., 2019). Fan et al. (2012) utilizaron exudados de
raiz de maiz como elicitores en cultivos de B. amyloliquefaciens FZB42. En este

estudio observaron un incremento en la expresion de los genes que codifican para
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las NRPS que sintetizan surfactina y fengicina (Fan et al., 2012). Asimismo, se ha
reportado que se pueden utilizar “exudados sintéticos” formulados en laboratorio y
obtener un efecto positivo en la produccion de cLPs (Nihorimbere et al., 2012).
Nihorimbere et al. (2012) utilizaron una formulacion artificial de exudados de
tomate en cultivos de B. amyloliquefaciens SQR9. En este estudio observaron un
incremento de hasta 3 veces en el rendimiento de iturinas, surfactina y fengicina
(Nihorimbere et al., 2012).

Ademas de los exudados, recientemente se ha reportado que los componentes
estructurales de plantas (celulosa, hemicelulosa, etc.) también tienen un papel
importante en el intercambio de sefiales con microorganismos (Hassan et al.,
2019). Beauregard et al. (2013) demostraron el efecto elicitor de diferentes
polisacaridos de pared celular vegetal en la formacion de biofilm en B. subtilis.
Debois et al. (2015) por su parte, lograron incrementar hasta mas de 5 veces la
produccion de surfactina, usando diferentes polisacaridos en cultivos de B.

amyloliquefaciens (tabla 2-1).

Los compuestos derivados de plantas han demostrado ser agentes importantes en
la elicitacion de varios procesos metabodlicos en Bacillus spp. Muchos de estos
efectos se ven reflejados en caracteristicas que hacen mas efectiva la capacidad
de ejercer un control bioldégico por parte de Bacillus spp. (como la produccién de
lipopéptidos antagdnicos de fitopatdgenos y formacion de biofilm). Aunque el papel
principal de los cLPs es inhibir la actividad y proliferacion de bacterias y hongos
patdogenos, también se les ha atribuido un papel importante en la induccion de
resistencia sistémica en plantas, asi como en la colonizacion de estas (Bais et al.,
2004; Xu et al., 2013).

En el ecosistema que comprende la rizosfera de la planta, no solo se encuentran
microorganismos, como los PGPB, con los cuales establecen una relacién
mutualista. En estos microambientes existen fitopatdgenos compitiendo por
espacio y nutrientes con las PGPB, dafando a la planta huésped en el proceso
(Cao et al., 2018; Cawoy et al., 2014; Li et al., 2014; Meyer y Stahl, 2003; Shentu

et al., 2013). Asi como existen las interacciones planta — PGPB y planta —
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fitopatogeno, también existe un intercambio de moléculas entre las PGPB vy los
fitopatégenos, donde las PGPB hacen uso de metabolitos secundarios al detectar
la presencia de fitopatdgenos (Becker et al., 1997; Cawoy et al., 2014). Se ha
propuesto que las PGPB son capaces de detectar compuestos sintetizados por los
fitopatogenos, y éstos responden a los fitopatdgenos con metabolitos antagonicos,
ejerciendo un control biolégico en el microambiente (Becker et al., 1997; Zihalirwa
Kulimushi et al., 2017).

Tabla 2-1 Efecto de polisacaridos derivados de plantas como elicitores en la produccion

de surfactina (mg/L) en cultivos de B. amyloliquefaciens (Debois et al., 2015)

Cepa . Veces que se incremento la
(B. amyloliquefaciens) Elicitor concentracién de surfactina
Arabinogalactano 3.6
S499 Xilano 4.4
Pectina 3.5
Arabinogalactano 5.6
FZB42 Xilano 4.8
Pectina 3.5
Arabinogalactano 5.5
QST713 Xilano 4.5
Pectina 3.0

Para el incremento de la produccion de lipopéptidos antibiéticos y antifungicos de
Bacillus spp., se han utilizado co-cultivos en medios sélido y liquido como método
de elicitacion (Cawoy et al., 2014; Li et al., 2014; Zihalirwa Kulimushi et al., 2017).
Como resultado de estos estudios, se ha observado que las respuestas son
especificas para cada cepa de Bacillus, asi como para cada elicitor utilizado (como

se muestra en la tabla 2-2). Los fitopatdégenos que se han visto antagonizados por
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Bacillus spp. en ensayos de inhibicion, muestran una respuesta en la produccion
de cLPs (Li et al., 2014; Zihalirwa Kulimushi et al., 2017). En este sentido, Bacillus
sintetiza los metabolitos necesarios para inhibir la accion del patdégeno en

cuestion, al detectar su presencia (Andric et al., 2020).

Tabla 2-2 Efecto de co-cultivos de Bacillus con hongos patdégenos sobre la produccion de
lipopéptidos. El numero después de la flecha indica las veces que se incremento la
respuesta; los resultados de Li et al., se calcularon en base a picos de area
cromatografica (mAU/s). Los resultados de DeFilippi et al., y Zihalirwa Kulimushi et al., se

calcularon en base a concentracion (mg/mL).

Cepa Elicitor Respuesta Referencia

13.0 fengicina

F. sambucinum 13.5 surfactina

- DekFilippi et al.,
B. subtilis B9-5
HRH R. stolonifer 13.0 fengicina 2018
V. dahliae 13.0 fengicina
V. dahliae Kleb | 12-0 bacilomicina D
12.7 fengicina
S sclerotiorum 12.1 bacilomicina D
' 12.5 surfactina
) _ 12.0 bacilomicina D
B. amyloliquefaciens | F. 0Xysporum 1.1 fengicina Li et al. 2014
SQR9 _ : o
R. solani 12.1 surfactina
F. solani 1.6 surfactina
1.2 bacilomicina D
P. parasitica 1.7 fengicina
tM.2 surfactina
B. amyloliquefaciens N -
R. variabilis 3.5 fengicina
S499 ! ? Zihalirwa Kulimushi
B. amyloliquefaciens | R. variabilis etal., 2017

E7B42 12.7 fengicina
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Por otra parte, debido a la capacidad de diferenciacion celular de Bacillus, otros
procesos como la formacion de biofilm y la esporulacion se pueden ver alterados
al entrar en contacto con ciertas especies (Andric¢ et al., 2020). Los co-cultivos de
B. subtilis y E. coli dieron como resultado un aumento en la expresion de genes

involucrados en la esporulacion de Bacillus (Grandchamp et al., 2017).

Ademas de co-cultivos, la adicion de biomoléculas provenientes de un
fitopatégeno pueden generar una respuesta en cultivos sumergidos de Bacillus
spp. (Grandchamp et al., 2017; Ramirez-Vigil et al., 2020). La adicién de micelio
inactivo de C. gloeosporioides a cultivos de B. subtilis provocaron un incremento
de metabolitos secundarios antifungicos (Ramirez-Vigil et al., 2020). En otro
estudio observaron que la adicién del sideréforo enterobactina, a cultivos de B.
subtilis, funciona como una sefial capaz de incrementar la velocidad del proceso
de formacion de esporas hasta 7.5 veces con respecto al control (Grandchamp et
al., 2017).

Todos los trabajos anteriormente mencionados demuestran la capacidad de
Bacillus de responder a diferentes estimulos bidticos que pueden estar presentes
en su ambiente natural, de tal forma que logre adaptarse y sobresalir en dicho
ambiente. Esta caracteristica puede ser atractiva a nivel industrial, para la
produccion de diferentes metabolitos, por lo que es necesario realizar estudios de
las respuestas que pueda presentar una cepa a diferentes elicitores. B. velezensis
83 es una cepa de interés de estudio bajo este enfoque, pues se ha demostrado
su capacidad de sintesis de metabolitos secundarios bioactivos, formar
endosporas termorresistentes y forma parte de un biofungicida cuya efectividad ha
sido comprobada en campo (Balderas-Ruiz et al., 2020; Galindo et al., 2013;
Galindo et al., 2015).
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3. HIPOTESIS

En cultivos de Bacillus velezensis 83, el uso de una solucion modelo (como
exudados sintéticos de raiz), polisacaridos (componentes de pared celular vegetal)
0 micelio no viable de C. gloeosporioides como elicitores, incrementan la

esporulacion y la produccion de y-PGA y de bacilomicina D.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar en cultivos de Bacillus velezensis 83, el efecto de diferentes elicitores
(simulacion de exudados, micelio no viable de C. gloeosporioides y polisacaridos)
sobre la esporulacion y la produccion de y-PGA y bacilomicina D en matraces

agitados.

4.2. Objetivos especificos

. Evaluar una solucion modelo de exudados sintéticos como elicitor en la

esporulacion y produccion de y-PGA y bacilomicina D en B. velezensis 83.

. Evaluar micelio no viable de Colletotrichum gloeosporioides como elicitor en

la esporulacion y produccion de y-PGA y bacilomicina D en B. velezensis 83.

. Evaluar, de forma independiente, polisacaridos que constituyen la pared
celular vegetal (a-celulosa y arabinogalactano), como elicitores en la

esporulacion y en la produccion de y-PGA y bacilomicina D en B. velezensis
83.

. Evaluar el efecto de dos elicitores simultaneos en la esporulacion vy

produccion de y-PGA y bacilomicina D en B. velezensis 83.

22



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 5-1 se muestra un esquema general de la estrategia seguida para el
desarrollo de la fase experimental. Al tratar con diferentes elicitores, la fase
experimental se desarrollé a nivel matraz. En una primera etapa se caracterizo la
cinética y respirometria de B. velezensis 83 en una condicién testigo o control, asi
como el uso de una solucién modelo de exudados sintéticos de raiz, como fuente
de carbono. Posteriormente, se evalud el efecto de la presencia de micelio no
viable de hongo patdégeno. Ademas, se evalud la presencia de polisacaridos de la
pared celular vegetal (a-celulosa o arabinogalactano). Todos los ensayos fueron
evaluados en términos de crecimiento vegetativo, produccién de esporas,
produccion de bacilomicina D y produccién de y-PGA. Por ultimo, se seleccionaron

y evaluaron 2 elicitores simultdaneamente.
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Figura 5-1. Esquema de estrategia experimental desarrollada para la evaluacién de elicitores
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales
6.1.1. Microorganismos

El agente de control biologico utilizado fue Bacillus velezensis 83, proporcionado
por la empresa Agro&Biotecnia S. de R. L. de C.V. La cepa se preservo en un vial

con glicerol al 80% y una temperatura de -20°C.

El fitopatogeno fungico utilizado en los experimentos de elicitacion fue
Colletotrichum gloeosporioides 06, el cual fue aislado de la filésfera de mango en
el Centro de Investigacién de Alimentacion y Desarrollo (CIAD) campus Culiacan,

Sinaloa.

6.1.2. Medios de cultivo

La activacion de la cepa se llevdo a cabo en un medio sélido constituido por
extracto de levadura, peptona, glucosa en agar (YPG, por sus siglas en inglés) (pH

= 7.2 +0.2), cuya composicion se muestra en la tabla 6-1.

Tabla 6-1 Composicion de agar YPG

Compuesto Concentracion (g/L)
Extracto de levadura 10
Peptona 10
Glucosa 10
Agar 15

La produccion de células necesarias para realizar los experimentos planteados se
llevd a cabo en el medio liquido YPG (pH = 7.2 + 0.2) cuya composiciéon se

muestra en la tabla 6-1, omitiendo la adicion de agar.
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La caracterizacion cinética de la cepa se llevo a cabo en un medio quimicamente
definido, en base al medio mineral reportado por Cristiano-Fajardo et al (2019),
cuya composicion se muestra en la tabla 6-2. Esta composicion se utilizé para
todas las pruebas realizadas. Se utilizé glucosa como fuente de carbono para el
control y para los cultivos con polisacaridos y micelio de hongo. Para la solucién
modelo de exudados sintéticos, la fuente de carbono consistié en una formulacién
de acuerdo con las proporciones de los compuestos en exudados de raiz de maiz
(Baudoin et al., 2003). La composiciéon de la solucion modelo proporciond la
misma cantidad c-mol a la bacteria que los cultivos control, con micelio y con
polisacaridos (0.5 c-mol). En la tabla 6-3 se muestran los componentes utilizados
para la formulacion de esta solucion modelo, la suma total de los componentes es
de 15 g/L.

