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RESUMEN

La especie Bacillus velezensis agrupa a cepas de bacterias que tienen la capacidad de establecer relaciones
benéficas con las plantas debido a que son buenas colonizadoras de las plantas y producen compuestos que
estimulan su crecimiento (son conocidas como Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) y también porque
producen metabolitos antimicrobianos que protegen a las plantas de la invasion por fitopatégenos (ejercen
control bioldgico). Fungifree AB®, es un biofungicida de aplicacidn foliar que es efectivo para el control biolégico
de hongos fitopatdgenos que infectan cultivos de importancia agricola. El principio activo de Fungifree AB® es una
cepa bacteriana que fue inicialmente clasificada (por analisis del DNAr 16S) como Bacillus subtilis. Desde el 2015
se conoce la secuencia del genoma completo de B. subtilis 83, sin embargo, siguiendo la clasificacidon taxondmica
actual, esta cepa pertenece a la especie B. velezensis. Por lo tanto, ademas de su uso como agente de control
bioldgico (ACB), B. subtilis 83 tiene el potencial de actuar como PGPB. Debido a las caracteristicas del proceso de
produccién de Fungifree AB®, el formulado contiene dos factores de antagonismo de B. subtilis 83 que son: 1)
esporas (que al germinar seran células vegetativas activas como ACB o PGPB) y 2) metabolitos (producidos durante
el cultivo de la bacteria). Saber cual es el factor de antagonismo que tiene el principal efecto de control bioldgico
es determinarte para poder implementar, de una manera racional, mejoras al proceso de produccion vy
formulacion del producto comercial. En este trabajo se realizé la caracterizacidn geno y fenotipica del principio
activo de Fungifree AB®. A través de ensayos in vivo e in vitro se evalud la eficacia bioldgica de los factores de
antagonismo contenidos en Fungifree AB® contra dos hongos fitopatdgenos foliares que afectan el cultivo de
mango y de jitomate. Finalmente, con ensayos in vivo se evalué el potencial de Fungifree AB® como PGPB para
jitomate cultivadas en invernadero. A través de un andlisis de Identidad Nucleotidica Promedio (ANI) se encontrd
que el genoma de B. subtilis 83 esta estrechamente relacionado con la especie B. velezensis (ANI> 97%) y que
tiene identidad gendmica del 98% con B. velezensis FZB42 (cepa referencia como PGPB y ACB). Por lo tanto, B.
subtilis 83 fue reclasificada como B. velezensis 83. El andlisis del genoma de B. velezensis 83 indicé que la cepa
posee los genes para producir metabolitos que son determinantes para la interaccidon bacteria-planta,
esporulacidn, actividad como ACB y PGPB. Se encontraron diferencias fenotipicas importantes entre B. velezensis
83 y B. velezensis FZB42 como lo es la produccién de metabolitos asociados con la actividad como ACB, no
obstante, la alta identidad gendmica entre las cepas. B. velezensis 83 controlé antracnosis en mangos Kent con la
misma eficacia que los productos quimicos Captan 50 PH® o Cupravit hidro®. Se concluyé que en medios ricos en
nutrientes (medio PDA y frutos de jitomate), las esporas de B. velezensis 83 contenidas en Fungifree AB®, fueron
el principal factor de antagonismo que contribuyd en la eficacia de control bioldgico contra Colletotrichum
gloeosporioides y Botrytis cinerea. En medios limitados de nutrientes (p. ej. la superficie de las hojas), los
metabolitos (sintetizados durante el cultivo de la bacteria: p. ej. surfactina, enzimas, sideréforo, nutrientes
residuales, moléculas de Quorum sensing) incluidos en la formulacién contribuyeron con las células en la eficacia
del producto Fungifree AB®. A partir de datos registrados de la cosecha de jitomate cultivado en invernadero con
Fungifree AB® aplicado como tratamiento bioldgico al sustrato y al follaje de las plantas, se encontré que se logré
obtener una productividad de 4.5 Kg de jitomate por planta y el 63% de la cosecha fue fruto de 12 calidad. Se
estimo que con ese tratamiento el rendimiento del cultivo fue de a 254 T/ha-afio, lo cual representd un incremento
de ~41% del rendimiento promedio reportado en México. Estos resultados permitieron concluir que bajo las
condiciones experimentales utilizadas en este trabajo B. velezensis 83 tuvo la capacidad de ser PGPB para plantas
de jitomate. Finalmente, se estimé que la rentabilidad de ese tratamiento bioldgico con Fungifree AB® fue 2 veces
mayor que la de un testigo comercial.
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ABSTRACT

Bacillus velezensis strains are characterized by grouping bacteria that have the ability to establish beneficial
relationships with plants as they are good colonizers and produce compounds that stimulate plant growth.
Therefore, they are known as Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB); besides they produce antimicrobial
metabolites which protect plants from invasion by phytopathogens acting as Biological Control Agents (BCA).
Fungifree AB®, is a biofungicide effective for the control of phytopathogenic fungi infecting crops of agricultural
importance, the active ingredient of this product is a bacterial strain initially classified, through 16S ribosomal
analysis, as B. subtilis strain 83. The genome sequence of B. subtilis 83 was completed since 2005; however,
following the current taxonomic criteria, this strain was reclassified as a B. velezensis specie. Being the Fungifree
AB® formulated with the strain B. velezensis 83, in addition to its properties as a BCA, it also has the potential to
act as a PGPB. Therefore, in addition to its use as a BCA, B. subtilis 83 has the potential to act as PGPB.

Due to the characteristics of the production process of Fungifree AB®, the formulation contains two antagonism
factors of B. subtilis 83 which are: 1) spores (which, when germinating, will be active vegetative cells such as BCA
or PGPB), and 2) metabolites (that are produced during the cultivation of the bacteria). Knowing which is the
antagonism factor that has the main effect of biological control is to determine to be able to implement, in a
rational way, improvements to the production process and formulation of the commercial product. In this work,
the geno and phenotypic characterization of the active principle of Fungifree AB® (B. subtilis 83) was carried out,
through in vivo and in vitro tests the biological efficacy of the antagonism factors contained in Fungifree AB®
against two foliar phytopathogenic fungi that affect mango and tomato crops was evaluated, and finally with in
vivo tests the potential of Fungifree AB® as a growth promoter in tomato plants was also evaluated.

Whole genome comparison between B. subtilis 83 and other Bacillus species using Average Nucleotide Identity
(ANI), indicated that the genome of the bacterium is closely related to the species B. velezensis (ANI > 97%), and
that it has 98% genomic identity with B. velezensis FZB42 (reference strain as PGPB and ACB). Therefore, B. subtilis
83 was reclassified as B. velezensis 83. B. velezensis 83 was found to have the genes to produce numerous
metabolites that are determinant for bacteria-plant interaction, sporulation, biological control, and PGPB-like
activity. Important phenotypic differences were found between B. velezensis 83 and B. velezensis FZB42, such as
the production of metabolites associated with biological control activity, notwithstanding the high genomic
identity between these strains. B. velezensis 83 controlled anthracnose on Kent mangoes with the same efficacy
as the chemicals Captan 50 PH® or Cupravit hydro®. It was concluded that in media rich in nutrients (PDA medium
and tomato fruits), the spores of B. velezensis 83 contained in Fungifree AB®, were the main factor of antagonism
that contributed to the efficacy of biological control against Colletotrichum gloeosporioides and Botrytis cinerea. .
In nutrient-limited media (i.e. leaf surfaces), metabolites contributed to the cells' efficacy of the Fungifree AB®
product. Fungifree AB® was applied as a biological treatment to the substrate and foliage of the plants, with this
treatment the productivity was of 4.5 kg of tomato per plant and 63% of the harvest was fruit of 1st quality. It was
estimated that with this treatment the crop yield was 254 T/ha-year, which represented an increase of almost
43% of the average yield reported in México. In conclusion B. velezensis 83 had the capacity to be PGPB for tomato
plants. Finally, it was estimated that the profitability of this biological treatment with Fungifree AB® was 2 times
higher than a commercial control.
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1. INTRODUCCION

Bacillus es un género de bacterias que se caracteriza por contener varias especies que de forma directa o indirecta
establecen relaciones benéficas con las plantas (Olanrewaju et al., 2017; Borriss, 2016). A través de mecanismos
directos algunas cepas de Bacillus promueven el crecimiento vegetal debido a que mejoran la adquisicién de
nutrientes como el nitrégeno y el fosfato, también a través de la produccidn de fitohormonas tales como el acido
indol acético (IAA), enzimas como la ACC deaminasa o compuestos volatiles organicos (VOC) como el 2,3-
butanodiol y la acetoina (Hanif et al.,, 2015; Asari et al., 2016, 2017). Por otro lado, a través de mecanismos
indirectos, debido a la produccién de compuestos antimicrobianos como los lipopéptidos y los policétidos, algunas
cepas de Bacillus ejercen control bioldgico mediante un mecanismo de antibiosis sobre varias especies de
bacterias y hongos fitopatdgenas como Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas
campestris, Xanthomonas oxonopodis, Erwinia amylora, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides, Rhizoctonia solaniy Penicillium expansum (Fira et al., 2018). Los mecanismos de control biolégico
de Bacillus spp. también involucran competencia por espacio-nutrientes y en algunos casos la resistencia sistémica
inducida (ISR) en la planta. De esta forma, debido la interaccién de los tres diferentes mecanismos de control
bioldgico de Bacillus spp. sobre los fitopatdgenos, la incidencia y/o severidad de enfermedades en plantas puede
ser disminuida (Fan et al., 2018). Asimismo, Bacillus spp. forman esporas con alta resistencia a la deshidratacion
y al calor, lo cual las hace excelentes candidatos para formular bioproductos (Dunlap et al., 2019).

Actualmente, las esporas de la cepa B. subtilis 83 son comercializadas en México como Fungifree AB® (polvo
humectable de aplicacion foliar y la recomendacion de uso para el control de para antracnosis del mango es aplicar
2 g/L de Fungifree AB® en intervalos de 60 dias desde el inicio de la floracidon hasta la cosecha del fruto
(https://www.fmcagroquimica.com.mx/wp-content/uploads/2018/06/Fungifree-AB-Ficha-T%C3%A9cnica.pdf).
Se sabe que Fungifree AB® es efectivo para el control bioldgico de cinco diferentes géneros de hongos
fitopatdgenos (Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis, Sphaerotheca y Leveillula) los cuales infectan cultivos de
importancia agricola como mango, aguacate, papaya, citricos, jitomate, fresa, arandano, zarzamora vy
cucurbitaceas (Galindo et al., 2005). Fungifree AB® es un desarrollo tecnoldgico del Instituto de Biotecnologia-
UNAM en colaboracién con el CIAD Unidad Culiacan (Galindo et al., 2005; Serrano-Carredn et al., 2007; Galindo
et al., 2013). Debido a las caracteristicas del proceso de produccion de Fungifree AB®, el formulado contiene dos
factores de antagonismo que son: 1) esporas (que al germinar serdn células vegetativas) y 2) metabolitos
(producidos durante el cultivo de la bacteria).

En la linea de investigacion del Dr. Enrique Galindo y Dr. Leobardo-Serrano, existe el interés de entender si el
efecto principal de la eficacia del producto es debido a la actividad in situ de la bacteria (competencia de las células
por espacio-nutrientes, antibiosis a través la sintesis de novo de antibiéticos y probablemente por elicitar la ISR)
o bien por los metabolitos (por su actividad como antibiéticos y/o como elicitores de ISR) que van incluidos en la
formulacion comercial. Saber cudl es el factor de antagonismo que tiene el principal efecto de control bioldgico
es determinarte para poder implementar, de una manera racional, mejoras al proceso de produccion vy
formulacion del producto comercial. Por ejemplo, si las esporas tuvieran el principal efecto, esto implicaria que
solo debe ser recuperada la biomasa y el sobrenadante del cultivo debe ser desechado, lo cual representa una
considerable reduccidn de tiempos de secado por aspersion que se realizan en el proceso de formulacidn. En caso
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de que los metabolitos tuvieran el principal efecto, permitia entender cémo es que Fungifree AB® ejerce el control
bioldgico con los metabolitos incluidos en la formulacidon mientras las esporas germinan y dan lugar a las células
vegetativas que continuaran con la actividad de control bioldgico. También existe el interés de saber si B. subtilis
83 tiene el potencial de promover el crecimiento de plantas. La secuenciacién del genoma completo de B. subtilis
83, permitié considerar que esta estrechamente relacionada con B. velezensis FZB42, asi como el potencial de
control biolégico y promocion del crecimiento de plantas que tiene B. subtilis 83. Por lo tanto, los objetivos de
este trabajo fueron el realizar la caracterizacion geno y fenotipica de B. subtilis 83, evaluar a esta cepa como ACB
(interacciones B. subtilis 83-patdgeno-planta) y como promotor de crecimiento (interacciones B. subtilis 83-
planta) a través de ensayos in vivo e in vitro. Para el desarrollo de este proyecto fueron seleccionados dos
patosistemas en los cuales el uso del fungicida estd autorizado para su uso en México: la antracnosis (C.
gloeosporioides) que afecta al mango y el moho gris (B. cinerea) que afecta al jitomate.
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2. ANTECEDENTES

Existe una gran cantidad de microorganismos (bacterias, hongos, protistas, algas, virus y nematodos) capaces de
colonizar las plantas (microbiota) estableciendo relaciones que pueden ser benéficas, neutrales o patogénicas
(Trivedi et al., 2020). Debido sus actividades bioldgicas, cuando la relacion microorganismo-planta es benéfica los
microorganismos participan en uno o varios de los siguientes procesos (Trivedi et al., 2020; Khatoon et al., 2020):

Biofertilizacidn del suelo: debido a que favorecen la disponibilidad de nutrientes para la planta.
Bioestimulacidn: debido a que estimulan el crecimiento de la planta.

Bioproteccion: debido a la proteccidn ante factores biéticos (son ACB) y abidticos (proteccidn ante condiciones
de estrés). Cuando funcionan como ACB son mejor conocidos como bioplaguicidas (Fenibo et al., 2021) y se
clasifican en plaguicidas microbiales, bioquimicos o protectores incorporados a las plantas (PIP).

Bioremediacidn del suelo: debido a que tienen la capacidad de degradar compuestos contaminantes que afectan
las propiedades del suelo, por lo tanto, la salud y nutricién de la planta.

La importancia de los microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPMs) se debe a que incrementan
la fertilidad del suelo, la produccidn agricola, la calidad nutricional del producto agricola y también mejoran el
ecosistema porque disminuyen o evitan el uso de productos quimicos para fertilizacién y/o participan como ACB
(Abhilash et al., 2016). Entre los géneros de bacterias mas conocidos como PGPB encontramos a Rhizobium,
Frankia, Klebsiella, Clostridium, Nostoc, Anabaena, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Paenibacillus,
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces y Serratia (Abhilash et al., 2016; Gouda et al., 2018; Khatoon et al., 2020).
Muchas de las cepas que han sido aisladas de la rizéfera (rizobacterias) e identificadas y caracterizadas como
promotoras del crecimiento vegetal son mejor conocidas como PGPR, actualmente se sabe que estimulan el
crecimiento de la planta a través de mecanismos de accion directos e indirectos (Timmusk et al., 2017; Basu et al.,
2021). Entre los géneros de hongos mas conocidos como promotores del crecimiento vegetal (PGPF) encontramos
a los géneros Aspergillus, Piriformospora, Phoma, Penicillium, Sclerocystis, Trichoderma, Ganoderma, Beauveria y
Glomus (Abhilash et al., 2016; Tian et al., 2020).

El término PGPR se utiliza para bacterias que tienen la capacidad de colonizar las raices (rizosfera) de las plantas
y favorecer el crecimiento vegetal, por esta razén se han utilizado como ingredientes activos para productos
biofertilizantes. Ademads de su efecto benéfico sobre la planta, también pueden ejercer control bioldgico de
fitopatdgenos (Vejan et al., 2016). El uso de las PGPR ha sido propuesto como una estrategia para disminuir los
efectos negativos que causan el estrés abidtico y bidtico sobre las plantas y asi incrementar la productividad de
los cultivos agricolas (Poveda et al., 2021).

Una cepa PGPR “ideal” debe tener las siguientes caracteristicas (Basu et al., 2021):

e Altamente competente para establecerse en la rizdsfera.
e Colonizar la raiz de la planta de manera significativa (en términos cuantitativos) después de su aplicacion.
e Promover el crecimiento de la planta.
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e Exhibir un amplio espectro de accién en términos de control biolégico.
e Ser tolerante a factores fisicoquimicos como calor, desecacién, radiacién y antioxidantes.

A través de mecanismos directos las PGPR favorecen la nutricion y el crecimiento de la planta debido a que:

e Favorecen la disponibilidad de nutrientes para las plantas a través de mecanismos como la fijacién de
nitrégeno atmosférico o solubilizacién de nutrientes como fierro, fosfato, potasio o zinc, principalmente
(Timmusk et al., 2017).

e Producen hormonas (fitoestimulantes) como auxinas (Aux), etileno (Et), citocininas (Ck), giberelinas (Gb),
acido absicico (ABA), acido salicilico (SA) y acido jasmdnico (JA) (Tsukanova et al., 2017) asi como
compuestos organicos volatiles (VOC).

e Promueven la resistencia de la planta a factores de estrés a través de desencadenar la produccién de
enzimas como la ACC desaminasa la cual degrada el precursor para la sintesis de la hormona Et. Se sabe
que el Et estd involucrado en diferentes procesos de crecimiento y desarrollo de la planta (Vejan et al.,
2016) y es conocido como la hormona del estrés ya que se produce como una respuesta a factores que
afectan negativamente la salud de la planta como la inundacidn, sequia, salinidad, compuestos todxicos,
temperatura, entre otros) (Saraf et al., 2010). Altas concentraciones de Et en la planta afectan la fijacion
de nitrégeno, elongacién de las raices y el proceso de la senescencia (Esquivel-Cote et al., 2013).

e Favorecen la rizo-remediacién (bioremediacidon) el cual es un proceso facilitado por el llamado “efecto
rizosfera” en el cual la planta estimula la proliferacién del microbioma que facilita la degradacién o el
metabolismo de compuestos contaminantes (xenobidticos) en el suelo (Alotaibi et al., 2021; Naamala y
Smith, 2021).

A través de mecanismos indirectos las PGPR participan ademds como ACB debido a que presentan antagonismo
hacia otros microrganismos debido a:

e Competencia por espacio-nutrientes: a través de establecer biopeliculas los microorganismos benéficos o
de producir sideréforos (compuestos quelantes) evitan la proliferacion de microorganismos
fitopatdgenos.

e Produccién de compuestos antimicrobiales (antibiosis).

e ISR de la planta contra fitopatogenos.

Debido a las propiedades anteriormente descritas, varias cepas de microorganismos benéficos han sido
propuestas (y actualmente ya son comercializadas) como una alternativa para lograr sistemas de produccion
basados en técnicas de agricultura sustentable (Basu et al., 2021). Entre ellos, varios de los productos
comercialmente disponibles son formulados con cepas del género Bacillus y han sido utilizadas como PGPR asi
como ACB, aprovechando su cualidad de formar esporas con alta resistencia a la deshidratacién vy al calor, lo cual
las hace excelentes candidatos para formular bioproductos (Dunlap et al., 2019).
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2.1. El género Bacillus

Las células vegetativas de las especies al género Bacillus tienen forma de bastdn, son bacterias Gram-positivas,
con tamafio entre 0.4 a 1.8 um de didmetro y 0.9 a 10.0 um de longitud. Durante la fase de crecimiento las células
pueden formar cadenas de diferente longitud, durante la fase final del crecimiento exponencial pueden ser
métiles y accesibles a bacteriéfagos. Forman endosporas que son muy resistentes a condiciones fisicoquimicas
desfavorables (alta temperatura, radiacidon UV y sustancias quimicas) y nutricionales adversas (Borriss et al., 2020).
Dentro del género Bacillus se agrupan 377 especies y 8 subespecies, en ambos casos incluyendo nombres
sinénimos (https://Ipsn.dsmz.de/genus/bacillus). Los nombres sindnimos son nombres que en su momento
fueron aceptados pero que actualmente son nombres incorrectos debido al surgimiento de técnicas de analisis
gendmico que son mas precisas. Dentro de la familia Bacillaeceae el género tipo es Bacillus, la especie tipo de este
género es Bacillus subtilis y la cepa tipo de esta especie es la B. subtilis 168. Gran parte del conocimiento respecto
a la especie B. subtilis ha sido generado utilizando a la cepa B. subtilis 168 como modelo de estudio (Losick 2020;
Gallegos-Monterrosas et al., 2021). B. subtilis es una bacteria métil, tiene flagelos rotatorios con los cuales la
célula puede “nadar” (movimiento tipo swimming) en medio liquido. En determinadas condiciones, las células
matiles pueden pasar a un estado sésil a través de formar cadenas conformadas por células individuales. Se ha
argumentado que las células sésiles producen compuestos (para formar una matriz extracelular) que le permiten
adherirse a la superficie y formar una biopelicula para obtener los recursos de un nicho y que las células motiles
se desplazan para explorar nuevos nichos. También se sabe que las células de B. subtilis presentan un tipo de
movimiento similar al de un enjambre (conocido como swarming) y que de esta forma superan la tension
superficial de la superficie a través de tres mecanismos: 1) movimiento en grupo, 2) mas flagelos en la célula y 3)
produccién de un compuesto tensoactivo (el lipopéptido surfactina). Otro tipo de movimiento que ha sido
observado en superficies semisélidas (p. e]. agar) es el conocido como sliding, en el cual el movimiento es facilitado
por una proteina que le confiere hidrofobicidad a la biopelicula y un exopolisacarido componente estructural de
la matriz extracelular, que lubrican la superficie para facilitar el desplazamiento de las células (Losick, 2020). B.
subtilis es una bacteria que presenta competencia genética, que es un estado fisioldgico transitorio a través del
cual las células de B. subtilis de manera natural se convierten en células transformables (que adquieren DNA
exogeno) (Hamoen et al., 2003; Rahmer et al., 2015). Se sabe que solo una parte de la poblacién (<1%) de una
colonia puede presentar competencia al entrar a la fase estacionaria de crecimiento (Brito et al., 2018). Se ha
argumentado que a través de la competencia genética la célula de B. subtilis adquiere DNA templado (patron,
molde) que es utilizado para reparacion del DNA, asimismo que es un mecanismo de defensa contra parasitos
gendmicos, facilita la adquisicidén de nucledtidos y finalmente favorece la variabilidad genética, se sugiere que con
esta estrategia celular B. subtilis puede adaptarse y habitar diferentes nichos (Brito et al., 2018). Son habitantes
del suelo, ambientes acuicolas, alimentos, son microbiota intestinal de artropodos y mamiferos. Son bacterias
mesofilas (20-30 °C) y crecen a pH entre 6-7 (Borriss et al., 2020). Debido a la variedad de metabolitos que
producen, son de importancia industrial ya que se les ha encontrado aplicacién en las areas ambiental, agricola,
alimentos y farmacéutica (Caulier et al., 2019).
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2.2. Formacion de biopelicula

Una mds de las caracteristicas de interés, es la capacidad de las cepas de Bacillus para formar biopeliculas. La
formacion de la biopelicula es esencial para que las cepas de Bacillus colonicen a la planta y para lograr la
proteccion de la infeccién por fitopatégenos (Allard-Massicotte et al., 2016). Hasta la fecha mucho del
conocimiento ha sido generado a partir de la investigacion realizada con la especie B. subtilis y en particular con
la cepa B. subtilis 168 (Gallegos-Monterrosas et al., 2016). La biopelicula que forma B. subtilis es una comunidad
multicelular y puede ser visible tanto en medios sélidos como en liquidos. En B. subtilis la biopelicula exhibe un
aspecto arrugado, que se piensa es una estrategia de la colonia para maximizar el acceso al oxigeno a través de
aumentar la relacion superficie:volumen de la estructura multicelular (Losick, 2020). Se argumenta que la
biopelicula de B. subtilis es una comunidad que simula un cuerpo fructifero y que estda compuesto por tres
diferentes tipos celulares: células matiles, células productoras de matriz extracelular y células formadoras de
endosporas, que estan distribuidos en la parte baja, media y alta de la colonia, respectivamente (Losick, 2020).
Las células dentro de la biopelicula se mantienen unidas debido a la produccion de la matriz extracelular, la cual
estd compuesta por exopolisacarido (EPS), proteinas (TasA y BslA), DNA extracelular (DNAe) y acido poli-y-
glutdmico (y-PGA) (Arnaouteli et al., 2021; Mohsin et al., 2021). La Figura 1 (tomado de Arnaotueli et al., 2021)
muestra el esquema general de la estructura de la biopelicula que forma B. subtilis.

Figura 1. Esquema general de la estructura de la biopelicula de B. subtilis.

El EPS es el principal carbohidrato componente de la biopelicula, su sintesis es dependiente de los productos del
operon epsA-O (epsA, epsB, epsC, epsD, epsE, epsF, epsG, epsH, epsl, eps), epsK, epsL, epsM, epsN y epsO) la cual
es llevada a cabo principalmente por células que estan en la periferia de la colonia (Arnaotueli et al., 2021). Se
sabe que el EPS controla su via de sintesis funcionando como molécula de sefializacién (Elsholz et al., 2014). Los
productos de los genes epsA y epsB son proteinas que conforman un sistema de dos componentes para activar la
via de sintesis del EPS. El EPS es sensado por el dominio extracelular de la proteina moduladora EpsA (proteina
transmembranal) y a través de su dominio citoplasmatico activa a la tirosina-cinasa EpsB, la cual se autofosforila
y transfiere el grupo fosfato al producto del gen epsE, la protetina EpsE. EpsE es una glicosiltransferasa que en
estado fosforilado desencadena el sistema de sintesis del EPS. Alta concentracion de EPS inhibe la
autofosforilacion de EpsB evitandose asi la activacidn de EpsE y la subsecuente sintesis de EPS (Elsholz et al., 2014).
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Los productos de epsL, epsD, epsF, epsH y epsJ son también glicosiltransferasas. El epsL codifica a la proteina EpsL,
la cual transfiere moléculas de UDP-glucosa o UDP-galactosa a lipidos acarreadores, mientras que EpsD transporta
el acido UDP-glucurdnico. Los genes epsE y epsF codifican proteinas que transportan UDP-Glc. Los genes epsH y
eps) codifican para proteinas transportadoras de amino-azlcares. El gen epsG codifica la proteina EpG la cual
polimeriza las unidades de carbohidrato que conformaran el EPS. El producto de epsK es una proteina que
transporta el polisacarido al espacio peripldsmico. Las proteinas codificadas en epsC, epsl, epsO, epsM y epsN
estan involucradas en la modificacidn del polisacarido (Elsholz et al., 2014; Arnaouteli et al., 2021; Vu et al., 2021).
El EPS ademas de funcionar como un componente que le da complejidad a la estructura de la biopelicula, favorece
la retencidn de agua en la biopelicula (lo cual protege a las células del estrés hidrico) y la agregacion del suelo
(Vardharajula y Ali, 2014). Vardharajula y Ali (2014), reportaron que las cepas B. amyloliquefaciens HYD-B17; B.
licheniformis HYTAPB18 y B. subtilis RMPB44 incrementaron entre 5-14 veces la concentracién de EPS al
incrementar el estrés hidrico del medio de cultivo con potencial hidrico () desde -0.05 a -0.73 MPa. Por otra
parte, se encontré que el EPS que esas tres cepas sintetizaron fue un heteropolimero que estuvo constituido
principalmente por glucosa, rafinosa y por dacido glucurénico, observdandose que la proporcién de los
carbohidratos fue dependiente de la cepa y de la condicion de  a la que fueron sometidas (Vardharajula y Ali,
2014). Otros autores (Moghannem et al., 2018; Vu et al., 2021) han reportado que el tipo y concentracién de
fuente de carbono y nitrégeno, asi como la temperatura y tiempo de incubacién, fueron determinantes en la
productividad y composicion del EPS que producen las cepas de Bacillus. Otro EPS sintetizado por cepas de la
especie B. amyloliquefaciens (Gu et al., 2017) y B. velezensis (Vu et al., 2021) es la levana. La levana es un
homopolimero de fructosa que solo es sintetizado a partir de sacarosa como fuente de carbono y debido a la
actividad extracelular de la enzima levanasacarosa (producto del gen /s) en cepas de B. velezensis) (Vu et al., 2021).

El operon tapA codifica tres proteinas que forman parte de la biopelicula de B. subtilis: TapA, SipW y TasA. Tap A
es una proteina de 253 residuos con multidominios que contiene un péptido sefial de 43 aminoacidos (aa). TapA
ha sido descrita al igual que TasA como una proteina de ensamble y de anclaje. SipW es una peptidasa sefal tipo
| que modifica post-traduccionalmente a TasA y TapA por cortar el péptido sefial N-terminal de la superficie
extracelular. Adicionalmente, el dominio citoplasmatico C-terminal de SipW activa la expresion de los operones
epsA-O y tapA en la biopelicula, asi que se considera que tiene un papel esencial en la formacién de la biopelicula.

TasA tiene varias funciones, es el principal componente proteico de la estructura de la biopelicula, facilita la
motilidad de la colonia tipo sliding asi como la sefializacién, ademas de la colonizacidn de la planta. TasA es una
proteina de 261 (aa) con un péptido sefial de 27 residuos, que ademas de su papel estructural en la biopelicula
(Arnaotueli et al., 2021), contribuye con la fluidez y estabilidad de la membrana celular regulando varios procesos
dindmicos en la membrana celular, lo cual repercute en la viabilidad celular dentro de la colonia y el desempefio
de B. subtilis en el filoplano (Camara-Almirén et al., 2020).

La proteina BslA ademas de ser componente estructural de la biopelicula, le confiere propiedades de
hidrofobicidad. Se sabe que el DNAe interacciona con el EPS y que da como resultado la estructura 3D a la
biopelicula (Peng et al., 2020).

El y-PGA es un polimero anidnico lineal de L-glutamato y D-glutamato unidos por el extremo y-carboxil, la sintesis
de este compuesto es dependiente de enzimas codificadas por el operén pgsBCAE (anteriormente conocido como
ywtC-yetABC): PgsB y PgsC son responsables de la polimerizacidon, PgsA y PgsE forman la maquinaria de
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exportacion del polimero. La funcion del y-PGA esta relacionado con la retenciéon de agua y proteccion a la
deshidratacién.

La capacidad de formar la biopelicula en la raiz de la planta, permite que se establezca la relacién benéfica
microorganismo-planta promoviendo la salud y el crecimiento de la planta (Losick, 2020). La formacién de
biopelicula es inducida por condiciones ambientales (p. e]. disponibilidad de nutrientes) que rodean a las células,
es un proceso cooperativo, altamente complejo y estrictamente regulado (Kalamara et al., 2018). Se ha descrito
que la formacién de biopelicula en la raiz de la planta, comienza una vez que las células alcanzan la raiz, iniciando
con el cambio del estado de células independientes matiles a células formadoras de biopelicula y que el proceso
estd regulado por la via de SpoOA (Figura 2).
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Figura 2. Esquema general de las diferentes vias genéticas coordinadas por SpoOA, ComA y DegU para la
diferenciacidn celular y formacién de biopelicula en B. subtilis (adaptado de Lépez et al., 2008; Rhaman et
al., 2021).

El primer suceso es el reconocimiento de las sefales de la planta a través de la participacidn de las cinasas KinCD,
resultando en una cascada de fosforilaciéon (~P) que involucra a SpoOF, SpoOB y eventualmente SpoOA. Con baja
concentracién SpoOA~P se induce la produccidn de la proteina Sinl, la cual es represora de SinR y lo cual resulta
en la desrepresiodn del gen sirR. La proteina SIrR forma un complejo con SinR, manteniendo bajos niveles de SinR
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libre y asi la ocurre la desrepresion de los genes necesarios para la sintesis de la matriz (ygxM-sipW tasA-epsA-0O).
Adicionalmente, el complejo SIrR-SinR reprime la expresidn de los genes de motilidad hag y los genes de autolisina
IytABC y IytF, dando como resultado cadenas de células productoras de matriz. Finalmente, SpoOA~P inhibe a
AbrB (un segundo represor de los genes de la matriz), también liberando la represidn de los genes de la matriz.
Sin embargo, se sabe que Spo0A no solo participa en la regulacidon de la formaciéon de matriz (EPS, TasA, BslA,
DNAe y y-PGA), sino también en el proceso de esporulacién, competencia genética, asi como en la generacidn de
células canibales, asi que son procesos bioldgicos estrechamente relacionados (Lépez et al., 2008; Blake et al.,
2021). Se sabe que la secreciéon de surfactina de manera indirecta causa la fosforilacion de Spo0OA y es asi como
SpoOA~P favorece la produccion de matriz extracelular (Kalamara et al., 2018).

En la formacidn de la biopelicula, adicionalmente a SpoOA, participan otros dos reguladores que son: DegU
regulando el proceso de secrecidn de exoproteasas (y otras enzimas extracelulares) y ComA regulando el proceso
de competencia genética y sintesis de surfactina (Blake et al., 2021; Gallegos-Monterrosas et al., 2021). Cada uno
de estos reguladores (SpoOA, DegU y ComA) es fuertemente afectado por el Quorum sensing (QS: mecanismo
biolégico de comunicacion célula-célula a través de la produccién de moléculas de sefalizacidn) a través de los
sistemas de sefalizacion integrados por ComQXPA y Rap-Phr (Kalamara et al., 2018; Gallegos-Monterrosas et al.,
2021) y asi se regulan los procesos de competencia genética, esporulacién y sintesis de metabolitos
antimicrobianos (p. ej. surfactina).

ComX es un compuesto que tiene el papel de ser autoinductor (es una feromona) y ComP es una proteina cinasa
sensora que forma parte del complejo de dos componentes ComP-ComA cuya actividad es ser un sistema de
transduccién de sefiales. ComA es una proteina cognado reguladora de respuesta ligadora de DNA. ComQ tiene la
funcién de procesar, modificar y exportar a ComX y finalmente generar la sefial madura del QS. La unién extra-
citoplasmdtica de ComX en el dominio receptor de ComP resulta en la fosforilacién y activacion de ComA en el
citoplasma. ComA~P regula positivamente la produccion del lipopéptido surfactina y directamente activa la
produccién de otros compuestos que son requeridos por la colonia a través de la regulacién de la transcripcion
del gen degQ (Kalamara et al., 2018). La proteina DegQ estabiliza la fosforilacion de DegU, en ausencia de DegU
la proteina DegQ favorece la desfoforilacion y autofosforilacién de DegS (Do et al., 2011).

DegS y DegU conforman un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes cuya funcion es regular la
expresion de genes que participan en el proceso de competencia celular, la motilidad tipo swarming, formacién
de biopelicula y la sintesis de exoproteasas en Bacillus subtilis (Murray et al., 2009). DegS es una proteina
transmembranal con actividad histidina-cinasasa que fosforila a la proteina citoplasmatica reguladora de
respuesta DegU. La competencia celular de B. subtilis estda asociada con DegU no fosforilado, concentracion
intermedia de DegU~P favorece la transcripcion de genes para la formacion de biopelicula (eps y tasA) y alta
concentracién de DegU~P activa la transcripcién de genes para sintesis de exoproteasas (Msadek et al., 1991;
Verhamme et al., 2007; Marlow et al., 2014). Verhamme et al. (2007), encontraron que baja concentracién de
DegU~P activa la motilidad tipo swarming de manera independiente a la actividad de DegS. Baja concentracion
de DegU~P (dependiente de la actividad de DegS) activa la transcripcion del gen yvcA, el cual es necesario para
dar complejidad (p. ej. rugosidad y formacion del cuerpo fructifero) a la estructura de la biopelicula. Marlow et al.
(2014), reportaron que alta concentracion de DegU~P inhibe la formacidn de biopelicula a través de reducir (de
manera indirecta) la expresion de epsA y tasA, pero que activa la transcripcién del gen bslA. Adicionalmente se ha
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observado que alta concentracidn de DegU~P estd asociado con alto porcentaje de esporulacion en B. subtilis y
se sabe que es debido a que incrementa la concentracidon de SpoOA~P en la célula. Asi DegU es un factor de
transcripcién que regula la diferenciacion celular dentro de la biopelicula (Marlow et al., 2014).

Por otra parte, el sistema Rap-Phr también afecta la heterogeneidad de la poblacién celular en la biopelicula, las
Rap (aspartil-fosfato fosfatasas) son una familia de proteinas reguladoras de respuesta y sus cognados son los
péptidos Phr (péptidos reguladores de fosfatasa) (Gallegos-Monterrosas et al., 2021). Las proteinas Rap
citoplasmaticas ejercen su funcidn regulatoria a través de inhibir la actividad de su regulador blanco (SpoOF, DegU
o ComA) via desfosforilacion o por directamente bloquear el sitio de unién a DNA. Las proteinas Rap son a su vez
inhibidas por su péptido cognado, los cuales son producidos como pre-Phr proteinas que son exportadas al medio
extracelular y cortadas para producir péptidos maduros (activos) de 5 a 6 aa. Los péptidos Phr son importados de
regreso a la célula después de alcanzar el nivel umbral de alta concentracién celular y unirse a su fosfatasa cognado
Rap, induciendo los cambios conformacionales que inhiben su actividad (Gallegos-Monterrosas et al., 2021).
Dentro de la especie B. subtilis han sido identificadas 15 proteinas Rap y solo 12 péptidos Phr (Kalamara et al.,
2018). En la Tabla 1 (tomado de Kalamara et al., 2018) se describen las proteinas Rap y los péptidos Phr presentes
en el género Bacillus. Se sabe que las Rap regulan procesos dependientes de tres sistemas regulatorios: 1) DegS-
DegU (competencia, motilidad y produccion de exoproteasas), 2) cascada de fosforilacion dominada por SpoOA
(produccion de matriz extracelular y esporulacidn) y 3) ComP-ComA (produccion de surfactina y competencia
genética) (Figura 2).

Tabla 1. Proteinas Rap-Phr identificadas en el género Bacillus.

Proteina Rap Péptido Phr Funcidn bioldgica
RapA PhrA Controla el inicio de la esporulacidn; Desfosforila SpoOF
RapB PhrC Controla el inicio de la esporulacidn; Desfosforila SpoOF
RapC PhrC Control dela actividad de ComA; Interactua con ComAy ComA~P
RapD - Inhibe la produccién de surfactina; Controla la actividad de ComA
RapE PhrE Controla el inicio de la esporulacién; Defosforila a SpoOF
RapF PhrE Controla la actividad de ComA; Interactia con ComAy ComA~P
RapG PhrG Controla DegU; Interactia con DegU~P
RapH PhrH Controla el incio de la esporulacion y la actividad de ComA; Desfoforila a SpoOF
Rapl Phrl Controla la transferencia del elemento genético moévil (ICEBs1); Desfosforila SpoOF
Rapl - Controla la cascada de fosforilacidn de SpoA
RapK PhrK Controla la actividad de ComA
RapP PhrpP Controla la formacion de la biopelicula (via modulacién de la actividad de ComA);

PhrP no interactia con RapP debido a la mutacién en el gen rapP

RapQ PhrQ Controla la esporulacién, produccion de surfactina y la competencia genética
Rap60 Phr60 Controla la produccidon y secresion de proteasa
RaplLS20 PhrLS20 Controla congujacién de pldsmido
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Los componentes de la biopelicula que producen las cepas de Bacillus tienen un papel muy importante en la
interaccion bacteria-planta y bacteria-bacteria. A través de co-cultivos in vitro utilizando la interaccién entre la
cepa B. subtilis 3610 y Pseudomonas chlororaphis PCL1606, se ha observado que las colonias de la cepa 3610 con
mutaciones simples, dobles o triples de componentes de la matriz extracelular (eps, tasA y bslA), son invadidas
por la cepa PCL1606 (Molina-Santiago et al., 2019). Se argumenta que el EPS funciona como una barrera fisica que
impide la invasidn de la colonia. La carencia de una matriz extracelular funcional provocé cambios en la estructura
y propiedades de la colonia como una mayor y mas rapida expansion de la colonia, mayor disponibilidad de agua,
distribucién de surfactina dentro y en la periferia de la colonia (en cepas silvestres solo se encuentra surfactina en
la periferia de la colonia), sin embargo, se sugiere que estos cambios lejos de favorecer la colonizacién de cepas
mutantes de B. subtilis 3610, facilitaron la invasion de la colonia por la cepa PCL1606.