Tabla 6-2 Composicidon del medio mineral utilizado en los cultivos de B. velezensis 83

Compuesto Concentracion (g/L)

Fuente de carbono* 15
(NH4)2SO04 4
KH2POa4 6.4
K2HPO4 5.32
MgSO47H20 0.4
FeSO47H20 0.08
CaCl2 0.1

MnCl2*4H20 0.019

Para evitar la formacién de compuestos por reaccién de Maillard durante la
esterilizacion, se prepararon tres stocks por separado. En un primer stock solo se
diluyé glucosa en agua destilada. En otro stock el sulfato de amonio con los

fosfatos y se ajusté el pH a 7.7 + 0.1 con hojuelas de NaOH. En un ultimo stock se
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incluyeron las sales minerales restantes. La mezcla de los stocks y distribucion del

medio mineral a los matraces se realizé en campana de flujo laminar.

Tabla 6-3 Soluciéon modelo del exudado sintético.

Compuesto Concentracion (g/L)
Glucosa 2.897
Fructosa 2.897
Sacarosa 2.757

Acido citrico 1.545

Acido lactico 1.448
Acido succinico 1.899
Alanina 0.716
Serina 0.845

6.2. Produccién de micelio de Colletotrichum gloeosporioides

La produccion de micelio de C. gloeosporioides se realizdé en matraces Erlenmeyer
de 2 L con un 1 L de caldo papa dextrosa Difco™ (pH = 5.6 + 0.2) (PDB) de

acuerdo con el siguiente procedimiento:

De la cepa preservada en caja Petri en medio agar papa dextrosa (PDA), se
sembro a C. gloeosporioides en medio fresco de PDA Difco™ (pH =5.6 + 0.2) y se
incubd a 29°C por 8 dias. Posteriormente, en condiciones estériles, se agregaron
10 mL de PDB a cada caja y con un asa de platino se rasp6 la superficie del agar
con el micelio. Se recuperé la suspension medio-micelio con una jeringa estéril y
se inoculé en un matraz Erlenmeyer de 2 L con 1 L de PDB. Se utiliz6 una caja
Petri por cada matraz inoculado. Los matraces se incubaron a 29°C por 6 dias con

una agitacion de 100 rpm.

La biomasa se recupero por filtracion al vacio utilizando papel filtro Whatman no. 1

bajo condiciones no estériles. El micelio se resuspendid y lavd dos veces en agua
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destilada, después de cada lavado se filtré utilizando el método ya descrito. El

micelio lavado se coloco en un horno a 80°C + 5°C por 48 h para deshidratarlo.

Para la obtencion de un polvo homogéneo, el hongo fue molido en un mortero de
porcelana y se agrego nitrogeno liquido para facilitar el proceso. El producto de la
molienda se tamizd en un tamiz #80 de acero inoxidable. El polvo obtenido fue
almacenado en un tubo conico nuevo a temperatura ambiente y envuelto con

Parafilm.

Para la evaluacion del micelio como elicitor de los cultivos en matraces agitados,
se utilizé una concentracion de 2 g/L de elicitor en el medio mineral. Se agrego por
separado, 0.1 g de polvo de micelio suspendido en 5 mL de agua destilada para
cada matraz. Una vez esterilizados los matraces con micelio suspendido en agua,
se aforaron los matraces a 50 mL con el medio mineral descrito en la seccion

6.1.2, y en condiciones estériles.

6.3. Desarrollo de los cultivos elicitados
6.3.1. Activacién de la bacteria B. velezensis 83 y desarrollo de in6culos

Para la activacion de la cepa, se tomaron dos asadas de la cepa preservada (vial
con glicerol mantenido a -18°C) y se estridé una caja de Petri con agar YPG, la caja
se incubd a 29°C por 12 horas. De la caja con agar se tomaron dos asadas y se
inoculé un tubo con 5 mL de medio liquido YPG. El tubo se incubd a 29°C y una
agitacion de 200 rpm por 12 horas. Por ultimo, el contenido del tubo se transfirié a
un matraz de 250 mL con 45 mL de medio YPG, teniendo un volumen final de 50

mL, y se incubo6 a 29°C y 200 rpm por 12 horas.

Una vez transcurridas las 12 h, se hizo un conteo celular por microscopia 6ptica y
empleando una camara Neubauer, determinando la concentracion de células en el
medio YPG. Posteriormente, se calculé el volumen necesario del indculo para
obtener una concentracion inicial de 1x108 células/mL en los matraces para el

desarrollo de los procesos y su analisis cinético y respirométrico.
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6.3.2. Cultivos en matraces agitados

La caracterizacion cinética de B. velezensis 83 se llevdo a cabo en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de llenado de 50 mL, utilizando medio
mineral (tabla 6-2) y glucosa como fuente de carbono. El inéculo se tomé del
cultivo en medio liquido YPG, el cual se centrifugd y se descarto el sobrenadante.
El paquete celular fue resuspendido con solucién salina estéril (0.9% p/v NaCl en
agua destilada). Este proceso de “lavado” (centrifugado — descarte de
sobrenadante — resuspencion) se repitid 2 veces para asegurar que en los cultivos
no fueran moléculas formadas en el pre-indculo. Los matraces se mantuvieron en
agitacion y temperatura constantes de 200 rpm y 29°C, durante 72 horas. Las
muestras se tomaron cada 4 horas para las primeras 24 horas y cada 6 para las

48 horas restantes. Se realizaron triplicados para cada cultivo.

Para la caracterizacion cinética de los cultivos se cuantificd el consumo de
sustrato, produccion de metabolitos (acetoina, butanodiol, bacilomicina, y-PGA)

asi como el crecimiento vegetativo de la cepa y la concentracidon de esporas.

6.3.3. Monitoreo de actividad respiratoria en linea

Ademas de la caracterizacion cinética, se caracterizd la respirometria de B.
velezensis 83 en linea y de manera simultanea al monitoreo de la caracterizacion
cinética. Para el analisis respirométrico se empled el sistema de monitoreo de
actividad respiratoria (RAMOS, por sus siglas en inglés). Los componentes del
equipo RAMOS (HiTec Zang), asi como de los matraces del sistema, se muestran
en las figuras 6-1 y 6-2, respectivamente. Para mantener las mismas condiciones
operacionales de aquellas en los matraces fuera de linea: se utilizaron matraces
de 250 mL con un volumen de llenado de 50 mL e incubados a 29°C, 200 rpm

durante 72 horas.
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Figura 6-1 Equipo de sistema de monitoreo de actividad respiratoria (RAMOS). Consta
principalmente de (a) panel de control de parametros de incubadora, (b) plataforma de

agitacion y (c) controlador de temperatura.

Figura 6-2 Matraz empleado en el equipo RAMOS. Los componentes de los matraces son
(a) puerto de inoculacioén, (b) sensor de gases y (c y d) valvulas de entrada y salida de

aire, respectivamente.
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Los matraces estan disefiados de tal modo que sus dimensiones son equiparables
a las de un matraz Erlenmeyer de 250 mL. Estos se colocan en la plataforma de

agitacion (figura 6-1) dentro de la incubadora.

El equipo RAMOS mide la actividad respiratoria constantemente por ciclos durante
toda la fermentacién. Un ciclo consiste en una fase de aireacion y una fase de
medicion (figura 6-3). En la fase de aireacion, las valvulas de entrada y salida se
abren y fluye un gas con una composicion conocida (con un 20.95 % de oxigeno)
a través del matraz. Para evitar contaminar los matraces, se colocan filtros
estériles en la entrada y salida del matraz. Durante la fase de medicion, las
valvulas se cierran. Los microorganismos consumen parte del oxigeno y producen
COg2, el sensor de gases detecta la diferencia de presion parcial de oxigeno y COz2
y esta sefal es procesada por la computadora (Anderlei y Biichs, 2001). Después
de la fase de medicion, las valvulas se vuelven a abrir para permitir el flujo de gas

nuevamente.

Partial Pressure | Rinsing Phase
of Oxygen Il Measuring Phase
A X Calibration
L]

Z

>
Time of Fermentation

Figura 6-3 Esquema de ciclo de medicion del equipo RAMOS. Tomado de Anderlei y
Bichs (2001).
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La velocidad de transferencia de oxigeno (OTR por sus siglas en inglés) y la
velocidad de transferencia de CO2 (CTR por sus siglas en inglés) son calculadas
por el software de HiTec Zang a partir del cambio de la presion parcial de dichos

gases. Los modelos matematicos utilizados por el software son los siguientes:

AP, |7 No mol

OTR = —2 I _ =2 [=
At CRATV, Vet Len Ec.1
APCO |74 Nco mol

CTR = 2 S = [= Ec. 2
A CRATAV, Vel Ien

Donde AP es la diferencia de la presion parcial (en bar), At es el tiempo de
medicién (en h), Vg es el volumen del gas (en L), VL es el volumen de llenado con
el medio liquido (en L), T es la temperatura en la que opera la incubadora (en °K),

R es la constante universal de gases (en bar*L/mol*°K) y n el niumero de moles.

6.4. Métodos analiticos
6.4.1. Cinética de crecimiento vegetativo

Para determinar el numero total de células se realiz6 un conteo de éstas en
camara de Neubauer, de acuerdo con el método reportado por Morales (2007). La
region de conteo consiste en dos areas formadas por 4 canales longitudinales y
uno transversal. Dentro de cada area hay una cuadricula de 3x3 mm, en la cual el
cuadro central esta subdividido en 25 cuadros de 0.2x0.2 mm (Area = 0.04 mm2),
es en estos ultimos donde se lleva a cabo la cuenta de las células. La profundidad
de la camara Neubauer es de 0.1 mm, teniendo un volumen final de conteo de
4x103 mm3 0 4x10° mL. En la figura 6-4A se muestra una imagen de la cdmara y

en la 6-4B un esquema de la cuadricula presente en el area de conteo.

En cada medicidon se colocaron 20 uL de muestra en el centro de la cuadricula y
se observd en un microscopio 6ptico Optiphot-2 Nikon con el objetivo de 40X.
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Dependiendo de qué tan concentrada estuviera la muestra, se realizaban las
diluciones pertinentes. Dicho factor de dilucion se incorporé en la ecuacién final

para determinar la concentracion de células por mililitro (Ec. 3).

célulaS) B Promedio de células
mL ) 4x106mL

- Factor de dilucion Ec. 3

Cuenta total (

Se contaron 4 cuadros diferentes dentro del cuadro central de conteo y se
promediaron estos 4 valores. Este promedio se tomd para la determinacion de

concentracion de bacterias.
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Figura 6-4 Camara de Neubauer. A) Imagen de la camara utilizada. B) Esquema del area

de conteo, el cuadro central presenta la cuadricula donde se realiza el conteo de células

6.4.2. Porcentaje de esporulacion y concentracion de esporas

Para la determinacion de porcentaje de esporulacion se tomaron muestras cada 6
horas, a partir de las 24 horas de cultivo. La muestra fue centrifugada (12,000 rpm
x 5 min a 4°C) y el sobrenadante fue desechado. El paquete celular fue
resuspendido en solucion salina estéril (0.9 % NaCl y 0.05 % Tween 40), esto con

la finalidad de lavar las células. Los lavados se repitieron dos veces mas.

La identificacion de las esporas se llevo a cabo por medio de tincion diferencial, de
acuerdo con la metodologia reportada por Soriano (2013). De la alicuota con
células lavadas, se tomaron 40 yL y se colocaron en un portaobjetos. En un
recipiente de metal se puso a hervir agua, una vez en ebullicibn se colocé una
malla de metal y sobre esta se coloco el portaobjetos con la muestra. Se agregd
verde de malaquita al 5% (solucién acuosa filtrada con membrana de 0.45 pm)
sobre la muestra en el portaobjetos, cuidando que la solucién no se secara o
hirviera, esto durante 10 minutos. El vapor de agua permiti6 permeabilizar las
esporas, las cuales son estructuras mas compactas en comparacién con su forma
vegetativa. Después de estos 10 minutos, se dejé enfriar por 2 minutos y se lavé
con abundante agua destilada y se seco con aire. Las células vegetativas al ser
permeables perdieron el color verde después del lavado, a diferencia de las
esporas. Una vez seca la muestra, se le afiadié fucsina fenicada diluida al 0.1%
como colorante de contraste, la cual fue absorbida solo por las células vegetativas,
permitiendo de esta forma distinguirlas de las esporas. Se dejé reposar por 5

minutos, se enjuago con agua destilada y se secd con aire.

La muestra tefiida se observo en un microscopio éptico Optiphot-2 Nikon, con el
objetivo 100X y aceite de inmersion. Se tomaron alrededor de 15 fotos por

muestra con el programa Image Pro Plus 4.1 Media Cybernetics, de tal modo que
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fuese posible contar mil objetos. El calculo del porcentaje de esporulacién se

obtuvo con la siguiente ecuacion:

esporas

Y%esporas = 100 Ec.4

*
esporas + celulas vegetativas

En la figura 6-5 se observa el resultado de una muestra después del proceso de
tincion. Las esporas quedan tefidas de color verde, mientras que las células

vegetativas de color fucsia.

- ’

Figura 6-5 Tincién de B. velezensis 83. Las esporas (1), por la naturaleza resistente de
sus cubiertas son capaces de retener el verde de malaquita. Las células vegetativas (2),
al carecer de esta cubierta pierden el color verde y adoptan el color magenta que aporta la

fucsina.

La concentracion de esporas en el caldo se calculé con el porcentaje de
esporulacion obtenido con la ecuacion previa, multiplicando dicho valor por el valor
de la concentracion obtenido en la cuenta total de células a la misma hora. La

ecuacion final queda de la siguiente forma:

Ec.5
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spo
Conc.de esporas (%) = Y%esporas * Cuenta total

6.4.3. Determinaciéon de consumo de sustrato

Se tomaron alicuotas cada 4 horas las primeras 24 horas y cada 6 horas durante
las 48 horas restantes del experimento. Las muestras fueron centrifugadas
(12,000 rpm x 5 min a 4°C). El paquete celular fue descartado y el sobrenadante
fue acidificado con 13 uL de HCI 3N por cada mL de muestra (para eliminar
lipopéptidos). La muestra fue nuevamente centrifugada a 10,000 rpm por 5

minutos, recuperando el sobrenadante y descartando el precipitado.

El sobrenadante se analizé por cromatografia liquida (HPLC), utilizando una
columna Aminex® HPX-87H (7.8x300 mm) de la marca BIO-RAD y H2SO4 5 mM
como fase movil y un flujo de 0.6 mL/min a 50°C. Para el analisis se inyectaron 20

uL de muestra.

Para la identificacion de las moléculas, se utilizé un detector de arreglo de
fotodiodos (Waters 2996) y un detector de indice de refraccion (Waters 2414). En
el caso de arreglo de fotodiodos, se extrajo el cromatograma a una longitud de

onda de 210 nm.

El consumo de glucosa se cuantificod en el cromatograma de indice de refraccion
(IR). Se realiz6 una curva de calibracién utilizando estandar de glucosa (Sigma
Aldrich). El area integrada bajo la curva se utilizaba en la siguiente ecuacién para

calcular la concentracion en g/L:

) _ Area
"~ 238401.6

Glucosa (g Ec. 6

L

Para el resto de los sustratos (en el caso de la solucion modelo del exudado

sintético), se analizaron estandares por separado de cada uno de los compuestos
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y asi, se determinaron los tiempos de retencion de cada uno de ellos, los cuales

se muestran en la tabla 6-4, asi como los respectivos detectores utilizados. Solo la

sacarosa y los aminoacidos (alanina y serina) no se lograron cuantificar por este

método.

Las ecuaciones utilizadas para determinar la concentracion en g/L de cada uno de

los sustratos utilizados en la solucion modelo fueron:

Fructosa (%)

Acido citrico (%)

Acido succinico (

Acido lactico (%)

Area

~ 268035

~ Area
2459169

g) _ Area
1296741

L

B Area
"~ 3437016

Ec.7

Ec. 8

Ec. 9

Ec. 10

Tabla 6-4 Tiempos de retencién para cada sustrato

Tiempo de retencion (min)

Detector IR (Waters 2414) Diodos A=210 nm
Compuesto (W2996)
Glucosa 8.85
Fructosa 9.58
Acido citrico 7.5
Acido succinico 12.04
Acido lactico 11.98
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6.4.4. Determinacién de produccién de &cido acético, acetoina vy
butanodiol

La concentracion de acido acético, acetoina y de butanodiol se determind en
HPLC, y utilizando la misma columna (Aminex® HPX-87H) y el mismo método
descrito para el caso de la determinacién de consumo de sustrato. Se utilizaron los
detectores de arreglo de diodos (Waters 2996), analizando las muestras en un
intervalo de 200 a 220 nm de longitud de onda, y el indice de refraccion (Waters
2414). Para la cuantificacion del butanodiol se tomo lectura del cromatograma
obtenido de indice de refraccion. Para el acido acético y la acetoina se tomo

lectura del cromatograma de arreglo de diodos a una longitud de onda de 210 nm.

Utilizando estandares a diferentes concentraciones, se establecié una curva de
calibracion, de la cual es posible calcular las concentraciones de estos metabolitos

en g/L.

Obteniendo lectura del area bajo la curva a los 14.7 min del cromatograma para

calcular el acido acético:

Area

= 1222471 Ec. 11

Acido acético (%)

La ecuacion para la determinacién de concentracion de acetoina (17.2 min de

tiempo de retencion) es la siguiente:

Ec. 12

g) Area

Acetoina (Z = 837925

Por ultimo, para la determinacién de la concentracion de butanodiol fue necesario
hacer un ajuste al valor del area bajo la curva obtenida a los 18.5 min de

retencion, de acuerdo con lo descrito por Medina Valdez (2019). En el

38



cromatograma del indice de refraccion, la acetoina se detectd al mismo tiempo de
retencion que el butanodiol, por lo que las sefales se sobreponen. El ajuste
consistio en una resta del area correspondiente para la concentracion de acetoina,
la cual fue previamente calculada del cromatograma de arreglo de diodos con la

ecuacion 12. La ecuacion final fue la siguiente:

_ Areajr — (177517 x Concentracionacetoing)
- 216975

Butanodiol (%)

6.4.5. Determinacion de y-PGA

La concentraciéon de y-PGA, en el caldo libre de células, se determind por
cromatografia de permeacion de gel, usando una columna ultrahidrogel 500
(7.8x300 mm) marca Waters y una columna lineal con una precolumna acopladas
al equipo de HPLC. Se inyectaron 100 uL de muestra a través de la columna a una
temperatura de 38°C. Como fase movil se utilizé una solucion de nitrato de sodio
0.1 M, a una velocidad de 0.8 mL/min. Se realiz6 una curva de calibracién
utilizando un estandar de y-PGA (marca Sigma Aldrich), la curva se muestra en el
anexo figura A-8. El area integrada y cuantificada obtenida del cromatograma
resultante (indice de refracciéon Waters 2414) se utilizd en la siguiente ecuacion,

de modo que el resultado se exprese en g/L

Ec. 14

g) Area

PGA (=) =
(L 648166

6.4.6. Determinacion de bacilomicina D

La bacilomicina D producida por B. velezensis 83 y excretada en el sobrenadante
fue determinada por HPLC. Se utilizé una columna Zorbax C8 (4.6x250 mm), de la

marca Agilent. Las fases moéviles consistieron en agua miliQ con TFA (acido
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trifluoracético) al 0.1 % y acetonitrilo con TFA al 0.1 %. Ambas fases fueron
incorporadas por separado por diferentes lineas. Se inyectaron 50 pL de muestra
por la columna con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y utilizando un programa
de gradientes. El programa de gradientes consisti6 en una proporcion inicial de
fase moévil de 63:37 agua miliQ:acetonitrilo los primeros 12.5 minutos de corrida.
Del minuto 13.5 al 26 la proporcién de la fase mévil cambié a 20:80 y del minuto
27 al 35 regreso a 63:37. El tiempo entre cada cambio de proporcién en la fase
movil fue de un minuto, y el tiempo de corrida total fue de 35 minutos a una
temperatura de 30°C. Las muestras fueron analizadas con un detector de arreglo
de diodos (Waters 2996) en un intervalo de longitud de onda de 200 a 210 nm. Se
cuantifico el area bajo la curva de los cromatogramas a una longitud de onda de
205 nm. EIl valor del area se utilizé en la ecuacion siguiente para obtener la

concentracion de bacilomicina D en mg/L:

Ec. 15

Bacilomicina D (mg) = Area
romuct L )~ 158745

6.4.7. Determinacion de consumo de sulfato de amonio

Se cuantificé el sulfato de amonio residual por el método colorimétrico de indofenol
de acuerdo con lo reportado por Kaplan (1969). En esta técnica el amonio
reacciona con hipoclorito de sodio para formar cloramina. Después, la cloramina
reacciona con fenol en medio alcalino para formar p-hidroxifeniliminobenzoquinona
(indofenol). Este cromégeno se mide por absorbancia a una longitud de onda de
635 nm.

El método consisti6 en agregar 1 mL de solucion A (fenol 106 mM vy
nitroferrocianuro de sodio 0.17 mM en agua desionizada) a un tubo de
microcentrifuga junto con 25 pL de la muestra. Después de homogenizar con
agitador vértex, se agregd 1 mL de soluciéon B (hidroxido de sodio 0.125 N e
hipoclorito de sodio 11 mM en agua desionizada) y se agitd nuevamente. La
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reaccion tomé 30 minutos y después de este tiempo se midio la absorbancia en el

espectrofotometro Genesys 10s UV-VIS (Thermo Fisher Scientific).

Los valores de absorbancia se utilizaron en la ecuacién 16, donde ABS es la
absorbancia, 0.5491 es el valor de la pendiente de la curva de la calibraciéon y

0.132 el PM del sulfato de amonio en g/mmol.

_ ABS
"~ 0.5491

Sulfato de amonio (%)

x 0.132 Ec. 16

6.4.8. Analisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico de los parametros cinéticos y la produccién
maxima de esporas y metabolitos (bacilomicina D, y-PGA) utilizando el software
Minitab® 18.1. A estas variables respuesta se les aplico un analisis ANOVA de un

factor y una comparacion de medias de Tuckey, con una confianza del 95% (a =
0.05).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion del cultivo “control” y el cultivo con solucion

modelo de Bacillus velezensis 83

En la primera etapa se realizo el cultivo de Bacillus velezensis 83 sin elicitores,
denominado “cultivo control”, para caracterizar la cinética de éste (crecimiento
vegetativo, esporulaciéon, consumo de sustrato, produccion de metabolitos,
respirometria). Asimismo, se estudié el uso de una solucion modelo de exudados
sintéticos (compuesto por glucosa, fructosa, sacarosa, acido citrico, acido lactico,

acido succinico, alanina y serina).

En la cinética del cultivo control, se observo que durante las primeras 12 horas B.
velezensis 83 presento la fase exponencial, con una velocidad de crecimiento de
0.32 + 0.02 h-' (figura 7-1A). Durante la fase estacionaria (de las 12 a 24 horas de
cultivo), se alcanzd la concentracion de células maxima de 6.32x10° + 0.45x10°
cel/mL. La glucosa se consumio por completo a las 20 horas de cultivo (figura 7-
1B), y una vez agotada la fuente de carbono, las primeras esporas se formaron
entre las 24 y 30 horas de cultivo (figura 7-1A). La evolucion de la VTO no mostro
que el cultivo control estuviera limitado por oxigeno, y se alcanzé una VTO
maxima de 5.55 £ 0.07 mmol O2/L*h alrededor de las 8 horas de cultivo (figura 7-
1C). Durante la fase estacionaria (entre 12 y 24 horas de cultivo) se formé un pico
secundario, lo que indic6 el consumo de otra fuente de carbono como los
metabolitos de sobreflujo de carbono, acetoina y butanodiol, cuya concentraciéon
disminuyo entre las 12 y las 24 horas de cultivo (anexo figura A-12). La sintesis de
bacilomicina D se presenté durante la fase estacionaria, con una concentracion
maxima de 15 + 0.05 mg/L (figura 7-1D).
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Figura 7-1. Caracterizacion cinética de B. velezensis 83 en cultivos control y con solucién
modelo de exudados sintéticos. A) Crecimiento vegetativo y porcentaje de esporulacion. B)
Consumo de sustrato. C) Velocidad de transferencia de oxigeno. D) Produccién de
bacilomicina D. E) Produccion de y-PGA. F) Peso molecular de y-PGA.
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La producciéon de y-PGA también ocurrié durante la fase estacionaria, con una
concentracion maxima de 1.2 £ 0.06 g/L a las 20 horas de cultivo, para después
ser consumido (figura 7-1E). El y-PGA puede ser utilizado como un metabolito de
reserva, y es degradado por enzimas depolimerasas al no haber otra fuente de
carbono disponible (Hsueh et al., 2017). El genoma de B. velezensis 83 cuenta
con los genes que codifican para la glutamil hidrolasa involucrada en la
depolimerizacion del y-PGA (Balderas-Ruiz et al., 2020). El peso molecular
maximo del polimero fue de 2556 + 33.6 kDa, observandose una depolimerizaciéon
y una disminucién importante del peso molecular a partir de las 24 horas de cultivo
(figura 7-1F).