Nordgaard et al. (2021), construyeron cepas mutantes sencillas de cada una de las Rap identificadas en la cepa B.
subtilis DK1042 (cepa competente derivada de B. subtilis NCBI 3610: cepa no domesticada con similaridad
gendmica a la B. subtilis 168) y encontraron que las mutantes sobre-expresan genes de la matriz (en condiciones
de cultivo agitado) pero que la sobre-expresién no esta directamente correlacionada con la formaciéon de
biopelicula (in vitro en agar y en interface gas-liquido) ni con la capacidad de colonizacién de raiz de las mutantes
Arap-phr. Las mutantes Rap de la cepa B. subtilis DK1042 incrementaron la expresién del promotor del operén
tapA-sipW-tasA, excepto ArapA, lo cual se sugiere es debido a que las células estuvieron mas bien comprometidas
con el proceso de esporulacién, por lo tanto, atenuaron la expresion de genes de la matriz. Se observé que las
mutantes tuvieron cambios en el aspecto de la biopelicula: ArapB, J y K formaron colonias mas arrugadas, Arapl y
P formaron complejas pero pequefias colonias, ArapC formé colonias mds grandes, lisas y transparentes, todos
los casos comparados con la cepa silvestre. Las mutantes ArapA, C, | y P, formaron peliculas mas delgadas y no
homogéneas. ArapA formd colonias mas arrugadas. Se observd que las mutantes ArapD, J y P, mostraron
incremento en la colonizaciéon de la raiz de A. thaliana, mientras que Arapl tuvo menor capacidad de colonizacidn
de la raiz de la planta.

2.3. Esporulacion

Las esporas son un estado celular de dormancia que ademas es resistente a condiciones extremas de temperatura,
desecacion y radiacion. Por esta razdn, varios de los bioproductos a base de cepas de Bacillus que actualmente
son comercializados, son formulados sélidos (polvos) a base de esporas. El proceso de esporulacion se lleva a cabo
a través de una cascada de fosforilacién que censa la limitacién de nutrientes y da como resultado la fosforilacion
de Spo0A (Spo0A~P) resultando en la activacidn de esta proteina reguladora (Losick, 2020). La esporulacién inicia
cuando la forma bacilar de B. subtilis se divide asimétricamente, elaborando un “septo polar” que da como
resultado dos compartimentos genéticamente idénticos, pero morfolégicamente distintos, esto es: una “célula
madre” y una pequefia “espora” (Tan y Ramamurthi, 2013). En B. subtilis este proceso se lleva a cabo en siete
etapas. En el estado 0 los cromosomas son replicados, pero no se observan cambios morfolégicos representativos
de la esporulacion. En el estado | ocurre la condensacidn y el anclaje de los origenes de replicacidn a los extremos
de los polos de la célula. En el estado Il, ocurre la formacién del septo polar, seguido por el engullimiento de la
esporaen el estado lll. En el estado IV y Vinicia el ensamblaje del cértex y de la cobertura celular, respectivamente.
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El estado VI ocurre la maduracion de la espora, aqui lo mas caracteristico de la morfologia celular es el aspecto
del cromosoma de la espora el cual estd altamente condensado y con estructura toroidal. En el estado VI, la célula
madre se lisa, liberando la espora madura y en estado fisiologico latente hacia el ambiente (Tan y Ramamurthi,
2013). La célula emplea dos mecanismos para comprometerse con el proceso de esporulacidn: uno es el
canibalismo y otro es el dependiente de la concentracidon de SpoOA~P. El canibalismo ocurre cuando las células
que tienen activado a SpoOA producen dos toxinas (Skf y Sdp) que actian cooperativamente para obstaculizar la
funcidn celular y causar su lisis, de esta forma ocurre la liberacion de nutrientes que soportan el crecimiento de
otras células hermanas e isogénicas dentro de la biopelicula y retrasan asi la entrada al proceso de esporulacion.
Solo si la limitacion de nutrientes permanece, las células se comprometen a esporular (Liagat et al., 2013). Spo0OA
es un regulador maestro que afecta el proceso de esporulacién, formacion de biopelicula, canibalismo y Ila
competencia genética. Actualmente se sabe que la activacidn de SpoOA estd determinada por efecto de cinco
diferentes histidina-cinasas (KinA, KinB, KinC, KinD y KinE), las cuales detectan diferentes condiciones de estrés
ambiental y responden autofosforilandose (Devi et al., 2015). La activaciéon de SpoOA ocurre cuando el grupo
fosféril de la histidina cinasa es transferido via una cascada de fosforilaciéon entre SpoOF para formar a SpoOA~P y
asi activar el efecto regulador sobre la transcripcidn de mas de un centenar de genes. La concentracion de
SpoOA~P dentro de la célula, es regulada por la actividad de proteinas Rap y de la fosfatasa SpoOE (Tan y
Ramamurthi, 2013). El tipo celular (células métiles, células productoras de matiz extracelular y/o células
formadoras de endosporas) esta definido por la concentracion intracelular de SpoOA~P. Con baja concentracién
de SpoOA~P se favorece la formacién de cadenas de células y la formacién de matriz extracelular a través de la
proteina Sinl y niveles altos de SpoOA~P causan la represién del gen sinl, por lo tanto, dando lugar al proceso de
esporulacién.

2.4. Bacillus amyloliquefaciens

La identificacién de las especies del género Bacillus inicialmente estaba basada en andlisis basicos de
caracterizacién bacteriana, analisis parcial de la secuencia del gen 16S rRNA, analisis del perfil de acidos grasos y
caracterizacion fenotipica. Sin incluir nombres sindnimos, dentro este género se agrupan 273 especies que estan
descritas en un filograma basado en el analisis del gen 16S rRNA; sin embargo, aun resulta complicado resolver
entre especies dentro del grupo B. subtilis asi como dentro del grupo Bacillus cereus (Borriss, 2020a). Otros
marcadores moleculares como el gen gyrB, cheA y rpoB u otros genes del genoma central (genes presentes en
todas las cepas de una especie) han sido propuestos para lograr la resolucidon taxondmica entre algunas especies
(Dunlap, 2019; Borriss, 2020a). Actualmente se estd utilizando la secuencia del genoma completo para lograr la
resolucidn entre especies y finalmente su correcta clasificacién taxonémica (Borriss, 2020a; Gupta et al., 2020).
Uno de los métodos utilizados para verificar identidades de genomas procariéticos es el ANI (Ciufo et al., 2018;
Jain et al., 2018), el cual esta basado en el calculo de la identidad nucleotidica entre dos genomas centrales
utilizando BLAST (ANIb) o MUMmer (ANIm). El ANI es una medida de la similitud por pares entre dos secuencias
gendmicas y fue propuesto para reemplazar el procedimiento experimental de hibridacién DNA-DNA (DDH) (Goris
et al., 2007). El método ANI se basa en analizar a dos genomas trabajandolos como: genoma de base para la
consulta (query genome) y genoma de referencia (reference genome). La secuencia del genoma base es
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fragmentada in silico en secuencias largas de 1020 pb (aprox. 1 kb de DNA gendmico para experimentos de DDH)
y estos fragmentos se buscan en el genoma de referencia para encontrar regiones homdlogas utilizando el
algoritmo BLASTN. Los valores de identidad se calculan entre los fragmentos del genoma de base y las regiones
homdlogas en el genoma de referencia. El valor ANI resultante es la media de los valores de identidad de todos
los fragmentos del genoma de base. El algoritmo ejecuta dos operaciones (Yoon et al., 2017): 1) buscar fragmentos
del genoma base en el genoma de referencia y 2) calcular la similitud entre los fragmentos del genoma de base y
sus contrapartes homdlogas en el genoma de referencia. De esta forma se ha establecido que el clado de B.
amyloliquefaciens (o mejor conocido como “grupo operacional Bacillus amyloliquefaciens”) esta conformado por
tres especies estrechamente relacionadas: B. amyloliquefaciens, Bacillus velezensis y Bacillus siamensis, que
anteriormente habia sido imposible de resolver a través del analisis de la secuencia del gen 16S rRNA (Fan et al.,
2017; Dunlap et al., 2019). El valor de corte (cutoff) estandar que ha sido propuesto (Ciufo et al., 2018) para
considerar que un genoma pertenece a determinada especie es ANI de 96% con 90% de cobertura del genoma
con respecto al genoma de una cepa tipo (cepa representativa de la especie), con excepcion de las especies
Variovorax paradoxus (88.00 %), Stenotrophomonas maltophilia (88.50 %), Lactobacillus gasseri (93.50 %),
Streptomyces almquistii (99.99 %), Streptomyces avellaneus (99.99 %) y Streptomyces gibsonii (99.99 %). Existe
especial dificultad para lograr la resolucion entre especies de un mismo género (al menos para 12 diferentes
taxones) y en estos casos el ANI es especifico del grupo dentro del cual se desea lograr la resolucién entre las
especies. Lo anterior es debido a la alta similaridad de la secuencia entre los genomas, y en esos casos se requiere
el uso de analisis complementarios o la presencia de determinados genes. Por esta razén, para el ANI también han
sido establecidos grupos de equivalencia en los cuales un genoma puede pertenecer a 2 0 mds especies como se
describe en la Tabla 2:

Tabla 2. Equivalencia entre especies segun el analisis ANI (Ciufo et al., 2018).

Especie 1 Especie 2

Brucella ovis Brucella melitensis
Badillus cereus Bacillus anthracis

Bacillus thuringiensis Bacillus anthracis

Brucella neotomae Brucella melitensis
Brucella suis Brucella melitensis
Brucella canis Brucella melitensis
Bacillus velezensis Bacillus amyloliquefaciens

Debido a la dificultad de separar filogenéticamente cepas del grupo Bacillus y en particular cepas dentro de la
especie B. amyloliquefaciens, Borriss et al. (2011) utilizaron caracteristicas geno y fenotipicas de las cepas B.
amyloliquefaciens FZB42 y B. amyloliquefaciens DMS7 para identificar cepas asociadas a plantas y cepas del suelo
(no asociadas a plantas). B. amyloliquefaciens FZB42 fue identificada como una bacteria asociada a plantas, dentro
de la especie B. amyloliquefaciens subsp. plantarum debido a su habilidad para colonizar la raiz de plantas como
Arabidopsis thaliana, la presencia de los genes para la sintesis de siete metabolitos antimicrobianos (dificidina,
macrolactina, bacilaeno, iturina, fengicina, surfactina y bacilibactina) y por la presencia en su genoma de enzimas
como la xilanasa, celulasa y amilasa, las cuales participan en la degradacién de paredes celulares vegetales y la
asimilacién de carbohidratos. B. amyloliquefaciens DMS7 fue identificada como una cepa no asociada a plantas
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dentro de la especie B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens. Posteriormente, la especie B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum fue reclasificada como B. methylotrophicus (Dunlap et al., 2015) y después
como B. velezensis (Dunlap et al., 2016). Finalmente, Fan et al. (2017) a través de comparar secuencias del gen de
la subunidad beta de la RNA polimerasa (rpoB) y del genoma central de 66 cepas de B. amyloliquefaciens
estrechamente relacionadas, describieron el “grupo operacional B. amyloliquefaciens” que incluye a las especies
B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens, B. siamensis y B. velezensis (esta incluye a las cepas anteriormente
clasificadas como B. velezensis, B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens subsp. plantarum). La Figura 3 (tomado

de Rabbee et al., 2019) describe cdmo han surgido los cambios en la taxonomia del grupo B. subtilis.

1973 1987 2004 2005 2010 2011 2015 2016-2017
B. subtilis — % B. subtilis ——— B. subtilis ~——» B. subtilis — B. subtilis — B. subtilis — B. subtilis — B. subtilis
* B. amyloliquefaciens—» B. amyloliquefaciens —» B. amyloliquefaciens— B. amyloliquefaciens—» B. amyloliquefaciens —» B. amylolig iens —¥» B. amyloliquefaciens
subsp. subsp. subsp.

amyloliquefaciens amyloliquefaciens amyloliquefaciens

L‘ B. amyloliquefaciens

subsp.
plantarum
<
B. methylotrophicus » B. methylotrophicus——» B. velezensis
v
B. velezensis ——» B. velezensis ——»  B.velezensis — %  B.uvelezensis —
B. siamensis ——»  B.siamensis — >  B.siamensis ——»  B.siamensis
B. licheniformis —» B. licheniformis—  B. licheniformis ——»  B. licheniformis ——  B. licheniformis ——  B. licheniformis > B. licheniformis > B. licheniformis
B. pumilus > B. pumilus > B. pumilus —» B. pumilus ~——» B. pumilus — B. pumilus — B. pumilus —— B. pumilus
Miembros B. amyloliquefaciens Se formael Primer aislado Primer aislado Reclasificacion de Reclasificacion de Reclasificacion de
originales como nueva especie complejo de B. velezensis de B. methylotrophicus g amyioliquefaciensen ~ B. amyloliquefaciens B. methylotrophicus
del grupo B. subtilis y de B. siamensis subsp.
Bacillus plantarum en

B. amyloliquefaciens
subsp.
amyloliquefaciens

en

B. velezensis

B. methylotrophicus Se formael
B. amyloliquefaciens complejo
subsp. B. amyloliquefaciens
plantarum

Figura 3. Principales eventos que cambiaron la taxonomia del grupo Bacillus subtilis.

2.5. Grupo operacional B. amyloliquefaciens como promotores del crecimiento y agentes de
control biolégico

El actual grupo operacional B. amyloliquefaciens se caracteriza por contener cepas que presentan mecanismos
con los cuales de forma directa o indirecta establecen relaciones benéficas con las plantas (Olanrewaju et al.,
2017). A través de mecanismos directos algunas cepas de Bacillus promueven el crecimiento vegetal debido a que
mejoran la adquisicion de nutrientes como el nitrogeno y el fosfato; también a través de la produccién de
fitohormonas tales como el IAA, enzimas como la ACC deaminasa o VOC como el 2,3-butanodiol y la acetoina (Xu
et al., 2014; Hanif et al., 2015; Asari et al., 2016, 2017; Vejan et al., 2016). Las fitohormonas han sido de especial
interés ya que regulan todos los procesos bioldgicos de la planta (Tsukanova et al., 2017), entre las fitohormonas
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gue se sabe producen cepas de Bacillus estan las auxinas (principalmente IAA) y otras como Et, Ck, Gb, ABA, JAy
SA. Las fitohormonas activan diferentes procesos fisiolégicos y moleculares que incrementan la productividad y la
calidad de los cultivos a través de estimular el crecimiento y favorecer la salud de las plantas (Poveda et al., 2021).
Las auxinas son compuestos de bajo peso molecular y son hormonas que controlan la mayoria de los procesos
fisioldgicos en la planta ya que esta directa o indirectamente relacionada con la actividad de otras hormonas. El
IAA, acido indol butirico (IBA), acido 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-IAA) y el acido fenilacético (PAA) son las auxinas
madas comunes en las plantas, siendo la de mayor abundancia el I1AA.

Las auxinas son vitales para el crecimiento y desarrollo de la planta ya que son necesarias para la progresién del
ciclo celular y para la liberacidn de la latencia de las yemas. Afectan el tamafio del meristemo del brote vy la raiz,
definen la morfogénesis de la flor y la posicién de los primordios de drganos laterales. Las auxinas son necesarias
para el gravitropismo y fototropismo de raices y tallo. Tiene un papel muy importante para desencadenar las
respuestas de la planta ante cambios en la cantidad y calidad de la luz que le permiten evitar la exposicién de
tejidos a la sombra, como p. ej. ajustar su crecimiento y la disposicidn espacial de sus tejidos (Tsukanova et al.,
2017; Wang et al., 2021). El IAA es un compuesto en cuya estructura se encuentra un acido carboxilico unido a
través de un grupo metileno a la posicién del C3 del anillo indol y es producido por plantas y microorganismos
(Keswani et al., 2020). La produccion de esta hormona es uno de los principales criterios para seleccionar a PGPB
o PGPR. Se sabe que el IAA puede ser sintetizado a través de vias que son dependientes del L-triptéfano (L-Trp) o
a través de una via de sintesis independiente de L-Trp. En plantas hay cuatro vias de sintesis que son dependientes
de L-Trp: 1) indol-3-acetamida (IAM), 2) indol-3-piruvato (IPA), 3) triptamina (TAM) y 4) indol-3-acetaldoxima
(IAOx). Si bien se conoce mas respecto a las vias de sintesis dependientes de L-Trp, de la independiente aun se
desconoce la via de sintesis. Recientemente ha sido propuesto que en A. thaliana existe una via de sintesis
independiente de L-Trp en la cual participa una indol-sintasa citosélica que utiliza indol-3-glicerolfosfato (IGP)
como sustrato para producir el indol que es parte de la auxina (Wang et al., 2015). En bacterias Gram-positivas,
hay cuatro vias de sintesis de IAA que utilizan L-Trp como precursor (Figura 4, tomado de Keswani et al., 2020) y
una que se sugiere es independiente de L-Trp (Shao et al., 2021):

1) Lavia IAM, en la cual el triptéfano es primero convertido a IAM por una triptofano-2-monooxygenasa y
posteriormente el IAM es convertido a AIA por una IAM hidrolasa. Esta via esta presente en varias
bacterias fitopatogenas (p. ej. Agrobacterium tumefaciens).

2) Lavia IPA, en la cual el L-Trp es primeramente convertido a IPA por una aminotransferasa (triptéfano
transaminasa), posteriormente el IPA es descarboxilado a indol-3-aceltadehido (IAAld) por una indol-3-
piruvato descarboxilasa (IPDC), como paso final ocurre una oxidacién de IAAld a AlIA. Esta via de sintesis
de IAA es la principal en plantas, pero también esta presente en bacterias fitopatdgenas (Pseudomonas
agglomerans), en bacterias benéficas (Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, Enterobacter cloacae,
Paenibacillus, Pseudomonas y Rhizobium) y en cianobacterias.

3) La via de indol-3-acetonitrilo (IAN) en la cual los intermediarios pueden ser directamente convertidos a
IAA por nitrilasa o convertida a IAM antes de la conversidon de IAM a IAA por una nitrilo hidratasa. Esta via
la presentan principalmente plantas de la familia Brassicaceae (p. e]. A. thaliana y Brassica chinensis). Esta
via ha sido identificada en B. amyloliquefaciens SQR9 (Shao et al., 2015).
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4) Lavia de Tripamina (TAM) en la cual una triptéfano descarboxilasa convierte el L-Trp a TAM y una amino
oxidasa convierte la tripamina a indol-3-acetaldehido (IAld) y éste a IAA por una deshidrogenasa. Esta via
ha sido identificada en B. amyloliquefaciens SQR9 (Shao et al., 2015).

5) Una via no caracterizada dependiente del producto del gen ysnE (acetil-transferasa putativa). Esta via
también ha sido identificada en B. amyloliquefaciens SQR9 (Shao et al., 2021).
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Figura 4. Vias de sintesis de auxinas presentes en bacterias Gram-positivas (Keswani et al., 2020). En letras italicas estdn

indicados los genes cuyos productos se considera participan en la via. L-Triptéfano=L-Trp. AS=antranilato sintasa,
APT=antranilato fosforibosiltransferasa, TSA= triptéfano sintasa subunidad alfa, TSB= triptéfano sintasa subunidad
beta, TMO=Trp-monooxigenasa, |IAMH=indol-3-acetamida hidrolasa, AAT= triptéfano-aminotransferasa, IPDC=
indol-3-piruvato descarboxilasa, AIDH=indol-3-acetaldehido deshidrogenasa, IAOD=acetaldoxima deshidratasa,
IAAT= acido indol-3-acético acetiltransferasa, yclB= prefeniltransferasa, yc/C=decarboxilasa, dhaS=aldehido

deshidrogenasa, ysnE=acetiltransferasa, yhcX= nitrilasa.

Por otro lado, a través de mecanismos indirectos, debido a la produccién de metabolitos antimicrobianos, algunas
cepas de Bacillus ejercen control bioldgico -por efecto de un mecanismo de antibiosis- sobre varias especies de

bacterias y hongos fitopatdgenas.

Los compuestos antimicrobianos que produce B. subtilis, en funcidon de su via de sintesis y de su estructura
guimica, se clasifican principalmente en: a) péptidos ribosomales, b) policétidos, c) péptidos no ribosomales y d)
compuestos volatiles; todos estos compuestos tienen estructuras y funciones bioldgicas muy variadas (Caulier et

al., 2019):
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Péptidos ribosomales: son derivados del procesamiento de polipéptidos (aproximadamente 100 aa) en péptidos
funcionales que posteriormente sufren modificaciones post-traduccionales. Generalmente son conocidos como
bacteriocinas, son compuestos de bajo peso molecular con actividad antibidtica. Algunas bacteriocinas también
participan en el proceso de QS, lisis celular o en la induccién de la competencia genética de las células. Su
clasificacidn esta basada en su via de sintesis: clase 1: péptidos post-transduccionalmente modificados, clase II:
péptidos no modificados y clase lll: bacteriocinas de tamafio mayor a 10 kDa (Tabla 3, tomado de Caulier et al.,
2019). Por otra parte, estan los péptidos antimicrobiales con actividad enzimatica (funcidn litica) o de Quorum
quenching (QQ: proceso que silencia o bloquea el QS), las primeras son degradadoras de pared celular (celulasas,
glucanasas, proteasas y quitinasas) y las segundas son lactonasas, decarboxilasas, acilasas o deaminasas que
inactivan a compuestos como las N-acil-Homoserina-Lactonas (AHLs). Las AHLs son moléculas de autoinduccion
para bacterias Gram-negativas que coordinan procesos como formacién de biopelicula, esporulacion, produccion
de antibidticos y de factores de virulencia.

Tabla 3. Clasificacion de las bacteriocinas producidas por el género Bacillus (Caulier et al., 2019).

Clase Descripcion de la clase Sub-clase  Descripcion de la subclase
I Péptidos modificados post- 11 Péptido sencillo, lantibiéticos largos
traduccionalmente 1.2 Otros lantibioticos péptidos sencillos
1.3 Lantibidticos de dos péptidos
1.4 Otros péptidos modificados
I Péptidos no modificados 1.1 Péptidos similares a Pediocina
1.2 Péptidos similares a Turicina
1.3 Otros péptidos lineales

I Péptidos grandes (>kDa)

Policétidos (PK): son compuestos sintetizados por policétido sintasas (PKS) a partir de precursores del tipo acil-
CoA, como por ejemplo el malonato y el metil-malonato. Los policétidos resultantes de la actividad de las PKS, son
compuestos que tienen un amplio espectro de actividad antimicrobial, inmunosupresora, antitumoral, entre
otras. Por su estructura quimica los pdlicétidos son clasificados en siete diferentes familias: acetogeninas,
ansamicinas, enediynes, macrdlidos, polienos, poliéteres y tetraciclinas. Las cepas de Bacillus producen
macrélidos y poliénos (o derivados de estos), principalmente (Tabla 4, tomado de Caulier et al., 2019).
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Tabla 4. Principales clases de policétidos producidos por el género Bacillus (Caulier et al., 2019).

Clase de Policétido Descripcion de la estructura

Acetogeninas Son cadenas lineales de carbonos con grupos funcionales oxigenados
albergando un anillo terminal y-lactona

Ansamicinas Compuestos con un puente entre una mitad aromatica y una cadena
alifatica
Enedinas Compuestos catacterizados por una estructura central formada por un

enlace C-C doble conjugado a dos grupos aceliénicos

Macrolidos Grandes anillos macrociclicos de lactona con uno o mas
desoxiazucares

Polienos Compuestos orgdnicos poli-insaturados conteniendo al menos tres
enlaces C-C sencillos o dobles de forma alrernada

Poliéteres Polimeros conteniendo mds de un grupo éter
Tetraciclinas Familia de compuestos caracterizados por un tipico sistema de cuatro
anillos

Péptidos no ribosomales (NRP): Estos compuestos muestran una amplia variedad de estructuras y funciones
biolégicas. Se reconocen dos clases de NRP en funcién de si son sintetizados por multienzimas Péptido Sintetasas
No-Ribosolames (NRPS) a través de un mecanismo de que depende de un tio-templado para la sintesis del
compuesto o por multienzimas a través de un mecanismo independiente del tio-templado. EI mecanismo
dependiente del tiotemplado tiene como producto lipopéptidos o sideréforos, mientras que el independiente del
tiotemplado tiene como productos péptidos ciclicos. Por su estructura quimica los NRP son clasificados en cuatro
principales familias: surfactinas, iturinas, fengicinas y kurstatinas (Tabla 5, tomada de Caulier et al., 2019).

Tabla 5. Principales familias de NRP (Caulier et al., 2019).

Familia Surfactina lturina Fengicina Kurstacinas
Longitud del péptido Heptapéptido Heptapéptido Decapéptido Heptapéptido
Secuencia quiral LLDLLDL LLDLLDL LDDDLDLLLL Desconocido
Tipo del acido graso B-hidroxi B-amino B-hidroxi B- hidroxi o no

Longitud del acido graso 13-15 carbonos 14-17 carbonos 16-19 carbonos 11-14 carbonos

Estructura Lactona ciclica Péptido ciclico Lactona ciclica Lactona ciclica
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Compuestos Volatiles: se clasifican en Compuestos Inorgdnicos Volatiles (VIC) y en Compuestos Organicos
Volatiles (VOC) y tienen una amplia variedad de funciones biolégicas. Los VIC son compuestos carbonados,
hidrogenados, o compuestos que contienen sulfuro, nitrégeno o sulfuro (CO,, CO, H,, HCN, HS, N, NH3 o NO).
Los compuestos que contienen nitrégeno son los liberados por bacterias nitrificantes (proceso en el cual el 6xido
nitrico es producido enzimaticamente por la actividad de una nitrico-6xido reductasa o una nitrico-dxido sintasa).
Los VOC provienen principalmente de la oxidacidn de la glucosa involucrando el proceso de glicdlisis y ciclos
subsecuentes del ciclo del acido tricarboxilico (TCA), pero también puede derivarse del metabolismo aerobio
heterotrofico del carbono, procesos de fermentacién, degradacidn de aa, de terpenos o reduccidn de sulfuro. Se
reconocen cinco tipos diferentes de VOC producidos por bacterias: 1) acidos grasos y derivados, 2) terpenoides,
3) VOC con nitrégeno, 4) VOC con sulfuro y 5) VOC halogenados o metaloides. El género Bacillus produce VOC
derivados de acidos grasos (como alcoholes, cetonas, aldehidos, alquenos y acidos) asi como VOC con sulfuro o
nitrégeno (Caulier et al., 2019), algunos ejemplos de los VOC producidos por cepas de B. velezensis se muestran
en la Tabla 6.

El control bioldgico con cepas de Bacillus ha sido de especial interés ya que ademas de la antibiosis, también
implica la competencia por espacio-nutrientes (caracterizada por la formacion de biopelicula) y, en algunos casos,
ISR en la planta (Fan et al., 2018; Chen et al., 2020). De esta forma, debido a la interaccion de los tres diferentes
mecanismos de control bioldgico de B. velezensis, se puede reducir la incidencia y severidad de enfermedades en
las plantas (Fan et al., 2018; Rabbee et al., 2019). La actividad antimicrobial de los metabolitos (p. ej. lipopéptidos,
policétidos, enzimas, sideréforo o VOC) de las cepas de Bacillus ha sido ampliamente estudiada (Borriss, 2016; Fan
et al., 2018; Fira, 2018; Rabbee et al., 2019; Keswani et al., 2020; Rabbee y Baek, 2020). La antibiosis y la ISR han
sido los principales criterios de seleccién para identificar a las cepas de este género como agentes de control
biolégico. La capacidad de formar biopeliculas y por lo tanto lograr la eficiente colonizacién (y asi la competencia
por espacio y nutrientes) de la planta, también es una caracteristica muy importante para el control bioldgico del
fitopatégeno (Al-Ali et al., 2018). Para entender como los factores de antagonismo de un ACB, esto es: cdmo las
células o los metabolitos contribuyen en la eficacia de los tratamientos bioldgicos se han establecido diferentes
estrategias utilizando ensayos in vitro e in vivo para evaluar el antagonismo por antibiosis, ISR y la competencia
por espacio-nutrientes. De esta forma existen varios trabajos enfocados a evaluar el efecto de los metabolitos
producidos por las bacterias del género Bacillus y su relacion con los diferentes mecanismos de accion.

Actualmente, existen investigaciones que han utilizado a los productos comerciales como modelos de estudio
para entender cémo los factores de antagonismo contribuyen en el control biolégico de los fitopatdgenos en las
plantas o frutos. Un ejemplo es un producto para aplicacién en suelo formulado con B. subtilis QST713 (nombre
comercial: SERENADE) el cual esta compuesto por células+metabolitos+excipientes. Lahlali et al. (2011) evaluaron
la contribuciéon de los factores de antagonismo de B. subtilis QST713 en el control biolégico del hongo
Plasmodiofora brassicae, el cual es causante de “gallos” en raiz de canola. Con tratamientos aplicados en suelo,
se encontrd que tanto las células como los metabolitos redujeron la severidad de la infeccién aproximadamente
60% y con el producto formulado la reduccién fue mas del 90%, con respecto a un control. Esta es una evidencia
de que la interaccion entre los metabolitos y las células contenidos en el producto formulado da como resultado
un mejor control bioldgico (Lahlali et al., 2011).
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Tabla 6. Ejemplos de VOC producidos por cepas de Bacillus.

Cepa Fitopatégeno Fruto o planta Compuesto volatil Actividad Referencia
Bacillus amyloliquefaciens CPA-8 Monilinia laxa 1,3-Pentadieno, Gotor-Vila
M. fructicola Cereza Acetoina Antifungica etal., 2017
Botrytis cinera Tiofeno
B. amyloliquefaciens BUZ-14 B. cinerea Mandarina 2-Undecanona Calvoetal.,
M. fructicola Uva 2-Heptanona 2020
M. laxa Manzana 1-Butanol el
o Antifungica
Penicillium italicum Chabacano Acetoina
P. digitatum Benzaldehido
P. expansum Butil formato
Diacetil
Nonano
Pirazina
Bacillus methylotrophicus Fusarium Alcoholes Heetal.,
(B. velezensis ) Botryosphaeria sp. Fenoles 2020
Colletotrichum Cetonas
gloeosporioides Nispero japonés Hidrocarburos Antifungica
Aldehidos
Esteres
Acidos
B. cinerea Acetoina Toral etal.,
B. velezensis XT1 M. fructicola Cereza Acido acético Antifungica 2021
M. laxa Isopentanol
B. amyloliquefaciens L3 F. oxysporum Sandia 2-Heptanona Antifungica Wuetal.,
(B. velezensis ) f.sp. niveum (FON) 2-Etil-1-hexano 2019
2-Nonanona
A. thaliana Undecanona L.
2-Dodecanona Pron'qo'uon del
crecimiento
2-Undecanol
Acetoina
2-Tridecanona
2,3-Butanodiol
Bacillus subtilis SYST2 Jitomate Albuterol Promocion del Tahir et al., 2017
1,3-Propanediol crecimiento
B. subtilis.GBOB ({3. velezensis ) A thaliana 3—Hidroxi—2—?utanona PromoFién del Ryu et al., 2003
B. amyloliquefaciens IN937a 2,3-Butanodiol crecimiento
B. subtilis GB0O3 Pectobacterium 2,3-Butanodiol
B. subtilis IN973a carotovorum A. thaliana Acetoina ISR Faragetal., 2013
subsp. Tridecano
B. subtilis GBO3 B. cinerea A. thaliana 2,3-Butanodiol ISRy SAR shafiri & Ryu,
Acetoina 2016
B. amyloliquefaciens FZB42 Ralstonia Benzisotiazol Antibacterial
solanacearum Trimetilbicicloheptano ISR
Bacillus artrophaeus LSSC22 TBBS1 Acido benzoico
Tabaco Dodecano-1-fluoro Thairetal., 2017
Dodecano
Fenol-2-(1,1-dimetiletil)-6-
metil

Posteriormente, fue evaluado el efecto de SERENADE en la ISR en plantas de canola para el control de P. brassicae.
Se encontré que el tratamiento con el producto formulado fue mas efectivo para reducir la incidencia de infeccidn
y la concentracién del fitopatégeno en la raiz, que al utilizar los componentes de manera individual. Se detectd
que las células de B. subtilis QST713 se establecieron en mayor concentracién en la raiz cuando fueron aplicadas
como parte del formulado, que cuando fueron aplicadas como células aisladas, lo que indica que los metabolitos
contenidos en el producto formulado favorecieron el establecimiento de B. subtilis QST713. Aunado a esto, la
aplicacion del producto formulado al momento de la siembra de la canola, redujo la incidencia de infeccidn por
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Leptosphaeria maculans en cotiledones de plantas de canola durante 12 dias, con respecto a plantas sin
tratamiento biolégico, indicando la existencia de la ISR. Se comprobd la sobrexpresidn de genes involucrados en
la ISR, la sobreexpresién en raiz fue para los genes involucrados con la sintesis de Et (BnACO), JA (BNOPR2), c-
innaoil CoA reductasa (BnCCR) y fenilpropanoides (BnOPCL), en contraste en hojas fue sélo para fenilpropanoides
(BnOPCL y BNCCR) (Lahlali et al., 2013).

Otras cepas de Bacillus ya han sido también comercializadas como bioproductos (Tabla 7, tomado de Keswani et
al., 2020) para control de fitopatdgenos desde hace poco mas de cinco décadas (Dunlap et al., 2019; Saxena et al.,
2019; Keswani et al., 2020). Actualmente el mayor porcentaje de los bioproductos registrados en tanto en los
EE.UU. (https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/biopesticide-active-ingredients) como en
México (SENASICA 2022, http://siiprisO3.cofepris.gob.mx/Resoluciones/Consultas/ConWebRegPlaguicida.asp)
contienen cepas de B. turingiensis (bioinsecticida), B. amyloliquefaciens o B. subtilis, siendo estas dos ultimas las
mas utilizadas como biofungicidas, estimulantes del crecimiento y/o causantes de ISR.

La cepa mas estudiada y ampliamente utilizada como un modelo para estudios de control biolégico de
fitopatdgenos asi como PGPR es B. amyloliquefaciens FZB42, esta cepa es actualmente comercializada como
RhizoVital® (Chowdhury et al., 2015; Fan et al., 2018). Como se describié anteriormente, B. amyloliquefaciens
FZB42 ha sido reclasificada taxonédmicamente dentro de la especie B. velezensis (Fan et al., 2017) al igual que otras
cepas como la FZB24, GB03, MBI600, QST713, D747 (por mencionar algunas), que también son parte de
bioproductos comerciales (Dunlap et al., 2019). En la cepa B. velezensis FZB42 los genes dedicados a la funcion de
sintesis de metabolitos antimicrobiales ocupa casi el 10 % de su genoma (Chowdhury et al., 2015; Fan et al., 2018).
Entre los principales metabolitos antimicrobianos sintetizados por esta cepa se encuentran lipopéptidos,
policétidos y bacteriocinas, adicionalmente se sabe que la cepa FZB42 estimula el crecimiento de plantas como
papa, maiz, tabaco, entre otros, a través de la produccién de IAA, 2,3-butanodiol/acetoina vy fitasa (solubilizacién
de fostato) (Borriss, 2020b).

Las primeras cepas de la especie B. velezensis (cepa CR-502T y cepa CR-14b) fueron aisladas por primera vez de
muestras tomadas de la desembocadura del rio Vélez en Torre del Mar en la provincia de Malaga, Espafia. Las
pruebas fenotipicas y los analisis filogenéticos indicaron que las cepas eran miembros del género Bacillus y que
estaban estrechamente relacionadas con B. subtilis y B. amyloliquefaciens. Experimentos adicionales utilizando la
técnica de analisis de DDH revelaron que esas cepas poseian menos del 20% de similitud con otras especies de
Bacillus, por lo que se reporté como una nueva especie. Esta especie tiene en su genoma genes cuyos productos
participan en la via de sintesis de compuestos antibacteriales, antifingicos, nematicidas, sideréforo, VOC que
tienen efecto directo (antibiosis) o indirecto (ISR) en el control de fitopatégenos (Rabbee et al., 2019).
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Tabla 7. Productos a base de cepas del grupo de Bacillus comercialmente disponibles (Keswani et al., 2020).

Cepa Actividad Nombre comercial Compaiiia
Bacillus subtilis GB0O3 Biofungicida Kodiak™ Bayer Crop Science,
former Gustafsson LLC
Bacillus subtilis GBO3 Biofungicida: iturina e ISR Companion Growth Products Ltd., White Plains, NY
10603
B. amyloliquefaciens GB99 + ISR por GB99y fitoestimuacion por GB122 BioYield™ Bayer Crop Science, previously
Bacillus subtilis Gustafsson
GB122
Bacillus subtilis MBI600 Biofungicida para Rhizoctonia solani, Pythium spp.y Subtilex®, Becker Underwood, Saskatoon,
Fusarium spp. Preventivo para damping-off y otras INTEGRAL® Canada acquired by BASF
enfermedades de raiz
Bacillus subtilis MBI600 Mejoramiento del crecimiento de frijol y cacahuate VAULT® Becker Underwood, Saskatoon, Canada
Bacillus subtilis QST713 Biofungicida SERENADE Bayer Crop Science, previously
Max AgraQuest
Bacillus subtilis QST713 Biofungicida SERENADE Bayer Crop Science, previously
SOIL® AgraQuest
Bacillus subtilis QST713 Biofungicida, recomendado para hortalizas, CEASE® BioWorks, Inc., Victor, New York, USA
hierbas y especias, y plantas ornamentales.
Bacillus amyloliquefaciens Biofertilizante, estimulante del crecimiento vegetal, RhizoVital® ABIiTEP GmbH, Berlin
FZB42 biofungicida contra fitopatégenos del suelo, ISR
Bacillus subtilis FZB24 Biofungicida Taegro® Syngenta, Basel, previously Novozyme,
Davis, California and Earth Biosciences
Bacillus subtilis CMB26 Biofungicida para powdery mildew, Cladosporium POMEX NIN Co. Ltd.,
fulvum vy Botrytis cinerea
Bacillus subtilis CX9060 Biofungicida y bactericida para uso en cultivos Certis Columbia, MD USA
agricolas, pasto y hornamentales
Bacillus subtilis EA-CDX Biofungicida para fitopatégenos de raiz Easy Start® COMPO Expert GmbH, Minster,
TE-Max Germany
B. amyloliquefaciens D747  Control de hongos y bacterias fitopatégenas  Double Nickel  Certis Columbia, MD USA
(powdery mildew, Sclerotinia, Botrytis, Alternaria , 55™
bacterial leaf spot,
bacterial spot and speck, fire blight, Xanthomonas,
B. amyloliquefaciens D747  Control de Botrytis y otras enfermedades causadas Amylo-X® Certis Columbia,
en hongos en uvas, fresas y vegetales. Control de MD USA/Intrachem Bio Italia SpA
enfermedades causadas por bacterias: Erwinia
amylovora en manzanay Pseudomonas syringae pv.
Bacillus pumilus QST2808 Biofungicida, control de powdery mildew SONATA® Bayer Crop Science,
previously AgraQuest Inc
Bacillus pumilus GB34 Biofungicida para fitopatégenos de raiz Yield Shield Bayer Crop Science, previously
(=INR7) Gustafsson

Bacillus pumilus BU F-33

Bacillus pumilus GHA 181

Estimulante del crecimiento vegetal e ISR

Biofungicida para uso en cultivos agricolas,
tratamiento de semillas y plantas ornamentales

Becker Underwood, Saskatoon, Canada

Premier Horticulture

Los lipopéptidos que sintetizan las cepas de B. velezensis pertenecen a tres familias: surfactinas, iturinas y
fengicinas, mucho de lo que se conoce respecto a la sintesis, estructura quimica, propiedades fisicoquimicas y
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actividad biolégica de estas moléculas, ha surgido de investigacidon realizada con cepas de B. subtilis, B.
amyloliquefaciens y B. velezensis. Actualmente se sabe que la surfactina es un lipopéptido que tiene actividad
principalmente antibacterial y en algunos casos antifingica, este lipopéptido esta estrechamente relacionado con
la formacion de biopelicula, es causante de ISR en las plantas, y recientemente, se sabe que es un componente
importante en la sefializacion de QS para el proceso de diferenciacién celular, la esporulacién-competencia celular
y en el metabolismo del carbono (Rahman et al., 2021).