En el cultivo con la solucién modelo, el crecimiento vegetativo de B. velezensis 83
mostré un perfil similar al observado en el cultivo control (figura 7-1A). La
velocidad de crecimiento fue 0.29 + 0.02 h' y la concentracion celular maxima
alcanzada fue de 6.3x10° £ 1.18x10° cel/mL. Tanto la velocidad de crecimiento
como la produccion maxima de células no presenté una diferencia significativa en
comparacién con el cultivo control (anexo tablas A-2 y A-14). Las primeras
esporas en el cultivo con la solucién modelo se observaron alrededor de 6 horas
después respecto del cultivo control, y posteriormente a este tiempo de cultivo los
perfiles fueron similares. Considerando el déficit nutrimental como un detonante en
la esporulacion (Siebring et al., 2014), la presencia de compuestos organicos de
bajo peso molecular, como el acido lactico y el acido succinico (componentes de la
solucion modelo) hasta las 30 horas de cultivo, probablemente provocaron el

retraso de la esporulacion de B. velezensis.

Los azucares empleados en la solucién modelo (glucosa y fructosa) se agotaron
entre las 12 y 18 horas de cultivo, mientras que los acidos organicos (citrico,
lactico y succinico) se agotaron por completo hasta las casi 36 horas de cultivo
(figura 7-1B). El perfil de velocidad de transferencia de oxigeno mostré un
desarrollo diauxico con valores de VTOmax de 5.58 y 5 mmol O2/L*h para el primer

y el segundo pico, respectivamente (figura 7-1C). Los picos de la diauxia
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concuerdan con los tiempos en los que se agotaron los azucares (primer pico) y

acidos organicos (segundo pico).

La sintesis de bacilomicina D no cambi6 significativamente (anexo tabla A-4) con
respecto al control, alcanzando una concentracién maxima de 13.9 + 1.3 mg/L
(figura 7-1D). Ademas, la produccion maxima de y-PGA en el cultivo con la
solucién modelo fue similar a la obtenida en el cultivo control (anexo tablas A-10 y
A-12), tanto en concentracién (1.14 + 0.08 g/L) como en peso molecular maximo
(2449 £ 6.7 kDa) (figuras 7-1E y F). Sin embargo, en contraste con el cultivo
control, el consumo de y-PGA mostré una meseta de las 16 a las 30 horas de
cultivo. Si bien los azucares de la solucion modelo se agotaron por completo para
las 18 horas, los acidos organicos se agotaron entre las 30 y 36 horas. La meseta
formada en la grafica del y-PGA podria ser el resultado de un efecto de represion
catabdlica. Al haber acidos organicos presentes en el caldo de fermentacién, la
expresion de las enzimas necesarias para la degradacion del y-PGA pudo verse
inhibida (Grundy et al., 1994; Stilke y Hillen, 2000).

Los resultados experimentales del cultivo de B. velezensis 83, utilizando una
solucion modelo de exudados sintéticos, no mostraron que esta formulacion
tuviera un efecto elicitor en la produccion de esporas ni en la sintesis de
bacilomicina D o de y-PGA, ni en el crecimiento de la bacteria. Estos resultados
contrastan con lo reportado por Baudoin et al. (2003). Sin embargo, en el cultivo
con la solucion modelo, la sintesis de acido acético se vio favorecida en
comparacioén con el cultivo control (anexo figura A-14). Asimismo, la presencia de
acido lactico y succinico entre las 24 y 30 horas sugiere una represion catabdlica
de en el inicio de consumo del y-PGA y la produccion de acetoina y butanodiol
(anexo figura A-13). Ademas, en el cultivo con la solucion modelo, el consumo de
sulfato de amonio fue menor en comparacién con el control (anexo figura A-12), lo
que causaria una menor concentracién de iones sulfato en el medio y evitaria una
disminucién del pH en comparacion con el control (anexo figura A-11). Los

compuestos presentes en exudados de raices pueden servir como sefales
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quimicas o como fuente de nutrientes (Ortiz-Castro et al., 2009). La formulacion

utilizada en este trabajo no mostro

7.2. Cultivos elicitados con micelio inactivo de C. gloeosporioides

Para la segunda etapa del proyecto, se caracterizé cinéticamente a B. velezensis
83 bajo las mismas condiciones operacionales y nutricionales que el control, pero
afadiendo 2 g/L de micelio inactivo de C. gloeosporioides, un hongo fitopatogeno
antagonizado por B. velezensis 83 (Galindo et al., 2013). En la figura 7-2 se
comparan los resultados obtenidos con el cultivo control descrito en la seccion

anterior.

En el cultivo elicitado con micelio inactivo de C. gloeosporioides, B. velezensis 83
mostro un incremento significativo (anexo tabla A-2) en la velocidad de crecimiento
(0.44 £ 0.02 h") en comparacion con el control (figura 7-2A). La fase exponencial,
a diferencia del control, se presentd durante las primeras 8 horas de cultivo. La
fase estacionaria del cultivo elicitado se presentd desde las 8 y hasta las 20 horas,
alcanzando una concentracion celular maxima de 7.58x10° + 3.7x10° cel/mL. A
diferencia de la velocidad de crecimiento, en el cultivo con micelio la concentracion
maxima de células no fue significativamente diferente a la del cultivo control
(anexo tabla A-14). A las 24 horas de cultivo, cuando aun no hay esporas en el
control, el cultivo elicitado con micelio presenté un 58% de esporulacion,
alcanzando un 85% de esporulacion a las 42 h (18h antes que en el cultivo
control) (figura 7-2A). Si bien no se cuantificd la esporulacién antes de las 24
horas de cultivo, la evolucion del porcentaje de esporulacién indica que este
proceso inicio incluso cuando todavia hay glucosa en el caldo de fermentacion, la

cual se agot6 hasta las 20 horas de cultivo (figura 7-2B).
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Figura 7-2. Caracterizacion cinética de B. velezensis 83 en cultivos con micelio inactivo de C.

gloeosporioides. A) Crecimiento vegetativo y porcentaje de esporulacion. B) Consumo de
sustrato. C) Velocidad de transferencia de oxigeno. D) Produccién de bacilomicina D. E)

Produccién de y-PGA. F) Peso molecular de y-PGA.
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La velocidad de transferencia de oxigeno maxima fue de 5.53 + 0.13 mmol O2/L*h.
Si bien no hay diferencia significativa con la VTOmax del control (anexo tabla A-6),
este valor se alcanzé en menor tiempo en comparacién con el control (figura 7-
2C), lo cual puede asociarse al incremento en la velocidad de crecimiento de la
bacteria. Al igual que en el cultivo control, en la evolucion de la VTO se formaron
picos que coincidian con las fases del crecimiento celular. El primer pico de la
VTO (asociado con la fase exponencial) se formé en las primeras 8 horas. El
segundo pico se formo entre las 8 y las 20 horas (figura 7-2E). Por ultimo, el
decremento repentino de la VTO a partir de las 24 horas de cultivo posiblemente

sea consecuencia del proceso de esporulacion de las bacterias.

La produccién de bacilomicina D disminuyo en el cultivo adicionado con micelio de
C. gloeosporioides, alcanzando una concentracion maxima de 9.4 + 0.47 mg/L, la
cual es 67.6% menor a la del cultivo control (figura 7-2D). Por otra parte, la
produccion de y-PGA se incrementd significativamente en comparacion con el
control (20% mas) (anexo tabla A-10), alcanzando una concentracién de 1.5 +
0.17 g/L. Ademas, la sintesis de este polimero inicid6 4 horas antes que en el
cultivo control (figura 7-1E), lo que sugiere una elicitacion en la produccién de y-
PGA. Sin embargo, el peso molecular maximo de y-PGA fue de 1157 + 12.2 kDa,
menos de la mitad del peso molecular del polimero obtenido en el control (figura 7-
1F). Dentro del grupo de genes involucrados en la sintesis y degradacion del y-
PGA se encuentra el gen pgdS, las cual codifica para la y-D,L-glutamil hidrolasa
(Hsueh et al., 2017). El gen pgdS fue identificado en el genoma de B. velezensis
83 (Balderas-Ruiz et al., 2020). Dicho esto, el efecto que tiene el micelio en el
incremento de la sintesis de y-PGA pudiera estar afectando la via de degradacion

del y-PGA, provocando la formacién de cadenas poliméricas mas cortas.

Se ha reportado en la literatura que Bacillus spp. es capaz de incrementar la
produccion de lipopéptidos al entrar en contacto con diferentes patdégenos
(DeFilippi et al., 2018; Li et al., 2014). La concentracion y el tipo de lipopéptido se
ve afectado dependiendo del patdgeno utilizado en los cultivos (DeFilippi et al.,
2018; Li et al., 2014). Aunque, esto no ocurrid en cultivos de B. velezensis 83
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adicionados con micelio inactivo de C. gloeosporioides, se observéd un incremento
en la velocidad de crecimiento en comparacion con el cultivo control. Ademas, los
procesos de esporulacion y sintesis de y-PGA iniciaron antes que en el cultivo
control. Si bien el inicio anticipado de estos procesos puede ir de la mano con el
incremento de la velocidad de crecimiento, también se obtuvieron mayores

concentraciones de esporas (figura 7-6) y-PGA que en el cultivo control.

En un ambiente cuyas condiciones son favorables para que Bacillus spp. crezca y
se multiplique, la esporulacidon es un ultimo recurso para asegurar la supervivencia
de estas bacterias (Hoch, 1993). No obstante, se ha demostrado que, al estar
expuesto a patogenos, se puede inducir una esporulacién temprana en Bacillus
spp., asi como la produccion de un mayor numero de esporas (Grandchamp et al.,
2017; Molina-Santiago et al., 2019; Mdlller et al., 2014). Lee et al. (2005)
demostraron que Bacillus lentimorbus WJ5, en presencia de C. gloeosporioides,
aumenta la expresion de genes involucrados en la competencia por nutrientes y en
el inicio de la esporulacion. Sin embargo, no se ha descrito los mecanismos de
sefalizacion involucrados o las moléculas que participan en esta induccion. La
evolucion del porcentaje de esporulaciéon en el cultivo adicionado con micelio
muestra que este proceso inicia incluso cuando todavia hay glucosa en el medio
de cultivo. Siendo la inanicion uno de los detonantes mas importantes en la
esporulacion (Siebring et al., 2014), es claro que el micelio inactivo tiene un papel

importante en el inicio anticipado de la esporulacién.

7.3. Cultivos elicitados con a-celulosa y arabinogalactano

(polisacaridos componentes de pared celular vegetal)

En la tercera etapa experimental se caracterizo cinéticamente a B. velezensis 83
en presencia de polisacaridos. Se evaluaron dos polisacaridos de manera
independiente, a-celulosa y arabinogalactano, utilizando una concentracién de 2

g/L para cada cultivo.
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Al igual que en el control, la fase exponencial se present6 durante las primeras 12
horas de cultivo (figura 7-3A). Para el cultivo elicitado con a-celulosa, la velocidad
de crecimiento disminuy6 en comparacion con el control (anexo tabla A-2), con un
valor de 0.28 + 0.01 h'. Mientras que la concentracion celular maxima no fue
significativamente diferente (anexo tabla A-14), con un valor de 7.48x10° %
0.15x10° cel/mL. El perfil de porcentaje de esporulacion mostré no haber una
anticipacion o retraso en el inicio de la esporulacién respecto al cultivo control
(figura 7-3A). La glucosa se consumié por completo a las 20 horas, al igual que en
el cultivo control (figura 7-3B). El perfil de velocidad de transferencia de oxigeno
fue similar al control y no se observaron diferencias significativas en la VTOmax del
cultivo con a-celulosa (5.64 + 0.06 mmol O2/L*h) (figura 7-3C; anexo tabla A-6). La
produccion de bacilomicina D en el cultivo con a-celulosa se vio incrementada
hasta casi cuatro veces respecto al cultivo control (figura 7-3D; anexo tabla A-4).
La concentracion maxima de bacilomicina D fue de 57.3 £ 8.2 mg/L. No hubo
diferencias significativas en la produccién maxima de y-PGA en el cultivo con a-
celulosa (1.1 + 0.05 g/L) (figura 7-3E; anexo tabla A-10). El peso molecular
maximo del polimero presentd una disminucion significativa respecto al control
(1946 + 22.3 kDa) (figura 7-3F; anexo tabla A-12).

En el cultivo con arabinogalactano la velocidad de crecimiento fue de 0.29 + 0.01
h-'y se alcanzé una concentracion celular maxima de 6.42x10° + 0.44x10° cel/mL.
Ninguno fue significativamente diferente respecto al cultivo control (anexo tablas
A-2 y A-14). Al igual que en el cultivo con a-celulosa, el perfil de porcentaje de
esporulacion no mostré diferencia respecto del control y la glucosa se agoté por
completo a las 20 horas de cultivo. La VTOmax de 5.69 £ 0.04 mmol O2/L*h, no
mostré ser significativamente diferente al control (anexo tabla A-6). La
concentracion maxima de bacilomicina D en los cultivos con arabinogalactano fue
de 49.8 + 4.2 mg/L, significativamente mayor al cultivo control (anexo tabla A-4).
La produccién de PGA en el cultivo con arabinogalactano fue de 1.4 £ 0.04 g/L
(figura 7-3E). El peso molecular maximo de y-PGA fue de 2137 + 35.9 kDa. Al

igual que el cultivo con a-celulosa, la concentracion de y-PGA no fue
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significativamente diferente en comparacion con el cultivo control, pero el peso

molecular maximo fue significativamente menor.

De las diferentes respuestas de interés para este estudio, solo la produccion de
bacilomicina D se incrementdé en presencia tanto de a-celulosa, como de
arabinogalactano. En la literatura se ha descrito el efecto de polisacaridos en el
incremento de la produccién de la surfactina por parte de Bacillus spp. (Debois et
al., 2015). En este estudio propusieron que el patréon molecular de un polisacarido
de pared celular funciona como detonante en el incremento de la sintesis de los
cLPs. Murphy et al., (2007) por su parte, evaluaron diferentes oligosacaridos como
elicitores en la produccion de bacitracina A en Bacillus licheniformis NCIMB 8874.
A partir de los resultados de ese estudio, propusieron que el mecanismo por el
cual se incrementa la producciéon de metabolitos secundarios es a través de una
interaccion elicitor-receptor celular, la cual desemboca en una cascada de
sefalizacion dentro de la célula. La capacidad de detectar a polisacaridos
presentes en plantas esta conservada en las cepas de Bacillus que son PGPB
(Beauregard et al.,, 2013). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual se
elicita esta respuesta, se ha observado que este fendmeno no sucede con los
monomeros de los polisacaridos, solo con su forma polimérica (Beauregard et al.,
2013; Debois et al., 2015).

B. velezensis 83 cuenta en su genoma con genes que codifican para enzimas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos y en la degradaciéon de
compuestos de pared celular vegetal (Balderas-Ruiz et al., 2020). Si bien los
polisacaridos pueden ser fuente de carbono, no se observd un incremento
significativo en la produccién de y-PGA ni de metabolitos de sobreflujo de carbono
(acetoina, butanodiol y acido acético) (anexo figuras A-13 y A-14). La VTO por su
parte, es un reflejo del crecimiento celular y el metabolismo central de la bacteria
(Regestein née Meissner et al., 2017). Dicho esto, la evolucién de la VTO de los
cultivos con polisacaridos muestra un comportamiento metabdlico similar al cultivo

control (figura 7-3C).
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Figura 7-3. Caracterizacion cinética de B. velezensis 83 en cultivos con polisacaridos (o-
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Consumo de sustrato. C) Velocidad de transferencia de oxigeno. D) Produccién de
bacilomicina D. E) Produccién de y-PGA. F) Peso molecular de y-PGA.
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7.4. Evaluacion de cultivos con dos elicitores simultaneos (micelio

inactivo y arabinogalactano).

Para evaluar una posible coexistencia de los efectos observados en las etapas
anteriores, se analizo el efecto conjunto de micelio inactivo de C. gloeosporioides y
del arabinogalactano, utilizando las mismas concentraciones de cada elicitor (2 g/L
de cada uno). En la figura 7-4 se presentan los resultados del cultivo de B.
velezensis 83 con dos elicitores simultaneos y se comparan con los resultados
obtenidos en los cultivos con micelio inactivo y con arabinogalactano evaluados de

forma independiente.

La fase exponencial se presentd durante las primeras 12 horas de cultivo, a
diferencia del cultivo con micelio inactivo que durd solo 8 horas (figura 7-4A). La
velocidad de crecimiento microbiano fue de 0.42 + 0.01 h, similar a la velocidad
de crecimiento del cultivo con micelio y significativamente mayor que del cultivo
control (anexo tabla A-2). En la concentracion celular maxima no hubo diferencia
significativa con el control (9.1x10° + 2.55x10° cel/mL). Al igual que los demas
cultivos, la glucosa se consumié por completo a las 20 horas de cultivo (figura 7-
4C). Sin embargo, las primeras esporas se observaron alrededor de las 16 horas
(figura 7-4B), aun cuando en el medio de cultivo habia fuente de carbono (glucosa)
(marcado con linea roja en el grafico). El perfil de velocidad de transferencia de
oxigeno fue similar al perfil del cultivo elicitado solo con micelio (figura 7-4D). La
VTOmax de 5.36 £ 0.02 mmol O2/L*h no es significativamente diferente a la de los

demas cultivos (anexo tabla A-6).

Aunque la sintesis de bacilomicina D fue el doble de la obtenida en el cultivo
elicitado solo con micelio, con una concentracion maxima de 19.7 + 2.0 mg/L,
sigue siendo significativamente menor a la obtenida en el cultivo con solo
arabinogalactano (figura 7-5A; anexo tabla A-4). La sintesis de y-PGA fue similar a
la obtenida en el cultivo con micelio, con una concentracion maxima de 1.6 £ 0.04
g/L (figura 7-5B; anexo tabla A-10). El peso molecular maximo de y-PGA fue de
2491 = 218.2 kDa, siendo significativamente mayor al obtenido en el cultivo con

micelio (figura 7-5C; anexo tabla A-12).
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glucosa en el medio.

Bacillus spp. tienen la capacidad de detectar sefiales ambientales y, mediante un

proceso de diferenciacion celular, tomar diferentes subpoblaciones: células

mineras (productoras de enzimas liticas y antibidticos), células motiles, células

competentes (capaces de incorporar ADN exdgeno), productoras de surfactina,
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formadoras de biofilm, canibales (productoras de péptidos capaces de lisar otras

células) y esporas (Lépez et al., 2008). Esta capacidad de multicelularidad le da la

ventaja a Bacillus spp. de desempefar diversas funciones simultaneamente y
subsistir (Shank y Kolter, 2011).

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 7-5. Produccion de metabolitos en cultivos de B. velezensis 83 con dos elicitores

simultaneos. A) Bacilomicina D. B) y-PGA. C) Peso molecular de y-PGA.

En las etapas experimentales anteriores se observoé el efecto que tiene el micelio

inactivo de C. gloeosporioides en favorecer la diferenciacion hacia la formacion de

esporas. Ademas, se observé el efecto de los polisacaridos en la produccién de

bacilomicina D. En consideracion a lo anterior, se evalud la posibilidad de obtener
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efectos coexistentes en un mismo cultivo al utilizar ambos elicitores
simultaneamente. Sin embargo, se puede observar la predominancia de las
respuestas observadas en cultivos de B. velezensis 83 con micelio inactivo
(velocidad de crecimiento, esporulacion y produccion de y-PGA). No obstante, el
peso molecular del y-PGA es mayor al obtenido en el cultivo con micelio inactivo
(anexo tabla A-12). Esto sugiere que el efecto del micelio es mayor que, o
interfiere con, el efecto que pueda tener el arabinogalactano en B. velezensis 83.
Aunado a esto, la produccién de bacilomicina (aunque no es significativamente
mayor que la obtenida en el cultivo control) fue el doble a la obtenida en el cultivo
con micelio inactivo. Por ello, otro posible escenario es que en el cultivo con
micelio y arabinogalactano haya subpoblaciones, una predominante originada por

el efecto del micelio y otra minoritaria originada por el efecto del arabinogalactano.

7.5. Comparacion de los diferentes cultivos elicitados

En este proyecto se evalué el efecto de diferentes elicitores en la produccion de y-
PGA, bacilomicina D y esporas en cultivos de B. velezensis 83. Ademas de la
cuantificacion de estos parametros, se hicieron uso de otras herramientas. Se
observo que el uso de estos elicitores en cultivos de B. velezensis 83 no tienen un
efecto positivo o negativo en la produccion de células vegetativas (anexo tabla A-
14). Asimismo, con el equipo RAMOS, se determiné que en ninguno de los

cultivos hubo limitacion de oxigeno.

Como se habia mencionado en secciones anteriores, el micelio inactivo de C.
gloeosporioides tuvo un efecto positivo en la velocidad de esporulacién de B.
velezensis 83. Aunado a esto, las mayores concentraciones de esporas en el
medio de fermentacién se obtuvieron en los cultivos con micelio inactivo (tabla 7-
1). La concentracion de esporas en cultivos adicionados solo con micelio inactivo
fue de 2.3 veces mas respecto al control, mientras que en cultivos con micelio y

arabinogalactano se obtuvo 3.1 veces mas que en el cultivo control.
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Tabla 7-1. Concentraciones maximas de esporas y productividad.

Control 1.54 £ 0.19A 214 +£0.26 A"
Solucion modelo 1.70 £ 0.06 A 2.35+0.08A*
Micelio 3.57+0.38BC 9.26 £ 1.43B*
a-celulosa 2.17 £ 0.49A8 3.02+0.68A"
Arabinogalactano 1.61+0.184 2.24 + 0.25A*
Micelio + arabinogalactano 474 +£1.49€ 13.1+2.36¢*

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. *La productividad se
calcul6 a las 24 horas de cultivo. + La productividad se calculé a las 72 horas de cultivo.

101
— Control
T — — Exudados
21 — Micelio
8 — «a-Celulosa
— Arabinogalactano
108 e —r—— — — Micelio-Arab
0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (h)

Figura 7-6. Evolucién de concentracion de esporas. La linea punteada marca la
concentracion maxima de esporas alcanzada en los cultivos sin micelio.

Ademas de obtener las mayores concentraciones de esporas, en los cultivos con

micelio (solo y con arabinogalactano) se obtuvieron altas concentraciones de

o7



esporas en menos tiempo que en el resto de los cultivos (figura 7-6). Para el
cultivo control, y el resto de los cultivos que no fueron adicionados con micelio, la
maxima concentracion de esporas se obtuvo a las 72 horas de cultivo. Mientras
que los cultivos con micelio superaban estos valores para las 24 horas de cultivo.
La productividad del proceso de formacion de esporas aumentod entre 4.33 y 6.12
veces utilizando micelio en comparacion con el cultivo control. La productividad
maxima lograda en cultivos sin micelio es a las 72 horas, mientras que en cultivos
con micelio es a las 24 horas. Esto significa que, el uso de micelio inactivo
reduciria potencialmente el tiempo de operacion de hasta 48 horas en un proceso

de produccion de esporas en comparacion con el control.
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8. CONCLUSION

Conclusion general

Los cultivos de B. velezensis 83 elicitados son una estrategia efectiva para
incrementar la produccidon de metabolitos y la produccidn de esporas. La
respuesta que se pudiese generar antes estos elicitores depende del elicitor

empleado.
Conclusiones especificas
En este trabajo se reporta por primera vez:

e Un incremento de hasta 4.3 veces en la productividad de produccion de
esporas de B. velezensis 83 en cultivos elicitados con micelio no viable de
C. (gloeosporioides y 6.1 veces en los cultivos de micelio y
arabinogalactano. Asimismo, se logré incrementar 2.3 y 3.1 veces la
concentracion de esporas en cultivos elicitados con micelio y con micelio y

arabinogalactano respectivamente.

* El micelio no viable de C. gloeosporioides incrementa la velocidad
especifica de crecimiento de B. velezensis 83 1.3 veces respecto al cultivo

control.

» Los polisacaridos (componentes de pared celular vegetal) tienen un efecto
elicitor en la produccion de bacilomicina D, aumentando hasta casi 4 veces

su concentracion en comparacion con el control.