Con el uso de cepas mutantes de Bacillus no productoras de surfactina, se ha observado que la no produccién de
surfactina afecta la eficacia de control contra bacterias. En la cepa mutante B. subtilis 9407 AsrfAB la falta de
produccién de surfactina, causé deficiencias en formacion de biopelicula, se observé escasa colonizacién en raizy
en hojas de meldn, adicionalmente el movimiento tipo swarming de la bacteria fue disminuido, finalmente la
mutante mostrd baja eficacia de control de la infeccién causada por Acidovorax citrulli MH21 en meldn cultivado
en invernadero (Fan et al., 2017). Por otra parte, se ha reportado que las cepas B. subtilis NH-100 y Bacillus sp.
NH-217 producen surfactina Ay que fue el lipopéptido con actividad antifingica que esas cepas produjeron contra
F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani, Trichoderma atroviride y T. reesei (Sarwar et al., 2018) inhibiendo hasta
84% el crecimiento micelial in vitro de F. moniliforme. También ha sido reportado que la cepa B. subtilis UMAF6614
srfAB mutante no productora de surfactina, muestra afectaciones en la producciéon de dos componentes
importantes de la biopelicula como lo son TasA y el EPS, la motilidad tipo swarming y la esporulacién, lo cual
resulta en pobre colonizacién y persistencia de la cepa en hojas de meldn, asi como menor control de la infeccidn
causada por Xhantomonas campestris en hojas de meldn (Zeriouh et al., 2014).

Se ha reportado que la surfactina fue el lipopéptido que produjo en mayor abundancia la cepa B.
amyloliquefaciens S499 al ser inoculada en raices de plantas como jitomate y Arabidopsis, y se sabe que el xilano
es el polimero componente de la pared celular vegetal que induce la transcripcién del gen srfA en la cepa S499,
asi como en la FZB42 y QST713 (Debois et al., 2015), adicionalmente, la surfactina que produjo la cepa S499 causé
ISR contra la infeccién de B. cinerea en plantulas de Arabidopsis. Se sabe que la cepa B. velezensis GA1 incrementd
10 veces mas la produccidn de surfactina como respuesta a la deteccidn de pectina extraida de raiz de plantas de
tabaco y similar comportamiento ha sido observado para las cepas FZB42, QST713 y S499, por otra parte, se ha
identificado que las surfactinas con acido graso de cadena larga (C14 0 C35) son las que causan ISR contra B. cinerea
en plantas de tabaco crecidas en sistemas hidropdnicos (Hoff et al., 2021).

El efecto de los metabolitos causantes de ISR se basa en una rapida y fuerte activacion de los mecanismos de
defensa basales, desencadenando un fenédmeno llamado priming que hace que la planta reaccione mas rapido y
efectivamente ante los fitopatégenos. El priming de la ISR provee un amplio espectro de proteccién a
enfermedades. Se ha reportado que la ISR causada por los lipopéptidos producidos por cepas de Bacillus, como el
caso de la surfactina, es generalmente independiente de la via de sefializacién del SA y es mas bien dependiente
de JA-ET (Ongena et al., 2007; Jourdan et al., 2009; Garcia-Gutiérrez et al., 2013).

Por otro lado, los estudios de control biolégico realizados con cepas de Bacillus demuestran que los lipopéptidos
de la familia de la iturina tienen el mayor efecto de inhibicién contra hongos fitopatdgenos. La familia de la iturina
comprende: iturina, bacilomicina D, bacilomicina F, bacilomicina L, micosubtilina y mojavensina. Las iturinas son
heptapéptidos ciclicos con longitud variable de la cadena lateral de alquilo, la cual le confiere actividad surfactante
que favorece la afinidad hacia las membranas fungicas. Las moléculas de iturina se incorporan a la membrana
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celular fungica y crean poros en la pared celular, lo cual provoca la pérdida de contenido celular y la finalmente la
muerte de la célula (Dunlap et al.,, 2019). La especie B. velezensis produce tres tipos de iturina: iturina A,
bacilomicina D y L (Dunlap et al., 2019). Se ha reportado que la iturina A de la cepa B. amyloliquefaciens S13-3
tiene efecto inhibitorio in vitro sobre especies de los géneros: Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Colletotrichum,
Mucor, Mycosphaerella y Phytophthora (Mochizuki et al., 2012). A través de ensayos in vitro e in planta con la
cepa B. amyloliquefaciens subsp. plantarum BUZ-14 (Calvo et al., 2019), se ha observado que el sobrenadante del
cultivo (de 96 h de incubacién) de la bacteria o la fraccidn de lipopéptidos (extraidos con butanol) muestran similar
actividad contra hongos fitopatdgenos que afectan frutos post-cosecha. Se ha identificado que en la fraccién de
lipopéptidos que produjo la cepa BUZ-14, la iturina A fue el metabolito que inhibid el crecimiento Botrytis cinerea
(en fresa), Monilinia fructicola (en durazno), Monilinia laxa (en durazno), Penicillium digitatum (en mandarina), P.
expansum (en manzana) y Penicillium italicum (en mandarina). Se observé que la concentracion (ug/mL) de iturina
A necesaria para inhibir el crecimiento de cada fitopatdgeno fue diferente tanto in vitro como en ensayos llevados
a cabo en frutas (in planta), siendo las especies de Monilinia y de P. expansum las mas susceptibles. Con ensayos
de inoculacion de la cepa BUZ-14 en frutas, se observé que sélo en durazno la bacteria incrementd su poblacidn
(UFC) mas de tres érdenes de magnitud e inhibié al 100% la infeccién por especies de Monilinia lo cual fue
atribuido a la produccion in situ de iturina (Calvo et al., 2019). Se ha reportado que B. subtilis WL2 produce iturina
A, este lipopéptido (50 ug/mL) inhibio el crecimiento micelial de Phytophthora infestans (causante de tizén tardio
de la papa) debido a que dafié la membrana celular, provoco estrés oxidativo y a que afectd el suministro de
energia en la célula (Wang et al., 2020). La bacilomicina D es otro lipopéptido que pertenece a la familia de las
iturinas, con el uso de cepas mutantes, se ha demostrado que B. amyloliquefaciens SQR9 produce bacilomicina D
y que inhibe la germinacion del 96% de las esporas de F. oxysporum. Al parecer, la bacilomicina D, ademas
participa como molécula de sefializaciéon en la transcripcién genes (ygxM, kin C y epsD), relacionados con la
formacidn de la biopelicula. En este sentido se ha mostrado evidencia de que una cepa mutante (SQR9M1) no
productora de bacilomicina establecié su poblacién en menor cantidad que la cepa silvestre en la raiz de plantulas
de mango (Xu et al., 2013).

Las fengicinas son lipopéptidos que también tienen actividad antifingica contra varios hongos fitopatdgenos. La
estructura de las fengicinas se compone de octapéptidos ciclicos que contienen decapéptidos unidos a la cadena
del acido graso B-hidroxi N-terminal, generalmente la longitud de la cadena lipidica es de C12 a C19. Se han
identificado dos isoformas de fengicina: fengicina A y fengicina B las cuales difieren estructuralmente, debido a la
presencia de dimorfismo Ala/Val en la sexta posicion. Las fengicinas son sintetizadas por NRPS codificadas por un
operon fenA-E o ppsA-E (Rabbee y Baek, 2020). Se ha observado que las fengicinas tienen efecto inhibitorio sobre
Podosphaera fusca (hongo causante de cenicilla en cucurbitaceas) y reducen la severidad de la infeccidn por este
fitopatégeno en hojas de meldn, pero con menor efecto que la iturina (Romero et al., 2007). Sin embargo, en
ensayos in vitro se observd que una cepa de B. amyloliquefaciens productora de fengicina y surfactina (ARP,3)
tiene mayor efecto inhibitorio que una cepa productora sdélo de iturina (MEP,18) sobre el crecimiento miceliar de
Sclerotinia sclerotium (Alvarez et al., 2012). En ensayos in vitro, tanto la fengicina como la bacilomicina D de B.
amyloliquefaciens C06 inhibieron la germinacion del 98% de las esporas de Monilinia fructicola, pero sélo la
fengicina afectd el crecimiento miceliar de este hongo (Liu et al., 2011). En contraste, la fengicina que produce la
cepa B. amyloliquefacienes SQR9 sélo inhibe menos del 40% de la poblacién de esporas de F. oxysporum (Xu et
al., 2013). Se ha reportado que la cepa B. amyloliquefaciens Q-426 (productora de bacilomicina D y fengicina)
afectd el crecimiento in vitro de fitopatégenos de los géneros Aspergillus, Colletotrichum, Coniothyrium,
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Curvularia, Exersohilum, Fusarium, Monochaetia, Mucor, Pelicularia, Penicillium, Rhizoctonia, Rizhopus, Rosellinia
y Sclerotinia (Zhao et al., 2013). B. velezensis FZBA2 afecta de manera significativa el crecimiento de F.
graminearum micelial in vitro debido a la produccién de fengicina, asi como la produccion de micotoxinas (como
el desoxinivalenol) del fitopatdgeno y la infeccidon en granos de trigo; Con el uso de micrografias electrénicas se
observé que las hifas de F. graminearum expuestas a fengicina presentaron deformaciones morfoldgicas: las hifas
tenian aspecto delgado, retorcido y secciones de la hifa con ruptura de pared celular (Hanif et al., 2019).

Los policétidos que sintetizan las cepas de Bacillus han sido reportadas con actividad antibacterial principalmente
(Mongkolthanaruk, 2012). Las cepas de la especie B. amyloliquefaciens producen 3 policétidos simultdaneamente:
bacilaeno, macrolactina y dificidina, pero en diferente cantidad y con diferente efecto inhibitorio. En bioensayos
realizados con inflorescencias de manzana se observé que el porcentaje de inhibicidon de la infeccidon por Ila
bacteria Erwinia amylovora fue mayor con cepas que tenian la mayor produccién de bacilaeno y dificidina. El
policétido macrolactina no tuvo efecto sobre la bacteria fitopatdgena. Con el uso de B. amyloliquefaciens FZB42 y
dos mutantes deficientes en la produccién de los policétidos (CH8 Adfny CH14 Abae Amin) se ha demostrado que
la dificidina es el metabolito con mayor actividad inhibitoria contra E. amylovora. Una mutante que no produjo
lipopéptidos ni policétidos (CH3 Asfp) también mostrd actividad inhibitoria, encontrandose que la cepa FZB42
produce ademads bacilisina, el cual es un dipéptido de sintesis no ribosomal (no dependiente de la enzima Sfp:
fosfopanteteinil transferasa) (Chen et al., 2009). En contraste, la macrolactina sintetizada por B. amyloliquefaciens
NJN-6 tuvo un débil efecto antifingico sobre F. oxysporum, pero fuerte efecto bacteriostatico contra la bacteria
fitopatdgena Ralstonia solanacearum (Yuan et al., 2012). A través de ensayos de depredacién in vitro utilizando
cepas de B. subtilis NCIB3610 (presa) no productoras de policétidos [con mutaciones en el gen sfp y pksL (gen de
una policétido sintasa tipo I)] que fueron confrontadas con Myxococcus xanthus (depredador), se observé que el
bacilaeno fue el principal factor que inhibié el crecimiento in vitro de M. xanthus (Mdiller et al., 2014). La
sobrevivencia de B. subtilis NCIB3610 fue menor a 1.4%, mientras que el crecimiento de M. xanthus fue de 407%.
En vista de que las esporas de B. subtilis fueron resistentes a la depredacidn de M. xanthus, los resultados sugieren
gue el bacilaeno es un metabolito secundario que “protege” transitoriamente a las células vegetativas de cepa
NCIB3610 de la depredacion de bacterias como M. xanthus mientras se convierten en esporas maduras (Mller et
al., 2014). B. methylotrophicus DR-08 es una cepa que ha sido reportada inhibir el crecimiento de bacterias
fitopatdgenas de jitomate, la cepa DR-08 inhibid el crecimiento de bacterias que pertenecen a los géneros
Acidovorax, Agrobacterium, Burkholderia, Clavibacter, Pseudomonas, Ralstonia y Xanthomonas, siendo la especie
Xanthomonas oryzae pv. oryzae las mas susceptible, ya que requirié la mas baja MIC (pg/mL) de esos policétidos
comparando contra otras especies evaluadas (Im et al., 2019).

El género Bacillus produce VOC derivados de acidos grasos (como alcoholes, cetonas, aldehidos, alquenos) asi
como VOC con sulfuro o nitrégeno. A través de ensayos in vitro y con técnicas como Head-Space acoplado a analisis
de CG-masas, se detectd que las cetonas fueron los principales VOC producidos por cepas de Bacillus (B. subtilis
XF-1, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum cepas FZB42 y YAU B9601- Y2, B. subtilis 168, Bacillus spp. cepas 033,
041, 355 y 285) con actividad inhibitoria del crecimiento micelial in vitro de Fusarium solani (Li et al., 2015).
También ha sido identificado que entre los VOC que produce B. amyloliquefaciens L3, la 2-nonanona y 2-
heptanona fueron los compuestos que inhibieron 100% del crecimiento micelial in vitro de F. oxysporum (Wu et
al., 2019). Se ha observado que el perfil cualitativo tanto como el cuantitativo de VOC es dependiente de la cepa.
Por otra parte, el 2,3-butanodiol y la acetoina, han sido los VOC mas reportados como compuestos volatiles
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promotores del crecimiento vegetal que producen las cepas de Bacillus en interaccién con A. thaliana (Wu et al.,
2019; Li et al., 2019), pero albuterol y 1,3-propanediol han sido reportados promover el crecimiento de plantas
de jitomate (Tahir et al., 2017).

Actualmente existen muchos reportes de control biolégico utilizando cepas de Bacillus. La antracnosis causada
por el hongo C. gloeosporioides ha sido un caso importante de estudio, ya que ademas del mango afecta a otros
cultivos de frutas tropicales como papaya y platano causando considerables pérdidas econdmicas a nivel mundial.
Se ha estimado que la afectacidn de antracnosis en frutos de mango post-cosecha puede estar entre el 30-60%
(Allende-Molar, 2001), sin embargo, debe considerarse que la antracnosis afecta desde la etapa pre-cosecha
(afecta la floracion y causa la momificacion de los frutos) entonces la pérdida de mango puede ser mayor. En
arboles de mango, los conidios de C. gloeosporioides son formados abundantemente en la fildsfera del arbol y es
considerada ser la fuente primaria de indculo. En el campo, C. gloeosporioides produce conidios sobre hojas con
lesiones, tallos, paniculas y frutas momificadas. Los conidios se logran dispersar a través de la lluvia o el viento y
causan infecciones secundarias; por lo que la enfermedad es policiclica en estos drganos y en arboles de mango
la antracnosis es la enfermedad mds comun. En el caso de la antracnosis post-cosecha, la fruta esta infectada
desde el campo, pero las infecciones permanecen quiescentes hasta que el fruto madura. Las lesiones comienzan
a desarrollarse al grado de ser evidentes a la vista como manchas oscuras, lo cual afecta la calidad y por lo tanto
las posibilidades de exportacidn del fruto. Los tratamientos pre-cosecha para el control de antracnosis involucran
la aspersion mensual de fungicidas como el oxicloruro de cobre, Mancozeb (Ditiocarbamato) o Benomyl
(Benomilo). Sin embargo, el uso continuo de quimicos puede generar resistencia del patégeno, dafios al medio
ambiente y a la salud humana por la presencia de residuos todxicos, limitando también sus posibilidades de
exportacion. Es importante mencionar que desde el afio 2016, debido al volumen de producciéon México se ha
colocado entre los 10 primeros lugares de paises productores de mango, ocupando el tercer lugar como productor
y el primero como exportador de mango (FAOSTAT 2021, https://www.fao.org/faostat/es/#data/QCL). Dada la
importancia econdmica que presenta este cultivo para México (y otros paises en el mundo) y a que es uno de los
cultivos afectados por antracnosis, resulta un interesante caso de estudio para proponer alternativas de control
bioldgico.

Por otra parte, B. cinerea (mejor conocido como moho gris) es la segunda especie de hongo fitopatégeno mas
importante a nivel mundial ya que afecta a mas de 200 especies de plantas (incluyendo el jitomate) por lo que ha
sido utilizado como un modelo de estudio en interacciones hongo fitopatdgeno-planta (Dean et al., 2012;
Srivastava et al., 2020). Es un hongo necrotréfico que puede afectar partes foliares de la planta, causando
sintomas severos tales como pudriciones, caida del fruto y en ocasiones la muerte de la planta. El control
tradicional de B. cinerea se basa principalmente en la aplicacion de fungicidas quimicos como anilinopirimidinas,
hidroxianilides, fenilpirroles, dicarboxamidas, benzimidazoles y compuestos que afectan la cadena respiratoria
(actividad de la succinato deshidrogenasa) y generacidén de energia en la célula que han causado su resistencia
haciendo mas dificil su control (Samaras et al., 2021). El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas
con mayor valor de produccion a nivel mundial. En 2019, la produccién mundial de tomate fue de 180 millones de
toneladas y China fue el principal pais productor con 62 millones de toneladas, aportando el 35% de la produccién
mundial total. En ese afio, México produjo 4 millones de toneladas que representan el 2% de la produccidn
mundial y fue el pais con mayor nivel de exportacién de tomates en el mundo (1.8 millones de toneladas), siendo
EE.UU., Alemania, Francia, Rusia y Reino Unido, los principales consumidores (FAOSTAT 2021,
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http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC). En México, el tomate es la hortaliza mas importante producida en
agricultura protegida (malla sombra e invernadero), por lo que el control bioldgico de fitopatdégenos ha sido
propuesto como alternativa (Samaras et al., 2021).

2.6. Fungifree AB®: biofungicida contra fitopatdgenos foliares y como promotor del crecimiento
de plantas

B. subtilis 83 fue aislada del follaje de arboles de mango en campos de cultivo ubicados en El Rosario, Sinaloa. A
través de ensayos de antagonismo in vitro, la cepa fue seleccionada como ACB debido al efecto de inhibicion del
crecimiento de C. gloeosporioides. Las primeras evaluaciones de la efectividad biolégica de B. subtilis 83
(formulacién liquida) para el control de antracnosis fueron realizadas en el afio 2003 para determinar la dosis y
frecuencia de aplicacion de la bacteria en campos de cultivo de mango variedad Kent, ubicados en el Rosario,
Sinaloa (Carrillo-Fasio et al., 2005). Otros trabajos de investigacion con B. subtilis 83 han abordado aspectos como
la identificacion de marcadores moleculares para el seguimiento de la poblacién de B. subtilis 83 cuando es
aplicada en campo (Aragon-Gémez, 2012), la identificacion y evaluacién de la actividad bioldgica in vitro del
principal lipopéptido antifungico (bacilomicina D) que la bacteria produce contra hongos como C. gloeosporioides
(Luna-Bulbarela et al., 2018), y estrategias de cultivo para la produccién de esporas y metabolitos antimicrobianos
(Cristiano-Fajardo et al., 2020).

Solis-Arcos (2010) identifico y evalud la actividad antibiética de los metabolitos termorresistentes presentes en el
caldo de cultivo de B. subtilis 83 contra un hongo de Fusarium spp. En ensayos de antibiosis in vitro, el mayor
porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo se obtuvo con compuestos de peso molecular menores a 5
KDa. Los compuestos debajo de este peso molecular fueron analizados por HPLC y se concluyd parcialmente que
en el caldo de cultivo de B. subtilis 83 estan presentes los metabolitos lipopeptidicos de la familia de la surfactina
y de la iturina.

Posteriormente, Aragén-Gomez (2012) a través de andlisis de amplificacion por PCR y secuenciacion de
fragmentos cromosomales de B. subtilis 83 encontrd que en el genoma de esta cepa estan presentes los genes
srfAA, bmyD y minA, los cuales estan involucrados en la sintesis de los lipopéptidos surfactina, bacilomicinaD y el
policétido macrolactina A, respectivamente. Adicionalmente, encontré una secuencia de 685 pb que mostré 98%
de similitud con el gen baeN de B. amyloliquefaciens FZB42, gen involucrado con la sintesis del policétido
bacilaeno.

Por otra parte, Luna-Bulbarela et al. (2018) aislaron, identificaron y caracterizaron (peso molecular (PM)),
secuencia de aminodcidos y longitud de la cadena de acido graso) el lipopéptido que produjo B. velezensis 83
(cultivada en medio mineral con glucosa como fuente de carbono) y que inhibié el crecimiento in vitro de C.
gloeosporioides. El caldo de cultivo fue centrifugado y recuperado para filtrarlo (ultrafiltracion) y extraer los
compuestos lipopeptidicos que produjo la bacteria. Se identificd que B. velezensis 83 produjo seis diferentes
compuestos lipopeptidicos homdlogos de la bacilomicina D: tres grupos isoméricos con PM de 1044, 1058 y 1072
Da, correspondientes a longitudes de cadena lipidica de 14, 15 y 16 carbonos, respectivamente. La diferencia del
PM entre los homdlogos (14 Da) es debido a la longitud de la cadena lipidica (adicion de metileno, -CH,-) ya que

39



no se encontraron diferencias en la secuencia peptidica (Pros-Glus-Sers-Thrs-(acido graso-B-NH;)-Asni-Tyr,-Asns).
Los seis homodlogos presentaron actividad antiflingica, se observé que a mayor longitud de cadena lipidica se
requiere menor concentracion minima inhibitoria (MIC) contra C. gloeosporioides y que el estado fisioldgico
celular (micelio o espora) del hongo, es determinante para inhibir el crecimiento del hongo. Para los seis
homologos, las esporas requirieron MICioo especifica (WM de bacilomicina D/g de biomasa inicial del hongo) de
100<550 puM/g, en contraste para el micelo, la MICioo especifica fueron menor a 50 uM/g. Con el uso de tincién
con ioduro de propidio, se observé que la exposicidon de las esporas a bacilomicina D (C14 A-1044 Da), afectd la
viabilidad y el porcentaje de germinacidon de las esporas en funciéon de la concentracién del lipopéptido. La
germinacién fue menor al 5% cuando las esporas estuvieron expuestas a 27 uM de bacilomicina D (C14 A-1044
Da), en contraste, a esa misma concentracién del lipopéptido, el micelio sufrié cambios morfoldgicos y fue
visiblemente no viable. Adicionalmente, Luna-Bulbarela et al. (2018) reportaron que hubo sinergia entre dos
homdlogos de bacilomicina D (C14 A-1044 Da y C16 B-1072 Da) para inhibir el crecimiento in vitro del C.
gloeosporioides.

El proceso actual para la produccidn de esporas de B. subtilis 83 es el cultivo en lote con medio mineral definido
con glucosa y sulfato de amonio como Unicas fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. Este proceso
(transcurridas 40 h de cultivo) permite obtener densidad celular de 1 x10° cel/mL con 87% de esporulacién,
produccién de surfactina (35 mg/L), bacilomicina (75 mg/mL) y metabolitos de sobreflujo de carbono como la
acetoina+butanodiol (3.0 g/L) y el y-PGA (2.2 g/L), siendo este Gltimo causante del incremento de viscosidad
aparente (a 100 s) del caldo de cultivo, con la subsecuente limitacion de transferencia de oxigeno (Cristiano-
Fajardo et al., 2020). Debido a lo anterior, Cristiano-Fajardo et al. (2020) evaluaron estrategias de cultivo para B.
subtilis 83 con la finalidad de producir esporas (principio activo de Fungifree AB®) con la minima produccion de
metabolitos de sobreflujo de carbono manipulando la velocidad especifica de consumo de glucosa (gguc). Se
encontrd que en condiciones de cultivo continuo a un valor de D=0.06 h™ (15% de pmax para B. subtilis 83) y
manteniendo el pH=6.8, se logré mantener baja la velocidad especifica del consumo de glucosa (gguuc 1.3x10°
13<1.5x1023 g/cel h) y la concentracidn de glucosa fue cercana a 0 g/L. Esta condicidn de limitacion de la fuente de
carbono, favorecié la produccidn de alta densidad de células vegetativas (6 x10° cel/mL) de B. subtilis 83 de las
cuales ~47% fueron esporas maduras, asi como la baja produccién de surfactina (<5 mg/L), bacilomicina (<20
mg/L), acetoina+butanodiol (<0.5 x10*3g/cel h) y y-PGA (<0.1 x103g/cel h) en las primeras 16 h de cultivo
continuo. En contraste, el cultivo continuo a D=0.25 h™* (65% de pmax para B. subtilis 83) y pH 6.8, B. subtilis 83
presentd mayor velocidad especifica del consumo de glucosa (qgguc 8x103<10x10*2 g/cel h), en esta condicién de
cultivo se obtuvo menor concentracidn de células vegetativas (<4 x10° cel/mL), se favorecié la acumulacién de
glucosa y no se logro la esporulacién de B. subtilis 83, adicionalmente, la produccién de y-PGA (1.2 x103g/cel h)
causo problemas de transferencia de oxigeno en el medio de cultivo.

Los antecedentes han permitido considerar que la cepa identificada inicialmente como B. subtilis 83 (Fungifree
AB®) tiene cercana relacidn filogenética con la cepa B. amyloliquefaciens FZB42 (RhizoVital®). Por lo tanto, B.
subtilis 83 ademas de su uso como ACB podria actuar como PGPB. Sin embargo, hasta antes de este estudio no se
habia realizado aun la secuenciaciéon del genoma de la cepa 83 para analizar el potencial genético (genes
caracteristicos de bacterias asociadas a plantas) que le permiten establecer relaciones benéficas con las plantas.
Por otra parte, existen varios reportes de que la interaccion entre los metabolitos y las células (que en el caso de
bioproductos comerciales son esporas por su larga vida de anaquel) de las cepas de Bacillus da como resultado un
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mejor control bioldgico. Debido a las caracteristicas del proceso de produccién de Fungifree AB®, el formulado
contiene dos factores de antagonismo de B. subtilis 83 que son: 1) esporas (que al germinar seran células
vegetativas activas como ACB o PGPB debido a la sintesis de novo de metabolitos relacionados con los mecanismos
de antagonismo) y 2) metabolitos (producidos durante el cultivo de la bacteria). En este sentido saber cudl es el
factor de antagonismo contenido en Fungifree AB® que tiene el principal efecto de control bioldgico es
determinarte para poder implementar, de una manera racional, mejoras al proceso de produccidn y formulacidn
del producto comercial sin afectar de manera negativa su eficacia de control biolégico.

3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

3.1. ¢Cuales son las diferencias geno y fenotipicas entre B. subtilis 83 y B. velezensis FZB42 (cepa modelo de
control biolégico y como PGPR)?

3.2. {Cual es la efectividad de control bioldgico que ejerce B. subtilis 83 contra C. gloeoesporioides
(antracnosis del mango) y de B. cinerea (moho gris en jitomate) y cudl es el principal factor de
antagonismo (esporas o metabolitos) implicado en el control biolégico de estos fitopatdgenos?

3.3. (Cual es el potencial de B. subtilis 83 como promotora del crecimiento de plantas?

4. HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

B. subtilis 83 tiene alta similitud genémica (ANI>97%) con B. velezensis FZB42, por lo tanto, es una cepa
que tiene el potencial genético (genes caracteristicos de bacterias asociadas a plantas) para establecer
relaciones benéficas con las plantas a través de ejercer control bioldgico de fitopatégenos y de promover
el crecimiento de plantas.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

e B. subtilis 83 y B. velezensis FZB42 (anteriormente B. subtilis FZB42) son cepas de alta similitud
gendmica (ANI>97%), sin embargo, son fenotipicamente diferentes en términos de produccién in
vitro de metabolitos involucrados en los mecanismos de control bioldgico de fitopatdgenos (p. €j.
produccién de surfactina, bacilomicina y y-PGA) y en la promocién del crecimiento de plantas (p. ej.
acetoina y 2,3-butanodiol).

e la eficacia bioldgica de Fungifree AB® se debe a las esporas viables de B. subtilis 83 que estdn
contenidas en el formulado, ya que al desarrollarse como células vegetativas, realizan la sintesis de
novo de metabolitos con los cuales inhiben a hongos fitopatdgenos.

e B. subtilis 83 es capaz de actuar como una promotora del crecimiento de plantas.
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5.1.

5.2.

5. OBIJETIVOS

GENERALES

Comparar genotipicamente (a través de analisis del genoma) y fenotipicamente (produccion in vitro de
metabolitos) a B. subtilis 83 contra la cepa B. velezensis FZB42 (modelo de control biolégico y PGPR) para
determinar su potencial de control bioldgico y asi como de promocidn del crecimiento de plantas.

Determinar cudl es el principal factor de antagonismo contenido en Fungifree AB® (esporas o
metabolitos de B. subtilis 83) que ejerce el control bioldgico contra dos hongos fitopatdgenos foliares
(C. gloeosporioides y B. cinerea).

Evaluar el efecto promotor de crecimiento de tratamientos con Fungifree AB® (B. subtilis 83) aplicados
al sustrato de plantas de jitomate.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Anotar el genoma de la cepa bacteriana (B. subtilis 83) constituyente de Fungifree AB® y analizar
(pangenoma, arbol filogenético, presencia ausencia de genes, comparacién con otros genomas
realizando ANI) para identificar los genes caracteristicos de las cepas asociadas a plantas.

Realizar ensayos in vitro, para determinar las diferencias fenotipicas de B. subtilis 83 en la produccién de
metabolitos relacionados con el control bioldgico (p. ej. produccion de surfactina, bacilomicina y y-PGA)
y la promocién del crecimiento de plantas (p. ej. acetoina y 2,3-butanodiol) respecto a la cepa de B.
velezensis FZB42.

Evaluar la eficacia de Fungifree AB® para el control bioldgico del hongo C. gloeosporioides en ensayos in
vivo (cultivo de mango) y determinar cual es el principal factor de antagonismo implicado en la inhibicidn
de este fitopatdgeno en ensayos in vitro.

Determinar cudl es el principal factor de antagonismo contenido en Fungifree AB® en el control bioldgico
del hongo B. cinerea mediante ensayos in vitro con hojas y frutos de jitomate.

Evaluar el efecto de Fungifree AB® como promotor de crecimiento vegetal en diferentes estados
fenoldgicos del cultivo de jitomate (semilla, plantula y crecimiento vegetativo de la planta cultivada en
invernadero).
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para contestar las preguntas de investigacion de este proyecto se utilizé la siguiente estrategia:

¢éCuales son las diferencias geno y fenotipicas la B. subtilis 83 con la cepa B. velezensis FZB42 (cepa modelo de
control biolégico y como PGPR)?

Para iniciar el estudio de caracterizacién de B. subtilis 83 como ACB y como PGPB se realizd el andlisis de su
genoma completo: analisis del pangenoma, arbol filogenético, presencia ausencia de genes, comparacidon con
otros genomas realizando ANI) para identificar los genes caracteristicos de las bacterias asociadas a plantas. En
particular, se realizé la comparacion del genoma de B. subtilis 83 con la cepa B. velezensis FZB42. Seguidamente,
se realizaron cultivos en escala de matraz, para conocer las posibles diferencias fenotipicas entre B. subtilis 83 y
B. velezensis FZB42 con respecto a la produccidn de algunos de los metabolitos relacionados con los diferentes
mecanismos de control bioldgico y de promocidn del crecimiento vegetal (surfactina, bacilomicina, y-PGA,
acetoina y 2,3-butanodiol).

éCual es la efectividad de control bioldgico que ejerce B. subtilis 83 contra C. gloeoesporioides (antracnosis del
mango) y de B. cinerea (moho gris en jitomate) y cual es el principal factor de antagonismo (esporas o
metabolitos) implicado en el control bioldgico de estos fitopatégenos?

El estudio inicié con el modelo de interacciéon C. gloeosporioides-mango-B. subtilis 83 (dado que fue el primer
cultivo sobre el cual fue evaluado el control biolégico de esta cepa). Sin embargo, en el transcurso de la
investigacion fue necesario establecer sistemas de interaccion fitopatédgeno-planta que permitieran realizar
ensayos in vivo e in vitro (con obtencién de resultados reproducibles y en corto tiempo), asi que se complementd
con otro sistema de interaccién conformado por B. cinerea-jitomate-B. subtilis 83. Con el modelo de estudio B.
subtilis 83 contra C. gloeosporioides (antracnosis) en mango, se realizd un ensayo in vivo para evaluar la eficacia
de control bioldgico de Fungifree AB® (B. subtilis 83) contra C. gloeosporioides. Se aplicaron diferentes
tratamientos de control biolégico en etapa pre-cosecha en arboles de mango en un huerto comercial localizado
en El Rosario Sinaloa, México. Con ensayos in vitro (ensayos de confrontacién en medio PDA) se realizo la
identificacion del factor de antagonismo de Fungifree AB® con mayor contribucidn el control bioldgico de C.
gloeosporioides. Para este tipo de ensayos, se utilizaron como tratamiento: 1) formulado con el factor “esporas”
el cual solo contiene las esporas de B. subtilis 83 (esporas+soporte sélido), 2) formulado con el factor
“metabolitos” el cual solo contiene el sobrenadante del cultivo de produccién de esporas de B. subtilis 83
(sobrenadante+soporte solido) y 3) formulado comercial Fungifree AB® (esporas+sobrenadante+soporte sélido).
El tratamiento control fue el soporte sdlido de la formulaciéon de Fungifree AB®. Con el modelo de estudio B.
subtilis 83 contra B. cinerea (moho gris) en jitomate (hojas y frutos), también se realizé la identificacion del factor
de antagonismo de B. subtilis 83 con mayor contribucion el control bioldgico. Los tratamientos con los factores de
antagonismo de Fungifree AB® fueron los mismos que los utilizados en los ensayos in vitro contra C.
gloeosporioides. El area de la infeccidn por el hongo sobre la hoja fue evaluada con analisis de imagenes, el area
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de infeccidn en los frutos fue evaluada midiendo el diametro de la infeccion y ajustando el area de infeccion como
una circunferencia. A partir de estos datos fue calculada la severidad de infeccién causada por B. cinerea y
posteriormente la eficacia de control bioldgico de los tratamientos evaluados.

¢Cual es el potencial de B. subtilis 83 como promotora del crecimiento de plantas?

Para contestar esta pregunta de investigacion fueron realizados ensayos in vivo aplicando tratamientos de B.
subtilis 83 en diferentes etapas fenoldgicas del jitomate variedad Frodo: semilla, plantula y plantas cultivadas en
invernadero. Primero, fue evaluado el efecto de la concentracidn de esporas de B. subtilis 83 en el sustrato que
se utiliza para la produccién de plantulas de jitomate. Se evaluaron dos modalidades de tratamientos: 1) aplicacion
desde la germinacién de la semilla 6 2) aplicacidn en plantulas con 20 dias de desarrollo, el tratamiento control
fue el sustrato sin aplicacion de bacteria. El efecto de los tratamientos fue evaluado realizando el seguimiento del
crecimiento de las plantulas en términos de biomasa (peso seco) de raiz y de follaje. Posteriormente, fue evaluado
el potencial de promocién del crecimiento de B. subtilis 83 sobre plantas de jitomate cultivadas en invernadero
en las instalaciones de FIRA (Fideicomisos Instituidos en Relacién con la Agricultura) unidad Tezoyuca (Emiliano
Zapata, Morelos, México). El testigo fue el tratamiento convencional utilizado en FIRA. Para evaluar el efecto de
los tratamientos se realizé el registro de la produccion y calidad de los frutos de jitomate durante la etapa de
cosecha.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Caracterizacion geno y fenotipica de B. subtilis 83

7.1.1. Anadlisis del genoma de B. subtilis 83 e identificacion de genes relacionados con control
biolégico y promocion del crecimiento vegetal

El DNA gendmico de B. subtilis 83 fue secuenciado por MOgene Genome Sequencing Services (Mogene LC; St.
Louis, MO, EE. UU.) con las siguientes especificaciones: bibliotecas de 350 pb de tamafio de fragmento vy
secuenciacidon de extremos emparejados (2 x 250 pb) en un secuenciador MiSeq. El nimero total de lecturas fue
de aproximadamente ~7,000,000 de lecturas emparejadas que representd una cobertura del genoma ~400X. El
ensamblaje del genoma se realizd como ha sido descrito previamente (Pérez-Carrascal et al., 2016).
Primeramente, el ensamblaje se obtuvo a través de una combinacién de un ensamblaje de novo y uno basado en
referencias con el uso de Spades Genome Assembler (SPAdes; Bankevich et al., 2012). Primero, utilizando NUCmer
(Kurtz et al., 2004), los contigs de SPAdes se alinearon con el genoma completo de B. velezensis YAU-B9601-Y2 ya
que filogenéticamente, ésta resultd ser la cepa mas cercana a B. subtilis 83 (Hao et al., 2012). Posteriormente, las
lecturas de Illumina se mapearon en el ensamblaje de contigs, se orientaron de acuerdo con sus pair-ends reads
direccion 5°-3" y finalmente se unieron manualmente con Consed (Gordon et al., 2013). Al final, se obtuvo un solo
contig que representa un cromosoma circular cerrado de 3,997,902 pb de longitud. Las regiones de codificacion
de proteinas (ORFs) se predijeron con Glimmer 3.02 (Delcher et al., 2007). El modelo de ORF se cargd en Artemis
12.0 (Carver et al., 2012) para realizar rectificaciones de tramas de ORF y registrar anotaciones manuales. Las
descripciones de funcion de los genes se obtuvieron mediante busquedas BlastX del conjunto completo de ORFs
en la base de datos no redundante del GenBank (Benson et al., 2008). Se cred una tabla de mejores hits con los
parametros del porcentaje de identidad y similitud, la cobertura de los ORFs, las coordenadas de las coincidencias
y la funcién anotada de la proteina. Las comparaciones adicionales con la base de datos de dominios conservados
(CDD) del GenBank (Marchler-Bauer et al., 2015), Interpro (Mitchell et al., 2015) y la base de datos IS (Siguier et
al., 2006), contribuyeron a confirmar las anotaciones basadas en la informacion del GenBank, asi como para
resolver casos controvertidos. La anotacidn COG se realizé utilizando la base de datos COG del NCBI (Tatusov et
al., 2000) con comparaciones Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con una similitud minima del 30% y un valor
e<1X10®. La secuencia completa del genoma de B. subtilis 83 se depositd en GenBank con el nimero de acceso
CP034203.