» La concentracién de y-PGA aumenta hasta 20% en cultivos elicitados con

micelio no viable.
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9. PERSPECTIVAS

En cultivos donde se utilizan dos o mas elicitores simultaneamente, para
evaluar una posible coexistencia de respuestas obtenidas en cultivos con
un solo elicitor, pudieran formarse subpoblaciones de B. velezensis 83. Se
propone evaluar la formacion de dichas subpoblaciones y la proporcion de

estas, resultantes de la heterogeneidad celular de Bacillus spp.

Analizar la expresion de los genes involucrados en la regulacion de las
respuestas observadas en los cultivos elicitados con micelio no viable de C.
gloeosporioides, a-celulosa y arabinogalactano (esporulacion y sintesis de
bacilomicina D y y-PGA). Esto daria paso para identificar las vias de
sefalizacion que participan como consecuencia a la adicion de dichos

elicitores.

Si bien resulta de interés producir concentraciones altas de esporas,
también es importante asegurar que estas sean capaces de germinar y
retomar su ciclo vegetativo in planta. Se propone analizar la capacidad de
germinacién y produccién de metabolitos de las esporas obtenidas en

cultivos adicionados con micelio inactivo de C. gloeosporioides.

60



10.BIBLIOGRAFIA

Adeniji, A.A., Loots, D.T., & Babalola, 0.0. (2019). Bacillus velezensis: phylogeny, useful
applications, and avenues for exploitation. Applied Microbiology and Biotechnology.
Vol. 103(9). 3669-3682.

Anderlei, T. & Bichs, J. (2001). Device for sterile online measurement of the oxygen transfer
rate in shaking flasks. Biochemical Engineering Journal. Vol. 7. 157-162.

Andri¢, S., Meyer, T., & Ongena, M. (2020). Bacillus responses to plant-associated fungal and
bacterial communities. Frontiers in Microbiology. Vol. 11. 1-9.

Bais, H.P., Fall, R., & Vivanco, J.M. (2004). Biocontrol of Bacillus subtilis against infection of
Arabidopsis roots by Pseudomonas syringae is facilitated by biofilm formation and
surfactin production. Plant Physiology. Vol. 134. 307-319.

Balderas-Ruiz, K.A., Bustos, P., Santamarina, R.l., Gonzalez, V., Cristiano-Fajardo, S.A.,
Barrera-Ortiz, S., Mezo-Villalobos, M., Aranda-Ocampo, S., Guevara-Garcia, A.A,,
Galindo, E., & Serrano-Carredn, L. (2020). Bacillus velezensis 83 a bacterial strain
from mango phyllosphere, useful for biological control and plant growth promotion.
AMB Express. Vol. 10(163).

Bajaj, I., & Singhal, R. (2011). Poly (glutamic acid) — An emerging biopolymer of commercial
interest. Bioresource Technology. Vol. 102. 5551-5561.

Baral, B., Akhgari, A., & Metsa-Ketela, M. (2018). Activation of microbial secondary metabolic
pathways: Avenues and challenges. Synthetic and Systems Biotechnology. Vol. 3(3).
163-178.

Baudoin, E., Benizri, E., & Guckert, A. (2003). Impact of artificial root exudates on the bacterial
community structure in bulk soil and maize rhizosphere. Soil Biology & Biochemistry.
Vol. 35. 1183-1192.

Beauregard, P.B., Chai, Y., Vlamakis, H., Losick, R., & Kolter, R. (2013). Bacillus subtilis biofilm
induction by plant polysaccharides. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the USA. Vol. 110(17). 1621-1630.

Becker, D.M., Kinkel, L.L., & Schottel, J.L. (1997) Evidence for interspecies communication and
its potential role in pathogen suppression in a naturally occurring disease suppressive
soil. Canadian Journal of Microbiology. Vol.43. 985-990.

Bertrand, S., Bohni, N., Schnee, S., Schumpp, O., Gindro, K., & Wolfender, J. (2014).
Metabolite induction via microorganism co-culture: A potential way to enhance

chemical diversity for drug discovery. Biotechnology Advances. Vol. 32. 1180-1204.

61



Canarini, A., Kaiser, C., Merchant, A., Richter, A., & Wanek, W. (2019). Root exudation of
primary metabolites: Mechanisms and their role in plant responses to environmental
stimuli. Frontiers in Plant Science. Vol. 10. 1-19.

Cao, Y., Pi, H., Chandrangsu, P., Li, Y., Wang, Y., Zhou, H., Xiong, H., Helmann, J.D., & Cai, Y.
(2018). Antagonism of two plant-growth promoting Bacillus velezensis isolates against
Ralstonia solanacearum and Fusarium oxysporum. Scientific Reports. Vol. 8(4360). 1-
14.

Cawoy, H., Debois, D., Franzil, L., De Pauw, E., Thonart, P., & Ongena, M. (2014).
Lipopeptides as main ingredients for inhibition fungal phytopathogens by Bacillus
subtilis/amyloliquefaciens. Microbial Biotechnology. Vol 8(2). 281-295.

Chavez-Diaz, I.F., Angoa-Pérez, V., Lopez-Diaz, S., Velazquez-Del Valle, M.G., & Hernandez-
Lauzardo, A.N. (2014). Antagonistic bacteria with potential for biocontrol on Rhizopus
stolonifer obtained from blackberry fruits. Fruits. Vol. 69(1). 41-46.

Chen, X.H., Koumoutsi, A., Scholz, R., & Borriss, R. (2009). More than anticipated — production
of antibiotics and other secondary metabolites by Bacillus amyloliquefaciens FZB42.
Journal of Molecular Biology and Biotechnology. Vol. 16. 14-24.

Chowdhury, S.P., Hartmann, A., Gao, X., & Borriss, R. (2015). Biocontrol mechanism by root-
associated Bacillus amyloliquefaciens FZB42 — a review. Frontiers in Microbiology. Vol.
6(780). 1-11.

Compant, S., Duffy, B., Nowak, J., Clémen, C., & Barka, E.A. (2005). Use of plant growth-
promoting bacteria for biocontrol of plant diseases: principles, mechanisms of action,
and future prospects. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 71(9). 4951-4959.

Cook, R. J. (1993). Making greater use of introduced microorganisms for biological control of
plant pathogens. Annual Review of Phytopathology. Vol. 31(1). 53-80.

Cristiano-Fajardo, S.A., Flores, C., Flores, N., Tinoco-Valencia, R., Serrano-Carreén, L.,
Galindo, E. (2019). Glucose limitation and glucose uptake rate determines metabolite
production and sporulation in high cell density continuous cultures of Bacillus
amyloliquefaciens 83. Journal of Biotechnology. Vol. 299. 59-65.

Dang, Y., Zhao, F., Liu, X., Fan, X., Huang, R., Gao, W., Wang, S., & Yang, C. (2019).
Enhanced production of antifungal lipopeptide iturin A by Bacillus amyloliquefaciens
LL3 through metabolic engineering and culture conditions optimization. Microbial Cell
Factories. Vol. 18(68). 1-14.

Debois, D., Fernandez, O., Franzil, L., Jourdan, E., De Brogniez, A., Willems, L., Clément, C.,
Dorey, S., De Pauw, E., & Ongena, M. (2015). Plant polysaccharides initiate
underground crosstalk with bacilli by inducing synthesis of the immunogenic lipopeptide

surfactin. Environmental Microbiology Reports. Vol. 7(3). 570-582.

62



DeFilippi, S., Groulx, E., Megalla, M., Mohamed, R., & Avis, T.J. (2018). Fungal competitors
affect production of antimicrobial lipopeptides in Bacillus subtilis strain B9-5. Journal of
Chemical Ecology. Vol. 44. 374-383.

Emmert, E.A.B., & Handelsman, J. (1999). Biocontrol of plant disease: a (Gram-) positive
perspective. FEMS Microbiology Letters. Vol. 171. 1-9.

Errington, J. (1993). Bacillus subtilis sporulation: Regulation of gene expression and control of
morphogenesis. Microbiological Reviews. Vol. 57(1). 1-33.

Errington, J. (2003). Regulation of endospore formation in Bacillus subtilis. Nature Reviews
Microbiology. Vol. 1(2). 117-126.

Fan, B., Carvalhais, L.C., Becker, A., Fedoseyenko, D., von Wirén, N., & Borriss, R. (2012)
Transcriptomic profiling of Bacillus amyloliquefaciens FZB42 in response to maize root
exudates. BMC Microbiology. Vol. 12. 1-13

Fan, B., Wang, C., Song, X., Ding, X., Wu, L., Wu, H., Gao, X., & Borriss, R. (2018). Bacillus
velezensis FZB42 in 2018: The gram-positive model strain for plant growth promotion
and biocontrol. Frontiers in Microbiology. Vol. 9. 1-14.

Flores, C., Medina-Valdez, A., Pefa, C., Serrano-Carreodn, L., & Galindo, E. (2020). Oxygen
transfer rate determines molecular weight and production of poly(y-glutamic acid) as
well as carbon utilization by Bacillus velezensis 83. Journal of Chemical Technology
and Biotechnology. Vol. 95 (9). 2383-2392.

Galindo, E., Serrano-Carreén, L., Gutiérrez, C.R., Allende, R., Balderas, K., Patifio, M., Trejo,
M., Wong, M.A., Rayo, E., Isauro, D., & Jurado, C. (2013). The challenges of
introducing a new biofungicide to the market: A case study. Electronic Journal of
Biotechnology. Vol. 16(3). 1-23.

Galindo, E., Serrano-Carredn, L., Gutiérrez, C.R., Balderas-Ruiz, K.A., Mufioz-Celaya, A.L.,
Mezo-Villalobos, M., & Arroyo-Colin, J. (2015). Desarrollo histérico y los retos
tecnolodgicos y legales para comercializar Fungifree AB®, el primer biofungicida 100%
mexicano. TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Bioldgicas. Vol. 18(1). 52-
60.

Grandchamp, G.M., Caro, L., & Shank, E.A. (2017). Pirated siderophores promote sporulation
in Bacillus subtilis. Applied and Environmental Microbiology. Vol 83(10).

Grundy, F.J., Turinski, A.J., & Henkin, T.M. (1994). Catabolite regulation of Bacillus subtilis
acetate and acetoin utilization genes by CcpA. American Society of Microbiology. Vol.
176(15). 4527-4533.

Gu, Q., Yang, Y., Yuan, Q., Shi, G., Wu, L., Lou, Z., Huo, R., Wu, H., Borriss, R., & Gao, X.
(2017). Bacillomycin D produced by Bacillus amyloliquefaciens is involved in the
antagonistic interaction with the plant-pathogenic fungus Fusarium graminearum.

American Society for Microbiology. Vol. 83(19). 1-17.

63



Hamley, |W. (2015). Lipopeptides: from self-assembly to bioactivity. Chemical
Communications. Vol. 51. 8574-8583.

Hassan, L., Lin, L., Sorek, H., Sperl, L.E., Goudoulas, T., Hagn, F., Germann, N., Tian, C., &
Benz, J.P. (2019). Crosstalk of cellulose and mannan perception pathways leads to
inhibition of cellulase production in several flamentous fungi. mBio. Vol. 10. 1-14.

Harwood, C.R., Mouillon, J.M., Pohl, S., & Arnau, J. (2018). Secondary metabolite production
and the safety of industrially important members of the Bacillus subtilis group. FEMS
Microbiology Reviews. Vol. 42. 721-738.

Hoch, J.A. (1993). Regulation of the onset of the stationary phase and sporulation in Bacillus
subtilis. Advances in Microbial Physiology. Vol. 35. 111-133.

Hsueh, Y.H., Huang, K.Y., Kunene, S.C., & Lee, T.Y. (2017). Poly-y-glutamic acid synthesis,
gene regulation, phylogenetic relationships, and role in fermentation. International
Journal of Molecular Sciences. Vol. 18(2644). 1-20.

Jiang, M., Shao, W., Perego, M., & Hoch, J.A. (2000). Multiple histidine kinases regulate entry
into stationary phase and sporulation in Bacillus subtilis. Molecular Microbiology. Vol.
38(3), 535-542.

Jiang, C.H., Yao, X.F., Mi, D.D., Li, Z.J., Yang, B.Y., Zheng, Y., Qi, Y.J., & Guo, J.H. (2019).
Comparative transcriptome analysis reveals the biocontrol mechanism of Bacillus
velezensis F21 against Fusarium wilt on watermelon. Frontiers in Microbiology. Vol.
10(652).

Kaplan, A. (1969). The determination of urea, ammonia, and urease. Methods of Biochemical
Analysis. Vol. 17. 311-324.