El analisis del genoma se realizd siguiendo la metodologia descrita por Gonzalez et al. (2019). En resumen, el
modelo de pangenoma se obtuvo con el programa Bacterial Pangenome Analysis (BPGA), configurando el
algoritmo de agrupamiento USEARCH en los valores predeterminados (la identidad minima del 50% y 20
combinaciones) (Chaudhari et al., 2016). El arbol filogenético se realizé en el programa de analisis evolutivo MEGA-
6 (Tamura et al., 2013) mediante el método de maxima verosimilitud (ML) utilizando la matriz JTT (Jones et al.,
1992) y bootstrap de 1,000 repeticiones.
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El genoma accesorio obtenido con el programa BPGA, se representd en un mapa de calor de presencia y ausencia
de genes y se esquematizé con heatmap.2 (paquete R’s gplots; https://rdrr.io/cran/gplots). Las comparaciones
del genoma se ilustraron mediante mapas circulares obtenidos con GenVision de DNASTAR (Lasergene Core Suite,
https://www.snapgene.com). Las comparaciones del genoma completo se realizaron con cepas de Bacillus
seleccionadas utilizando el valor ANI calculada con JSpecies (Richter et al., 2016) y MUMmer 3.06 (Kurtz et al.,
2004). Las busquedas de profagos se realizaron con el programa Phaster (Arndt et al., 2016).

7.1.2. Diferencias fenotipicas entre B. subtilis 83 y B. velezensis FZB42 con respecto a la produccion
de metabolitos relacionados con la actividad de control biolégico y promocion del crecimiento

Cultivos en lote. Para realizar el andlisis de la produccién de metabolitos, las cepas B. subtilis 83 y B. velezensis
FZB42 fueron cultivadas en medio liquido con la siguiente composicién (en g/L): glucosa 30.0, (NH4),SO4 6.0;
Ka:HPO4 7.98; KH,PO4 9.6; MgS04-7H,0 0.4; CaCl, 0.1; FeS0,4-7H,0 0.08; MnCl;-4H,0 0.019. Para el cultivo de cada
cepa se inocularon 5 mL (2x10° ufc/mL) provenientes de un cultivo nocturno en medio YPG en matraces agitados
de 500 mL con 100 mL de volumen de trabajo, se incubaron a 30°C y 200 rpm durante 48 h. Los cultivos se
realizaron a un pH inicial de 6.8 ajustado con NaOH antes de la esterilizacidn. Para B. velezensis FZB42, el cultivo
por lotes en medio de cultivo liquido se llevd a cabo en las mismas condiciones experimentales utilizadas para B.
velezensis 83. La concentracion de células (células/mL) se determind utilizando una cdmara de Neubauer.

Determinacion de la concentracidn de glucosa, acetoina y 2,3-butanodiol. Se tomd una muestra de 1 mL del
cultivo y se eliminaron las células mediante centrifugacion (10,000 xg por 15 min) y filtracion a través de una
membrana de 0.2 um (hidrofila y no pirogénica, Sartorious AG, Goettingen, Alemania). La glucosa, la acetoina y el
2,3-butanodiol contenidos en el sobrenadante se analizaron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
de fase reversa (RP-HPLC) de alta resolucién utilizando la metodologia reportada previamente (Cristiano-Fajardo
et al., 2020). Para el andlisis se cargaron 20 pl de la muestra a analizar en una columna Aminex HPX-87H (7.8x300
mm; Bio-Rad Laboratories Inc., California, EE. UU.) y se separaron mediante un sistema HPLC Waters 2695 (Waters
Corporation, Massachusetts, EE. UU.). La acetoina se determind por absorbancia a 210nm y la glucosa y 2,3-
butanodiol por indice de refraccién (IR) (Waters 2414, EE. UU.). Como fase movil se utilizé H,SO4 5 mM con un
flujo de 0.6 mL/min. La temperatura de la columna se ajusto a 50°C. Se utilizaron como estandares glucosa pura,
acetoinay 2,3-butanodiol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EE. UU.).

Determinacion de la concentracidon de surfactina y bacilomicina D. Se colectdé una muestra de 1 mL de los
matraces agitados y se eliminaron las células bacterianas del medio por filtracién como se describié previamente.
El sobrenadante se cargé en una columna Zorbax SB-C18 (4.6 mm x 150 mm; Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
EE. UU.) y se separd por HPLC utilizando un sistema Waters 2695 HPLC. La fase mévil estuvo compuesta por acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1% en agua (fase A) y TFA al 0.1% en acetonitrilo (fase B). Las muestras se eluyeron
durante 14 min utilizando el 40% de la fase B a 32 °C con un flujo de 0.3 mL/min, seguido de un gradiente lineal
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de 40-85% durante 1 min y mantenido al 85% durante otros 36 min; finalmente un nuevo gradiente lineal de 85-
40% por 1 min, continuado al 40% por 8 min. El patrén de elucidn se controlé determinando la absorbancia a
205nm. Se utilizaron como estandares surfactina e iturina A puras (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EE. UU.).

Concentracion de y-PGA y peso molecular promedio. La concentracién de y-PGA en el sobrenadantes y el PM
promedio del polimero fueron determinados mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC) utilizando la
metodologia reportada anteriormente (Cristiano-Fajardo et al., 2020). Brevemente, se cargaron 100 pl de
sobrenadante libre de células en columnas de Ultrahidrogel conectadas en serie (UG500/Linear; Waters
Corporation, Massachusetts, EE. UU.) y acopladas a un sistema HPLC Waters 2695 conectado a un detector
diferencial de indice de refraccién, Waters 410. La elucién se llevd a cabo empleando una solucién de 0.1 M de
NaNOs a una temperatura de columna de 38°C y flujo isocratico de 0.8 mL/min. Se prepararon soluciones de un
estandar comercial de y-PGA (Sigma-Aldrich, USA) para la elaboracién de la curva de calibracidn para realizar el
analisis de concentracion del polimero. El analisis de PM promedio del y-PGA fue llevado a cabo con el software
Empower 2 (Waters Corporation, Massachusetts, USA). Se utilizaron estandares de éxido de polietileno con pesos
moleculares promedio entre 23 y 933 kDa para crear la curva de calibracién para analizar el peso molecular.

7.2. Ensayos de control biolégico de B. subtilis 83 in vitro e in vivo

7.2.1. Preparacion de los formulados con los factores de antagonismo de B. subtilis 83

Produccién de polvos concentrados. El proceso de produccién de los polvos concentrados se realizé con una
muestra de un cultivo desarrollado bajo las condiciones de proceso establecidas para la obtencion de Fungifree
AB® (cultivo industrial a escala de 20,000 L). La muestra fue centrifugada para la separacidn y recuperacion de la
biomasa (esporas) de B. subtilis 83 y el sobrenadante (para recuperar todos los metabolitos extracelulares que la
bacteria produjo durante el cultivo industrial). La separacion fue realizada en una centrifuga Sharpless a 12,000
rpm. La biomasa fue resuspendida y mezclada en solucién salina (0.9% NaCl) para volverla a centrifugar con el
objetivo de “lavar las esporas”. La biomasa recuperada y el sobrenadante fueron almacenados en refrigeracion
(4°C) hasta ser utilizados para preparar mezclas conformadas por 1) biomasa-soporte 6 2) sobrenadante-soporte
para posteriormente preparar las formulaciones requeridas para los ensayos de control bioldgico. La biomasa fue
mezclada con el soporte en la proporcidn necesaria para obtener un polvo concentrado de esporas que contuviera
1x10° UFC/g. El sobrenadante fue mezclado con el soporte considerando utilizar el mismo volumen del cual fue
recuperada la biomasa utilizada para el polvo concentrado de esporas. Posteriormente, la mezcla biomasa-
soporte y sobrenadante-soporte fue sometida a un proceso de secado por aspersiéon en condiciones de 120
mL/min, 120°C temperatura de entrada-60°C temperatura de salida. Finalmente, se obtuvieron los polvos
concentrados de “esporas” y de “metabolitos”.
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Produccién de formulados para realizar los ensayos de inhibicidn in vitro. Conforme se fue requiriendo durante
el desarrollo de la investigacion, el polvo concentrado que contenia solo “esporas” fue diluido con mds soporte
sélido para tener un formulado con 1x10° UFC/g (como el formulado comercial Fungifree AB®). De igual forma, el
polvo concentrado que contenia solo “metabolitos” fue diluido con mas soporte sélido conservando la misma
proporcidon (concentrado/soporte) con la que fue preparado el formulado de esporas.

Determinaciéon de UFC/g de producto formulado. En un tubo Falcon de 50 mL se colocaron 0.1 g de producto
formulado y se adicionaron 9.9 mL de una solucidn de glucosa al 10%. La suspensién fue agitada en vértex por 1
minuto y posteriormente se mantuvo a 29°Cy 200 rpm de agitacién durante 2 h. La determinacién de UFC/g de
producto formulado se hizo con la técnica de dilucién seriada y siembra en placa. El medio de cultivo utilizado fue
YPG sélido (adicionado con 15 g/L de agar) y los cultivos fueron incubados a 32°C durante 12 horas para hacer la
cuenta de UFC/mL de las células de la suspensidn. Finalmente, se considerd la masa utilizada para hacer el calculo
de UFC/g de producto formulado.

7.2.2. Eficacia de B. subtilis 83 en el control biolégico de C. gloeoesporioides en ensayos in vivo (cultivo
de mango)

Se realizé un ensayo de control bioldgico de la antracnosis del mango causada por C. gloeosporioides en un huerto
de produccién de mango en El Rosario, Sinaloa, México. Para el ensayo se establecié un diseiio experimental de
bloques al azar con seis tratamientos y cuatro repeticiones. La unidad experimental fue un arbol de mango Kent
con mas de 10 afios de edad. En el disefio experimental, se incluyeron tres tratamientos de Fungifree AB® (B.
subtilis 83) dos tratamientos quimicos y un control (sin tratamiento) (Tabla 8).

Tabla 8. Tratamientos evaluados en el ensayo de control bioldgico contra antracnosis en mango.

Tratamiento Concentracion (g/L)

Fungifree AB® 1
Fungifree AB® 2
Fungifree AB® 3
Captan 50 PH® 300
Cupravit hidro® 400
Control -

Los tratamientos fueron aplicados al follaje con una mochila aspersora motorizada. Se aplicaron cuatro litros del
tratamiento correspondiente una vez al mes sobre el follaje de cada arbol desde el inicio de la floracion hasta la
recoleccidn de los frutos (seis aplicaciones en total). Se tomaron 12 frutos de cada unidad experimental y se
almacenaron (en condiciones comerciales) durante 21 dias, posteriormente se evalud la severidad de la
antracnosis en post-cosecha. La evaluacion de la severidad y eficacia del control obtenida con cada tratamiento
se realizd mediante una escala heddnica visual, donde: 0) frutos sanos, 1) manchas <2 mm, 2) <5%, 3) <12,5%, 4)
<25%, 5) <50% y 6)>50% del area afectada en el fruto del mango. Los datos recolectados fueron transformados
para obtener el porcentaje de severidad con la siguiente férmula:
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SYn.v
[N.C

] x 100
Donde:

P=severidad (%)

n= numero de muestras por categoria

v=valor numérico de la categoria

N= ndmero total de muestras

C= categoria mas alta

A partir del porcentaje de severidad, la eficacia de control de cada tratamiento se calculd con la siguiente formula:

it
Eficacia (%) = [IT - (Il_T)] x 100
Donde:

IT= severidad (%) en el control

it= severidad (%) en el tratamiento

7.2.3. Ensayos de inhibicion in vitro con C. gloeosporioides

Con ensayos in vitro, se evalué el efecto de inhibiciéon del crecimiento de C. gloeosporioides con diferentes
tratamientos utilizando suspensiones celulares preparadas con formulaciones de los factores de antagonismo
contenidos en Fungifree AB® (esporas+metabolitos de B. subtilis 83) (Tabla 9). Los metabolitos fueron filtrados
(filtro de 0.20 um) para poder evaluar el efecto de inhibicién de los metabolitos sin interferencia de las esporas
residuales.
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Tabla 9. Tratamientos con diferentes formulaciones de B. subtilis 83 contra C. gloeosporioides para ensayos de
inhibicidn in vitro.

Tratamiento Concentracion (g/L)

Esporas de B. subtilis 83 (esporas+soporte sdlido)

Metabolitos de B. subtilis 83 (sobrenadante+soporte sdlido)

Fungifree AB® (esporas+sobrenadante+soporte sélido)

NI N NN

Control (soporte sélido)

Para los ensayos in vitro, se hicieron cuatro pozos con un sacabocados (diam. 6 mm) estéril en cuatro puntos
equidistantes alrededor del centro de una caja de Petri con 25 mL de medio PDA, en pozos opuestos verticalmente
se colocd al control, y en otros dos pozos opuestos horizontalmente se colocé al tratamiento. En cada pozo se
colocaron 100 plL del control o del tratamiento a evaluar. En todos los ensayos se utilizaron 5 cajas por tratamiento
y el ensayo se realizé por triplicado.

Se realizaron dos tipos de ensayos de inhibicidn in vitro:

1) Modo preventivo. En esta modalidad las cajas fueron primeramente inoculadas con cada uno los
tratamientos listados en |la Tabla 9, se mantuvieron en incubacién a 25 °C durante 48 h. Transcurrido ese
tiempo, en el centro de la caja Petri, se colocd un explante de 6 mm de diametro del hongo fitopatdégeno
con 7 dias de crecimiento en PDA). Las cajas se mantuvieron nuevamente en incubacion a 25 °C hasta 96
horas después de la inoculacion del hongo (144 h totales en incubacidn) (Figura 5). Al cabo de ese tiempo,
se comparé el crecimiento del hongo fitopatdgeno en presencia del tratamiento y del control.

Control Control Control

Tratamiento

inicio 48 h 144 h (totales)
PDA con tratamiento PDA con tratamiento+Cg
Incubacién: 25°C Incubacién: 25°C

Figura 5. Ensayo de inhibicién con diferentes formulaciones de B. subtilis 83 en modo preventivo contra C.
gloeosporioides.

2) Modo curativo. En esta modalidad en las cajas primeramente fue colocado un explante de 6 mm de
diametro del hongo fitopatdgeno en el centro de la caja Petri. Las cajas se mantuvieron en incubacion
durante 48 h a 25 °C. Transcurrido ese tiempo, las cajas inoculadas con cada uno los tratamientos listados
en la Tabla 9, y se mantuvieron en incubacién a 25 °C hasta 96 horas después de la inoculacion del
tratamiento (144 h totales en incubacion) (Figura 6). Al cabo de ese tiempo, se comparo el crecimiento
del hongo fitopatdgeno en presencia del tratamiento y del control.

50



Control Control Control

Tratamiento Tratamiento

e
inicio 48 h 144 h (totales)
PDA con tratamiento PDA con tratamiento+Cg
Incubacion: 25 °C Incubacion: 25 °C

Figura 6. Ensayo de inhibicién con diferentes formulaciones de B. subtilis 83 en modo curativo contra C.
gloeosporioides.

Para ambos tipos de ensayo, el porcentaje de inhibicidn se calculd con la siguiente formula:

(Crecimiento del hongo frente al pozo control)-(Crecimiento hongo frente al pozo del tratamiento)

Inhibicion (%)=100 x —
Crecimiento del hongo frente al pozo control

7.2.4. Ensayos de inhibicion in vitro con B. cinerea

Con ensayos in vitro, se evalud el efecto de inhibicién del crecimiento de B. cinerea con diferentes tratamientos
(Tabla 10) utilizando suspensiones celulares preparadas con formulaciones de los factores de antagonismo de B.
subtilis 83, incluyendo un tratamiento mas que consistioé en un fungicida quimico.

Tabla 10. Tratamientos con diferentes formulaciones de B. subtilis 83 contra B. cinerea.

Tratamiento Concentracion (g/L)

Esporas de B. subtilis 83 (esporas+soporte solido)

Metabolitos de B. subtilis 83 (sobrenadante+soporte sdélido)

Fungifree AB® (esporas+sobrenadante+soporte sdélido)

Control (soporte sélido)

WININININ

Clorotalonil (fungicida quimico)

Para los ensayos in vitro, las cajas fueron preparadas como se describié previamente en la seccidn 7.2.3. Las cajas
fueron incubadas durante 12 h a 29 °C, transcurrido este tiempo, en el centro de la caja Petri se coloco un explante
de 6 mm de didmetro de B. cinerea (con 8 dias de crecimiento en PDA a 25 °C) y las cajas fueron incubadas en
oscuridad durante 72 horas post-inoculaciéon de hongo a 25°C con 90 %HR (Figura 7). Al cabo de este tiempo se
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compard el crecimiento del hongo fitopatégeno en presencia del tratamiento y del control. Se utilizaron cinco
cajas de PDA por tratamiento. Se realizé el calculo de la eficacia de inhibicion (%) como se describié previamente.

Control Control Control

Tratamiento

inicio 12h 84 h (totales)
PDA con tratamiento PDA con tratamiento+Bc
Incubacién: 29°C/ 90 %HR Incubacién: 25°C/ 90 %HR

Figura 7. Ensayo de inhibicidon con diferentes formulaciones de B. subtilis 83 en modo curativo contra C.
gloeosporioides.

7.2.5. Ensayos de control biolégico in vitro contra B. cinerea en hojas de jitomate

Los ensayos de control bioldgico se llevaron a cabo utilizando hojas de plantulas de jitomate con 30-40 dias de
crecimiento (Figura 8). Se colocaron tres hojas dentro de una caja Petri con sdlo agar (para hacer un sistema que
mantuviera alto %HR). Cada hoja fue dividida por la mitad (la nervadura de la hoja fue la divisién natural) y en
cada mitad fueron aplicadas tres gotas de 10 uL del tratamiento (bioldgico o quimico) o del control (Tabla 10).
Una vez secas las gotas aplicadas, las cajas fueron selladas con Parafilm y colocadas en una incubadora (LabLine,
EnvironCab 680) a 29 °C durante 48 h (considerando que en ese tiempo las esporas de la B. subtilis 83 germinaron
sobre la hoja). Transcurrido ese tiempo de incubacion, fueron aplicadas tres gotas de 10 ulL de una suspensidn con
1x10° esporas/mL de B. cinerea en cada lado de la hoja tratando de inocular en el mismo sitio de aplicacién del
control o de los tratamientos. Una vez secas las gotas (aprox. 10 min), las cajas fueron otra vez selladas con
Parafilm para mantener el %HR en la caja Petri y envueltas con papel estraza para mantener las cajas en oscuridad.
Finalmente, las cajas fueron guardadas en la incubadora (Heratherm iGS400, Thermo electro LeD GmbH) a 25 °C
y 90 %HR durante 72 h. El drea de infeccidn fue medida a través de analisis de imagenes utilizando el programa
Image ProPlus™ (Media Cybernetics, Rockville, USA).

Tratamiento Inoculacion del

preventivo fitopatégeno Andlists
o f 29°C / 25°Cy90% HR
e | ) | )
-40 dias _‘ (48 h) ‘ (72 h)
o Control (10 pL) ® B.cinerea
o Tratamiento (10 L) (10 L)

Figura 8. Ensayos de control bioldgico in vitro de B. subtilis 83 contra B. cinerea en hojas de jitomate.
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7.2.6. Ensayos de control biolégico in vitro contra B. cinerea en frutos de jitomate

Para los ensayos de control biolégico in vitro realizados con frutos se utilizaron tomates sanos con cuatro dias
post-cosecha (Figura 9). Para llevar a cabo el experimento se utilizaron 10 frutos por cada tratamiento. Todos los
frutos fueron desinfectados superficialmente con cloro comercial (5 mL/L por 15 min) y lavados con agua estéril
para retirar residuos de cloro, se dejaron secar en campana de flujo laminar. Una vez secos, cada fruto fue herido
en dos puntos equidistantes utilizando un palillo estéril (una herida de 3 mm de profundidad). En una herida
fueron aplicados 10 plL del tratamiento correspondiente y en la otra herida fueron aplicados 10 uL del control
(Tabla 10). Posteriormente, los frutos fueron colocados cuidadosamente en vasos de precipitados (5 L) y fueron
almacenados en una incubadora (Benchtop Environ-Cab 680, Lab-Line Instruments, Inc., IL, EE. UU.) a 29 °C
durante 12 h. Transcurrido ese tiempo, las heridas fueron inoculadas con 10 uL de suspensién de esporas de B.
cinerea. Los jitomates se almacenaron nuevamente en los vasos de precipitados, finalmente se colocaron en una
incubadora (Incubadora Heratherm iGS400, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EE. UU.) a 25 °C y 90% de HR
durante 72 h. La infeccién fungica en los frutos evalué midiendo el didametro (promedio del didmetro horizontal y
vertical) de la herida en el fruto y luego se calculd el drea de infeccion asumiendo una circunferencia.

Tratamiento Inoculacién del
. ¥ . Anélisis
preventivo fitopatégeno
Jitomate sano 29°C 25°Cy 90% HR
con 4 dias _— - 5
postcosecha (12 h) (72 h) J1 A
Control Tratamiento B. cinerea B. cinerea Control+ Tratamiento+
(10 pL) (10 pL) (10 pL) (10 pL) B. cinerea B. cinerea

Figura 9. Ensayos de control bioldgico in vitro de B. subtilis 83 contra B. cinerea en frutos de jitomate.

La eficacia de inhibicion de la B. subtilis 83 contra B. cinerea en hojas y en frutos fue calculada de acuerdo con la
siguiente férmula:

it
Eficacia (%) = [1 — (;_T)] x 100
Donde:

Tl= area de lesidn por infeccion en la herida del control

it= drea de lesion por infeccidn en la herida con tratamiento
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7.3. Promocion del crecimiento en jitomate: ensayos en laboratorio y ensayos en invernadero

Se realizaron ensayos de laboratorio y en invernadero para evaluar el efecto promotor de crecimiento que ejerce
Fungifree AB® al aplicar suspensiones del formulado en diferentes concentraciones a diferentes estados
fenoldgicos del cultivo de jitomate (semilla, plantula y crecimiento vegetativo de la planta).

7.3.1. Ensayo en laboratorio para evaluar el potencial como promotor del crecimiento de plantas
que ejerce Fungifree AB®

Para el ensayo de laboratorio, fueron sembradas semillas de jitomate variedad Frodo (Hybrid Tomato, ITSCO) en
sustrato Sunshine M3 (previamente esterilizado a 121 °C/30 min) en charolas para germinacidn y se mantuvieron
en un cuarto de cultivo con condiciones controladas a 25 °C, fotoperiodo 18 h luz/6 h oscuridad. Desde la aparicion
de la primera hoja verdadera fueron regadas con una soluciéon Hoagland (1/4) conforme los requerimientos de la
plantula (aprox. cada 48 h). El periodo de permanencia de las plantulas en la charola fue de 28 dias (respetando
las condiciones de produccién comercial de plantulas para cultivo en invernadero).

Se evaluo el efecto de Fungifree AB® (B. subtilis 83 como PGPB) en dos modalidades de tratamientos al aplicar a
el producto al sustrato: 1) desde la germinacion de la semilla o en 2) plantulas con 20 dias de desarrollo (DD). Se
utilizaron 20 semillas o 20 pldntulas por tratamiento. Los tratamientos fueron 10°, 10* o 10? UFC/g sustrato y un
control (sin tratamiento). El efecto sobre la plantula fue evaluado en términos de crecimiento como biomasa (peso
seco 80°C/48 h) de raiz y de follaje. Con los resultados de este ensayo se selecciond la concentracién de producto
que seria utilizada para la aplicacién al sustrato de las plantas cultivadas en invernadero. En este ensayo, también
se evaluo el establecimiento de la poblacidn de la B. subtilis 83 en la raiz de plantulas de jitomate a través del uso
de una técnica de deteccion y cuantificacion por qPCR. Se disefiaron los oligonucledtidos con el software Primer
Express version 2.0 a partir de una secuencia altamente especifica en la regidn del gen yomR de B. subtilis 83. La
extraccidon del DNA se llevd a cabo con rompimiento celular con nitrégeno. Para la reaccidn se utiliz6 SYBR Green
| y se incluyé en el método una curva de desnaturalizacién para descartar amplificacidn inespecifica. Se realizo el
estudio estadistico del crecimiento de la plantula y del establecimiento de la poblacién en funcién del tratamiento
utilizando ANOVA y prueba de Tukey (a=0.05).

7.3.2. Deteccion de UFC de B. subtilis 83 en plantulas de A. thaliana

Para detectar la poblacién de B. subtilis 83 en raices de plantulas de tomate a los 28 dias, se cuantifico la poblacion
de B. subtilis 83 mediante analisis qPCR, para ello se realizaron dos curvas del Cq:
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Curva estandar (Cq vs log [DNA]): elaborada para evaluar la eficiencia de amplificacién (E) de los oligonucleétidos
disefados para la identificacion del DNA de B. subtilis 83. Para obtener el DNA de las células B. subtilis 83, se
incubd un cultivo de la cepa en frascos de 250 mL con 50 mL de medio YPG, durante 12-15 horas a 29 °Cy 200
rpm (incubadora refrigerada Innova 4330, New Brunswick Scientific, Edison, Nueva Jersey, EE. UU.). Pasado este
tiempo, se tomd 1.0 mL del cultivo y se centrifugd (centrifuga 5810 R, Eppendorf Hamburg, Alemania) a 10,000
rom (rotor F45-30-11 Eppendorf AG, Hamburg, Alemania) durante 3 min, dando como resultado 100 pL del
sobrenadante y el sedimento celular en el vial de centrifugacién. Posteriormente, se afiadieron a las muestras 100
uL de lisozima (10 mg de lisozima Sigma-Aldrich en 1 mL de solucidén amortiguadora TE pH 8.0 Sigma-Aldrich).
Posteriormente, esta mezcla se incubé a 37 °C durante 45 min (termomezclador modelo R, Eppenddorf AG,
Hamburgo, Alemania). Una vez que la muestra estuvo a temperatura ambiente, se extrajo el DNA bacteriano con
el método cloroformo-fenol (Moore y Dowhan, 2002). Para la amplificacidon del DNA se disefiaron los marcadores
moleculares yomR-Bs83F/yomR-Bs83R con el software Primer Express versidn 2.0, partiendo de una secuencia de
221 pb de la regién del gen yomR de B. subtilis 83; esta secuencia fue seleccionada por ser la de menor identidad
con el gen yomR de otras cepas de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum mediante anadlisis Blastn. Los
oligonucledtidos yomR-Bs83 (yomR-Bs83F: ATGAAACAGCTGCCGGAGC/yomR-Bs83R: CTGCCCCTGCATTCCATTTGT)
se utilizaron como una mezcla contenida en una concentracion de 5 uM cada uno. El control (NTC) fue una
reaccién de mezcla sin DNA. Todas las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado en un equipo termociclador
(Thermal Cycler model C1000, Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA). Se obtuvo una curva estandar de
amplificacion (Cq vs log [DNA]) para estos oligonocleétidos con un rango dinamico de trabajo de 60.0 a 0.0006
ng/uL de DNA (y=-3.3793x+20.255; r’=0.9993 y eficiencia de amplificacion (E) de 97.7%). El limite de deteccién es
de 0.0006 ng/uL en el Cq 31. El Cq del NTC fue 37.

Curva estandar (Cq vs log [UFC]): elaborada para cuantificar las UFC/raiz de B. subtilis 83, para ello primero se
hizo un cultivo de la bacteria y se realizaron diluciones seriadas para obtener suspensiones celulares con diferentes
concentraciones en el rango de 10°-10' CFU/mL. Con el método de conteo en placa se determiné el valor de
UFC/mL de estas suspensiones. Asimismo, se realizd la extraccion de DNA a partir de 1.0 mL de las mismas
suspensiones celulares con el método cloroformo-fenol. Cabe mencionar que con suspensiones de
concentraciones tedricas por debajo del orden de 10 UFC/mL, las UFC de la bacteria no pudieron ser detectadas
con el método de conteo en placa. El rango dindmico de trabajo fue de 4.8x107 CFU/mL (4.8 x10° CFU/reaccién) a
3.5x10? CFU/mL (3.5 CFU/reaccidn), y =-3.3266x+42.35 con r?=0.992 y E=99.8%. Por tanto, el limite minimo de
deteccidn con oligonucledtidos yomR-Bs83 F/R fue de 3.5x10% UFC/mL en el Cq 33, lo que corresponderia a una
concentracién de 0.00012 ng de DNA de B. subtilis 83. El control (NTC) fue una reacciéon de mezcla sin DNA. Las
muestras se analizaron por triplicado en el termociclador. El Cq del NTC fue de 37. Para detectar la poblacién de
B. subtilis 83 en las raices de las plantulas, se utilizé toda la raiz de cada plantula cultivada durante 28 dias en una
bandeja de germinacion. Se registrd el peso himedo de la raiz y posteriormente la raiz se sometié a un proceso
de lavado por sonicacion (3 min, Branson Ultrasonics M3800 Thermo Fisher Scientific, USA) en un tubo Corning
de 10 mL que contenia 5 mL de agua desionizada. De esta suspensién celular se tomd 1 mL y se utilizé para la
disrupcion celular de las células bacterianas realizando 3 ciclos de congelacidn-calentamiento colocando el tubo
en nitrégeno liquido (1 min)-agua caliente (3 min, 55 °C, termomezclador modelo R, Eppenddorf AG, Hamburgo,
Alemania). Se utilizé un volumen de reaccién de 10 pL usando el reactivo SYBR Green | (SYBR 5 L, agua 3 pL,
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mezcla de oligonucleétidos 1 pL, muestra de DNA 1 uL). El control (NTC) fue una reaccién de mezcla sin DNA. Las
muestras se analizaron por triplicado en el termociclador. El Cq del NTC fue de 37. Finalmente, se calculd la
poblacion de B. subtilis 83 mediante la ecuacion y =-3.3266x+42.35 obtenida de la curva estandar de Cq vs log
[UFC], el resultado se multiplicé por 5 (el agua volumen utilizado para el proceso de lavado de raices) y reportado
como UFC/raiz.

7.3.3. Ensayo en invernadero

Para el ensayo en invernadero (Balderas-Ruiz et al., 2021), las plantulas utilizadas fueron inoculadas con
Azospirillum brasilense desde el primer dia de siembra de la semilla en la charola de germinacion. La inoculacion
con A. brasilense es la practica convencional utilizada por FIRA para que en 21 dias puedan obtenerse plantulas
del tamafio recomendado para el trasplante a macetas dentro del invernadero. Se utilizaron macetas de 15 L con
una mezcla de sustrato a base de fibra de coco:tezontle (30:70), colocando dos plantulas en cada maceta. La
densidad del cultivo en el invernadero fue de 2.8 plantas/m?, con 34 macetas por tratamiento. El cultivo tuvo un
ciclo (de invierno) de 150-160 dias. En el ensayo, se aplicaron dos tratamientos bioestimulantes con Fungifree AB®
considerando las UFC de B. subtilis 83: 1) alta o 2) baja concentracion de UFC/planta complementados con
aplicacion foliar de B. subtilis 83 (Tabla 11). Estos tratamientos se aplicaron por drench (100 mL) en el sustrato
cercano al sistema radicular, desde el inicio (02 de octubre de 2017, siendo el dia del trasplante de plantulas) hasta
el final (02 de marzo de 2018) del ciclo de cultivo de tomate en invernadero con el fin de cubrir todas las etapas
fenoldgicas de la planta de tomate, por lo tanto las plantas tuvieron seis aplicaciones de tratamiento de sustrato
B. subtilis 83 (aplicadas los dias 25, 50, 75, 100, 125 y 150 después del trasplante de plantulas). Los tratamientos
biolégicos también incluyeron la aspersion foliar de B. subtilis 83, asi que se realizaron diez aplicaciones de
aspersion foliar de B. subtilis 83 (aplicadas los dias 14, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112, 126 y 140 después del trasplante
de plantulas). El volumen de la aspersién foliar de B. subtilis 83 se fue incrementando durante el experimento
dependiendo del crecimiento de las plantas en el invernadero con el fin de humedecer todo el follaje de cada
planta incluida en el experimento. A las plantas se les aplicé un minimo de 2 L/tratamiento (33 mL/planta) al inicio
del experimento y 4 L/tratamiento (66 mL/planta) al final, por lo que con un célculo tedrico se estimé que se aplicd
un minimo de 6.7x107 UFC/planta y un maximo de 1.3x108 UFC/planta. El control fueron plantas sin inoculacién
bacteriana (sin tratamiento bioldgico al sustrato ni al follaje) pero con aplicacidn de fungicidas quimicos (Previcur
energy® de Bayer Crop Science, Alemania y Velsul 725® de Velsimex, México) como tratamiento preventivo. Los
guimicos se aplicaron una sola vez en el ciclo de cultivo del tomate (siete dias después del trasplante de las
plantulas). Las variables vegetativas del crecimiento del tomate como altura (cm) y didmetro del tallo (cm) se
midieron de 40 a 90 dias después del trasplante, este intervalo de tiempo se considerd para cubrir la fase de
crecimiento vegetativo de la planta. El didametro se midié en el primer centimetro de la base del tallo. Las variables
productivas fueron el nimero de frutos por planta y peso de fruto por planta. Para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la calidad de los frutos cosechados, éstos fueron clasificados de acuerdo con su peso en:
primera (2100 g), segunda (60<99 g) y tercera (<59 g) calidad. La cosecha de tomate duré 65 dias (del 30 de
diciembre 2017 al 20 de marzo de 2018), los frutos se recolectaron cada tres o cuatro dias. A partir de los registros
de la cosecha de jitomate, se realizo el calculé de la produccién promedio de jitomate (kg/planta) y a partir de
este dato se estimd la productividad anual (T/m?/afio) con el supuesto de dos ciclos de cultivo completos al afio.
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Tabla 11. Tratamientos usados en plantas de jitomate crecidas en invernadero.

Tratamiento

Ingrediente activo

Concentracion

Intervalo de aplicacién

Fungifree AB®
Sustrato baja

+foliar

Fungifree AB®
Sustrato alta

+foliar

Control

B. subtilis 83

B. subtilis 83

Fungicidas quimicos

1x10° UFC/planta

+

6.7x107 < 1.3x108 UFC/planta

1x108 UFC/planta

+

6.7x107 < 1.3x108 UFC/planta

Previcur energy® (0.5 mL/L)

Velsul 725¢ (3 mL/L)

Sustrato (cercano a la raiz) cada 25 dias
+

Aspersidn foliar (al follaje) cada 14 dias

Sustrato (cercano a la raiz) cada 25 dias
+

Aspersion foliar (al follaje) cada 14 dias

Aspersion foliar (al follaje)

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizd el programa Minitab™ 17 Statistical Software (Minitab, LLC,
Pennsylvania, EE. UU.). Para estos datos, se realizé la prueba de normalidad de la distribucién de datos se realizo

con el método de Kolmogorov-Smirnov (a=0.05) y la prueba de igualdad de varianzas con el método de Bartlett

(0=0.05). Dado que los datos tuvieron distribuciéon normal pero no la homocedasticidad (igualdad de varianzas)

requerida para aplicar una prueba ANOVA, se ejecutd la prueba de Welch (a=0.05) asumiendo muestras sin

varianzas iguales, seguida por la prueba Post-Hoc con el método de Games-Howell (c=0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Analisis del genoma de B. subtilis 83 y diferencias fenotipicas con B. velezensis FZB42
(modelo de control biolégico y como PGPR)

El genoma completo de B. subtilis 83 contiene 3,997,902 pb con un G+C del 46%, 7 copias del operdn rRNAs (RNA
16S, 23S y 5S) y 68 genes tRNA. Se predijo que el genoma contiene 3,752 secuencias codificantes (CDS) de las
cuales 3,255 fueron anotadas funcionalmente, mientras que 497 fueron hipotéticas. Se asigné un total de 2,892
CDS a los COG. Las clases funcionales definidas por los COG indican que B. subtilis 83 alberga una alta proporcién
de proteinas implicadas en el transporte y metabolismo de carbohidratos (COG G) y aa (COG E), asi como en la
transcripcién (COG K). Segun el andlisis filogenético del gen ribosomal 16S, la cepa 83 fue clasificada inicialmente
como B. subtilis (Galindo et al., 2013). Para revisar esta clasificacién se realizé la comparacién del genoma
completo entre B. subtilis 83 y otras especies de Bacillus utilizando el valor (ANI) (Richter et al., 2016). Los
resultados indicaron que el genoma de la cepa 83 esta estrechamente relacionado con el de B. velezensis (ANI>
97%) y que tiene identidad gendmica del 98% con la cepa B. velezensis FZB42. Para respaldar esta observacién, se
realizé un andlisis filogendmico utilizando 20 genes centrales de mantenimiento determinados a partir del andlisis
de pangenoma de 27 cepas de B. velezensis (incluida la cepa 83). El arbol filogenético, ubicé a la cepa 83 junto a
las cepas de B. velezensis, Bacillus methylotrophicus y B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, en un clado muy
relacionado que forma la especie recientemente identificada como B. velezensis (Dunlap et al., 2015; Fan et al.,
2017). Estos resultados apoyan la filiacién genética de la cepa 83 dentro de la especie B. velezensis que permite
corregir la clasificacidon anterior. Con base en estos resultados, a partir de esta seccidn, en este documento se
referird a B. subtilis 83 como Bacillus velezensis 83. Estos resultados fueron integrados en el articulo reportado
por Balderas-Ruiz et al. (2020). En el genoma de B. velezensis 83 fueron identificados los genes (Tabla 12)
caracteristicos de las bacterias asociadas a plantas de acuerdo con el criterio establecido por Borriss et al. (2011),
y adicionalmente, se encontraron otros genes implicados en diferentes procesos de interaccidon bacteria-planta
como la formacidn de la biopelicula, la ISR y la promocidn de crecimiento. Ademas, fueron encontrados los genes
de tres diferentes vias para la sintesis de la auxina IAA descritas por Idris et al. (2007): 1) via indol-3-piruvato (IPA)
dependiente del grupo de genes patB, yclC e ycIB, 2) via indol-3-acetonitrilo (IAN) en el que actua el producto del
gen de la nitrilasa (yhcX), y 3) via de biosintesis de IAA no caracterizada en la que participa el producto del gen de
la acetiltransferasa (ysnE). Como se esperaba, también fueron encontrados en el genoma de B. velezensis 83 todos
los genes implicados en las diferentes etapas del proceso de esporulacion (via SpoA) descrito por otros autores
(Romero, 2013; Lopez y Kolter, 2010; Tan y Ramamurthi, 2013). La capacidad de esporulacién del género Bacillus
es una caracteristica muy importante que ha sido aprovechada por la industria de bioplaguicidas para la
preparacion de formulaciones en polvo debido a que las esporas son mas faciles de manipular y almacenar,
presentando una vida Util mas larga en comparacion con las preparaciones liquidas.