Karuppiah, V., Sun, J., Li, T., Vallikkannu, M., & Chen, J. (2019). Co-cultivation of Trichoderma
asperellum GDFS1009 and Bacillus amyloliquefaciens 1841 causes differential gene
expression and improvement in the wheat growth and biocontrol activity. Frontiers in
Microbiology. Vol. 10. 1-14.

Kaspar, F., Neubauer, P., & Gimpel, M. (2019). Bioactive secondary metabolites from Bacillus
subtilis: A comprehensive review. Journal of Natural Products. Vol. 82(7). 2038-2053.

Keen, N.T. (1975). Specific elicitors of plant phytoalexin production: Determinants of race
specificity in pathogens?. Science. Vol. 187. 74-75.

Kim, S., Li, H., Oh, I, Kee, C., & Kim, M. (2012). Effect of viscosity-inducing factors on oxygen
transfer in production culture of bacterial cellulose. Korean Journal of Chemical
Engineering. Vol. 29(6). 792-797.

Lee, Y., Jang, Y., Chang, H., Hyung, S.W., & Chung, H. (2005). A putative early response of
antifungal Bacillus lentimorbus WJ5 against the plant pathogenic fungus, Colletotrichum
gloeosporioides, analyzed by a DNA microarray. The Journal of Microbiology. Vol.
43(3). 308-312.

64



Lei, P., Xu, Z., Ding, Y., Tang, B., Zhang, Y., Li, H., Feng, X., & Xu, H. (2015). Effect of poly(y-
glutamic acid) on the physiological responses and calcium signaling of rape seedlings
(Brasssica napus L.) under cold stress. Journal of Agricultural and Food Chemistry. Vol.
63. 10399-10406.

Lei, P., Xu, Z., Liang, J., Luo, X., Zhang, Y., Feng, X., Xu, H. (2016). Poly(y-glutamic acid)
enhanced tolerance to salt stress by promoting proline accumulation in Brassica napus
L. Plant Growth Regulation. Vol. 78. 233-241.

Lewis, J. A., & Papavizas, G. C. (1991). Biocontrol of plant diseases: the approach for
tomorrow. Crop Protection. Vol. 10(2). 95-105.

Li, B., Li, Q., Xu, Z., Zhang, N., Shen, Q., & Zhang, R. (2014). Responses of beneficial Bacillus
amyloliquefaciens SQR to different soilborne fungal pathogens through the alteration of
antifungal compounds production. Frontiers in Microbiology. Vol. 5(636).

Lépez, D., Vlamakis, H., & Kolter, R. (2008). Generation of multiple cell types in Bacillus
subtilis. FEMS Microbiology Reviews. Vol. 33. 152-163.

Lépez, D., & Kolter, R. (2010). Extracellular signals that define distinct and coexisting cell fates
in Bacillus subtilis. FEMS Microbiology Reviews. Vol. 34(2). 134—149.

Luna, A. (2015). Evaluacién del papel de los antibiéticos lipopeptidicos producidos por Bacillus
sp. 83 en la inhibicion del crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides 09. Tesis de
maestria en Ciencias Bioquimicas. Instituto de Biotecnologia, UNAM. Morelos, México.

Luna-Bulbarela, A., Tinoco-Valencia, R., Corzo, G., Kazuma, K., Konno, K., Galindo, E., &
Serrano-Carredn, L. (2018). Effects of bacillomycin D homologues produced by Bacillus
amyloliquefaciens 83 on growth and viability of Colletotrichum gloeosporioides at
different physiological stages. Biological Control. Vol. 127. 145-154.

Lyngwi, N.A. & Joshi, S.R. (2014). Biology of useful plants and microbes. Narosa Publishing
House: New Delhi, India. 33-43.

Marero, L.M., Jin, J.H., Shin, J.H., Lee, HJ., Chung, I.S., & Lee, H.J. (1997). Effect of fungal
elicitation on indirubin production from a suspension culture of Polygonum tinctorium.
Enzyme and Microbial Technology. Vol. 21. 97-101.

Marmann, A., Aly, A.H., Lin, W., Wang, B., & Proksh, P. (2014). Co-cultivation — A powerful
emerging tool for enhancing the chemical diversity of microorganisms. Marine Drugs.
Vol. 12. 1043-1065.

Medina Valdez, A. (2019). Estudio del consumo de potencia y de la velocidad de transferencia
y consumo de oxigeno en cultivos de Bacillus velezensis 83 en matraces agitados para
la produccién de acido-y-poliglutamico. Tesis de licenciatura. Universidad Auténoma
del Estado de México. Toluca, Estado de México.

Meyer, V., & Stahl, U. (2003). The influence of co-cultivation on expression of the antifungal

protein in Aspergillus giganteus. Journal of Basic Microbiology 43(1). 68-74.

65



Miras, M., & Dubnau, D. (2016). A DegU-P and DegQ-dependent regulatory pathway for the K-
state in Bacillus subtilis. Frontiers in Microbiology. Vol. 7. 1-14.

Molina-Santiago, C., Pearson, J.R., Navarro, Y., Berlanga-Clavero, M.V., Caraballo-Rodriguez,
A.M., Petras, D., Garcia-Martin, M.L., Lamon, G., Haberstein, B., Cazorla, F.M., de
Vicente, A., Loquet, A., Dorrestein, P.C., & Romero, D. (2019). The extracelular matrix
protects Bacillus subtilis colonies from Pseudomonas invasion and modulates plant co-
colonization. Nature Communications. Vol. 10(1919).

Molle, V., Fujita, M., Jensen, S.T., Eichenberger, P., Gonzalez-Pastor, J.E., Liu, J.S., & Losick,
R. (2003). The SpoOA regulon of Bacillus subtilis. Molecular Microbiology. Vol. 50(5).
1683-1701.

Morales, D. (2007). Desarrollo de un proceso de alta densidad celular para la produccion de
esporas de Bacillus subtilis 83 con alta viabilidad. Tesis de maestria en Ciencias
Bioquimicas. Instituto de Biotecnologia, UNAM. Morelos, México.

Muller, S., Strack, S.N., Hoefler, B.C., Straight, P.D., Kearns, D.B., & Kirby, J.R. (2014).
Bacillaene and sporulation protect Bacillus subtilis from predation by Myxococcus
xanthus. Applied and Environmental Microbiology. Vol. 80(18). 5603-5610.

Murphy, T., Roy, |., Harrop, A., Dixon, K., & Keshavarz, T. (2007). Effect of oligosaccharide
elicitors on bacitracin A production and evidence of transcriptional level control. Journal
of Biotechnology. Vol. 131. 397-403.

Nasir, M.N., & Besson, F. (2012). Conformational analyses of bacillomycin D, a natural
antimicrobial lipopeptide, alone or in interaction with lipid monolayers at the air-water
interface. Journal of Colloid and Interface Science. 187-193.

Nicholson, W.L., Munakata, N., Horneck, G., Melosh, H.J., & Setlow, P. (2000). Resistance of
Bacillus endospores to extreme terrestrial and extraterrestrial environments.
Microbiology and Molecular Biology Reviews. Vol. 64(3). 548-572.

Nihorimbere, V., Cawoy, H., Seyer, A., Brunelle, A., Thonart, P., & Ongena, M. (2012). Impact
of rhizosphere factors on cyclic lipopeptide signature from the plant beneficial strain
Bacillus amyloliquefaciens S499. FEMS Microbiology Ecology. Vol. 79. 176-191.

O’Brien, P. A. (2017). Biological control of plant diseases. Australasian Plant Pathology. Vol.
46(4). 293-304.

Okada, M., Sato, |, Cho, S.J., lwata, H., Nishio, T., Dubnau, D., & Sakagami, Y. (2005).
Structure of the Bacillus subtilis quorum-sensing peptide pheromone ComX. Nature
Chemical Biology. Vol. 1(1). 23-24.

Ongena, M., & Jacques, P. (2007). Bacillus lipopeptides: versatile weapons for plant disease
biocontrol. Trends in Microbiology. Vol 16(3). 115-125.

Ortiz-Castro, R., Contreras-Cornejo, H.A., Macias-Rodriguez, L., & Lopez-Bucio, J. (2009). The
role of microbial signals in plant growth and development. Plant Signaling and Behavior.
Vol. 4(8). 701-712.

66



Pal, K.K., & McSpadden Gardener, B. (2006). Biological control of plant pathogens. The Plant
Health Instructor. 1-25.

Palazzini, J.M., Dunlap, C.A., Bowman, M.J., & Chulze, S.N. (2016). Bacillus velezensis RC
218 as a biocontrol agent to reduce Fusarium head blight and deoxynivalenol
accumulation: Genome sequencing and secondary metabolite cluster profiles.
Microbiological Research. Vol 192. 30-36.

Pettit, R.K. (2011). Small-molecule elicitation of microbial secondary metabolites. Microbial
Biotechnology. Vol. 4(4). 471-478.

Prescott, L.M., Harley, J.P., & Klein, D.A. (2004). Microbiologia. 5ta Edicion. McGraw Hill:
Madrid, Espana. 566-567.

Raaijmakers, J.M., Brujin, I., Nybroe, O., & Ongena, M. (2010). Natural functions of lipopeptides
from Bacillus and Pseudomonas: more than surfactants and antibiotics. FEMS
Microbiology Reviews. Vol. 34. 1037-1062.

Rabbee, M., Ali, M., Choi, J., Hwang, B., Jeong, S., & Baek, K. (2019). Bacillus velezensis: A
valuable member of bioactive molecules within plant microbiomes. Molecules. Vol.
24(6), 1-14.

Radman, R., Saez, T., Bucke, C., & Keshavarz, T. (2003). Elicitation of plants and microbial cell
systems. Biotechnology and Applied Biochemistry. Vol. 37. 91-102.

Ramirez-Vigil, E., Pefa-Uribe, C.A., Macias-Rodriguez, L.l., Reyes de la Cruz, H. & Chavez-
Avilés, M.N. (2020). In vitro growth of Colletotrichum gloeosporioides is affected by
butyl acetate, a compound produced during the co-culture of Trichoderma sp. And
Bacillus subtilis. 3 Biotech. Vol. 10(8). 1-14.

Regestein née Meissner, L., Arndt, J., Palmen, T. G., Jestel, T., Mitsunaga, H., Fukusaki, E., &
Bichs, J. (2017). Investigation of poly(y-glutamic acid) production via online
determination of viscosity and oxygen transfer rate in shake flasks. Journal of Biological
Engineering. Vol. 11(1). 1-16.

Richard, A., & Margaritis, A. (2003). Rheology, oxygen transfer, and molecular weight
characteristics of poly(glutamic acid) fermentation by Bacillus subtilis. Biotechnology
and Bioengineering. Vol. 82(3). 299-305.

Scherlach, K., & Hertweck, C. (2009). Triggering cryptic natural product biosynthesis in
microorganisms. Organic & Biomolecular Chemistry. Vol. 7. 1753-1760.

Serrano Carreén, L., & Galindo, E. (2007). Control bioldgico de organismos fitopatégenos: un
reto multidisciplinario. Ciencia. Vol. 58. 77-89.

Setlow, P. (2003). Spore germination. Current Opinion in Microbiology. Vol. 6. 550-556.

Shank, E. A., & Kolter, R. (2011). Extracellular signaling and multicellularity in Bacillus subtilis.
Current Opinion in Microbiology. Vol. 14(6). 741-747.

67



Shentu, X.P., Liu, W.P., Zhan, X.H., Yu, X.P., Zhang, C.X. (2013). The elicitation effect of
pathogenic fungi on trichodermin production by Trichoderma brevicompactum. The
Scientific World Journal. Vol. 2013. 1-6.

Shih, I., & Van, Y. (2001). The production of poly-(-y-glutamic acid) from microorganisms and its
various applications. Bioresource Technology. Vol. 79. 207-225.

Siebring, J., Elema, M.J.H., Vega, F.D., Kovacs, A.T., Haccou, P., Kuipers, O.P. (2014).
Repeated triggering of sporulation in Bacillus subtilis selects against a protein that
affects the timing of cell division. The ISME Journal. Vol. 8. 77-87.

Smith, D.L., Gravel, V., & Yergeau, E. (2017). Signaling in the phytomicrobiome. Frontiers in
Plant Science. Vol. 8. 4-6.

Soriano, E.Y. (2013). Evaluacion de esporulacién de Bacillus sp. 83 en funcién de la densidad
celular en cultivos continuos. Tesis de licenciatura. Universidad Politécnica de Puebla —
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Morelos, México.

Soriano, E.Y. (2016). Efecto de la limitacion nutricional en la esporulacién de Bacillus
amyloliquefaciens 83. Tesis de maestria en Ciencias Bioquimicas. Instituto de
Biotecnologia, UNAM. Morelos, México.

Suneeta, P., Aiyanathan, K.E.A., & Nakkeeran, S. (2018). Bacillomycins — The effective
molecules in plant disease management. International Journal of Current Microbiology
and Applied Sciences. Vol. 7(2). 823-835.

Stein, T. (2005). Bacillus subtilis antibiotics: structures, synthesis and specific functions.
Molecular Microbiology. Vol. 56(4). 845-857.

Stilke, J., & Hillen, W. (2000). Regulation of carbon catabolism in Bacillus species. Annual
Review of Microbiology. Vol. 54. 849-880.

Tahir, H.AA.S., Gu, Q., Wu, H., Raza, W., Hanif, A., Wu, L., Colman, M.V., & Gao, X. (2017).
Plant growth promotion by volatile organic compounds produced by Bacillus subtilis
SYST2. Frontiers in Microbiology. Vol .8 (171). 1-11.

Tan, Z.Q., Leow, H.Y., Lee, D.C.W., Karisnan, K., Song, A.A.L., Mai, C.W., Yap, W.S., Lim,
S.H.E., & Lai, K.S. (2019). Co-culture systems for the production of secondary
metabolites: Current and future prospects. The Open Biotechnology Journal. Vol. 13.
18-26.

Tocheva, E.l., Ortega, D.R., & Jensen, G.J. (2016). Sporulation, bacterial cell envelopes and
the origin of life. Nature Reviews Microbiology. Vol. 14(8). 535-542.

Tojo, S., Hirooka, K., & Fujita, Y. 2013. Expression of kinA and kinB of Bacillus subtilis,
necessary for sporulation initiation, is under positive stringent transcription control.
Journal of Bacteriology. Vol. 195. 1656-1665.

68



Trach, KA., & Hoch, J.A. (1993). Multisensory activation of the phosphorelay initiating
sporulation in Bacillus subtilis: identification and sequence of the protein kinase of the
alternate pathway. Molecular Microbiology. Vol. 8(1). 69-79.

Vallad, G.E., & Goodman, R.M. (2004). Systemic acquired resistance and induced systemic
resistance in conventional agriculture. Crop Science. Vol. 44(6). 1920-1934.

Wan, C., Fan, X., Lou, Z., Wang, H., Olatunde, A., & Rengasamy, K.R.R. (2021). lturin: cyclic
lipopeptide with multifunction biological potential. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition. 1-13.

Wang, L., Wang, N., Mi, D., Luo, Y., & Guo, J. (2017). Poly—glutamic acid productivity of
Bacillus subtilis BsE1 has positive function in motility and biocontrol against Fusarium
graminearum. Journal of Microbiology. Vol. 55(7). 554-560.

Wang, N., Wang, L., Zhu, K, Hou, S., Chen, L., Mi, D., Gui, Y., Qi, Y., Jiang, C., & Guo, J.
(2019). Plant root exudates are involved in Bacillus cereus AR156 mediated biocontrol
against Ralstonia solanacearum. Frontiers in Microbiology. Vol. 10. 1-14.

Xu, Z., Shao, J., Li, B., Yan, X., Shen, Q., & Zhang, R. (2013). Contribution of bacillomycin D in
Bacillus amyloliquefaciens SQR9 to antifungal activity and biofilm formation. Applied
and Environmental Microbiology. Vol. 79(3). 808-815.

Xu, Z., Mandic-Mulec, I., Zhang, H., Liu, Y., Sun, X., Feng, H., Xun, W., Zhang, N., Shen, Q., &
Zhang, R. (2019a). Antibiotic bacillomycin D affects iron acquisition and biofilm
formation in Bacillus velezensis through a Btr-mediated FeuABC-dependent pathway.
Cell Reports. Vol. 29. 1192-1202.

Xu, Z., Zhang, H., Sun, X, Liu, Y., Yan, W., Xun, W., Shen, Q., & Zhang, R. (2019b). Bacillus
velezensis wall teichoic acids are required for biofilm formation and root colonization.
Applied and Environmental Microbiology. Vol. 85(5). 1-14.

Yi, Y., de Jong, A., Frenzel, E., & Kuipers, O.P. (2017). Comparative transcriptomics of Bacillus
mycoides strains in response to potato-root exudates reveals different genetic
adaptation of endophytic and soil isolates. Frontiers in Microbiology. Vol. 8(1487). 1-14.

Yu, Y., Yan, F., Chen, Y., Jin, C., Guo, J., & Chai, Y. (2016). Poly-y-glutamic acids contribute to
biofilm formation and plant root colonization in selected environmental isolates of
Bacillus subtilis. Frontiers in Microbiology. Vol. 7. 1-15.

Zihalirwa Kulimushi, P., Arglelles Arias, A., Franzil, L., Steels, S., & Ongena, M. (2017).
Stimulation of fengycin-type antifungal lipopeptides in Bacillus amyloliquefaciens in the
presence of the maize fungal pathogen Rhizomucor variabilis. Frontiers in Microbiology.
Vol 8(850). 1-12.

69



11.ANEXOS

Curvas de calibracion para la determinaciéon de diferentes sustratos y metabolitos

analizados en el presente proyecto
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Figura A-1. Curva de calibracién para determinar la concentracion de acetoina por HPLC.

Valores para estandar comercial de acetoina Sigma-Aldrich en detector de arreglo de

diodos a 210 nm y detector de indice de refraccion.
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Figura A-2. Curva de calibracién para determinar la concentracion de butanodiol por
HPLC. Valores para estandar comercial de butanodiol Sigma-Aldrich en detector de indice

de refraccion.
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Figura A-3. Curva de calibracién para determinar la concentracion de glucosa por HPLC.
Valores para estandar comercial de dextrosa Sigma-Aldrich en detector de indice de

refraccion.
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Figura A-4. Curva de calibracién para determinar la concentracién de fructosa por HPLC.
Valores para estandar comercial de fructosa Sigma-Aldrich en detector de arreglo de

diodos a 210 nm y detector de indice de refraccién
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Figura A-5. Curva de calibracion para determinar la concentraciéon de acido citrico por
HPLC. Valores para estandar de &cido citrico Sigma-Aldrich en detector de arreglo de
diodos a 210 nm y detector de indice de refraccion.
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Figura A-6. Curva de calibracién para determinar la concentracion de acido lactico por
HPLC. Valores para estandar de acido lactico Sigma-Aldrich en detector de arreglo de

diodos a 210 nm y detector de indice de refraccion.
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Figura A-7. Curva de calibracion para determinar la concentraciéon de acido succinico por
HPLC. Valores para estandar de acido succinico Sigma-Aldrich en detector de arreglo de
diodos a 210 nm y detector de indice de refraccion.
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Figura A-8. Curva de calibracién para determinar la concentracion de y-PGA por HPLC.

Valores para estandar de y-PGA Sigma-Aldrich en detector de indice de refraccion.
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Figura A-9. Curva de calibracién para determinar la concentracion de bacilomicina D por
HPLC. Valores para estandar de iturinas Sigma-Aldrich comercial en detector de arreglo
de diodos a 205 nm.
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Figura A-10. Curva de calibracién para determinar la concentracion de amonio residual
espectrofotometria de absorbancia. Valores para estandar de sulfato de amonio Sigma-

Aldrich comercial en espectrofotometro Genesys 10s UV-VIS a una longitud de onda de

635 nm.
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Figura A-11. Evolucion del pH en los cultivos de B. velezensis 83 con y sin elicitores.
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Figura A-12. Consumo de sulfato de amonio en los cultivos de B.

Acetoina + Butanodiol [g/L]

elicitores.
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Figura A-13. Produccion de acetoina y butanodiol.
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Figura A-14. Produccion de acido acético.
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Figura A-15. Velocidad de transferencia de CO..
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Figura A-16. Coeficiente respiratorio de B. velezensis 83 cultivado con y sin elicitores.

ANALISIS ESTADISTICO

Tabla A-1 ANOVA de un solo factor de velocidad de crecimiento. Nivel de confianza de
95% (a = 0.05)

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valor p
Factor 5 0.075967 0.015193 71.82  0.000
Error 12 0.002539 0.000212

Total 17 0.078505
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Tabla A-2 Agrupacion de medias de velocidad de crecimiento (en h™') por método de

Tuckey

Factor Media Agrupacion

044 A

Micelio
Control 0.32 B

0.29 B C
0.29 B C

Celulosa 3 0.28 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

N

3
Micelio-Arabinogalactano 3 042 A

3

Arabinogalactano 3

3

Solucién modelo

Tabla A-3 ANOVA de un solo factor de concentracion maxima de bacilomicina. Nivel de
confianza de 95% (a = 0.05).

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 5 6335.6 1267.12 82.79 0.000
Error 12 183.7 15.31
Total 17 6519.3

Tabla A-4 Agrupacion de medias de concentracion maxima de bacilomicina (en mg/L) por

método de Tuckey

Factor N Media Agrupacion
Celulosa 3 5729 A
Arabinogalactano 3 4985 A
Micelio-Arabinogalactano 3 19.71 B
Control 3 1515 B
Solucién modelo 3 13.89 B
Micelio 3 9.43 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Tabla A-5 ANOVA de un solo factor de VTO maxima. Nivel de confianza de 95% (a

0.05)
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 0.18918 0.037837 7.64  0.002
Error 12 0.05947 0.004956
Total 17 0.24865

Tabla A-6 Agrupacion de medias de VTO maxima (en mmol/L*h) por método de Tuckey

Factor N Media Agrupacion
Arabinogalactano 3 569 A

Celulosa 3 564 A

Solucion modelo 3 558 A

Control 3 555 A B
Micelio 3 553 A B
Micelio-Arabinogalactano 3 5.36 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla A-7 ANOVA de un solo factor de concentracion maxima de esporas. Nivel de

confianza de 95% (a = 0.05)

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Factor 5 2.59x10"™ 5.18x10™®  11.58  0.000
Error 12 536x10'® 4.47x10"

Total 17 3.12x10™
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Tabla A-8 ANOVA de un solo factor de productividad de esporas. Nivel de confianza de
95% (a = 0.05).

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 5 3.32x10" 6.63x10"> 4844  0.000
Error 12 1.64x10"™ 1.37x10™
Total 17 3.48x10'°

Tabla A-9 ANOVA de un solo factor de concentracion maxima de y-PGA. Nivel de

confianza de 95% (a = 0.05)

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valor p

Factor 5 057014 0.114029  15.51 0.000
Error 12 0.08824 0.007354
Total 17 0.65839

Tabla A-10 Agrupacion de medias de concentraciones maxima de y-PGA (en g/L) por

método de Tuckey

Factor N Media Agrupacion
Micelio-Arabinogalactano 3 1.58 A
Micelio 3 1.51 A
Arabinogalactano 3 137 A B
Control 3 1.21 B C
Solucién modelo 3 1.14 B C
Celulosa 3 1.13 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Tabla A-11 ANOVA de un solo factor de peso molecular de y-PGA. Nivel de confianza de
95% (a = 0.05)

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valor p
Factor 5 4179957 835991  98.88  0.000
Error 12 101458 8455

Total 17 4281414

Tabla A-12 Agrupacién de medias de peso molecular de y-PGA (en kDa) por método de

Tuckey

Factor Media Agrupacion

Control 25562 A

Soluciéon modelo 244924 A

Arabinogalactano 2137.0 B

N

3
Micelio-Arabinogalactano 3 2492 A

3

3

3 19468 B

Micelio 3 1157.55 C
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Celulosa

Tabla A-13 ANOVA de un solo factor de concentracion de células. Nivel de confianza de
95% (o = 0.05).

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Factor 5 1.81x10™ 3.62x10™ 098  0.467
Error 12 4.42x10" 3.68x10™

Total 17 6.23x10™
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Tabla A-14 Agrupacion de medias de concentracion de células (en celulas/mL) por

método de Tuckey

Factor N Media Agrupacion
Micelio-Arabinogalactano 3 9.10x10° A
Micelio 3 7.58x10° A
Celulosa 3 7.48x10° A
Arabinogalactano 3 6.42x10° A
Control 3 6.32x10° A
Solucion modelo 3 6.30x10° A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



	Portada
	Índice General
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Estrategia Experimental
	6. Materiales y Métodos
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusión
	9. Perspectivas
	10. Bibliografía
	11. Anexos