Un andlisis Blastp (cobertura del 70% con identidad del 50%) entre los genomas de B. velezensis 83 y B. velezensis
FZB42 mostrd que estas dos cepas comparten 3475 genes centrales. En el genoma de B. velezensis 83 hay 371
genes Unicos de los cuales el 57% son genes de proteinas con funcién conocida, 40% son proteinas hipotéticas,
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3% son secuencias de fagos y 1% genes de enzimas cinasa. Por otro lado, en el genoma de B. velezensis FZB42
fueron identificados 262 genes Unicos.

Tabla 12. Genes para la sintesis de metabolitos relacionados con la actividad de control biolégico e interaccion
con plantas identificados en B. velezensis 83.

Metabolito Cluster Funcién
Lipopéptidos sintetizados via no ribosomal (spf-dependientes)
Surfactina” SrfAABCD Antibacterial
Bacilomicina” bmyCBAD Antifungico
Fengicina® fenEDCBA Antifungico
Bacilibactina® bhbFBECA Sideréforo
Policétidos sintetizados via no ribosomal (spf-dependientes)
Macrolactina” mInABCDEFGHI Antibacterial
Bacilaeno” baeBCDE, acpK, bacGHIJLMNRS Antibacterial
Dificidina” dfnMLKJIHGFEDCBXYA Antibacterial
Enzimas para metabolismo de carbohidratos
Xilanasa” XynACD Metabolismo de carbohidratos
Celulasa® bglC
Amilasa’ amyE
Otros metabolitos de importancia
Amylociclicina acnFEDCAB Antibacterial
Bacilisina bacEDCBA Antibacterial antifungico
Compuesto nematicida purEKBCSQLFMNHD Nematicida
Acetoina/2,3-butanodiol alsDCR ISR
Exopolisacarido epsA-O Biopelicula
Fibra proteica TasA ygxM-sipW-tasA Biopelicula
Polimero y-PGA pgdS, pgsEACB Biopelicula
Levansucrasa sacB Biopelicula
Bacilopeptidasa F bpr Biopelicula
Glutamil endopeptidasa mpr Proteasa
Serina proteasa epr Proteasa
Bacilolisina npr Proteasa
Serina proteasa extracelular vpr Proteasa
Fitasa (fosfatasa) phy Solubilizacion de fosfato
Acido Indol Acético (IAA) Promotor de crecimiento
Via indol-3-piruvato patB, yclC, ycIB, dha$ de plantas
Via indol-3-acetonitrilo yhcX
Via no caracterizada ysnE

(*) Estos metabolitos son caracteristicos de las bacterias asociadas a plantas (B. amyloliquefaciens sub. plantarum) segun el criterio de
Borriss et al. (2011), las cuales ahora estan reclasificadas como B. velezensis (Dunlap et al., 2015; Dunlap et al., 2016; Fan et al., 2017).

Entre los genes de funcién conocida fue en B. velezensis 83 identificado el cluster cysTWA (sulfato permeasa) y el
gen sbp (proteina de unioén a sustrato) que conforman el sistema ABC para transporte (importacién y exportacion
a partir de la hidrdlisis de ATP) de sulfato, estos genes proporcionan a las bacterias la capacidad de asimilar sulfato
y/o tiosulfato como fuentes de azufre (Guédon y Martin-Verstraete, 2006). Los genes cysTWA, sbp y cysP (que
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conforman un transportador de tiosulfato) participan en la via de sintesis del aminoacido cisteina que sélo ha sido
reportada para la cepa B. subtilis BD170, otras cepas de Escherichia coli y Salmonella typhimurium (Mansilla y de
Mendoza, 1997). La cisteina es un aminoacido presente en péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal como
las bacteriocinas (Abriouel et al., 2011) y otros péptidos como subtilisina (Graycar et al., 2013). Sin embargo, B.
velezensis 83 mostrd algunos operones incompletos. Por ejemplo, en el operdn para la sintesis de subtilina (spa)
estan presentes solo cinco genes (spaEFGRK) de diez reportados; los genes faltantes estan involucrados en la
sintesis y transporte de subtilina (Stein et al., 2002). El operdn para la sintesis de mersacidina (mrs) también estuvo
incompleto, ya que sdlo se encontraron cinco genes (mrsk2, mrsR2, mrsFGE) de los diez reportados; los genes
esenciales para la sintesis de mersacidina (mrsA y mrsR1), los genes para la modificacién postraduccional (mrsm
y mrsD) y la exportacién (mrsT) de este lantibidtico estan ausentes, mientras que estan presentes los involucrados
en la regulacion (mrsk2, mrsR2. mrs1) e inmunidad (mrsFGE) celular para este compuesto (Schmitz et al. 2006).
Por lo tanto, se sugiere que B. velezensis 83 no lleva a cabo la sintesis de estos compuestos antimicrobianos de
origen ribosomal. Algunas cepas de Bacillus spp. también producen VOC que contienen azufre, como el disulfuro
de carbono, dimetiltrisulfuro y tiofeno, que han sido reportados tener actividad antifungica (Caulier et al., 2019).
En conclusidn, se desconoce la participacion del transportador de tiosulfato en B. velezensis 83.

Otros genes relevantes como los de la feromona comX, tres proteinas rap (rapK1, rapk2 y rapH) y un péptido Phr
(phrK), también fueron identificados como genes Unicos en B. velezensis 83. La importancia de estos genes radica
en que dentro del grupo B. subtilis, la feromona ComX determina el ferotipo de cada cepa y ésto en la
comunicacion célula-célula para establecer estructuras comunitarias y la activacidon de diferentes programas
genéticos dentro de y entre la biopelicula (Kalamara et al., 2018).

La feromona ComX es la primera sefial que activa el factor de transcripcion ComA el cual regula la expresion de
varios genes implicados en la red de transduccién de seiiales del proceso de competencia y esporulacién de la
célula (Schultz et al., 2009), asi como en la produccion de surfactina, bacilomicina, exoproteasas y matriz
extracelular, que en conjunto dan lugar a la formacidn de biopeliculas (Kalamara et al., 2018). Se sabe que ComX
puede ser diferente aun para las cepas de la misma especie, como por ejemplo en algunas cepas de Bacillus spp.
aisladas de rizoplano de plantas de tomate, las cuales ademas causaron diferente efecto de promocion del
crecimiento sobre las plantas (Oslizlo et al., 2015).

Respecto a las proteinas Rap se clasifican en dos grupos, en uno se agrupan las que tienen actividad fosfatasa
(RapA, RapB, RapE, RapH y RapJ) sobre reguladores de respuesta de efectores (RR) y en el otro las que ejercen su
funcién bloqueando la actividad de unién al DNA (RapC, RapF, RapG, RapH y RapK) de su objetivo RR. Cada
proteina Rap es inhibida especificamente por un péptido Phr (Gallego del Sol y Marina, 2013). La proteina RapH
regula negativamente la expresion de srfA en B. velezensis MT45 y B. velezensis DSM7 (Zhi et al., 2017) y el
complejo RapK-PhrK regula la expresion de varios genes se sabe que se activan directamente por ComA (genes de
competencia-esporulacién) e indirectamente por SpoOA (genes de biopelicula-esporulacién) (Auchtung et al.,
2006). De esta forma, es probable que aun la identidad gendmica (ANI>98%) de las cepas B. velezensis 83 y B.
velezensis FZB42, se encuentren diferencias fenotipicas importantes en términos de control bioldgico y de la
interaccion con plantas, debido principalmente, a diferencias en la regulacidon de genes dependientes del QS
(ComX, Rap-Phr).
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Para conocer las diferencias fenotipicas y la funcionalidad de algunos grupos de genes de B. velezensis 83 que
codifican la sintesis de metabolitos relacionados con el control bioldgico y para la interaccion con plantas (Figura
10), fueron realizados cultivos en matraces agitados. En las condiciones de cultivo utilizadas para este estudio, se
observé que B. velezensis 83 alcanzé una biomasa méaxima de 3.3x10° células/mL (Figura 10A), la fase de
crecimiento estacionario comenzé después de que se agotaron la glucosa (a las 36 h) y el acetato (a las 30 h) en
el medio de cultivo (Anexo A, Figura Al-1). La produccion de surfactina y bacilomicina D fue detectada desde las
12 h de cultivo, y en ambos casos, la produccion de estos metabolitos estuvo asociada al crecimiento de la bacteria
(ambas cepas mostraron la misma velocidad de crecimiento 0.02 h, Anexo A, Figura Al1-2). B. velezensis 83
produjo hasta 3.4 mg/L de surfactina (Figura 10B) y 23.2 mg/L de bacilomicina (Figura 10C). El y-PGA fue producido
entre las 12 y las 36 h de cultivo, la concentracién maxima del polimero fue de 1.4 g/L (Figura 10D) y estuvo
asociada con el aumento de la viscosidad aparente (3.9-4.9 cp) en el medio (Anexo A, Figura A1-1). El PM promedio
del y-PGA fue 1.8-2.0 MDa, pero este compuesto se consumié después del agotamiento de glucosa en el medio
de cultivo (Anexo A, Figura Al-1). Otras pocas cepas de Bacillus (B. subtilis C10, Bacillus licheniformis A13, B.
licheniformis TISTR 1010, B. methylotrophicus, B. subtilis NX2 y B. amyloliquefaciens LL3) han mostrado este
comportamiento ya que solo necesitan glucosa y NH4Cl como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente,
para la sintesis de y-PGA (Cao et al., 2011; Hsueh et al., 2017, Sha et al., 2019). La produccién de 2,3-butanodiol y
acetoina estuvo asociada con el crecimiento celular y el metabolismo de la glucosa, sin embargo, el 2,3-butanodiol
se consumio cuando se agotd la glucosa en el medio. La concentracién maxima de 2,3-butanodiol fue de 6.97 g/L
(Figura 10E) y la acetoina fue de 9.51 g/L (Figura 10F). Bajo las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio, B.
velezensis FZB42 no produjo y-PGA, pero produjo mas biomasa maxima (5.8x10° células/mL, 36 h), asi como mds
surfactina (34-39 mg/L desde las 12 h de tiempo de cultivo) y mas bacilomicina (8-40 mg/L desde las 12 h de
tiempo de cultivo) que B. velezensis 83. Por otro lado, la cepa B. velezensis FZB42 mostré un comportamiento
similar a B. velezensis 83 en la produccidn de 2,3-butanodiol y acetoina (Figura 10), asi como en el consumo de
glucosa, produccion de acetato y lactato como metabolitos de sobreflujo de carbono (Anexo A, Anexo A, Figura
Al-1).

En conclusion, las principales diferencias observadas entre estas dos cepas de B. velezensis 83 y B. velezensis FZB42
fueron el crecimiento maximo, y-PGA y la produccidn de lipopéptidos. Los genes (pgdS, pgsEACB) implicados en
la sintesis de y-PGA estan presentes tanto en B. velezensis 83 como en B. velezensis FZB42 y son de alta identidad
(98%). Estos resultados son evidencia de que estas dos cepas son fenotipicamente diferentes en cuanto a la
produccién de algunos metabolitos bajo las mismas condiciones de cultivo. B. velezensis 83 es una cepa
productora de y-PGA independiente del acido glutdmico (Cristiano-Fajardo et al., 2020), el cual es un compuesto
precursor del polimero, en cambio actualmente, no existen reportes sobre la produccién de y-PGA por parte de
B. velezensis FZBA42 utilizando glucosa como fuente de carbono. Sha et al. (2019), sugieren que las cepas de Bacillus
spp. que no producen y-PGA tienen limitacidn de la sintesis de glutamato. A través de analisis transcriptémico,
estos autores encontraron que la sobre expresion de los genes citA, citB, icd del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) y que estan relacionados con la sintesis de a-cetoglutarato obtuvieron la produccion de y-PGA con la cepa
B. subtilis NX-2 sin la adicién de glutamato al medio de cultivo.

Por otra parte, las diferencias fenotipicas entre cepas de Bacillus pueden deberse a los patrones de metilacién de
los genes como resultado de la presencia de diferentes genes de restriccion-modificacién entre las cepas como lo
han mostrado Reva et al. (2019) para B. velezensis UCMB5113, Atl, UCMB5007 y UCMB5044. Las diferencias
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encontradas respecto a la produccidon de surfactina y bacilomicina, probablemente estén asociadas a la
sefializacion-regulacion dependiente del sistema del QS (ComQXPA) y de las proteinas Rap-Phr de cada cepa
(como se describid en la seccion de analisis del genoma), ya que el gen comX y los genes rapK1, rapk2 y rapH
fueron unicos en la cepa B. velezensis 83. Asi que es probable que las diferencias observadas entre B. velezensis
83 y B. velezensis FZB42 en este estudio sobre la produccién de surfactina, bacilomicina y y-PGA, se deban a
diferencias en la regulacion y expresion génica de los grupos de genes srf, bmy y y-PGA, como se ha demostrado
para otros Bacillus spp.

Otra diferencia fenotipica muy notable (Balderas et al., 2020), fue el patrén de colonizacién en las raices de A.
thaliana por B. velezensis 83 y B. velezensis FZB42, el cual podria estar directamente relacionado con la produccién
de y-PGA y de surfactina, como ha sido reportado para B. amyloliquefaciens C0O6 en la superficie de la manzana
(Liu et al., 2010). La capacidad de colonizacion de los agentes de control biolégico en las superficies de las plantas
es un factor determinante para la eficacia del control bioldgico.
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Figura 10. Produccién de metabolitos de B. velezensis 83 y FZB42 asociados a la actividad de control bioldgico y
de promocién del crecimiento de las plantas. A) biomasa (cel/mL), B) surfactina (mg/mL), C)
bacilomicina (mg/mL), D) y-PGA (g/mL), E) 2,3-butanodiol (g/mL) y F) acetoina (g/L).
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8.2. Eficacia de B. velezensis 83 en el control biolégico de C. gloeoesporioides en ensayos in vivo
(cultivo de mango)

La eficacia de control biolégico de B. velezensis 83 contra la antracnosis del mango causada por C. gloeosporioides
fue evaluada con el ensayo in vivo llevado a cabo en un huerto productor de mango localizado en El Rosario,
Sinaloa, México. Tres diferentes tratamientos bioldgicos con B. velezensis 83 y dos tratamientos quimicos fueron
aplicados en etapa pre-cosecha, y la eficacia para el control de antracnosis fue evaluada en frutos post-cosecha.
Los resultados fueron comparados contra frutos control (provenientes de arboles sin tratamiento). Primeramente,
cabe resaltar que ninguno de los tratamientos evaluados en este ensayo alcanzé el 100% de eficacia para el control
de antracnosis (Tabla 13).

Tabla 13. Severidad y eficacia del control bioldgico de B. velezensis 83 en frutos de mango post-cosecha.

Tratamiento Severidad (post-cosecha) Eficacia (%)
Fungifree AB® (1 g/L) 4.8a 65.9
Fungifree AB® (2 g/L) 2.4a 82.9
Fungifree AB® (3 g/L) 2.8a 80.5
Captan 50 PH® (300 g/L) 2.1a 85.4
Cupravit Hidro® (400 g/L) 2.4a 82.9
Control (sin tratamiento) 14.2b 0

Letras diferentes significan diferencias significativas segin ANOVA y Tukey a=0.05.

Sin embargo, la reducciéon de la severidad de antracnosis fue significativamente diferente en los frutos
provenientes de drboles con tratamiento (ya sea bioldgico o quimico), en contraste con los frutos provenientes
de arboles control. Los resultados de las evaluaciones realizadas en los frutos indican que los tres tratamientos
biolégicos fueron estadisticamente igual de eficaces para reducir la severidad de antracnosis en los frutos que los
dos tratamientos quimicos convencionales utilizados en el huerto. Los tratamientos bioldgicos tuvieron entre 65-
83% de eficacia de control de antracnosis en los frutos. Cabe mencionar que cuando se utilizan productos quimicos
para el control de la antracnosis, es importante asegurarse de que los limites maximos de residuos de plaguicidas
estén por debajo de la concentracion maxima permitida por la norma internacional. Por tanto, la relevancia de los
resultados obtenidos con tratamientos de control bioldgico aplicando a B. velezensis 83 radica en que se trata de
un producto inocuo para el consumo humano y que ejerce control de la antracnosis en mango Kent (entre 65y
80%) de forma igualmente eficiente como los tratamientos con agroquimicos (Captan 50 PH® o Cupravit hydro®).
Otros resultados de alta eficacia de control biolégico de antracnosis han sido reportados utilizando a la bacteria
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Stenotrophomonas rhizophila y a la levadura Debaryomyces nepalensis como tratamientos de control bioldgico
en frutos de mango. Con S. rhizophila, se sugiere que el antagonismo de la bacteria inhibié la germinacién y el
crecimiento micelial del hongo debido a la competencia por espacio-nutrientes, produccion enzimas liticas, VOC
y sideréforos (Reyes-Pérez et al., 2019). Por otra parte, en el caso de D. nepalensis se sugiere que el mecanismo
de accién es la competencia por espacio-nutrientes con el fitopatégeno, adicionalmente se observd que la
levadura retrasa la maduracién y por lo tanto la senescencia del fruto, retardando asi la aparicidon de antracnosis
y disminuyendo la incidencia (nimero de frutos con antracnosis) de infeccion en contraste con frutos sin
tratamiento sometidos a las mismas condiciones de almacenamiento post-cosecha (Luo et al., 2015).

8.2.1. Estudio de los factores de antagonismo de B. velezensis 83 vs C. gloeosporioides en ensayos in
vitro (medio PDA)

Debido a las caracteristicas del proceso de produccion de Fungifree AB®, el formulado contiene dos factores de
antagonismo que son: 1) esporas y 2) metabolitos (producidos durante el cultivo de la bacteria). A partir de esta
secciodn, se utilizara el término “células” para describir la eficacia del formulado que contenia solo “esporas”, dado
que el efecto de antagonismo se atribuye a la actividad de células vegetativas (resultado de las esporas que
lograron germinar). Si bien esta demostrado que el control bioldgico con Fungifree AB® es de alta eficacia para el
control de antracnosis en mango, saber cual es el factor de antagonismo que tiene el principal efecto de control
biolégico es determinarte para establecer mejoras en el proceso de produccion.

En la Figura 11 se muestran los resultados de inhibicién del crecimiento in vitro de C. gloeosporioides con los
formulados de cada factor de antagonismo (células o metabolitos) como tratamientos utilizando ademas a
Fungifree-AB® (células+metabolitos) como control positivo. Estos ensayos son parte de un trabajo de tesis de
Licenciatura (Venegas-Brito, 2015) bajo mi co-tutoria. En los ensayos in vitro con tratamientos preventivos (Figura
11A) de B. velezensis 83, la bacteria se establecié primero y aumento su poblacidn, lo cual se hizo evidente con el
incremento en el tamafio y forma de la colonia (competencia por espacio-nutrientes), ademas fue observado el
tipico halo de inhibicién (antibiosis) que provocan las cepas de Bacillus spp. En contraste, en los ensayos con los
tratamientos curativos (Figura 11B) al permitirle el establecimiento primeramente al hongo, los porcentajes de
inhibicién del crecimiento micelial fueron significativamente menores (ANOVA, Tukey a=0.05). Con los
tratamientos preventivos, los tratamientos que contienen células de la bacteria tuvieron un efecto de inhibicidn
mayor al 80%, mientras que los tratamientos curativos solo causaron entre el 27 y 31% de inhibicion, con respecto
al control.

64



A) B)

100 - 100 -
a a

80 A 80 -
& 60 1 £ 60 -
8 8
o 1%
© ©
o O
& 40 A & 40 A

b b
20 A 20 -
C C
0 0
Metabolitos Células Fungifree Metabolitos Células Fungifree

000 000

Figura 11. Eficacia (%) de inhibicidn del crecimiento in vitro (en medio PDA) de C. gloeosporioides confrontado a

los diferentes factores de antagonismo de B. velezensis 83. En modo: a) preventivo y b) curativo.
Letras diferentes significan diferencias significativas segin ANOVA y Tukey a=0.05.

En contraste el formulado de metabolitos solo causé menos del 2% de inhibicion del crecimiento micelial tanto
en tratamientos preventivos como curativos. Estos resultados de inhibicién in vitro fueron comparados
estadisticamente como un solo grupo, y se encontrdé que las diferencias fueron estadisticamente significativas
(ANOVA, Tukey a=0.05) entre los tratamientos que contienen células y el que contiene solo a los metabolitos. Asi,
estos resultados demuestran que las esporas presentes en el formulado comercial fue el Unico factor responsable
de la inhibicién in vitro del crecimiento de C. gloeosporioides (cepa ATCC MYA 456). Luna-Bulbarela et al. (2018)
reportaron que concentracion minima inhibitoria (MICi) >20 uM de bacilomicina D (1044 Da) afectd la
germinacion de esporasy el crecimiento micelial (en ensayos in vitro) de C. gloeosporioides (cepa 09). Por lo tanto,
el poco efecto inhibitorio observado en la Figura 11, puede explicarse por la baja concentracidn de bacilomicina
D contenida en el producto formulado (o algin otro compuesto antifungico no cuantificado). A partir de los
resultados del andlisis por RP-HPLC del sobrenadante del cultivo de produccion industrial utilizado para la
preparacién del formulado, se estimé que cada gramo de formulado “metabolitos” contenia 3x10* mg de
bacilomicina D. Asi que una suspensién de Fungifree AB® preparada con 2 g/L, contendria 6x10* mg de
bacilomicina D/L (0.6 uM), esta concentracién estda muy por debajo de la MIC reportada (Luna-Bulbarela et al.,

2018) para hongos como C. gloeosporioides.
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8.2.2. Estudio de los factores de antagonismo de B. velezensis 83 vs B. cinerea en ensayos in vitro (en
medio PDA, con hojas y con frutos de jitomate)

En la Figura 12 se muestran los resultados de inhibicién del crecimiento in vitro (medio PDA) de B. cinerea con los
formulados del factor de antagonismo como tratamientos utilizando ademas a Fungifree AB® como referencia.
Estos ensayos son parte de un trabajo de tesis de Licenciatura (Gémez-Guerrero, 2021) desarrollada bajo mi
tutoria. En los ensayos in vitro con tratamientos preventivos de B. velezensis 83 vs B. cinerea mostraron la misma
tendencia que los resultados in vitro contra C. gloeosporioides (Figura 11). Los tratamientos que contenian células
(formulado células y Fungifree AB®) de la bacteria tuvieron entre 19 y 24% de eficacia de control vs B. cinerea y
fueron estadisticamente iguales. En contraste el formulado de metabolitos solo causé menos del 2% de inhibicién
del crecimiento micelial, y se observé la misma tendencia del resultado in vitro respecto a la no contribucién
significativa en el mecanismo de antibiosis con este factor de antagonismo.
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Figura 12. Eficacia (%) de inhibicion del crecimiento in vitro (en medio PDA) de B. cinerea confrontado a los

diferentes factores de antagonismo de B. velezensis 83 en modo preventivo. Letras diferentes significan
diferencias significativas segiin ANOVA y Tukey, a=0.05.

En la Figura 13A se muestran los resultados de los ensayos de control bioldgico realizados con los formulados de
los factores de antagonismo de B. velezensis 83 contra B. cinerea (10* esporas/punto de infeccién) en hojas, la
eficacia de control biolégico fue comparada contra un testigo quimico (Clorotolonil). Los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes entre ellos. En tratamiento preventivo, el tratamiento con mayor eficacia de control
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de B. cinerea fue el quimico (>95%). La eficacia de inhibicion con Fungifree AB® (>70%) fue mayor que utilizar el
formulado que contenia solamente células (~32%), y en ambos casos fue mayor que utilizar un formulado con
solamente metabolitos (<10%). Estos resultados permiten concluir que en Fungifree AB® el factor de antagonismo
qgue ejercid mayor efecto contra B. cinerea en hojas de jitomate fueron las células. Sin embargo, la eficacia de
inhibicién de Fungifree AB® es el resultado de la interaccidn entre células y metabolitos. Dado que hubo
diferencias significativas de la eficacia entre el formulado que sélo contenia células y el formulado Fungifree AB®,
es probable que en Fungifree AB® otros metabolitos (p. ej. surfactina, VOC, enzimas, sideroforos, nutrientes
residuales, moléculas de QS, por citar algunos, o la interaccién entre ellos) excretados durante el cultivo de la
bacteria estuvieron presentes y contribuyeron en el control biolégico. Por ejemplo, otras actividades bioldgicas
de la surfactina son favorecer la formacién de la biopelicula de Bacillus, motilidad, colonizacién-permanencia y
esporulacion de Bacillus en la superficie de los tejidos de las plantas (Zeriouh et al., 2014; Rahman et al., 2021;
Stoll et al., 2021) -0 en algunos casos- activar la resistencia sistémica en la planta (Stoll et al., 2021)
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Figura 13. Efecto del tratamiento de control biolégico de B. velezensis 83 contra B. cinerea aplicado de modo
preventivo: A) hojas y B) frutos de jitomate. Q: quimico, M: metabolitos, C: células, F: Fungifree AB®.

En estos ensayos, el formulado metabolitos contiene <103 UFC residuales de B. velezensis 83. Letras diferentes
significan diferencias significativas segin ANOVA y Tukey a=0.05.
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Kong et al. (2010) reportaron el efecto antifingico de la surfactina que produjo la cepa B. licheniformis N1, la
aplicacién foliar de surfactina (250-500 ug/mL) controlé en mas del 80% de la severidad de la infeccidén causada
por B. cinerea en plantas de tomate crecidas en invernadero, sin embargo, la alta concentracién de surfactina se
obtuvo cultivando a la bacteria en medios ricos no definidos y la produccion del lipopéptido puede ser variable y
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costosa. Stoll et al. (2021), reportaron que la cepa B. velezensis BBC047 redujo la severidad de la infeccion causa
por B. cinerea de la misma forma que aplicar 25 pug/mL surfactina (grado estandar) como tratamientos aplicados
en hojas o en raiz de jitomate, estos autores sugieren que el papel principal de la surfactina es favorecer la
colonizacién de la bacteria en hoja o en raiz, para que otros mecanismos de antagonismo posteriormente actien
contra B. cinerea. Por otra parte, Zeriouh et al. (2014) reportaron que una cepa mutante de B. subtilis UMAF6614
no productora de surfactina, logré menor control de infecciones causadas por X. campestris, P. carotovorum y P.
fusca en hojas de meldn, lo cual fue asociado con deficiencias en la formacién de biopelicula y baja colonizacién-
permanencia en hojas debido a la no produccidn de proteina TasA y expolisacarido (dos componentes muy
importantes en la estructura de la biopelicula). Se observé (Zeriouh et al., 2014), que la adicién de 20 uM de
surfactina estdndar (Sigma) en el medio crecimiento de la bacteria, restablecid la produccién de TasA y el
exopolisacarido, resultando en la formacién de biopelicula y a colonizacién-permanencia sobre hojas de melén
igual a la de la cepa silvestre.

Chen et al. (2019), reportaron que el uso de células vegetativas de B. amyloliquefaciens RS-25 tuvieron mayor
eficacia que el sobrenadante filtrado (por membranas de 0.22 um) o los extractos metandlicos (conteniendo
lipopéptidos) del sobrenadante del cultivo de esa cepa, para el control de B. cinerea en frutos post-cosecha. La
colonizacion, la produccion de lipopéptidos (surfactina, bacilomicina D y fengicina), enzimas como celulasa y
proteasa, siderdforos, asi como VOC fueron asociados a la eficacia de control de B. amyloliquefaciens RS-25 en
tomate, fresa y uva. Gao et al. (2017), reportaron que B. velezensis ZSY-1 produjo VOC (Pirazina (2,5-dimetil),
benzotiazol, 4-cloro-3-metil, y fenol-2,4-bis (1,1-dimetiletil)) que tuvieron entre 91-100% de inhibicidon de B.
cinerea en ensayos in vitro. Toral et al. (2018), reportaron que B. velezensis XT1 CECT 8661 redujo en 50, 12 y
100% la infeccidén causada por B. cinerea en tomate, fresa y uva, respectivamente, con respecto a frutos no
tratados. El control de la infeccién estuvo asociada a la presencia de lipopéptidos (surfactina, bacilomicina D,
fengicina A y B) en el sobrenadante del cultivo de B. velezensis XT1 CECT 8661. La cepa B. amyloliquefaciens
QST713 (Serenade) es un antecedente de mayor eficacia de control biolégico que un fungicida quimico al ser
utilizado en ensayos de laboratorio (plantas de Phaseolus vulgaris L. cv. Magirus con inoculaciones artificiales de
B. cinerea) y en pruebas de invernadero (Samaras et al., 2021). B. cinerea es un hongo que es controlado con
fungicidas quimicos como anilinopirimidinas, hidroxianilidos, fenilpirroles, dicarboxamidas, benzimidazoles y
compuestos botrycidas que son inhibidores de la enzima succinato deshidrogenasa, sin embargo, algunas cepas
pueden presentar resistencia a estos compuestos, por lo tanto, hacen complicado el control de la infeccién en
plantas. Se ha observado que la aplicacion de tratamiento bioldgico utilizando un producto formulado con la cepa
B. amyloliquefaciens QST713 alternado con un tratamiento quimico, redujo la presencia de cepas de B. cinerea
resistentes a fungicidas quimicos, este es un ejemplo de una estrategia para el control integrado de la infeccidn
causada por B. cinerea (Samaras et al., 2021).

En contraste con la rizésfera (ambiente rico en nutrientes), la fildsfera es un ambiente limitado en nutrientes y en
el cual factores como la disponibilidad de agua y la luz UV (entre otros), pueden afectar el establecimiento de los
microorganismos (Vorholt, 2012). El género Bacillus puede utilizar varios compuestos como fuentes de carbono
para su crecimiento (Borriss et al., 2020), siendo la glucosa la fuente de carbono preferida que estas bacterias
utilizan debido a la represién catabdlica de carbono (CCR) que impide que las células utilicen otros compuestos
como fuente de carbono en presencia de glucosa (Chen et al., 2020). Chen et al. (2020), reportaron que una cepa
mutante de B. amyloliquefaciens WH1 no productora de surfactina (AsrfA), ademas de presentar deficiencias en
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formacidn de biopelicula y esporulacién, presenté muerte celular ain con disponibilidad fuentes de carbono
(diferentes a la glucosa) en el medio de cultivo, en contraste con la cepa silvestre. La adicion de surfactina (80
ug/mL) al medio de cultivo de la cepa mutante (AsrfA), incrementd la actividad de enzimas como la a-amilasa y
glucosidasa, las cuales le permiten metabolizar otros compuestos como fuente de carbono. Si bien la
suplementacion de glucosa al medio de cultivo mantuvo el crecimiento de la cepa mutante (AsrfA), no reestablecié
la esporulacién del cultivo como la cepa silvestre (WH1) debido a la falta de surfactina. Durante su cultivo, B.
velezensis 83 produce acetoina, 2,3-butanodiol y y-PGA como metabolitos de sobreflujo de carbono, estos
compuestos pueden estar incluidos en el formulado Fungifree AB® y ser utilizados por la bacteria una vez agotada
la glucosa (Cristiano-Fajardo et al., 2020).

Entonces, los antecedentes presentados por Chen et al. (2020), y los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion utilizando Fungifree AB® y el formulado células, permiten sugerir que la diferencia significativa en la
eficacia de control observada en hojas, pudo deberse (mas no exclusivamente) al contenido de surfactina en los
formulados: Fungifree AB® (2 g/L: con 60 uM de surfactina) y células (sin surfactina). La surfactina pudo contribuir
en: 1) la liberacién de la represion catabdlica de las células para utilizar otras fuentes de carbono disponibles en
la superficie de la hoja, a este respecto, cabe mencionar que (el soporte de la formulacidn de Fungifree AB® puede
ser una fuente alternativa a la glucosa, asi como acetoina, el 2,3-butanodiol y el y-PGA, 2) favorecer la formacién
de la biopelicula o 3) mantener el crecimiento de las células vegetativas de la bacteria que efectuaron la sintesis
de novo de metabolitos antimicrobianos (p. ej. bacilomicina D) contra B. cinerea.

En la Figura 13B se muestran los resultados de los ensayos de control bioldgico realizados con los formulados de
los factores de antagonismo de B. velezensis 83 contra B. cinerea (10* esporas/punto de infeccién) en frutos de
jitomate. Estos ensayos fueron realizados con las mismas condiciones experimentales que los ensayos con hojas.
En modo preventivo, el tratamiento Fungifree AB® y el de células tuvieron la mayor eficacia de control (entre 89-
97%) y fueron estadisticamente iguales entre ellos, seguido del testigo quimico (58%), los metabolitos no tuvieron
eficacia de control. Cabe resaltar que se observd la misma tendencia que en los ensayos con medio PDA: no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos con Fungifree AB® y células. En conclusiéon, en Fungifree AB® el
factor de antagonismo que ejercié mayor efecto contra B. cinerea en frutos de jitomate fueron las células. En este
modelo de control bioldgico se observaron resultados diferentes de eficacia de control de los tratamientos entre
hojas y frutos. En los frutos la eficacia de los tratamientos bioldgicos con formulados que contenian células fue
mayor que en hojas. En contraste el tratamiento quimico tuvo mejor control de la infeccion en hojas que en frutos.
Tanto en frutos como en hojas el tratamiento con el formulado que contenia sélo metabolitos tuvo la menor
eficacia de control.

Galitskaya et al. (2022) reportaron que la fraccién de precipitados acidos (en los cuales se detecté surfactina y
fengicina) recuperados del cultivo de Bacillus mojavensis P1709 disminuyeron la incidencia de infeccién
(porcentaje de heridas infectadas por fruto) causada por F. oxysporum f. sp. Lycopersici en frutos de jitomate
Cherry post-cosecha. Los frutos tratados con los precipitados acidos diluidos tuvieron 7% de incidencia de
infeccidn al segundo dia post-infeccion con el fitopatdgeno, sin embargo, la proteccidn se perdié transcurridos
siete dias post-infeccidn presentandose casi el 80% de incidencia de infeccion por F. oxysporum (Galitskaya et al.,
2022), lo cual indica que la sola presencia de los lipopéptidos no fue suficiente para el control de la infeccién
causada por el hongo.
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Contrastando los resultados obtenidos de la eficacia de control en los frutos con la obtenida en hojas, se sugiere
que la disponibilidad de nutrientes favorecid la actividad de B. velezensis 83 contra B. cinerea y que por esta razén
la eficacia de control observada en frutos fue mayor que la observada en hojas. Es probable que la competencia
por espacio-nutrientes (colonizacién) de B. velezensis 83 y la subsecuente sintesis de novo de metabolitos
antifungicos en el fruto, hayan sido los principales mecanismos de antagonismo para controlar la infeccién de B.
cinerea.

Los resultados de los ensayos en hojas y en frutos presentados en este trabajo, permiten resaltar la relevancia del
control bioldgico con B. velezensis 83 como alternativa ante infecciones causadas por especies de hongos
fitopatdgenos como el caso de B. cinerea, que afecta no solo al jitomate, sino a muchos otros cultivos en etapa
pre-cosecha, ademas de la oportunidad de aplicar tratamientos bioldgicos en la etapa post-cosecha. Estos
resultados fueron integrados en el articulo reportado por Balderas-Ruiz et al. (2021).

Los resultados generados en este trabajo de investigacion y los reportados por Martinez-Terrazas (2022) sugieren
que la eficacia de B. velezensis 83 como ACB aplicado en campo, puede ser el resultado de la interaccidon de
diferentes mecanismos de antagonismo (competencia por espacio-nutrientes, antibiosis e ISR) contra los
fitopatdgenos. Martinez-Terrazas (2022), reportd que la inoculacién de B. velezensis 83 (1 x 10° cel/mL) en raiz de
plantulas de A. thaliana crecidas en cultivos in vitro, disminuyd la incidencia de la infeccién causada por B. cinerea
en hojas de A. thaliana, cuando la bacteria fue inoculada en raiz a las 24 h previas a la inoculacién de B. cinerea
en las hojas. Con ensayos de interaccién in vitro de plantulas de A. thaliana inoculadas en raiz sélo con B. velezensis
83, se encontrd que B. velezensis 83 produjo acetoina entre las 24-48 h post-inoculacién, y que en los sistemas de
interaccion (A. thaliana-B. velezensis 83) en los cuales las plantulas fueron posteriormente infectadas en las hojas
con B. cinerea, B. velezensis 83 incrementd la produccién de acetoina y la prolongd hasta las 72 h de cultivo. La
acumulacién de transcritos de genes marcadores de las vias de sefalizacidn por SA, JAy Et (genes PDF1.2, AOS,
PR4, ACS6), sugieren que hubo una estimulacién de resistencia sistémica en A. thaliana por parte de B. velezensis
83.

8.2.3. Efecto promotor de crecimiento que ejerce B. velezensis 83 al aplicarla en diferentes
concentraciones y en diferentes estados fenoldgicos del cultivo de jitomate (semilla, plantula y
crecimiento vegetativo de la planta cultivada en invernadero)

Se sabe que dentro del género Bacillus varias cepas tienen la capacidad de promover el crecimiento de las plantas
y la productividad de los cultivos (Kumar et al., 2011). Varios autores han mostrado evidencias de que Bacillus spp.
afecta la arquitectura y desarrollo de la raiz de A. thaliana dependiendo de factores como el tipo de medio de
cultivo en el cual se desarrolla la interaccidn bacteria-planta (Asari et al., 2016; Gallegos-Monterrosa et al., 2016),
la densidad de poblacién de la bacteria y de su distancia con respecto a la raiz de la planta (Ryu et al., 2005; Asari
et al., 2017), de la interaccidén especifica planta-PGPR (Vaikuntapu et al., 2014), del tipo de compuesto que
produce la PGPR y cdmo éste afecta la respuesta a hormonas (p. ej. Aux, CKy Et) (Lopez-Bucio et al., 2007) y a las
vias de sefializacion que estan directamente relacionadas con el desarrollo de la raiz (Verbon y Liberman, 2016).

70



Dados estos antecedentes, primero se realizd un ensayo para evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes
concentraciones de UFC de B. velezensis 83/g sustrato sobre el crecimiento de plantulas de jitomate. Las
concentraciones evaluadas fueron 108, 10* 0 102 UFC de B. velezensis 83/g sustrato al jitomate en dos modalidades
de tratamientos: 1) desde la germinacién de la semilla o 2) en plantulas con 20 DD. En la Figura 14 se muestran
los resultados del efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de las plantulas en charolas de germinacién, el
efecto del tratamiento fue evaluado en términos de la biomasa (peso seco) de la parte foliar y de la raiz a los 30
DD. Se observé que cuando los tratamientos fueron aplicados desde la germinacién de la semilla hubo un efecto
negativo en el incremento de biomasa de raiz con diferencias significativas respecto a las plantas control (sin
bacteria), y el mayor efecto negativo se observé sobre la biomasa de raiz y foliar cuando se aplicé la bacteria en
alta concentracion celular (10% UFC/g sustrato). En contraste, los mismos tratamientos aplicados a plantulas con
20 DD, no tuvieron efecto sobre incremento de biomasa de raiz y biomasa foliar de las plantulas con respecto a
las plantulas control (sin bacteria). Utilizando un método basado en qPCR desarrollado especificamente para la
deteccion de DNA de B. velezensis 83 (Balderas et al., 2015) se encontré que B. velezensis 83 se establecié en el
rango de 5x10*2x10° UFC/g raiz cuando estuvo presente desde la etapa de germinacion de la semilla. Mientras
que cuando B. velezensis 83 fue aplicada en plantulas de 20 DD, la bacteria fue detectada a razén de 3x10* UFC/
raiz solo en las plantulas del tratamiento con 10® UFC/g sustrato. Los resultados indicaron que la bacteria se
establecié mejor en la raiz de la plantula de jitomate cuando estuvo presente desde el inicio de la germinacién de
la semilla, sin embargo, la alta concentracién de bacteria presente en el sustrato, provocé que el desarrollo de la
parte foliar y de la raiz de las plantulas de jitomate fuera negativamente afectado. Asi que con estas condiciones
experimentales no hubo evidencia de que B. velezensis 83 sea una PGPR para el jitomate variedad Frodo con
tratamientos aplicados desde la etapa de germinacién de la semilla o a plantula. Estos resultados fueron
integrados en el articulo reportado por Balderas-Ruiz et al. (2021).

Se sabe que la germinacién de una semilla y el crecimiento de la planta es afectada por varios factores, pero
principalmente por las hormonas vegetales como el ABA, el ET, las Gb, las Aux (p. ej. IAA), las Ck y los
brasinoesteroides (Miransari y Smith, 2014). Se ha sugerido que el efecto promotor del crecimiento vegetal de B.
velezensis FZB42 sobre Lemna minor estuvo asociado con la produccién de compuestos de auxina por parte de la
bacteria; sin embargo, solo los filtrados diluidos del cultivo bacteriano o la inoculacién de baja concentracidn de
células de B. velezensis FZB42 (1x10° UFC) mostraron un efecto de promocién del crecimiento de pldntulas de L.
minor cultivadas in vitro. La inoculacidn de alta concentracidn de B. velezensis FZB42 (1x107 UFC) tuvo un efecto
negativo en el crecimiento de las plantulas (Idris et al., 2007). Este efecto es similar a lo observado con la
inoculacidn de B. velezensis 83 en alta concentracién desde la siembra de semilla de jitomate.
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Figura 14. Efecto de la aplicacion de B. velezensis 83 al sustrato de plantulas jitomate variedad Frodo. A) Biomasa

de raiz (mg) y B) Biomasa foliar (mg). Control: plantulas sin inoculacién de bacteria. Letras diferentes
significan diferencias significativas segin ANOVA y Tukey a=0.05.

La produccién de auxinas por parte de microorganismos benéficos promueve la interaccién con la planta, asi como
la resistencia sistémica dependiente del JA que puede presentar la planta, la cual a su vez afecta la expresién de
genes involucrados en la sintesis y transporte de auxinas (entrada y salida de auxina) (Tsukanova et al., 2017).
Ademds, se ha reportado (Pérez-Flores et al., 2017) que la acetoina emitida por Bacillus methylotrophicus M4-96
afectd la expresion de genes de auxinas y promovieron el crecimiento de la raiz primaria y la formacion de raices
laterales en A. thaliana. Se ha observado (Asari et al., 2016) que en un medio que contenia exudados de la raiz de
A. thaliana, los VOC producidos por B. amyloliquefaciens UCMB5113 aumentaron 3 veces la biomasa vegetal,
independientemente del nimero de bacterias inoculadas. Sin la adicién del exudado, la biomasa de la planta
aumenté dos veces, pero la alta concentracidn de bacteria afecté negativamente a la biomasa de la planta.
Ademas, la interaccion de la sefializacion de las auxinas con otras hormonas vegetales (como con Ck y Et) es
compleja y afecta a varios procesos fisioldgicos de la planta al mismo tiempo (Liu et al., 2017). La promocion del
crecimiento vegetal no solo depende de la produccion de auxinas, sino que también podrian estar involucrados
otros factores en la bioestimulacion del crecimiento vegetal provocada por una PGPB. Ademads de la sintesis de
IAA y la solubilizacién de fosfatos, la produccion de HCN, siderdforos y NHs, la actividad antifingica sobre hongos
fitopatdgenos y la mitigacidon del estrés abidtico, fueron las caracteristicas asociadas al mayor porcentaje de
germinacién de semillas y crecimiento de plantulas promovido por cepas de Bacillus inoculadas en tomate
(Ramavath et al., 2019). La formacién de biopeliculas (que implica la sintesis de TasA y la produccién de EPS por
cepas de Bacillus) se ha encontrado como un factor importante de B. amyloliquefaciens 54 en la colonizacién de
raices y para inducir tolerancia a la sequia en plantas de tomate (Wang et al., 2020). Se ha demostrado que la
produccién de EPS es determinante para la capacidad de B. velezensis FZB42 para la formacion de biopeliculas vy,
por lo tanto, para la colonizacidn de raices de tomate (Al-Ali et al., 2018). Sin embargo, también se ha observado
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que el crecimiento exacerbado de la biopelicula de B. velezensis FZB42 afecta negativamente el crecimiento in
vitro de las plantulas de A. thaliana (Balderas-Ruiz et al., 2020). Por otro lado, las cepas podrian tener diferentes
capacidades para promover el crecimiento de las plantas y, en ocasiones, también se puede observar una
disminucién en algunos parametros de crecimiento de las plantulas como por ejemplo la longitud del tallo y el
peso seco de la raiz (Hernandez-Pacheco et al., 2021).

El efecto promotor del crecimiento vegetal de B. velezensis 83 se ha observado en A. thaliana como aumento de
la biomasa de raiz y foliar, y en maiz como aumento de la altura de la planta y de la biomasa de raiz (Balderas-Ruiz
et al., 2020). Sin embargo, en el presente trabajo no se observé que la inoculacién de B. velezensis 83 incrementara
la biomasa radicular o del follaje de la plantula de jitomate (variedad Frodo) con los diferentes tratamientos
(concentracion) aplicados al sustrato en la etapa de germinacién de la semilla o al sustrato de la plantula. En
contraste, la alta concentracidn de bacterias inoculadas en el sustrato causé un efecto negativo en el desarrollo
de la parte aérea y de la raiz de las plantulas de jitomate como se ha observado en otros modelos de interaccion
planta-PGPB (Idris et al.,, 2007; Vaikuntapu et al., 2014; Balderas-Ruiz et al., 2020). Es probable que el
establecimiento de B. velezensis 83 en las raices de las plantulas cuando la bacteria estuvo presente desde el inicio
de la germinacion de las semillas estuvo asociado a la concentracién diferencial de acidos organicos (como el 4cido
malico) en la raiz de tomate. Los exudados de tomate estan compuestos principalmente por azlcares y acidos
organicos, siendo estos ultimos los de mayor concentraciéon en los exudados, ambos tipos de compuestos
aumentan a medida que crece la planta. Los principales acidos orgdnicos estan representados por los acidos
citrico, succinico y malico, mientras que la fructosa y la glucosa son los principales azucares (Kamilova et al., 2006).
Se ha reportado (Tan et al., 2013) que la propiedad quimioatrayente de los exudados de jitomate se correlaciond
positivamente con las concentraciones de los compuestos en los exudados, siendo el acido malico uno de los
principales compuestos que promovieron la quimiotaxis, el movimiento tipo swarming y el establecimiento de B.
amyloliquefaciens T-5 en raiz de plantas de jitomate. Por otro lado, se ha observado (Tan et al., 2013) un aumento
de hasta un orden de magnitud en el nivel de poblacién (UFC/g raiz) de B. amyloliquefaciens T-5 en raices de
jitomate entre 7 y 14 dias después de la inoculacién de PGPR, esto es, cuando el dcido malico estaba presente en
la rizésfera de las plantas de tomate. Por lo tanto, considerando los resultados obtenidos en este trabajo, se
plantea la siguiente hipotesis: para la inoculacidn en la etapa de germinacién de la semilla 1) B. velezensis 83
produjo un compuesto promotor del crecimiento vegetal (hormona vegetal o VOC) que afectd la etapa de
germinacion de la semilla y luego todo el crecimiento de la planta o 2) B. velezensis 83 inoculada en alta
concentracién establecié rapidamente la biopelicula y afecté el desarrollo de la raiz de la planta y, por lo tanto, la
absorcion de nutrientes.

Por otra parte, se evalué el efecto de la aplicacion de tratamientos de B. velezensis 83 (en baja o alta concentracion
de UFC) a plantas cultivadas en invernadero, sobre la produccién de jitomate. En la Figura 15 se observa que no
hubo diferencias significativas de la producciéon de jitomate cuando las plantas fueron inoculadas con una
concentracién baja (correspondiente a 1x10° UFC de B. velezensis 83/planta 6 0.001 g Fungifree AB®/L) con
respecto a las plantas control. En contraste con el tratamiento sustrato concentracién alta (correspondiente a
1x108 UFC de B. velezensis 83/planta 0.1 g Fungifree AB®/L) las plantas produjeron 4.5 kg/planta (11.3 kg/m?)
(Figura 15A) y las diferencias fueron significativas con respecto al control. Con el tratamiento de B. velezensis 83
en concentracién alta las plantas produjeron en promedio 78 frutos/planta, mientras que con el tratamiento B.
velezensis 83 en concentracion baja fue de 62 frutos/planta.
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Un resultado muy interesante es que las plantas inoculadas con una concentracién alta, ademas de producir una
mayor cantidad de frutos/planta, también generaron una mayor cantidad de frutos de primera calidad (Figura
15B). Con el tratamiento B. velezensis 83 en concentracidn alta las plantas produjeron en promedio 37
frutos/planta de primera calidad, en contraste con el tratamiento B. velezensis 83 en concentracion baja y el
control las plantas produjeron menos de 27 frutos/planta. En la produccidn de frutos de segunda y tercera calidad
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos con B. velezensis 83 y el control. La proyeccién estimada
del rendimiento de produccidn de jitomate con el tratamiento B. velezensis 83 en concentracion alta fue de 254
T/Ha-afio (Figura 15C) y las diferencias fueron significativas con respecto a la produccion de las plantas control
para las cuales se estimé produccion de menos de 211 T/Ha-afio. Con el tratamiento sustrato concentracion alta
se estimo que las plantas tienen la capacidad de producir 164 T/ha-afio de jitomate de primera calidad (=100
g/fruto), lo cual equivale al 63% de la produccion anual, mientras que los otros tratamientos tuvieron la capacidad
de producir menos de 125 T/Ha-afio de primera calidad, lo cual fue equivalente a menos del 59% de la produccion
anual. También se estimd que con ese tratamiento el rendimiento incrementé ~41% con respecto al rendimiento
promedio reportado (180 T/Ha-afio) en México entre el afio 2017-2021 (SIAP 2021,
https://nube.siap.gob.mx/cierreagricola/). Estos resultados fueron integrados en el articulo reportado por
Balderas-Ruiz et al. (2021).

Akram et al. (2015) sugieren que el efecto promotor del crecimiento de Bacillus fortis y B. subtilis sobre plantas
de jitomate y de la productividad de jitomate, estuvo asociado a la produccion de 1AA, sideréforo y solubilizacidn
de fosfato, que dio como resultado mayor biomasa de raiz y de la parte foliar de la planta. Pishchik et al. (2018)
reportaron que la inoculacidon de B. subtilis en plantas de jitomate incrementd 24 y 21% la productividad de
jitomate variedad Licurich y Moldova, respectivamente, con respecto a plantas control (sin inoculaciéon de
bacteria). Los incrementos estuvieron asociados al incremento en el contenido de clorofila en la planta, asi como
a una mayor altura y biomasa de la planta, que dio como resultado mayor produccion de frutos/planta y frutos de
mayor peso. He et al. (2019) reportaron que el efecto de la inoculacidn individual de Bacillus pumilus, P. putida,
B. amyloliquefaciens o B. mojavensis incrementd la produccidn de frutos en plantas de jitomate, en 39%, 24%,
21% y 18%, respectivamente, comparado con plantas control (sin inoculacidn de bacteria). La inoculacién con
estas bacterias incrementd la biomasa, asi como el contenido de agua en la raiz (lo cual favorece la movilidad de
nutrientes), que dio como resultado mayor contenido de macro y micronutrientes en frutos de jitomate. En el
genoma de B. velezensis 83 estan presentes los genes para la produccion de IAA, siderdforo y fitasa (solubilizacidn
de fosfato), asi que es probable que estos metabolitos participen en el efecto de promocidn de crecimiento de las
plantas.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos de B. velezensis 83 en la productividad del cultivo de jitomate en
invernadero. A) produccion de jitomate (kg/planta) en funcidén del tratamiento. Bv 83 baja:
concentracion de 1x10° UFC de B. velezensis 83/planta, Bv 83 alta: concentracién de 1x10% UFC de B.
velezensis 83/planta, y control: plantas sin aplicacién de bacteria. B) Numero de frutos/planta
producidos por categoria de calidad en funcién del tratamiento. C) Calidad de los frutos en funcién del
tratamiento. Calidad de frutos: 12 2100 g, 2% 60<99 g y 3° <59 g. Letras diferentes significan diferencias

significativas segun la prueba de Welch (a=0.05) asumiendo muestras sin varianzas iguales, seguida por la prueba Post-Hoc

con el método de Games-Howell (a=0.05).

75



El jitomate es la principal hortaliza cultivada en agricultura protegida (malla sombra e invernadero) en México
(FIRA, 2017). Se sabe que los rendimientos de la produccién siempre varian en funcién de las tecnologias
empleadas, desde el cultivo a campo abierto, hasta la produccidén en invernaderos altamente tecnificados con
sistemas automatizados de riego, nutricidon y control fitosanitario. Por ejemplo, desde el 2009 en México se
considera que los rendimientos de la produccién de tomate en invernaderos de baja tecnologia es de
aproximadamente 120 T/ha, en tecnologia media de 200 a 250 T/ha, y en la alta tecnologia hasta de 600 T/ha. En
este trabajo, B. velezensis 83 fue aplicada al sustrato para el cultivo de jitomate con el objetivo de evaluar el efecto
de promotor del crecimiento de plantas. En resumen, se observé que cuando la bacteria fue aplicada al sustrato
desde la germinacion de la semilla, el crecimiento de las plantulas fue afectado negativamente y cuando la
bacteria fue aplicada a plantulas (20 DD), su crecimiento fue igual que el de plantulas no tratadas. En cambio, en
plantas cultivadas en invernadero, se observé un evidente efecto estimulante de la produccién de frutos con el
tratamiento B. velezensis 83 aplicada al sustrato en concentracién alta, con el potencial de estimular la produccién
de jitomate dentro del rango esperado para un invernadero de tecnologia media.

Finalmente, se realizé un analisis de rentabilidad de los tratamientos con B. velezensis 83 en cultivo de jitomate
en invernadero (Anexo B), esta informacion se presentd en la publicacién de Serrano-Carredn et al. (2022) en la
cual soy coautora. El costo unitario de produccidon (CUP) del jitomate cultivado en invernadero fue calculado
considerando el rendimiento promedio de tomate (T/ha-afio) estimado para cada tratamiento y el control. El costo
de produccién involucra los costos variables y fijos. Los costos variables estuvieron constituidos por el costo de
los insumos (semilla, agroquimicos, fertilizacién) y el costo de la mano de obra directa. Los gastos fijos estan
representados por el costo de accesorios y herramientas necesarios para llevar a cabo las actividades culturales,
servicios (renta de invernadero, amortizacidn de inversion fija inicial) y asistencia técnica para el manejo del cultivo
de jitomate. La amortizacién se calculd considerando un interés de financiamiento del 12%, pagado a diez afios.
Se considerd un precio de venta de 10 MNX/kg. El estudio técnico-econdmico de los tratamientos mostré que la
CUP fue 38% mayor para las plantas control en contraste con el mejor tratamiento bioldgico aplicado. El
tratamiento de mayor rentabilidad fue el Bv 83 sustrato alta+foliar (65%), mientras que el de menor rentabilidad
fue el control (20%). Debido a los mayores rendimientos obtenidos con el tratamiento Bv 83 sustrato alto+foliar,
la rentabilidad fue 2 veces mayor que la del testigo comercial.
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9. CONCLUSIONES

El componente biolégico de Fungifree AB® (B. subtilis 83) fue reclasificada como una cepa de la especie Bacillus
velezensis segun un analisis filogendmico. B. velezensis 83 tiene una alta identidad genémica (ANI>98%) con B.
velezensis FZB42, sin embargo, ambas cepas son fenotipicamente diferentes en cuanto a la produccion de
metabolitos relacionados con el control biolégico. B. velezensis 83 (Fungifree AB®) controld la antracnosis en
mangos Kent con la misma eficacia que los productos quimicos Captan 50 PH® o Cupravit hidro®, se observé que
en medios ricos de nutrientes (frutos de jitomate y medio de cultivo PDA) el factor de antagonismo contenido en
Fungifree AB® con la principal contribucién en la eficacia de control bioldgico de hongos fitopatdgenos foliares
fueron las esporas de B. velezensis 83 (las esporas al germinar se convierten en las células vegetativas que ejercen
el control bioldgico). En medios limitados de nutrientes (como p. e]. en la superficie de las hojas) los metabolitos
si contribuyeron en la eficacia del producto Fungifree AB®. Se encontrd que ademas del potencial genético de B.
velezensis 83 para promover el crecimiento de plantas, la aplicacion de Fungifree AB® a plantas de jitomate
cultivado en invernadero incrementd la produccién y la calidad de jitomate incrementando la rentabilidad del
sistema de produccion 2 veces mas que la del testigo comercial. Por lo tanto, bajo las condiciones experimentales
evaluadas en este trabajo, B. velezensis 83 tuvo la capacidad de ser PGPB para plantas de jitomate. Finalmente,
los resultados de este trabajo respaldan la importancia de complementar el analisis gendmico con los ensayos in
vitro e in vivo para demostrar el efecto de control biolégico y de promocidn de crecimiento de plantas, aln entre
cepas de alta identidad gendmica.

10.PERSPECTIVAS

1) Realizar estudios para entender cémo B. velezensis 83 incrementa la produccién de jitomate cultivado en
condiciones de invernadero y saber si es a través del mejoramiento en la adquisicion de nutrientes (p. ej.
por actividad de la fitasa) o si es debido a la produccidn de compuestos fitoestimulates (p. ej. auxinas).

2) Realizar estudios sobre los efectos que tiene B. velezensis 83 en la planta y en los frutos, incluyendo la

evaluacién de parametros de crecimiento de la planta (p. ej. crecimiento de raiz, tallo, ramas, frutos,
clorofila en hojas) y la caracterizacidn bioquimica de los frutos (pardmetros de calidad del fruto).
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Figura A1-1. Produccion de metabolitos secundarios en cultivo liquido: G) y-PGA (Da), H) viscosidad aparente

(100 s%, cp), 1) glucosa (g/L), J) lactato (g/L) y K) acetato (g/L).
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ANEXO B

Analisis de rentabilidad de econémica de los tratamientos con Bv 83 en jitomate cultivado en invernadero.

Tratamientos Bv 83 Bv 83 Control
sustrato baja sustrato alta
Jitomate (kg/planta) 3.76 4.54 3.28
CUP (MNX/kg jitomate) 7.3849 6.0610 8.3668
COSTOS VARIABLES 4.6972 3.9893 5.2808
SEMILLA (Tomate saladette) 0.5788 0.4792 0.6641
AGROQUIMICOS 0.7252 0.7010 0.7269
Insecticidas 0.0908 0.0752 0.1042
Convencional 0.0800 0.0662 0.0918
Neonicotinoides 0.0053 0.0044 0.0060
Piriproxifeno 0.0279 0.0231 0.0320
Flupiradifurona 0.0468 0.0388 0.0537
Organicos 0.0108 0.0089 0.0124
Aceite de soya 0.0070 0.0058 0.0080
Extracto de Argemonina y berberina 0.0017 0.0014 0.0020
Jabon 0.0021 0.0017 0.0024
Fungicidas 0.1069 0.1890 0.0174
Convencional 0.0034 0.0028 0.0174
Carbamatos (Previcur energy®) 0.0034 0.0028 0.0039
Sulfdro (Velsul 725®) - - 0.0136
Bioldgico 0.1035 0.1862 -
B. velezensis 83

(Fungifree A&B®) 0.1035 0.1862 -
Bactericida 0.0058 0.0048 0.0066
Convencional 0.0058 0.0048 0.0066
Sales cuaternarias de amonio 0.0058 0.0048 0.0066
Bioestimulante 0.3682 0.3048 0.4224
Raiz 0.0386 0.0320 0.0443

Acido 1-Naftilacético (ANA)+
Acido Indol 3-butirico (IBA) 0.0113 0.0094 0.0130
Citocininas+Auxinas 0.0041 0.0034 0.0047
Acido Indolbutirico 0.0048 0.0039 0.0055
N-P-K+Amino acidos 0.0083 0.0068 0.0095
Elementos traza 0.0102 0.0084 0.0117
Foliar 0.0686 0.0568 0.0787
N-P-K (20-30-10) 0.0143 0.0118 0.0164
N-K-C org 0.0243 0.0201 0.0278
N-K-C org + Fe 0.0266 0.0220 0.0305
B+Cu+Fe 0.0006 0.0005 0.0006
Agentes quelantes 0.0029 0.0024 0.0033




Bv 83 Bv 83 Control

Tratamientos .
sustrato baja sustrato alta

Fruta 0.2609 0.2160 0.2994
Ca+B+amino acidos 0.0127 0.0106 0.0146
Calcio 0.0048 0.0040 0.0055
Aminodcidos libres 0.0327 0.0270 0.0375
Boro 0.0018 0.0015 0.0021
N-P-K (5-15-45) 0.0125 0.0104 0.0144
Cit+Gib+Aux+ Vitaminas 0.0744 0.0616 0.0853
Citocininas 0.1220 0.1010 0.1400
Asimilacién de nutrientes 0.0700 0.0579 0.0803
Acido fulvico 0.0700 0.0579 0.0803
Acidificante 0.0837 0.0693 0.0960
Acido inorgénico 0.0837 0.0693 0.0960
FERTILIZANTES 2.0831 1.7245 2.3899
Convencional 2.0831 1.7245 2.3899

Nitrégeno 1.0050 0.8320 1.1530
Ca(NOs); 0.4026 0.3333 0.4619
KNO; 0.6024 0.4987 0.6911

Fosfato 0.2289 0.1895 0.2626
KH2PO4 0.2289 0.1895 0.2626

Potasio 0.1114 0.0923 0.1279
K:SO4 0.1114 0.0923 0.1279

Complejos 0.2116 0.1752 0.2428
Elementos traza 0.2116 0.1752 0.2428

Otros compuestos 0.5262 0.4356 0.6037
MgSO, 0.0806 0.0667 0.0925
Fe 0.1705 0.1411 0.1956
B 0.0212 0.0176 0.0243
H3PO4 0.2451 0.2029 0.2811
H,S04 0.0088 0.0073 0.0102
Otros 0.0103 0.0086 0.0089

Material de monitoreo de plagas 0.0081 0.0067 0.0069
Pegamento pldstico 0.0013 0.0011 0.0011
Trampas cromaticas 0.0067 0.0056 0.0058

Combustible 0.0023 0.0019 0.0020
Gasolina 0.0015 0.0013 0.0013
Aditivo para gasolina 0.0008 0.0006 0.0007
Jornal 1.2997 1.0760 1.4911
Jornalero 1.2997 1.0760 1.4911




. Bv 83 Bv 83 Control
Tratamientos .
sustrato baja sustrato alta

COSTOS FlJOS 2.6877 2.0717 3.0860
ACCESORIOS Y HERRAMIENTAS 0.4256 0.1990 0.4907
Accesorios para tutoreo de plantas 0.0697 0.0577 0.0799
Anillos 0.0085 0.0071 0.0098
Ganchos 0.0427 0.0354 0.0490

Rafia 0.0184 0.0152 0.0211
Material para trabajo cultural 0.0071 0.0059 0.0082
Tijeras para podar 0.0071 0.0059 0.0082
Material para cosecha 0.0088 0.0073 0.0125
Cajas plasticas 0.0071 0.0059 0.0106
Cubetas 0.0017 0.0014 0.0019
Material para monitoreo 0.0045 0.0037 0.0052
Termo-higrometro 0.0008 0.0007 0.0009

pH y conductividad 0.0037 0.0031 0.0042
Material de medicién 0.0004 0.0003 0.0005
Probeta (100 mL) 0.0002 0.0001 0.0002

Vaso de precipitados (500 mL) 0.0002 0.0002 0.0003
Material para fumigacién 0.0145 0.0120 0.0166
Bomba de aspersion manual 0.0024 0.0019 0.0027
Bomba de aspersion motorizada 0.0121 0.0100 0.0139
Maceta 0.0797 0.0659 0.0914
Bolsas negras de Polietileno (40*40) 0.0797 0.0659 0.0914
Material para sustrato 0.2409 0.0499 0.2764
Tezontle 0.0809 0.0167 0.0928

Fibra de coco 0.1600 0.0331 0.1836
SERVICIOS 2.2621 1.8728 2.5953
Renta del invernadero 0.0475 0.0393 0.0545
Amortizacién de la inversidn fija 2.1007 1.7391 2.4101
Asistencia técnica 0.1139 0.0943 0.1307
PRECIO DE VENTA 10.0 10.0 10.0
Ingresos/ventas 2,106,248 2,544,150 1,835,877
Ganancia/Ha 550,811 1,002,137 299,840
RENTABILIDAD (%/Ha) 35% 65% 20%
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Abstract

production

Bacillus velezensis 83 was isolated from mango tree phyllosphere of orchards located in El Rosario, Sinaloa, México.

The assessment of this strain as BCA (biological control agent), as well as PGPB (plant growth-promoting bacteria),
were demonstrated through in vivo and in vitro assays. In vivo assays showed that B. velezensis 83 was able to con-

trol anthracnose (Kent mangoes) as efficiently as chemical treatment with Captan 50 PH™ or Cupravit hidro™. The
inoculation of B. velezensis 83 to the roots of maize seedlings yielded an increase of 12% in height and 45% of root
biomass, as compared with uninoculated seedlings. In vitro co-culture assays showed that B. velezensis 83 promoted
Arabidopsis thaliana growth (root and shoot biomass) while, under the same experimental conditions, B. velezensis
FZB42 (reference strain) had a suppressive effect on plant growth. In order to characterize the isolated strain, the com-
plete genome sequence of B. velezensis 83 is reported. Its circular genome consists of 3,997,902 bp coding to 3949
predicted genes. The assembly and annotation of this genome revealed gene clusters related with plant-bacteria
interaction and sporulation, as well as ten secondary metabolites biosynthetic gene clusters implicated in the biologi-
cal control of phytopathogens. Despite the high genomic identity (> 98%) between B. velezensis 83 and B. velezensis
FZB42, they are phenotypically different. Indeed, in vitro production of compounds such as surfactin and bacillomycin
D (biocontrol activity) and y-PGA (biofilm component) is significantly different between both strains.

Keywords: Bacillus velezensis 83, Genome sequencing, Biological control agent, PGPB, Secondary metabolites

Keypoints

B. velezensis 83 is a biological control agent and plant
growth-promoting bacteria. Phylogenomic analysis
allowed to reclassify B. subtilis 83 as B. velezensis 83. B.
velezensis 83 has genes to establish a rhizosphere plant-
bacteria interaction.
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Introduction

Bacillus is a bacterial genus which comprises several
species that establish, directly or indirectly, beneficial
relations with plants (Olanrewaju et al. 2017). By direct
mechanisms some Bacillus strains promote plant growth,
by improving the acquisition of nutrients such as nitro-
gen and phosphate (biofertilization), or through the pro-
duction of phytohormones (biostimulants) such as IAA
(indol acetic acid), enzymes such as ACC deaminase
(1-amyclocyclopropane-1-carboxylate ~deaminase) or
volatile organic compounds (VOC) such as 2,3-butan-
ediol and acetoin (Xu et al. 2014; Hanif et al. 2015; Asari
et al. 2016, 2017; Vejan et al. 2016). On the other hand,
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through indirect mechanisms (production of antimi-
crobial compounds), they naturally exercise biologi-
cal control over several phytopathogenic bacteria such
as Pseudomonas syringae, Agrobacterium tumefaciens,
Xanthomonas  campestris, Xanthomonas o0xonopo-
dis, Erwinia amylora and fungal pathogens as Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeospori-
oides, Rhizoctonia solani and Penicillium expansum (Fira
et al. 2018). Bacillus spp. biological control mechanisms
include competition for nutrient and space, antibio-
sis or induced systemic resistance (ISR), which alone or
together can reduce incidence and/or severity of plant
diseases (Kloepper et al. 2004; Ongena and Jacques 2007;
Choudhary and Johri 2009; Mongkolthanaruk 2012; Fan
et al. 2018).

Genome sequencing strategies complemented with the
analysis of secondary metabolite gene cluster profiles of
several Bacillus strains have been helpful in order to iden-
tify potential biological control agents (BCA) or plant
growth-promoting bacteria (PGPB); but also to estimate
their disease prevention and benefical plant interaction
potential (Borriss et al. 2011; Niazi et al. 2014; Palazzini
et al. 2016; Cai et al. 2017; Belbahri et al. 2017; Fan et al.
2018; Chen et al. 2019). As part of the operational group
Bacillus amyloliquefaciens (B. amyloliquefaciens, Bacillus
siamensis and Bacillus velezensis), B. velezensis species
has been recognized as a plant-associated bacteria due
to the presence of nine gene clusters encoding enzymes
involved in the nonribosomal synthesis of lipopeptides
(surfactin, bacillomicyn D, fengicyn) and polyketides
(macrolactin, bacillaene, difficidin), a siderophore (bacil-
libactin), a dipeptide (bacilysin) and a putative peptide
with nematicide activity (Chen et al. 2007; Fan et al. 2017;
Rabbee et al. 2019). Other genes involved in carbohy-
drate metabolism and plant cell wall degradation, such as
amylase E (amyE), cellulase (bglC), xylanase (xynACD),
galactokinase (gal/l), and betaglucanase (bgICS) are also
exclusively present in Bacillus strains associated to plants
(Borriss et al. 2011). B. velezensis strains can show high
genomic homology with phenotypic similarities, or dif-
ferences, such as nutritional requirements, ability to
colonize plants or production of antimicrobial metabo-
lites (therefore antagonistic in vitro and in vivo activ-
ity) because they respond differently to stimuli from
the habitat to which they are exposed. For example, the
strains B. velezensis UCMB5044 (a oligotrophic PGPR
isolated from desert soils), B. velezensis UCMB5113 and
B. velezensis Atl (both strain plant endophytes) and B.
velezensis UCMB55007 (a copiotroph isolated from calf
gut) share 99% of genetic homology. However, their gene
expression in response to root maize exudates were sig-
nificantly different because they possess different DNA
methylation patterns (Reva et al. 2019).

Page 2 of 19

B. velezensis 83, is an aerobic, gram positive, rod shaped
and spore forming bacteria isolated by our research team
from the mango tree phyllosphere of orchards located in
El Rosario, Sinaloa, México. This strain is the biological
component of Fungifree AB™ marketed in México since
2012, as a foliar fungicide, very effective for the biocon-
trol of five different genera of phytopathogenic fungi
(Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis, Sphaerotheca and
Leveillula) in crops of high agricultural importance such
as mango, avocado, papaya, citrus, tomato, blueberry,
blackberry, raspberry, zucchini, melon, cucumber, water-
melon and others (Galindo et al. 2013). Here, we reported
in vivo assays to demonstrate the activity of this strain as
BCA (mango) as well as PGPB (maize). We have shown
that B. velezensis 83 is an efficient strain for controlling
mango anthracnose as well as a potent plant growth
promotor agent in maize and A. thaliana. In addition,
in vitro production by this strain of key compounds
such as surfactin, bacillomycin D (biocontrol activity),
acetoine and 2,3-butanediol, and particularly y-PGA
(biofilm component), was characterized, and helped to
understand the mechanisms by which this strain exerts
its action as a biofungicide and plant growth promo-
tor. The genome sequence of B. velezensis 83, including
genome assembly and annotation is also reported.

B. velezensis FZB42 was used as a reference for plant
growth promotion and biological control strain (Fan et al.
2018). We show a comparison of metabolic and biologi-
cal activities between B. velezensis 83 and B. velezensis
FZB42 (>98% genome identity) under in vitro conditions.
However, as shown in this paper, a high genomic homol-
ogy with a well characterized BCA strain is only the first
step to fully characterize a newly isolate as BCA. The
strain characterized in this work (B. velezensis 83), exhib-
ited unique phenotypical traits in terms of biocontrol
and growth promoting activities when compared with B.
velezensis FZB42.

Materials and methods

Bacteria

B. velezensis 83 strain was deposited at Belgian Co-
ordinated Collection of Micro-organisms (BCCM) by
our research team under the accession number LMG
S-30921. B. velezensis 83 was grown in 500 mL shake
flasks containing 50 mL of Luria Bertani (LB) medium
and incubated at 29 °C and 200 rpm for 12 h. Genomic
DNA was isolated using a commercial kit (Quiagen).
For the biocontrol and plant growth promotion assays,
B. velezensis 83 was used as powder commercial formu-
lation (Fungifree AB™ obtained from Agro&Biotecnia
S. de R.L. de C.\V.). B. velezensis FZB42 (BGSC 10AS6,
DSM23117) was kindly donated by Nord Reet UG Greif-
swald (Germany).
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Biological control and PGPB assays

A trial for biological control of mango anthracnose
caused by C. gloeosporioides was done in a mango pro-
duction orchard in El Rosario, Sinaloa, México. An
experimental randomized block design was established
with six treatments and four repetitions. The experimen-
tal unit was a mango Kent tree with more than 10 years
old. In the experimental design, three B. velezensis 83
treatments (Fungifree AB™in1,2o0r3 g/L), two chemi-
cal treatments (Captan 50" in 300 g/L, and Cupravit
hidro™ in 400 g /L) and a control (without treatment)
were included. The treatments were applied to the foli-
age with a motorized-spray backpack. Four liters of the
corresponding treatment were applied once a month in
each tree from the beginning of flowering to the harvest
of the fruits (six applications in total). Twelve fruits were
taken from each experimental unit and stored (under
commercial conditions) for 21 days, then the severity of
anthracnose at postharvest was evaluated. The evalua-
tion of severity and control efficacy obtained with each
treatment was done using a visual hedonic scale, where:
(0) healthy fruit, (1)<2 mm spots, (2)<5%, (3)<12.5%,
(4) <25%, (5)<50% and (6)>50% of affected area in the
mango fruit. The data collected were transformed to
obtain the percentage of severity by means of the Eq. 1.
(Townsend and Heuberger 1943):

P= {Z”'V}xloo a

N.C

~

where:

P =severity (%).

n=number of samples per category.

v=numerical value of the category.

N =total number of samples.

C=highest category.

After that, the control efficacy of each treatment was
calculated by Eq. 2. (Abbott, 1925):

Efficacy(%) = {IT — <Ii;)}x100 2)

where:
IT =severity (%) in the control.
it=severity (%) in the treatment.

Plant growth promoting assays

Maize growth promotion study was carried out under
greenhouse conditions. First of all, the seeds were dis-
infected by immersion in 1% NaClO aqueous solution
for 1 min followed by three rinses with sterile distilled
water. B. velezensis 83 was tested with two different treat-
ments: 1) as a seed treatment or 2) as root treatment of
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seedlings. For seed treatment, the seeds were immersed
in Fungifree AB"" aqueous solution (using 10 g/kg seed)
during 2 h then sown in sterile substrate (peat moss:
black earth, 3:1). For root treatment, Fungifree AB™" (at
a dose equivalent to 2.5 kg/ha) was applied to each pot
seedling at 10 and 22 days after sowing (DAS). For each
treatment, 30 seeds or seedlings were used. For the con-
trol treatment, only distilled water was applied and the
same quantity of seeds or seedlings was used. The evalu-
ation of length shoot, dry weight (DW) of shoot and root
was carried out with a sample of 15 plants at 37 DAS.
Another assay to show the plant growth promoting
effects caused by B. velezensis 83 was done with in vitro
co-cultures with A. thaliana (Col-0) seedlings and com-
paring with those effects caused by B. velezensis FZB42
and against a control (uninoculated plants). The seeds
were disinfected and sown in aseptic conditions to obtain
seedlings (Barrera-Ortiz et al. 2018). A. thaliana seed-
lings of 4 days after germination (DAG) were transferred
to fresh agar plates with 0.2 x MS media inoculated with
an aliquot of 10 pL (1 x 10° cfu/mL) from an overnight
culture of B. velezensis 83 or B. velezensis FZB42 (Fan
et al. 2018). Six seedlings in each plate were carefully
placed over the bacterial stria and whose shoots were
approximately 1 c¢cm from the bacterial inoculum. For
Col-0 seedlings, the plates were incubated for an addi-
tional 6-day period and the root and primary root length,
lateral root length (of the longest lateral root in each
seedling) and shoot diameter were measured with a ruler,
while lateral roots in the primary root and leaves in the
shoot were recorded using a stereomicroscope Olympus
S$Z40 (Olympus Iberia S.A.U, Barcelona, Espaia) at a 10X
magnification. Lateral root density was calculated divid-
ing lateral root number between the primary root length,
and those parameters were obtained of 18 individuals for
each treatment. Plant biomass, total fresh weight, shoot
fresh weight and root fresh weight of 6 seedlings grown
on the same plate were measured with an analytical bal-
ance Ohaus PA224 (Ohaus Corporation, Newjersey,
USA), and three plates of each treatment were evaluated.

Secondary metabolites production

For secondary metabolites production, B. velezensis 83
and B. velezensis FZB42 were grown in liquid batch cul-
tures using a mineral medium with the following compo-
sition (in g/L): glucose 30.0, (NH,),SO, 6.0; K,HPO, 7.98;
KH,PO, 9.6; MgSO,"7H,0 0.4; CaCl, 0.1; FeSO,"7H,O
0.08; MnClI2"4H,O 0.019. The batch cultures of each
strain were carried out inoculating 5 mL of an overnight
culture in YPG medium (2 x10° cfu/mL) in 500 mL
shaken flasks with 100 mL of working volume and incu-
bated at 30 °C and 200 rpm for 48 h. Cultures were con-
ducted at initial pH of 6.8 adjusted with NaOH before
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sterilization. B. velezensis FZB42 liquid batch culture was
carried out under the same experimental conditions. Cell
concentration (cell/mL) was determined using a Neu-
bauer chamber.

Glucose, acetoin and 2,3-butanediol concentrations

A 1 mL sample was collected from the shaken flask and
bacterial cells were removed from the medium by cen-
trifugation (10,000 x g, 15 min) and filtration through a
0.2 um membrane (hydrophilic and nonpyrogenic, Sar-
torious AG, Goettingen, Germany). Glucose, acetoin and
butanediol in the supernatant were analyzed by high res-
olution reverse phase high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) using methodology reported previously
(Cristiano-Fajardo et al. 2019) with minor modifications.
Briefly, 20 pl of the sample was loaded to an Aminex
HPX-87H column (7.8 x 300 mm; Bio-Rad Laboratories
Inc., California, USA) and separated by using a Waters
2695 HPLC system (Waters Corporation, Massachusetts,
USA). Acetoin was determined by absorbance at 210 nm
and glucose and butanediol by refraction index. H,SO,
5 mM was used as mobile phase with a flow of 0.6 mL/
min. Column temperature was adjusted at 50 °C. Pure
glucose, acetoin and butanediol (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA) were used as standards.

Surfactin and bacillomycin concentration

A 1 mL sample was collected from the shaken flasks
and bacterial cells were removed from the medium as
described above. The supernatant was loaded to a Zor-
baxSB-C18 column (4.6 mm x 150 mm; Agilent Tech-
nologies, Palo Alto, CA, USA) and separated by HPLC
by using a Waters 2695 HPLC system. The mobile phase
was composed by 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in
water (phase A), and 0.1% TFA in acetonitrile (phase
B). Samples were eluted for 14 min using 40% of phase
B at 32 °C with a flow rate of 0.3 mL/min, followed with
a linear gradient of 40—-85% for 1 min and maintained at
85% for another 36 min; finally a new linear gradient of
85-40% for 1 min, continued at 40% for 8 min. The elu-
tion pattern was monitored by determining absorbance
at 205 nm. Pure surfactin and iturin (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA) were used as standards.

Poly-y-glutamic acid concentration and mean molecular
weight

Concentration of y-PGA and mean molecular weight
(MW) in the supernatant was determined by gel permea-
tion chromatography (GPC) using methodology reported
previously (Cristiano-Fajardo et al. 2019). Summarizing,
100 pl of cell-free supernatant was loaded into serial con-
nected Ultrahydrogel columns (UG500/Linear; Waters
Corporation, Massachusetts, USA), using a Waters 2695
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HPLC system. y-PGA was eluted with 0.1 M NaNO,
using a flow rate of 0.8 mL/min, columns temperature
was adjusted at 38 °C. y-PGA was detected with a refrac-
tive index detector (Waters 2414, USA). Pure y-PGA
(Sigma-Aldrich Inc., Missouri, USA) solutions were used
as standards for polymer concentration calculation and
poly(ethylene oxide) (Waters Corporation, Massachu-
setts, USA) with MWs in the range of 24-933 kDa were
used as standards for mean MW.

Genome sequencing, assembly an annotation

Genomic DNA from B. velezensis 83 was sent to MOgene
Genome Sequencing Services (Mogene LC; St. Louis,
MO, USA) with the following requests: libraries of 350 bp
fragment size and paired end sequencing (2 x 250 bp)
in MiSeq sequencer. The total number of reads was
about ~ 7,000,000 paired reads that represents a genome
coverture ~400X. Genome assembly was performed as
described previously in Pérez-Carrascal et al. (2016).
Briefly, a combined de novo and reference-based assem-
bly was obtained with the Spades Genome Assembler
(SPAdes; Bankevich et al. 2012). First, the SPAdes con-
tigs were aligned, using NUCmer (Kurtz et al. 2004), to
the complete genome of B. velezensis YAU-B9601-Y2 the
closest phylogenetic relative to B. velezensis 83 (Hao et al.
2012). Second, the Illumina reads were mapped onto the
contigs assembly, oriented according the 5’-3"directions
of their pair-ends, and joined manually with Consed
(Gordon et al. 2013). At the end, we obtained a sin-
gle contig representing a closed circular chromosome
3,997,902 bp length. The protein-coding regions (ORES,
open reading frames) were predicted with Glimmer 3.02
(Delcher et al. 2007). The ORFs model was uploaded into
Artemis 12.0 (Carver et al. 2012) to make ORFs frame
rectifications and register manual annotations. Func-
tional descriptions of genes were obtained by BlastX
searches of the complete set of ORFs against the non-
redundant database of the GenBank (Benson et al. 2008).
A best-blast hits table was created with the parameters
of the percentage of identity and similarity, coverture of
the ORFs, coordinates of the matches, and the annotated
function of the protein. Additional comparisons with the
Conserved Domain Database (CDD) of the GenBank
(Marchler-Bauer et al. 2015), Interpro (Mitchell et al.
2015), and IS-database (Siguier et al. 2006), contributed
to confirm the GenBank-based annotations and to solve
controversial cases. COG annotation was done using the
NCBI COGs database (Tatusov et al. 2000) with BlastP
comparisons (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) with the
minimal similarity of 30% and e-value<1 X107 The
whole genome sequence of B. velezensis 83 was deposited
in GenBank under the accession number CP034203.
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Genome analysis

Genome analysis was performed following the stand-
ard methodology described in Gonzdlez et al. (2019).
In short, the pangenome model was obtained with the
Bacterial Pangenome Analysis program (BPGA), by set-
ting the USEARCH clustering algorithm to the default
values (the minimal identity of 50% and 20 combina-
tions) (Chaudhari et al. 2016). The phylogenetic tree was
done in MEGA-6 evolutionary analysis software (Tamura
et al. 2013) by Maximum Likelihood (ML) method using
the JTT matrix (Jones et al. 1992) and bootstrap of 1000
replicates.

The accessory genome obtained with BPGA, was rep-
resented in a heatmap of presence and absence of genes
and schematized with heatmap.2 (R’s gplots package;
https://rdrr.io/cran/gplots). Genome comparisons were
illustrated by circular maps obtained with GenVision of
DNASTAR (Lasergene Core Suite (https://www.snapg
ene.com). Whole-genome comparisons were performed
with selected Bacillus strains using Average Nucleotide
Identity (ANI) calculated with JSpecies (Richter et al.
2016), and MUMmer 3.06 (Kurtz et al. 2004). Prophage
searches were done with the Phaster program (Arndt
et al. 2016).

Statistical analysis

All data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) and Tukey comparison procedure assuming
equal variances using Minitab" 17 Statistical Software
(Minitab, LLC, Pennsylvania, USA).

Results

B. velezensis 83 is a biological control agent and plant
growth-promoting bacteria

Mango anthracnose severity was reduced in trees treated
with B. velezensis 83 at three different doses, and fruit
damage was similarly to those fruits harvested from trees
with chemical conventional treatments (Captan 50 PH""
or Cupravit hydro™). The highest anthracnose severity
in Kent mango fruits was found in the control treatment
(Table 1). In maize, the application of B. velezensis 83 to
the root caused an increase of 12% in height (Fig. 1a) of
the seedlings, however, it has no effect on their shoot bio-
mass (Fig. 1b) but an increase of 45% of the root biomass
(Fig. 1c) of the seedlings was observed with respect to the
uninoculated control. When the treatment was applied to
seeds, the growth-promotion capacity of B. velezensis 83
was also evident. With respect to the control, the applica-
tion of B. velezensis 83 caused an increase of 38% of the
height and 88% of the shoot biomass, even if no effect on
the root biomass was observed.
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Table 1 Severity and biocontrol efficacy of B. velezensis 83
in mango ocharchs

Treatment Severity Efficacy (%)
Fungifree AB™ (1 g/L) 48a 659
Fungifree AB™ (2 g/L) 24a 829
Fungifree AB™ (3 g/L) 2.8a 80.5

Captan 50 PH™ 2.1a 854
Cupravit Hidro™ 24a 829

Control 14.2b 0

Different letters indicate significant differences among the treatments at P < 0.05

Genomic and pangenomic features of B. velezensis 83

The complete genome of B. velezensis 83 consists of
3,997,902 bp with an average G+ C content of 46%, 7
copies of the rRNAs operon (16S, 23S and 5S RNA) and
68 tRNA genes. The genome was predicted to encode
3752 coding sequences (CDS) of which 3255 were func-
tionally annotated, whereas 497 were hypothetical. A
total of 2892 CDS were assigned to COGs (cluster of
orthologous groups). Functional classes defined by COGs
indicate that B. velezensis 83 harbor a high propor-
tion of proteins involved in carbohydrate (COG G) and
amino acids transport and metabolism (COG E), as well
as in transcription (COG K). The pangenome model of
27 selected strains of B. velezensis (including B. velezen-
sis 83) and B. amyloliquefaciens strains approaches an
asymptote (Additional file 1. Fig. S1) indicating, as in
other Bacillus species, that B. velezensis has a closed
pangenome structure and limited variation in gene con-
tent. The pangenome size consist of 5263 gene families,
of which 2683 belong to the core genome, 1928 gene
families in the accessory component, and a total of 652
unique gene families unevenly distributed in the 27 B.
velezensis strains. Particularly, only 12 genes were unique
in B. velezensis 83, most of them were hypothetical. The
accessory genome described by a heatmap of presence/
absence of genes indicates that although B. velezensis
belongs to a clade with very related strains, each one
still has some genetic differences that make each strain
unique (Fig. 2).

Taxonomic affiliation of strain 83

Based on phylogenetic analysis of the 16S ribosomal
genes, Bacillus strain 83 was initially classified as Bacil-
lus subtilis (Galindo et al. 2013). To review this classifi-
cation in the light of genome sequence presented here,
we performed pairwise whole-genome comparisons
between this strain and other Bacillus species using the
Average Nucleotide Identity (ANI) (Richter et al. 2016).
The results indicate that B. subtilis 83 is closely related to
B. velezensis (ANIm >97%, Additional file 1. Fig. S2). To
support this observation, we did a phylogenomic analysis
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Fig. 1 Growth-promoting effect of B. velezensis 83 on maize seedlings. a Height (cm) of the seedlings, b Shoot biomass (g) dry weight (DW) of the
seedlings, ¢ Root biomass (g) dry weight (DW) of the seedlings. Bv 83/root: Fungifree AB™ treatment to the root, Ctrl/root:; without treatment to
the root, Bv 83/seed: Fungifree AB™ treatment to the seed, Ctrl/seed: without treatment to the seed. d Aspect of the root of seedlings of Ctrl/root
and Bv 83/root treatment. e Aspect of the shoot of seedlings of Ctrl/root and Bv 83/root treatment. N=15. Different letters indicate statistically
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using 20 core housekeeping genes determined from the
pangenome analysis of 27 B. velezensis strains (including
strain 83). The phylogenetic tree, located the B. subtilis 83
together strains of B. velezensis, Bacillus methylotrophi-
cus, and B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, into a

very related clade forming the recently recognized spe-
cies called B. velezensis (Fig. 3) (Dunlap et al. 2015; Fan
et al. 2017). Although B. velezensis and B. amyloliquefa-
ciens are known plant growth-promoting bacteria, strains
of the former are commonly associated with plants while
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the latter is constituted by soil-borne strains (Fan et al.
2017). These results support place B. subtilis strain 83
within B. velezensis species and allow us to correct its
previous wrong classification.

Genes related to biological control and sporulation

Genomic comparisons of B. velezensis 83 with the
strains B. velezensis FZB42, B. velezensis YAUB601-Y2,
B. amyloliquefaciens DMS7 and B. subtilis 168, showed
high conservation and collinearity in the chromosomal
sequence (Fig. 4). The genome of B. velezensis 83 harbors
ten gene clusters dedicated to the synthesis of biocon-
trol metabolites (Table 2) with high genomic homology
with B. velezensis FZB42 (Additional file 1. Table S1),
covering about 8.2% of its genome. The genome of B.
velezensis 83 contains five Non-Ribosomal Peptide Syn-
thetases (NRPS) and three Polyketide Synthases (PKS)
gene clusters. The sfp gene coding for the 4’-phospho-
pantetheinyl transferase responsible for the conversion of
the apo-ACP domains of PKS and NRPS to their active
holo-forms, was also identified in this strain together
with the regulatory gene yczE. The predicted products

of these NRPS gene clusters are the lipopeptides sur-
factin (srfA), bacillomycin (bmy) and fengycin (fen), the
siderophore bacillibactin (dhb) and the dipeptide baci-
lysin (bac). In the PKS gene cluster, the genes encoding
for macrolactin (min), bacillaene (bae) and difficidin
(dfn) were identified. In addition, a gene cluster probably
involved in the production of the lantibiotic amylocycli-
cin, and the pur gene cluster for synthesis of a nematicide
compound were located (Xia et al. 2011). However, B.
velezensis 83 showed some incomplete gene clusters. For
instance, the cluster for subtilin (spa) synthesis presents
only five genes (spaEFGRK) out of ten reported; lack-
ing those genes involved in the synthesis and transport
of subtilin (Stein et al. 2002). The gene cluster for mer-
sacidin (mrs) synthesis was also partially present, as only
five genes (mrsK2, mrsR2, mrsFGE) out of ten reported
were found; the genes for synthesis, modification and
export of mersacidin are absent, keeping only those for
regulation and immunity for this antibiotic (Schmitz
et al. 2006). The results indicate that B. velezensis 83 may
produce a wide repertoire of metabolites with biocontrol
properties. The sporulation capacity of Bacillus has been
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Fig. 3 Taxonomic affiliation of B. velezensis 83. The phylogenomic tree was performed with 20 concatenated genes of the core families determined
with BPGA (Chaudhari et al. 2016; see methods). Bacillus strains were selected from the phylogenomic neighbor joining tree reported in Dunlap
etal. (2015). The tree is the result of 1000 replicates using the maximum likelihood method (ML) in MEGA program (Tamura et al. 2013). Red dot

indicates the position of B. velezensis 83

exploited by the biopesticide industry to the prepara-
tion of powder formulations because spores are easier to
handle and store, presenting a longer shelf life compared

to liquid preparations. The sporulation process of Bacil-
lus strains is carried out through the SpoOA pathway
(Romero 2013; Liaqat et al. 2013; Yan et al. 2016) and the
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Table 2 Genes involved in
metabolites in B. velezensis 83

synthesis of biocontrol

Metabolite  Gene cluster Size (kb) Position

Surfactin srAABCD 26.1 320,917-347,075
Macrolactin mInABCDEFGHI 53.2 1,404,749-1,458,017
Bacillaene baeBCDE,acpKbacGHI  71.7 1,714,735-1,787,205

LMNRS

Bacillomycin ~ bmyCBAD 36.9 1,890,815-1,928,064
Fengycin fenEDCBA 376 1,950,976-1,988,645
Difficidin dfnMLKJIHGFEDCBXYA 69.1 2,308,397-2,377,919
Amylocyclicin - acnFEDCAB 4.0 3,085,092-3,089,264
Bacillibactin dhbFBECA 1.7 3,061,830-3,073,566
Bacilysin bacEDCBA 4.7 3,661,180-3,665,866
Nematicide pur(EKBCSQLFMNHD) 12.7 638,387-651,184

lack of some genes for the signaling cascade can affect the
sporulation process (Branda et al. 2001; Yan et al. 2016).
As predictable, in the genome of B. velezensis 83, all the
genes involved in the different stages of the sporulation
process (Additional file 1. Table S2), described by other
authors (Romero 2013; Lépez and Kolter 2010; Tan and
Ramamurthi 2013) were found. Ten genes coding for Rap
(response regulator aspartate phosphatase) proteins (Rap
A1,-A2,-B,-C,-D,-E-H,-J,-K1 and -K2) and three genes
coding for Phr peptides (PhrA,-C-K) were identified. The
interaction between Rap protein-Phr peptide results in a
regulatory system which function is being the communi-
cation bridge between sporulation and competence pro-
cess in B. subtilis (Schultz et al. 2009), the competence
is a physiological state through the cell uptakes of exog-
enous DNA through which genomic diversity and evolu-
tion is generated (Brito et al. 2018).

Genes related to plant-bacteria interaction

B. velezensis 83 genome harbors genes involved in dif-
ferent process of plant-bacteria interaction (Additional
file 1. Table S3). For biofilm formation, the operon for
exopolysaccharide (epsA-O) synthesis and the operon
ygxM-sipW-tasA for TasA protein fibers synthesis, are
present (Al-Ali et al. 2018). Besides, genes coding for
other biofilm components (Marvasi et al. 2010), such as
the y-polyglutamic acid polymer (pgdS, pgsEACB), the
levansucrase (sacB) enzyme, and the proteases bacil-
lopeptidase F (bpr), glutamyl endopeptidase protein
(mpr), epr subtilisin family serine protease protein (epr),
bacillolysin (npr) and the extracellular serine protease
protein (vpr), were all found. Several genes exclusively
present in Bacillus strains associated to plants were also
found in B. velezensis 83 genome. That genes are involved
in carbohydrate metabolism and plant cell wall degrada-
tion as described by Borriss et al. (2011), like amylase E
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(amyE), cellulase (bglC), xylanase (xynACD), galactoki-
nase (gall), and betaglucanase (bg/CS). To assess the
potential of B. velezensis 83 as plant growth-promoting
bacteria, we also looked for genes already reported to
promote the plant growth (Belbahri et al. 2017). Three
different pathways described (Idris et al. 2007) for syn-
thesis of the auxin indole acetic acid (IAA) were found: 1)
the one of indole-3-pyruvate (IPyA) dependent of tryp-
tophan transaminase gene clustering (patB, YcIC, YciB,
DhaS) products, 2) that of indole-3-acetonitrile (IAN) in
which the nitrilase gene (ykcX) product acts, and 3) an
uncharacterized IAA biosynthesis pathway in which the
product of the gene acetyltransferase (ysnE) participates.
The gene coding the protein involved in auxin excretion
(ywkB) was also found. In addition, the cluster (alsDSR)
encoding a a-acetolactate synthase for the synthesis of
acetoin and 2,3-butanediol was present. Interestingly,
even though B. velezensis 83 was isolated from mango
tree phyllosphere, the strain has all the necessary genes
to establish a rhizosphere plant-bacteria interaction.
Therefore, in addition to control foliar phytopathogens,
B. velezensis 83 seems to have the potential to be a bio-
logical control agent for root phytopathogens, probably
eliciting ISR and/or promoting root growth.

Phenotypic differences between B. velezensis 83 and B.
velezensis FZB42.

B. velezensis 83 and B. velezensis FZB42 (reference
strain) had >98% of identity (Additional file 1. Fig. S2).
Through an in vitro co-culture assay with A. thaliana we
showed the plant growth promotion effect of B. velezen-
sis 83, it was compared with that caused by B. velezen-
sis FZB42 and also both strains were compared against
a control (uninoculated seedlings) (Fig. 5). After two
days, B. velezensis 83 promoted the growth of A. thali-
ana, in contrast to the inoculation with B. velezensis
FZB42, which had a suppressive effect over plant growth.
There were no significant effects in terms of shoot bio-
mass of A. thaliana caused by B. velezensis 83 inocula-
tion (Fig. 5a); however, the main effect was observed
in the root biomass (Fig. 5b). B. velezensis 83 increased
significantly the lateral root number (102% more than
the control) (Fig. 5¢). This was similar to data reported
for other Bacillus strains (Ryu et al. 2004, 2005; Lépez-
Bucio et al. 2007; Niazi et al. 2014; Asari et al. 2016, 2017;
Verbon and Liberman, 2016; Islam et al. 2016; Kuan
et al. 2016). Surprisingly, seedlings inoculated with B.
velezensis FZB42 had only 69% and 73% shoot and root
biomass (FW), respectively, as compared with the con-
trol. Furthermore, there were significant differences in
other parameters of plant growth caused by both strains
in A. thaliana: the primary root length, root density, lat-
eral root length, shoot number, shoot diameter and total
biomass were increased when using B. velezensis 83 but
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decreased when using B. velezensis FZB42 (Additional  colonization. It was observed that B. velezensis 83 colo-
file 1. Fig. S3). Something characteristic of the inocula-  nized forming a well defined and robust biofilm follow-
tion of each strain was the bacterial pattern of seedling ing the contour and development of the roots of each
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seedling, while B. velezensis FZB42 had an exacerbated
growth and colonized extending its biofilm beyond the
root and also invading the seedling shoot (Fig. 5d).

To test the functionality of some B. velezensis 83 gene
clusters coding for synthesis of secondary metabolites
related with biological control and plant interaction, sev-
eral in vitro experiments were carried out (Fig. 6). With
the culture conditions used in this study, B. velezensis
83 reached a maximum biomass of 3.3 x 10° cell/mL
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(Fig. 6a), the stationary growth phase started after glucose
and acetate were depleted in the medium (Additional
file 1. Fig. S4). Surfactin and bacillomycin production was
detected since 12 h of culture. B. velezensis 83 produced
up to 3.4 mg/L of surfactin (Fig. 6b) and 23.2 mg/L of
bacillomycin (Fig. 6¢). The y-PGA was produced between
the 12" and 36" h of cultivation, the maximum y-PGA
concentration was 1.4 g/L (Fig. 6d) and it was associated
with the increase of apparent viscosity (3.9-4.9 cp) in the

Fig. 6 B velezensis 83 vs B. velezensis FZB42 secondary metabolites production in liquid culture. a Biomass (cell/mL), b surfactin (mg/L),
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media. The y-PGA MW was 1.8-2.0 MDa, but this com-
pound was consumed after glucose depletion in the cul-
ture media (Additional file 1. Fig. S4). The production of
2,3-butanediol and acetoin were associated with biomass
growth and glucose metabolism; nevertheless, 2,3-butan-
ediol was consumed when glucose was depleted in the
media. The maximum 2,3-butanediol concentration was
6.97 g/L (Fig. 6e) and acetoin was 9.51 g/L (Fig. 6f). On
the other hand, the strain B. velezensis FZB42 showed a
similar behavior in glucose consumption, as well as ace-
tate, 2,3-butanediol and acetoin production. Neverthe-
less, the main differences observed between B. velezensis
83 and B. velezensis FZB42 strains were the maximum
growth, y-PGA as well as lipopeptides production. With
the culture conditions used in this work, B. velezensis
FZB42 did not produce y-PGA but instead produced
more biomass (5.8 x 10° cell/mL), and more surfactin
(34.5 -39 mg/L since 12 h of culture time) and bacillomy-
cin, than B. velezensis 83. We know that the gene clus-
ter (pgdS, pgsEACB) involved in the synthesis y-PGA are
present in both strains B. velezensis 83 and B. velezensis
FZB42 and they are of high identity (98%). Neverthe-
less, is known that B. velezensis 83 is a glutamic acid
independent y-PGA producing strain (Cristiano-Fajardo
et al. 2019) as other few Bacillus strains (B. subtilis C10,
Bacillus licheniformis A13, B. licheniformis TISTR 1010,
B. methylotrophicus, B. subtilis NX2, B. amyloliquefaciens
LL3) which only need glucose and NH,Cl as carbon and
nitrogen sources, respectively, for y-PGA synthesis (Cao
et al. 2011; Hsueh et al. 2017; Sha et al. 2019). In contrast,
lack of y-PGA production by B. velezensis FZB42 could
be explained due to a glutamate dependent mechanism.
Therefore, B. velezensis 83 in addition to being a biologi-
cal control agent and plant growth-promoting bacteria,
is a new B. velezensis reported in the list of glutamate-
independent y-PGA producer strains reported recently
(Sirisansaneeyakul et al. 2017).

A BlastP analysis (70% coverage with 50% iden-
tity) between B. velezensis 83 and B. velezensis FZB42
genomes shown that these two strains share 3475 core
genes. In B. velezensis 83 genome there were 371 unique
genes, 57% of them were genes with known function,
40% hypothetical proteins, 3% phage sequences and 1%
kinase genes, while in B. velezensis FZB42 genome there
were 262 unique genes. In B. velezensis 83 the cysTWA
gene cluster (sulfate permease) and the sbp gene (sulfate
ABC transporter substrate-binding protein) were found,
these genes provide the ability to assimilating sulfite as
well as thiosulfate to bacteria as sulfur sources (Guédon
and Martin-Verstraete, 2006). Furthermore, cysTWA
, sbp and cysP (thiosulfate transporter) genes complete
the synthesis pathway of amino acid cysteine which has
only been reported for the B. subtilis BD170 strain and
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other bacteria such as Escherichia coli and Salmonella
typhimurium (Mansilla and de Mendoza, 1997). Cysteine
is an amino acid present in antimicrobial peptides of
ribosomal synthesis as bacteriocins (Abriouel et al. 2011)
and other peptides as subtilisin (Graycar et al. 2013),
surprisingly subtilin and mersacidin gene cluster were
incomplete and only three genes for subtilisin (serine
proteases: apr, aprx and epr) were found in B. velezensis
83 genome. Some Bacillus spp. strains also produce sul-
fure containing VOC such as carbon disulfide, dimethyl-
trisulfide and thiophene, which has been reported with
antifungal activity (Caulier et al. 2019). Other relevant
genes such as quorum-sensing (QS) pheromone comX,
rap proteins (rapKl, rapK2 and rapH) and phrK pep-
tide were identified as unique genes. In B. subtilis group
ComX pheromone determines the pherotype and that
the social communication cell-cell to stablish commu-
nity structures within and between biofilms (Kalamara
et al. 2018). ComX is the first signal to activate the tran-
scription factor ComA which regulates the expression
of several genes involved in the sporulation-competence
signal transduction network (Schultz et al. 2009) as well
as the production of surfactin, exoproteases and extra-
cellular matrix for biofilm formation (Kalamara et al.
2018). ComX also could be different for strains of the
same specie as reported for Bacillus spp. strains isolated
from rhizoplane of tomato plants, which also showed
different growth promotion effect over the plants (Osli-
zlo et al. 2015). There are two groups of Rap proteins,
those that show phosphatase activity (RapA, RapB, RapE,
RapH and Rap]) over effector response regulators (RR)
and those that exert their function blocking the DNA-
binding activity (RapC, RapF, RapG, RapH, and RapK)
of their RR target, each Rap protein is specifically inhib-
ited by a Phr peptide (Gallego del Sol and Marina, 2013).
RapH protein negatively regulates srfA expression in B.
velezensis MT45 and B. velezensis DSM7 (Zhi et al. 2017)
and RapK-PhrK regulates the expression of several genes
known to be activated directly by ComA (competence-
sporulation genes) and indirectly by SpoOA (sporulation-
biofilm genes) (Auchtung et al. 2006).

Discussion

B. velezensis 83 is an efficient biocontrol agent of mango
anthracnose and plant growth-promoting bacteria of
maize. México is one of the biggest worldwide mango
exporters, for this reason Mexican mango orchards are
worked carefully to obtain fruit with phytosanitary qual-
ity for its competitiveness in the international market.
This means that mangoes pests (like fruit fly) and dis-
eases (like anthracnose) must be absent at the harvest day
as well as during the time of storage previous to its com-
mercialization at the final export destination (21 days
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for boat transport from México to Japan). When chemi-
cal products are used for the control of anthracnose, it
is important to ensure that the maximum residue limits
(MRLs) of pesticides are under the maximal concentra-
tion allowed by international standard. Therefore, the
relevance of biological control with B. velezensis 83 lies
in the fact that it is an innocuous product for human
consumption, whose application is efficient for the con-
trol of anthracnose in mango Kent (between 65 and 80%)
such as treatments with agrochemicals (Captan 50 PH"™
or Cupravit hydro"'). B. velezensis 83 produces, in vitro,
bacillomycin D, a lipopeptide that inhibits both spore
germination and mycelial growth, propidium iodide
staining of spores and mycelium showed that bacillo-
mycin D caused damage to the cell membranes of C.
gloeosporioides, affecting directly its viability (Luna-Bul-
barela et al. 2018). Interestingly, B. velezensis 83 genome
harbors three gene clusters coding synthases dedicated
to the production of antifungal compounds, including
the lipopeptide fengycin, the siderophore bacillibac-
tin and the dipeptide bacilysin, which could contribute
to its ability for the biocontrol of mango trees anthrac-
nose. Other Bacillus strains have similar antimicrobial
compounds production and biocontrol capacity. For
example, a 70% of control for crown rot causing patho-
gens (Lasiodiplodia theobromae, Thielaviopsis paradoxa,
Colletotrichum musae and Fusarium verticillioides) was
obtained in postharvest banana fruits inoculated with
B. amyloliquefaciens DGA14 (10% cfu/mL) (Alvindia,
2013). B. amyloliquefaciens GYL4 (10*~10® cfu/mL) dis-
played between 46-93% of control efficacy on anthrac-
nose of cucumber (Kim et al. 2016), B. velezensis RC 218
(10*-10° cfu/mL) (Palazzini et al. 2016) and B. velezen-
sis TrigoCor1448 (>10® cfu/mL) (Crane et al. 2013) were
able to control the Fusarium head blight in wheat.

B. velezensis 83 as plant growth-promoting bacteria
had a different effect on the growth of the maize seed-
lings development depending on the phenological state
of the maize, application to root seedling promoted the
root development, in contrast application in seed state
promoted the shoot development. Traits as phosphate
solubilization, auxin and VOC (as 2,3-butanediol and
acetoin) production by B. velezensis 83 could be involved
in the growth promotion of maize as has been reported
for other strains (Bentes et al. 2019; Cui et al. 2019). Plant
hormone homeostasis is affected by PGPR production of
auxins, ethylene, gibberellins, abscisic acid, salicylic acid,
jasmonic acid, and different effects are observed on shoot
or root system, being auxin the main hormone which
regulates the plant growth and development (Tsukanova
et al. 2017). PGPR production of auxins promotes plant-
PGPR interaction, activates jasmonic acid dependent
plant resistance, affects the expression of genes involved
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in auxin synthesis and transport (influx and efflux carri-
ers), the PGPR colonization site affect the auxin gradient
in the plant and also the bacterial VOC affect the auxin
genes expression (Tsukanova et al. 2017). However, it has
been reported that auxin has a complex crosstalk net-
work (involving gene expression, signal transduction, and
metabolic conversion process) with cytokinin and eth-
ylene to coordinate the root development in A. thaliana
(Liu et al. 2017a, b), thus the PGPR could affects several
physiological processes in the plant at the same time.

In order to show the plant growth promotion effect,
B. velezensis 83 was used in the in vitro assays with the
model plant A. thaliana using 10° cfu/mL for in vitro
inoculation, because a higher concentration of B. velezen-
sis 83 cells (> 107 cfu/mL) had a growth suppressive effect
on A. thaliana (data not shown). On the other hand, B.
velezensis FZB42 in 10 cfu/mL concentration of bacte-
ria did not show sufficient growth in the stria to gener-
ate reproducible results on the A. thaliana seedlings
(data not shown). The plant growth promotion activ-
ity by B. velezensis FZB42 on Lemna minor plantlets
(grown in 48-well microtiter plates) was dependent on
the concentration of bacterial culture filtrate (%) or the
quantity of growing bacterial cells (cfu) added (Idris
et al. 2007). The higgest stimulatory effect on L. minor
plantlets was using 2 x 10° cfu of B. velezensis FZB42,
the result was attributed to the IAA production by this
strain. Also, the authors reported that the lowest dilu-
tion of bacterial culture filtrates (0.1%) had a stimulatory
effect on the seedling growth, but the highest concentra-
tion of bacterial growing cells (1 x 10’ cfu) added had a
negative effect on plantlets growth (Idris et al. 2007). B.
velezensis FZB42 (former B. amyloliquefaciens FZB42)
inoculation (10° cfu/mL) promoted the plant growth of
A. thaliana under non-stress and saline conditions, the
strain enhanced a 28.3% and 27.2% the shoot biomass
dry weight at 0 and 100 mM NaCl compared with non-
inoculated seedlings, respectively, nevertheless the effect
on the root biomass dry weight was not considered in
their evaluation. The inoculation of B. velezensis FZB42
increased the expression of auxin and photosynthesis
related genes on A. thaliana (Liu et al. 2017a, b).

This study showed the capability B. velezensis 83 to syn-
thetize in vitro antimicrobial compounds such as bacil-
lomycin D, ISR elicitor compounds as surfactin, growth
promotion compounds such as acetoin and 2,3-butan-
ediol, and also the biopolymer y-PGA (a biofilm com-
ponent). The in vitro results of secondary metabolites
production and B. velezensis 83-A. thaliana co-cultures
assays suggest that the capacity of B. velezensis 83 to syn-
thesize high concentration of y-PGA and low concentra-
tion of surfactin (in contrast with B. velezensis FZB42)
which contributed significantly to the pattern of biofilm
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formation on the root and resulted in a positive effect on
seedling growth. The lipopeptides and polyketides com-
pounds have the fundamental function of inhibiting plant
pathogens (Mongkolthanaruk 2012); on the other hand,
surfactin is a metabolite known for its antimicrobial
activity, elicitor of the plant immune response and bio-
film promoter (Ongena and Jacques 2007; Jourdan et al.
2009). Some components of the culture medium such as
carbon, nitrogen and metal ion sources, were determi-
nant of the level of production of antifungal activity of
Bacillus sp. BH072 against Aspergillus niger, B. cinerea
and E oxysporum (Zhao et al. 2014). The y-PGA could
improve the abilities of B. amyloliquefaciens C06 cells to
attach to smoot surfaces, to form biofilm and colonies, as
well as to swarm on semisolid surface in vitro, is critical
for increasing the robustness and complex morphology of
the colony biofilm (Yu et al. 2016). B. subtilis y-PGA pro-
ducer cells had a higher root colonization efficiency (cfu
of root-associated B. subtilis cells per gram of collected
soil) than y-PGA non-producers B. subtilis cells. Indeed,
Y-PGA production improves colonization efficiency of B.
amyloliquefaciens C06 on apple surface (Liu et al. 2010).
In terms of VOC production, 2,3-butanediol and ace-
toin of B. subtilis GB03 and B. amyloliquefaciens IN937a,
can reduce infection severity of A. thaliana seedlings by
Erwinia carotovora subsp. carotovora strain SCC1 (Ryu
et al. 2004). These VOCs also trigger plant growth pro-
motion in A. thaliana (Farag et al. 2013). Several VOC
structures produced by B. amyloliquefaciens UCMB5113
were identified by GC-MS analysis, different VOC pro-
files were found depending on the growth medium com-
position (Asari et al. 2016). On the other hand, acetoin
and butanediol activated the abscisic and salicylic acid
signaling networks in A. thaliana and Nicotiana bentha-
miana (tobacco), stimulating the production of nitric
oxide and hydrogen peroxide during stomatal closure,
which may prevent the plant from microbial infection
(Wu et al. 2018).

Phenotypic differences between strains of high
genetic homology may be caused by differences in
the methylation patterns of the genes as a result the
presence of different restriction-modification genes
between the strains. For example, the type I restric-
tion-modification DNA-methyltransferases hsdMSR
was found in B. velezensis UCMB5113 and Atl strains
and methyltransferase BamHIM-restriction enzyme
BamHI complex, was uniquely identified in B. velezen-
sis UCMB5007 and UCMB5044 strains. These meth-
yltransferases can interfere in the sequences of the
promoters in the genes (i.e. in the transcriptional
regulator SigA which in turn regulates other sigma
factors) which affects their expression and causes phe-
notypic differences between the strains when faced
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with environmental stimuli (Reva et al. 2019). In terms
of gene expression, the B. amyloliquefaciens LL3 strain
is a model because it is a glutamate-independent
producer of y-PGA and several mutants have been
constructed. The mutant B. amyloliquefaciens LL3
ApgsBCA (non-producer of y-PGA) showed a signifi-
cant increase in the expression levels of the genes for
synthesis of the antibiotics bacillaene, surfactin, iturin
and fengicin (Gao et al. 2017). These authors suggest
that the synthesis of these four antibiotics directly or
indirectly affects the synthesis of y-PGA and vice versa,
in particular the synthesis of iturin and y-PGA depends
on the same substrate (glutamates or glutamines) and
on the acetyl-coA of the TCA that is part of the syn-
thesis machinery of both compounds. Also, the mutant
B. amyloliquefaciens LL3 Asrf (non-producer of surfac-
tin), shown defects in biofilm formation and swarming,
but increased y-PGA production by~24% more than
B. amyloliquefaciens LL3 wild strain (Gao et al. 2017).
B. amyloliquefaciens LL3 has the complete pathway
for synthesis of iturin, however, the lipopeptide could
not be detected in the culture medium also with the
y-PGA synthetase knockout strain NK-ALP (non-pro-
ducer y-PGA), but B. amyloliquefaciens C2LP (derived
from NK-ALP) showed a considerable increase in the
expression levels of the iturin synthesis genes due to
the insertion of a constitutive promoter (C2up) in the
iturin operon (Dang et al. 2019). B. amyloliquefaciens
MT45 was able to achieve a tenfold surfactin produc-
tion in comparison to the very close-related strain B.
amyloliquefaciens DSM17 (Zhi et al 2017). The high
production of surfactin in B. amyloliquefaciens MT45
was due to factors such as: a) the amount of ABC
transporter proteins in the cell (as this contributes to
detoxification of surfactin and to the assimilation of
glutamate); b) the overexpression of genes related to
nitrogen metabolism (important for amino acid synthe-
sis); and c) changes in central carbon metabolism and
lipid synthesis. B. amyloliquefaciens MT45 has eight
encoding genes ABC transporters and two resistance-
related genes and has been suggested that they favor
the production of surfactin because they provide resist-
ance to the cells against the antibiotic. On other hand,
it has been shown that~23% of the B. amyloliquefa-
ciens FZB42 genes that showed changes in expression
levels in the presence of maize plant root exudates (Fan
et al. 2012), were genes of unknown function of which
nineteen genes were unique to the strain and 15%
were hypothetical or putatively functioning proteins.
Therefore it is probable that the differences observed
between B. velezensis 83 and B. velezensis FZB42 in
this work about the production of surfactin, bacillomy-
cin, y-PGA, as well as in the formation of biofilm, are
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due to differences in gene regulation and expression
related to the srf, bmy and y-PGA gene clusters and also
of unique genes as has been showed for other Bacillus
spp. strains.

In conclusion, B. velezensis 83 is an efficient biocon-
trol agent of mango anthracnose and plant growth-pro-
moting bacteria of maize and A. thaliana. B. subtilis 83
was reclassified as B. velezensis 83 according to a phy-
logenomic analysis. B. velezensis 83 genome harbors the
genes to produce numerous secondary metabolites that
are determinant for plant-bacteria interaction, sporu-
lation, biocontrol and PGPB activity. B. velezensis 83
strain has all the necessary genes to establish a rhizos-
phere plant-bacteria interaction. Therefore, in addition
to control foliar phytopathogens, B. velezensis 83 has the
potential to be a biological control agent for root phy-
topathogens, probably eliciting ISR and promoting root
growth. Our results are evidence that the B. velezensis 83
and B. velezensis FZB42 strains are phenotypically differ-
ent, despite the fact that they have high genetic identity
(>98%), and it allows us to highlight the importance of
the complementarity of the genomic sequencing with
in vitro test and plant assays to identify B. velezenusis
83 as a new effective strain for biological control, plant
growth promotion and glutamate-independent y-PGA
production.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Bacillus spp. are well known plant growth promoting bacteria (PGPB) and biological control agents (BCA) due to
Bacillus velezensis 83 their capacity to synthesize a wide variety of phytostimulant and antimicrobial compounds. B. velezensis 83 is a

Plant growth promotion
Biological control
Greenhouse grown tomato

strain marketed in Mexico as a foliar biofungicide (Fungifree AB™) which has been used for biological control of
five different genera of phytopathogenic fungi (Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis, Sphaerotheca, Leveillula) in crops
of agricultural importance such as mango, avocado, papaya, citrus, tomato, strawberry, blueberry, blackberry
and cucurbits, among others. In this work, the potential of plant growth promotion of B. velezensis 83 was
evaluated on different phenological stages of tomato plants as well as the biocontrol efficacy of B. velezensis 83
formulations (cells and/or metabolites) against B. cinerea infection on leaves and postharvest fruits. Greenhouse
grown tomato plants inoculated with a high concentration (1 x 10% CFU/plant) of B. velezensis 83 yielded 254
tons/Haeyear of which the 64% was first quality tomato (>100 g/fruit), while the control plants produced less
than 184 tons/Haeyear with only 55% of first quality tomato. Additionally, in vitro assays carried out with leaves
and fruits, shown that the B. velezensis 83 cells formulation had an efficacy of control of B. cinerea infection of
~31% on leaves and ~89% on fruits, while the metabolites formulation had an efficacy of control of less than
10%. Therefore, it was concluded that spores (not the metabolites) are the main antagonism factor of Fungifree
AB™, The high effectivity of B. cinerea control on fruits by B. velezensis 83, opens the possibility for a postharvest
use of this biofungicide.

Introduction a-tocopherol, potassium, and phenolic compounds (Erba et al., 2013). In
2019, world tomato production was 180 million tons and China was the

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the vegetables with the main producing country with 62 million tons, contributing 35% of total
highest production value worldwide. It is consumed in a wide variety of world production. In that year, México produced 4 million tons repre-
forms and has a beneficial impact on human health mainly due to its senting 2% of world production and was the country with the highest
high content of lycopene, folic acid, ascorbic acid, flavonoids, export level of tomatoes in the world (1.8 million tons), being USA,
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Germany, France, Russia and the United Kingdom, the main consumers
(FAO, 2019, http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC). In México,
tomato is the most important vegetable produced in protected agricul-
ture (shade net and greenhouse). Greenhouse systems are the preferred
production technology for tomato production because, with this culti-
vation system, two to three production cycles per year can be obtained;
an efficient use of water and nutrients are feasible, along with a
reduction of the incidence of pests or diseases thanks to the control of
environmental variables (Padmanabhan et al., 2016; Hemming et al.,
2020) The area of greenhouses around of world is estimated to be 500,
000 Ha (RaboResearch, 2018, https://research.rabobank.com/). The
United State Department of Agriculture (USDA, 2021, https://www.fas.
usda.gov/data/mexico-tomato-annual-4) described in their tomato
annual report that in México the total area cultivated with tomato was of
44,814 Ha (agricultural year 2020: October 2019-March 2021). In that
year, the open field cultivation represented 66% of the total area planted
with tomato, while greenhouse cultivation represented the 16%. How-
ever, the harvest of tomato from open field cultivation contributed with
33% of the total tomato produced that year, in contrast the harvest of
greenhouse cultivation the contribution was of 40%. Other cultivation
technologies such as shade mesh and tunnel contributed with the 27% of
the Mexican tomato production.

Currently, farmers are interested in incorporating agroecological
practices into the production systems to migrate towards organic agri-
culture with good yields, promote the efficient use of water and nutri-
ents and to obtain products of high nutritional quality within the
normative standards of good agricultural practices and safety. Currently,
there are formulations with bacteria that act as biopesticides, bio-
stimulants or biofertilizers, which promote plant health and plant
growth, respectively (Chojnacka, 2015, Khatoon et al., 2020; Basu et al.,
2021). Among these, several are based on Bacillus species which are well
known as PGPB and BCA against various phytopathogens. In the Bacillus
amyloliquefaciens operational group (B. amyloliquefaciens, Bacillus sia-
mensis and Bacillus velezensis), B. velezensis species have been recognized
as a plant-associated bacteria and they can directly or indirectly estab-
lish beneficial relationships with plants (Olanrewaju et al., 2017; Fan
et al., 2017). Through direct mechanisms, Bacillus strains promote plant
growth because they improve the uptake of nutrients such as nitrogen
and phosphate, and/or by the production of phytohormones such as
auxins(i.e. indole acetic acid, IAA), enzymes such as ACC deaminase or
volatile organic compounds (VOC) such as 2,3-butanediol and acetoin
(Asari et al., 2016; Borriss, 2016; Asari et al., 2017; Rabbee et al., 2019;
Rabbee and Baek, 2020). On the other hand, by means of indirect
mechanisms, Bacillus strains exert biological control through an antibi-
osis mechanism, due to the production of antimicrobial compounds such
as lipopeptides and polyketides (Rabbee et al., 2019; Rabbee and Baek,
2020). Several examples of biological control with Bacillus strains on
several species of phytopathogenic bacteria and fungi such as Pseudo-
monas syringae, Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestris,
Xanthomonas axonopodis, Erwinia amylovora, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia solani and Penicil-
lium expansum, have been reported (Fira, 2018). The biological control
with B. velezensis also involves the competition for space and nutrients
(characterized by the biofilm formation) and, in some cases, induced
systemic resistance (ISR) in the plant (Fan et al., 2018; Chen et al.,
2020). In this way, due to the interaction of the three different biological
control mechanisms of B. velezensis, the incidence and severity of dis-
eases in plants can be reduced (Fan et al., 2018; Rabbee et al., 2019).
Moreover, Bacillus spp. form spores with high resistance to dehydration
and heat, which makes them excellent candidates for formulating bio-
products (Kumar et al., 2011). In México, researchers of Instituto de
Biotecnologia-UNAM (Universidad Nacional Auténoma de México) have
developed a biofungicide based on Bacillus velezensis 83, a formulation
that it is marketed as Fungifree AB™, which has been used for the
biological control of five different genera of phytopathogenic fungi
(Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis, Sphaerotheca, Leveillula) in crops of
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agricultural importance such as mango, avocado, papaya, citrus, to-
mato, strawberry, blueberry, blackberry, cucurbits (Balderas-Ruiz et al.,
2020). However, there are no studies on B. velezensis 83 that provide
evidence on its potential as a biostimulant. Therefore, the first objective
of this work was to evaluate the biostimulant effect of B. velezensis 83
(Fungifree AB™) applied to the growing media (substrate) on different
phenological stages of tomato, over the growth and fruit productivity of
tomato plants. Fungifree AB™ has two antagonism factors: 1)
B. velezensis 83 spores and 2) the metabolites produced during their
submerged liquid culture production. Therefore, the second objective of
this work was to evaluate the antagonism factor present in Fungifree
AB™ having the major contribution in B. cinerea infection control by
means of in vitro tests with tomato leaves and fruits.

Materials and methods
Biologicals

All the assays were carried out with B. velezensis 83 (deposited in the
Belgian Coordinated Collection of Micro-organisms (BCCM), accession
number LMG S-30921). A powder commercial formulation of
B. velezensis 83 (Fungifree AB™ obtained from Agro&Biotecnia S. de R.L.
de C.V.) was used. For biological control assays, the phytopathogenic
fungus Botrytis cinerea 05 was kindly provided by Dr. Mario A. Serrano
Ortega (Centro de Ciencias Gendmicas-UNAM). For the tomato (Solanum
Lycopersicum L.) assay, tomato seeds var. Frodo (Hybrid Tomato, ITSCO,
CdMzx, México) were used. All treatments described in pots come from
21 days seedlings previously germinated in the presence of 10* CFU of
Azospirillum brasilense per seed. A. brasilense was obtained from Instituto
de Investigaciones Biomédicas-UNAM (Trujillo-Roldan et al., 2013). It
has been previously described that the addition of A. brasilense in seeds
provides a better seedling to be transferred to the pots (Mangmang et al.,
2015; Reddy et al., 2018).

Effect of the inoculation of different concentrations of B. velezensis 83 on
different phenological stages of tomato

To evaluate the effect of the inoculation of B. velezensis 83, the
concentrations evaluated were 10°, 10* or 102 CFU of B. velezensis 83/g
substrate in two treatments: seed germination and seedlings with 20
days of development (20 DD). Each treatment included 25 individuals
(seeds or seedlings); the control was the support growing media (Peat
Moss) without B. velezensis 83 inoculation, here 24 seeds were used. The
support growing media was a commercial Peat Moss based medium
(Sunshine Mix 3, Sun Gro Horticulture, Agawam, MA) which was pre-
viously sterilized (121 °C/30 min) before use. For this assay, tomato
seeds var. Frodo were sown in germination trays and were kept in a
culture room with controlled conditions at 25°C and photoperiod of 18 h
light/6 h dark. The percentage of germinated seeds in each treatment
was evaluated 10 days after sowing, at that time >95% of the control
seeds were germinated as declared by the supplier. From the appearance
of the first true leaf of the seedlings (after 7 days), these were watered
with a Hoagland solution (1/4) according to the requirements of the
seedling (every 48 h) (Hoagland and Arnon 1938). The germination
process lasted 28 days until the seedlings reached the appropriate size
for transfer to pots. The effect of each treatment was evaluated in terms
of biomass dry weight (80 °C for 48 h) for root and shoot.

In order to detect the population of B. velezensis 83 in 28 days tomato
seedling roots, the population of B. velezensis 83 was quantified by gPCR
analysis, for this, two Cq curves were performed. The first curve was a
standard curve (Cq vs log [DNA]) to evaluate the amplification effi-
ciency (E) of primers designed to B. velezensis 83 DNA identification. To
obtain the DNA from B. velezensis 83 cells, a culture of the strain was
incubated in 250 mL flasks with 50 mL of YPG medium, for 12-15 hours
at 29 °C and 200 rpm (Innova 4330 refrigerated incubator shaker, New
Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA). After this time, 1.0 mL of the
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culture was taken and centrifuged (centrifuge 5810 R, Eppendorf
Hamburg, Germany) at 10,000 rpm (rotor F45-30-11 Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) for 3 min, resulting in 100 pL of the supernatant
and the cell pellet in the centrifugation vial. Subsequently, 100 pL of
lysozyme (10 mg lysozyme Sigma-Aldrich in 1 mL of TE buffer pH 8.0
Sigma-Aldrich) were added to the samples. Subsequently, this mixture
was incubated at 37 °C for 45 min (thermomixer model R, Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). Once the sample was at room temperature, the
DNA of B. velezensis 83 was extracted with the chloroform-phenol
method (Moore and Dowhan, 2002). For DNA amplification, the
yomR-Bs83F / yomR-Bs83R molecular markers were designed with the
Primer Express version 2.0 software, starting from a 221 bp sequence of
the yomR gene region of strain 83 this sequence was selected because the
less identity with the yomR gen from other B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum using Blastn analysis. The yomR-Bs83 oligos (yomR-Bs83F:
ATGAAACAGCTGCCGGAGC / yomR-Bs83R: CTGCCCTGCATTC-
CATTTGT) were used as a mixture contained in a concentration of 5 uM
each one. All qPCR reactions were carried out by triplicate and the
control was a mixture reaction without DNA (NTC) in a thermal cycler
equipment (thermal cycler model C1000, Bio-Rad Laboratories Inc.,
California, USA). An amplification standard curve (Cq vs log [DNA]) was
obtained for these primers with a dynamic working range from 60.0 to
0.0006 ng/uL of DNA (y=-3.3793x+20.255; r>=0.9993 and E=97.7%).
The detection limit is 0.0006 ng/uL in the Cq 31. The Cq of the NTC was
37.

The second curve was a standard curve (Cq vs log [CFU]) to quantify
the B. velezensis 83 CFU/root, for this, firstly a culture of strain 83 was
done and serial dilutions were made in order to obtain cell suspensions
with different concentrations in the range of 10°-10* CFU/mL. With the
plate counting method, the value of CFU/mL of these suspensions was
determined. Likewise, DNA extraction from 1.0 mL of the same cell
suspensions was carried out with the chloroform-phenol method. It is
worth mentioning that with suspensions of theoretical concentrations
below the order of 10! CFU/mL, the CFU of the bacteria could not be
detected with the plate count method. The dynamic working range was
from 4.8 x 10”7 CFU/mL (4.8 x 10° CFU/reaction) to 3.5 x 10% CFU/mL
(3.5 CFU/reaction), y =-3.3266x-+42.35 with r?=0.992 and E=99.8%.
Therefore, the minimum detection limit with oligos yomR-Bs83 F/R was
3.5 x 102 CFU/mL in Cq 33, which would correspond to a concentration
of 0.00012 ng of B. velezensis 83 DNA. The samples were analyzed in
triplicate and the control was a mixture without DNA (NTC). Cq of the
NTC was 37. To detect the population of B. velezensis 83 in the seedling
roots, all the root of each seedling grown during 28 days in a germina-
tion tray was used. The root wet weight was recorded and later the root
was subjected to a sonication (3 min, Branson Ultrasonics M3800
Thermo Fisher Scientific, USA) washing process in an Corning 10 mL
tube containing 5 mL of deionized water, from this cellular suspension 1
mL was used for B. velezensis 83 cell disruption by performing 3 freezing-
heating cycles by placing the tube in liquid nitrogen (1 min)-hot water
(3 min, 55 °C, thermomixer model R, Eppendorf AG, Hamburg, Ger-
many). A reaction volume of 10 pL was used using SYBR Green I reagent
(SYBR 5 uL, water 3 pL, primers mix 1 pL, DNA sample 1 pL). The
samples were analyzed in triplicate and the control was a mixture
without DNA (NTC). Cq of the NTC was 37. Finally, the population of
B. velezensis 83 was calculated using the y =-3.3266x+42.35 equation
obtained from the standard curve of Cq vs log [CFU], the result was
multiplied by 5 (the water volume used for the root washing process)
and reported as CFU/root.

Effect of the application of B. velezensis 83 in tomato plants grown in
greenhouse

This assay was carried out in a greenhouse (area of 360 m?) located
in the Centro de Desarrollo Tecnoldgico from FIRA (Fideicomisos
Instituidos en Relacién con la Agricultura ), in Morelos, México. The
greenhouse was designed and built for the implementation of a 12-point
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monitoring system coupled to a PID (proportional integral derivative)
feedback control system for temperature, a solar curtain control system,
a control system for wet wall operation, a sprinkler system, and a fer-
tigation system, coupled to three exhaust fans and two active ventilation
walls which allowed maintaining the tomato crop in controlled envi-
ronmental conditions. The information generated in the automated
monitoring and control process was stored and processed in a central
concentrator (PC computer). Each of the 12 monitoring points measured
temperature, relative humidity (RH), solar radiation, pH and conduc-
tivity in the substrate. The control was programmed to avoid abrupt
departures on extremely hot or cold days by using reference ranges of
temperature (14 °C to 34 °C), RH (23% to 83%) and a maximum light
near of 3000 footcandles (~33,000 lux). The fertigation input pH was
controlled between 6.3 to 6.4, with a percolation pH between 7.5 to 8.1,
as well as an electrical conductivity between 0.5 dS/m up to 3.0 dS/m,
depending on the cultural stage of the tomato (Table 1).

Tomato seedlings var. Frodo with 21 days of development were
transplanted to 15 L pots in the greenhouse with a mixture of substrate
based on coconut fiber: tezontle (30:70). For each pot, two seedlings
were placed. The density of the crop was 2.8 plants/m? with 60 plants/
treatment and 61 plants for the control. The crop had a cycle (winter
cycle) of 150 days. In the assay, two biostimulation treatments were
applied by drench (100 mL) to the substrate close to the root system. The
effect of B. velezensis 83 treatments with high or low CFU/plant were
evaluated (Table 2). The biological treatments also included the foliar
aspersion to the shoot system. These treatments were applied from the
beginning (02" October, 2017, being the day of seedling transplanting)
to the end (Sth March, 2018) of the tomato cultivation cycle in the
greenhouse in order to cover all the phenological stages the tomato
plant, therefore the plants had six applications of B. velezensis 83 sub-
strate treatment (applied at day 25, 50, 75, 100, 125 and 150 after
seedling transplanting) and ten of B. velezensis 83 foliar aspersions
(applied at day 14, 28, 42, 56, 70, 84, 98, 112, 126 and 140 after
seedling transplanting). The sprayed volume of each suspension treat-
ment was increasing during the experiment depending on the growth of
the plants in the greenhouse in order to moisten all the foliage of each
plant included in the experiment. A minimum of 2 L/treatment (33 mL/
plant) were applied to the plants at the beginning of the experiment and
4 L/treatment (66 mL/plant) at the end, thereby with a theoretical
calculation it was estimated that a minimum of 6.7 x 10”7 CFU/plant and
maximum 1.3 x 10% CFU/plant were applied. The control were plants
without bacterial inoculation (without biological treatment to substrate
nor shoot) but with chemical fungicides (Previcur energy™, Bayer Crop
Science, Germany and Velsul 725™, Velsimex, México) as preventive
treatment. The chemicals were applied only once in the tomato culti-
vation cycle (seven days after transplanting of seedlings).

The vegetative variables of tomato growth as heigh (cm) and stem
diameter (cm) were measured from 40 to 90 days after transplanting,
this interval of time was considered to cover the vegetative plant growth
phase. The diameter was measured in the first centimeter of the base of
the steam. The productive variables were the number of fruits per plant
and weight of fruit per plant. The tomato harvest lasted 65 days (from
30% December until 5% March), the fruits were harvested every three or
four days. For year-productivity calculation two identical complete cy-
cles were supposed.

In vitro biological control assays using B. velezensis 83 antagonism factors
vs B. cinerea in tomato leaves and postharvest fruit

Fungifree AB™ is a powder formulation that contains two antago-
nism factors: spores of B. velezensis 83 and metabolites synthesized
during the production process of the spores. Therefore, in vitro tests for
biological control of B. cinerea 05 were performed using tomato leaves
and fruits using treatments that included: 1) B. velezensis 83 spores
(spores + inert powder support), 2) B. velezensis 83 metabolites (su-
pernatant + inert powder support) and 3) Fungifree AB™ formulation
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Table 1
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Nutritional requirements of the tomato crop (Solanum lycopersicum L.) in parts per million (ppm) by phenological stage proposed by FIRA staff.

Steiner Nutritive solution used by phenological stage (ppm)

Phenological state 6 (dS/m) N P K Ca Mg S Fe Mn Zn Cu B Mo
Transplant 0.5 42 8 68 45 12 28 3 0.5 0.05 0.5 0.025 0.002
Vegetative-Flowering 1.0 84 16 137 920 24 56
Flowering — start of fruiting 1.5 126 23 205 135 36 84

2.0 168 31 273 180 48 112
fruiting — 1st harvest 2.5 210 39 341 225 60 140
Harvest 3.0 252 47 410 270 72 168

o (dS/m): electrical conductivity (decisiemens per meter)

Table 2
Treatments used in greenhouse grown tomato plants.
Treatment Active Concentration Application
ingredient interval
Fungifree B. velezensis 83 1 x 10° CFU/plant substrate
AB™ + (to the root
substrate 6.7 x 107 < 1.3 x 10® system)
low CFU/plant every 25 days
+shoot +
foliar aspersion
(to the shoot
system)
every 14 days
Fungifree B. velezensis 83 1 x 108 CFU/plant substrate
AB™ + (to the root
substrate 6.7 x 107 < 1.3 x 10° system)
high CFU/plant every 25 days
+shoot +
(to the shoot
system)
foliar aspersion
every 14 days
Control Chemical Previcur energy™ foliar aspersion
Fungicides (0.5 mL/L) (to the shoot
Velsul 725™ system)
(3 mL/L)

(spores + supernatant + inert powder support). Fungifree AB™ inert
powder support was used as control. The treatments suspension with
cells or with metabolites of B. velezensis 83 were prepared according to
the recommendation of use for foliar application of Fungifree AB™ (2 g/
L). The metabolite suspension was filtered (0.20 ym membrane) in order
to evaluate the metabolites inhibition effect without residual cells
interference. Chlorothalonil (2,4,5,6-tetrachloroisophthalonitrile) (3 g/
L) treatment was included as a positive control. A B. cinerea 05 spores
suspension (1 x 10° spores/mL) was used as infective inoculum, for
leaves the suspension was prepared with using PDB media (at 25%) to
favor the fungal growth and for fruit it was prepared using sterile water.

For biological control in vitro assays carried out with leaves, healthy
tomato seedling leaves with 30 days of growth were used. To carried out
the experiment, two leaves were placed in a petri dish with agar (13 g/L)
to make a system that maintain RH and three petri dishes were used for
each treatment. Each leaf was divided in half (considering the central
midrib of the leaf as a natural division) and three 10 pL drops of the
corresponding treatment or control were applied on each side of the leaf.
Once the applied drops had dried, the leaves were placed inside a Petri
dish with agar and were sealed with Parafilm™ and placed in an incu-
bator (Benchtop Environ-Cab 680, Lab-Line Instruments, Inc., USA) at
29 °C for 48 h. After this incubation time, three 10 pL drops of a spore
suspension of B. cinerea 05 were applied on each side of the leaf, trying
to inoculate in the same site of application of the treatments. Once the
drops were dry (approx. 10 min), the Petri dishes were again sealed with
Parafilm™ and wrapped with brown paper to maintain the RH in the
Petri dish and avoid light filtration (to favors the development of
infection of the phytopathogen). Finally, the Petri dishes were again
stored in the incubator (Incubator Heratherm iGS400, Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, USA) at 25 °C at 90 RH% for 72 h, these con-
ditions were used to favor the development of infection of the fungus.
The area of lesion caused by B. cinerea 05 on the leaf was measured by
using an image analysis technique using the Image ProPlus™ system
(Media Cybernetics, Rockville, USA). The method used is based on the
identification of color contrasts between the infected and non-infected
areas of the leaf. This allowed us to have high precision when deter-
mining the severity of the infection caused by B. cinerea 05 on the leaf.

For biological control in vitro assays carried out with fruits, healthy
tomatoes with four days postharvest were used. To carried out the
experiment, 10 fruits were used for each treatment. All the fruits were
superficially disinfected with commercial chlorine (5 mL/L for 15 min),
once disinfected, each fruit was wounded in two equidistant points using
a sterile toothpick (a wound of 3 mm deep). One point was inoculated
with 10 pL of the treatments (cells, metabolites or Fungifree AB™), and
the other point was inoculated with 10 pL of the control (inert powder
support in distilled water, 2 g/L). Then the fruits were carefully placed in
beakers (5 L), next the beaker was wrapped with paper to avoid light
exposition and finally stored in an incubator (Benchtop Environ-Cab
680, Lab-Line Instruments, Inc., IL, USA) at 29 °C for 12 h. After this
time, the wounds were inoculated with 10 pL of spore suspension of
B. cinerea 05. The tomatoes were again stored in the beakers, this time
were wrapped with paper to avoid light exposition and finally were
placed in an incubator (Incubator Heratherm iGS400, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA) at 25 °C for 3 days at 90% RH. The fungal
infection on the fruits was evaluated by measuring the diameter
(average of horizontal and vertical diameter) of injury on fruit and then
infection area was calculated assuming a circumference.

The efficacy of inhibition of B. velezensis 83 against B. cinerea 05 in
leaves and fruit was calculated according to:

Efficacy (%) = { 1-— (%) } x 100

Where:

IT= area in the control
it= area in the treatment

Profitability

The yields and the unit cost of production (CUP) of the greenhouse
grown tomato were calculated for each treatment. The cost of produc-
tion involved the variable and the fixed costs. The variable costs were
constituted by the cost of inputs (biological and chemical products) and
the direct labor cost. The fixed costs were: greenhouse rent with all the
services, equipment and tools. In order to calculate the income, a sale
price of 0.3 USD/kg was considered (SIIN, 2018, http://www.economi
a-sniim.gob.mx/).

Statistical analysis
All data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)

and Tukey comparison procedure assuming equal variances using Min-
itab™ 17 Statistical Software (Minitab, LLC, Pennsylvania, USA). In the
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graphics the mean (bars) and the standard deviation (error bars) are
reported. Significance was set at p < 0.05.

Results and discussion
Effect of B. velezensis 83 inoculation on tomato seed germination

In addition to the in vitro test to evaluate the synthesis of related plant
growth-promoting compounds, other criteria used to evaluate a strain as
PGPB are the effect on seed germination and on the seedling growth.
Then, the first objective of this work was to establish the application
scenario of B. velezensis 83 to the growing media Peat Moss based
(substrate) to evaluate the effect of the bacteria when it is present in
germination or in the root of the tomato seedling. In the range of CFU/g
substrate evaluated (10— 10°) no significant differences were found on
the percentage of seed germination (supplemental Fig. Sla). It was
observed that when the application was made from the germination of
the seed, the treatment with a higher cell concentration of the bacteria
inoculated to the substrate caused a delay in the development of the
seedling (observed at 10 Days After Sowing, DAS). The germinated seeds
in the condition of the treatment with 10® CFU/g substrate barely
showed the leaves of the cotyledons at 7 DAS, while at lower concen-
trations of B. velezensis 83 (10* and 102 CFU/g substrate), the emergence
of the first true leaf in the tomato seedlings was observed and presented
similar appearance to the seedlings without application of B. velezensis
83 (control). The first true leaf was first observed in seedlings treated
with 10%, 10? CFU/g substrate and also in the control seedlings after 7
days. For seedlings treated with 10® CFU/g substrate the first true leaf
was observed after 10 days (supplemental Fig. S1b). A strong negative
effect on root biomass was observed even at low bacterial dose (10?
CFU/g substrate) while the negative effect on shoot biomass was only
evident at high bacterial dose (10° CFU/g substrate). In contrast, to
apply 108, 10* or 102 CFU/g substrate to the seedlings had no effect on
root and shoot growth (Fig. 1). Using a qPCR-based method developed
specifically for the detection of B. velezensis 83 DNA (Supplemental
material Fig. $2), the population established in each seedling root with
28 days of growth was quantified. It was found that B. velezensis 83
population was established in the range of 5 x 10*-2 x 10° CFU/root
when it was present from the seed germination stage, while when
B. velezensis 83 was applied to 20 DD seedlings, the bacterium was
detected at 3 x 10* CFU/root only in the seedlings treated with 10°
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CFU/g substrate (Fig. 2), no statistical differences were found among
treatments.

The seed germination is affected by several factors, but mainly by
plant hormones such as abscisic acid (ABA), ethylene, gibberellins,
auxins (i.e. IAA), cytokinins and brassinosteroids (Miransari and Smith,
2014). It has been observed (Wagi and Ahmed, 2019) that strains have
different capacity to produce auxins depending on the composition of
the culture medium, the strains Bacillus cereus (So3II) and B. subtilis
(Mt3b) showed different production of IAA depending on availability of
tryptophan (IAA precursor) in the growth media. On the other hand,
production of auxins by beneficial microorganisms promotes the inter-
action with the plant, as well as the jasmonic acid dependent plant
resistance, which affects the expression of genes involved in auxins
synthesis and transport (influx and efflux carriers) (Tsukanova et al.,
2017). Also, it has been reported (Pérez-Flores et al., 2017) that VOC
such as acetoine emitted by Bacillus methylotrophicus M4-96 affected the
auxins genes expression and promoted the primary root growth and
lateral root formation in A. thaliana. It has been observed (Asari et al.,
2016) that in a medium containing A. thaliana root exudate, the VOC of
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Fig. 2. Population of B. velezensis 83 on seedling root (28 days of growth)
detected by gPCR. Different letters mean significant differences according to
ANOVA and Tukey o= 0.05.
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Fig. 1. Effect on root and shoot biomass of tomato Frodo seedlings (28 days of growth) of B. velezensis 83 inoculation to the substrate (using a concentration of 102,
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B. amyloliquefaciens UCMB5113 increased 3-fold the plant biomass,
regardless of the number of inoculated bacteria. However, without
A. thaliana root exudate, the VOC of B. amyloliquefaciens UCMB5113
increased 2-fold the plant biomass and caused a negative effect on shoot
biomass as the number of bacteria increased. Moreover, the crosstalk of
auxins with the other plant hormones (i.e. cytokinin and ethylene) is
complex and it affects several physiological processes in the plant at the
same time (Liu et al., 2017a, Liu et al., 2017b). The plant growth pro-
motion does not only depend on auxins production, but other factors
could also be involved in the biostimulation of plant growth caused by a
PGPB. In addition to IAA synthesis, phosphate solubilization, HCN,
siderophore and NH3 production, the antifungal activity on phytopath-
ogenic fungi and the mitigation abiotic stress, were the characteristics
associated to the increased percentage of seed germination and seedling
growth promoted by Bacillus strains inoculated in tomato (Ramavath
et al., 2019). The biofilm formation (involving the synthesis of protein
fibers (TasA) and exopolysaccharides (EPS) production by PGPB Bacillus
strains) has been found as an important trait of B. amyloliquefaciens 54 in
root colonization and to induce drought tolerance in tomato plants
(Wang et al., 2019). The EPS production has been shown to be deter-
minant for the capacity of B. velezensis FZB42 to biofilm formation and
therefore for tomato root colonization (Al-Ali et al., 2018). Nevertheless,
the exacerbated biofilm of B. velezensis FZ42 has also been observed
negatively to affect the in vitro growth of A. thaliana seedlings (Balder-
as-Ruiz et al., 2020). On the other hand, the strains could have different
capabilities for plant growth promotion and sometimes, also a decrease
in some seedling growth parameters can be observed (i.e. shoot length
and root dry weight) (Hernandez-Pacheco et al., 2021). It has been
suggested that plant growth promotion effect of B. velezensis FZB42 on
Lemna minor was associated to auxin production compounds by the
bacteria; however, only the diluted bacterial culture filtrates or the
inoculation of low concentration of B. velezensis FZB42 (1 x 10° CFU)
exhibited a plant growth promotion effect on in vitro cultured L. minor
plantlets. The inoculation of high concentration of bacteria (1 x 107
CFU) had a negative effect on the plantlets growth (Idris et al., 2007). It
is important to keep in mind that a PGPB can also exhibit a plant host
specificity, as it has been shown with Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus
and Enterobacter strains isolates from tomato, only a positive growth
promotion effect was observed in tomato plants, in contrast, when they
were inoculated in groundnut, sorghum and chickpea had a negative or
no growth promotion effect.

The plant growth promotion effect of B. velezensis 83 has been
observed in A. thaliana as the increase of root and shoot biomass, and in
maize as an increase of the plant height and root biomass (Balderas-Ruiz
et al., 2020). Nevertheless, in the present work, it was not observed that
B. velezensis 83 inoculation increased the root or shoot biomass for the
tomato (Frodo variety) with different treatments (concentration)
applied to substrate in the seed germination stage or to the substrate of
growing seedling stage. However, the high concentration of bacteria
inoculated in the substrate, caused a negative effect on the development
of shoot and root of tomato seedlings as it has been observed in other
plant-PGPB interaction models (Idris et al., 2007; Vaikuntapu et al.,
2014; Balderas-Ruiz et al., 2020). Tomato exudates are mainly
composed of sugars and organic acids, the latter being of higher con-
centration in the exudates, both types of compounds increase as the
plant grows. The major organic acids are represented by citric, succinic
and malic acids, while fructose and glucose are the major sugars
(Kamilova et al., 2006). It has been reported (Tan et al., 2013) that the
chemoattractant property of tomato exudates is positively correlated to
exudates concentrations, the malic acid was one of the main compounds
that promoted chemotaxis, swarming and establishment of
B. amyloliquefaciens T-5 in tomato root. Additionally, the concentration
of malic acid could be higher in roots of 4-day-old seedlings than in those
of 21-day-old seedlings (Kamilova et al., 2006). On the other hand, it has
been observed (Tan et al., 2013) an increase of up to an order of
magnitude in the population level (CFU/g root) of B. amyloliquefaciens
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T-5 in tomato roots between 7- and 14-days post-inoculation of PGPR
when malic acid was present in the rhizosphere of tomato plants.
Therefore, it is probable that B. velezensis 83 establishment in the roots
seedlings when the bacteria was present from the beginning of seed
germination was associated to the differential concentration of organic
acids (as malic acid) in tomato root. B. velezensis 83 has been isolated
from mango tree foliage, the strain has the capability to form robust
biofilms, and, in addition, genes to produce IAA, siderophore, phytase,
acetoine/2,3-butanediol are present in its genome, as well as several
genes involved in carbohydrate metabolism and plant cell wall degra-
dation, which allows to B. velegensis 83 to stablish a benefic
plant-bacteria interaction (Balderas-Ruiz et al., 2020). Considering the
results obtained in this work, the next hypothesis is proposed: for
inoculation on seed gemination stage 1) B. velezensis 83 produced a plant
growth promoter compound (plant hormone or VOC) that affected the
seed germination stage then all the plant growth or 2) B. velezensis 83
inoculated in high concentration quickly established the biofilm
(involving cells and EPS) and affected the root development, therefore
the nutrients uptake. More investigation is being done to study this
phenomenon.

Effect of the application of B. velezensis 83 in tomato plants grown in
greenhouse

Fig. 3 shows plant growth (height and stem diameter) of the plant as
a function of B. velezensis 83 inoculum (CFU/plant). The height of the
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Fig. 3. Effect of bioestimulation (B. velezensis 83) on the growth of tomato
plants in the greenhouse. a) stem diameter (mm) and b) height (cm). Bv 83 low
(@): B. velezensis 83in 1 x 10° CFU/plant, Bv 83 high (o): B. velezensis 83 in 1 x
10® CFU/plant, and control (v): plants without application of bacteria
in substrate.
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plants linearly increased in the period going from 30 to 90 days of
growth after transplanting the seedlings, the diameter of the plants
increased until day 74. In both growth parameters, no significant dif-
ferences were found between the treatments and the control plants. In
contrast, a strong plant growth promotion effect of B. velezensis 83 was
observed on the fruit productivity (Fig. 4). With a high bacterial inoc-
ulum (1 x 10% CFU/plant) treatment, the plants produced 4.5 kg/plant
(12.7 kg/m?) while production in control plants only achieved 3.3 kg/
plant (9.2 kg/mz) (Fig. 4a). In such conditions, the plants produced an
average of 79 fruits/plant while control plants produced only 63 fruits/
plant (Fig. 4b), and no significant differences in tomato production were
found when the plants were inoculated with a low concentration (1 x
10° CFU/plant) treatment. Nevertheless, more interesting was the fact
that high inoculum of B. velezensis 83 not only increased tomato pro-
ductivity but also the quality of the fruits. While in control plants 27 first
quality fruits/plant were obtained with the B. velezensis 83 treated plants
(high inoculum) it was possible to obtain 37 first quality fruits, which
represents an increase of 69% of the number of first quality fruit. Tomato
production with the treatment B. velezensis 83 in high concentration was
an estimate of 254 tons/Haeyear (Fig. 4c 4) and the differences were
significant with respect to the other treatments. With the high concen-
tration substrate treatment, it was possible to produce 164 tons/Haeyear
of first quality tomato (>100 g/fruit), which represented the 64% of the
total production/year, while with the low concentration substrate
treated (211 tons/Haeyear) and control (184 tons/Haeyear) plants
produced less than 125 and 101 tons/Haeyear of first quality fruits,
respectively. These results represent an increase of 38% in the produc-
tivity of tomato plants as well as a 19% increase in the quantity of first
quality fruits. Additionally, it was observed that with a high concen-
tration substrate treatment, the cumulated production of 1% quality to-
mato fruits was always higher compared to other treatments (Fig. 5), in
the first eighteen days of harvest time, the harvest of first quality tomato
fruits was about 13.6 kg while the low concentration substrate treatment
and the control were only less than 1.0 kg. The cumulated production
(kg) of ond quality tomato fruits also was higher than the low concen-
tration substrate treatment and the control, and the 3™ quality tomato
fruits was very similar for all the treatments; however, as showed before
(Fig. 5), there was not significant differences in the tomato productivity.
These results have shown the significant beneficial impact of
B. velezensis 83 inoculation on tomato fruit productivity and quality,
which, in turn, represents an economical benefit to the producers. The
CUP of the greenhouse grown tomato with the B. velezensis 83 the high
concentration substrate treated was of 0.3 USD/kg, while with a low
concentration treatment or the control the CUP were 0.37 USD/kg and
0.4 USD/kg, respectively. Using these calculations it was estimated that
the profability was 65% for greenhouse grown tomato with the
B. velezensis 83 high concentration treatment and 25% for tomato
control.

It has been proposed (Basu et al., 2021) that an ideal PGPB should
have the following characteristics: to be highly rhizosphere-competent
and eco-friendly, to colonize the plant roots in significant numbers
upon inoculation, to promote plant growth, to exhibit a broad spectrum
of action (for biological control), to be compatible with other bacteria in
the rhizosphere, as well as to be tolerant of physicochemical factors like
heat, desiccation, radiations, and oxidants, also, it should demonstrate
better competitive skills over the existing rhizobacterial communities.
The use of Bacillus spp. inoculation has been extensively investigated
due to the positive effect on crop production, this is in part because some
strains help to the plants to cope with the biotic and abiotic stress;
therefore, they are used as a sustainable choice against the use of ag-
rochemicals. Unfortunately, few studies have evaluated the effect of
bioinoculants on crop productivity. Factors as physiological growth
stage of Bacillus sp. (planktonic cells or biofilm cells) and the nutrients
(as Fe or iron) availability in the nutrient solution for greenhouse-grown
tomato, have been shown to affect several plant growth parameters
(height, root dry weight, shoot dry weight, root length, leaf area,
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Fig. 4. Effect of bioestimulation (B. velezensis 83) on the productivity of the
tomato crop in the greenhouse depending on the treatment. Bv 83 low:
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CFU/plant, and control: plants without application of bacteria in substrate. a)
tomato production (Kg/plant). b) Number of tomato fruits/plant produced by
quality category depending on the treatment. ¢) Tomato productivity (tons/
Haeyear) and fruit quality. d) Fruit quality: 1% >100 g, 2°¢ 60<99 g and 3¢
<59 g. Different letters mean significant differences according to ANOVA and
Tukey a= 0.05.
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Fig. 5. Cumulative tomato production (Kg) in the greenhouse depending on the
treatment. Bv 83 low (@): B. velezensis 83 in 1 x 10° CFU/plant, Bv 83 high (o):
B. velezensis 83 in 1 x 10® CFU/plant, and control (v): plants without appli-
cation of bacteria in substrate. Fruit quality: 1%t >100 g, 2"¢ 60<99 g and 3™
<59 g. Different letters mean significant differences according to ANOVA and
Tukey a= 0.05.

number of leaves) and tomato fruit production (Ricci et al., 2019). The
growth promotion activity of different species of PGPB was compared
(Hernandez-Pacheco et al., 2021) in Mexican husk tomato plants
(Physalis ixocarpa) and in some interactions of PGPB-plant, the growth
promotion effect was observed as an increased primary length root and
increased number of secondary roots. However, these parameters not
necessarily were associated with the typical increase in root weight or
the increased stem length, even though a positive effect can be found in
the total fresh weight of the plant. It has been reported (Akram et al.,
2015) that Bacillus fortis or B. subtilis increased the root and shoot
biomass of three different varieties (Fine Star, Rio Grande, Red Power)
of tomato plants, which increased tomato fruit production. The results
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were associated with the production of auxins, siderophore, phosphate
solubilization. B. subtilis strain inoculated in tomato plants (Pishchik
et al., 2018) increased the productivity of tomato variety Licurich and
Moldova by 24% and 21%, respectively; the results were associated with
the increase in the chlorophyll content in the plant, as well as a higher
height and biomass of the plant, which promoted the higher production
of fruits/plant and fruits of higher weight. The effect of individual
inoculation of Bacillus pumilus, Pseudomonas putida, B. amyloliquefaciens
or Bacillus mojavensis increased the biomass as well as the water content
in the root (which favors the mobility of nutrients), which resulted in an
increased fruit production of tomato fruits (between 39% and 18%
more), with a higher content of macro and micronutrients (He et al.,
2019). Therefore, it is likely that B. velezensis 83 displayed several
growth promotion traits (related to the nutrient uptake) to influence the
tomato production and fruit quality.

Biological control of B. velezensis 83 antagonism factor vs B. cinerea in
tomato leaves and postharvest fruits

The antimicrobial activity of Bacillus spp metabolites has been
extensively documented (Borriss, 2016; Fan et al., 2018; Fira, 2018;
Keswani et al., 2020; Rabbee et al., 2019; Rabbee and Baek, 2020) and
more than a dozen of bioformulations based on B. amyloliquefaciens
(B. velezensis), B. subtilis, and B. pumilus are currently commercialized
(Keswani et al., 2020). B. velezensis 83 is commercialized as a bio-
fungicide (Fungifree AB™) for biological control of mango anthracnose
(Balderas-Ruiz et al., 2020) and it is recommended to use in foliar
application. It has been reported (Luna-Bulbarela et al., 2018) that
Bacillomycin D (lipopeptide of the iturin family) produced by Bacillus sp
83 (now identified as B. velezensis 83), in concentrations above 19 pM
affects spore germination and mycelial growth (in vitro tests) of
C. gloeosporioides 09. Due to the characteristics of the production process
of Fungifree AB™, the formulation contains two antagonism factors that
are: spores (which turn to vegetative cells after germination), and me-
tabolites (produced during the cultivation of the bacteria for spore
production). Unravel which is the antagonism factor that has the main
effect of biological control in the commercial product would allow us to
optimize the production process of B. velezensis 83 and will be useful for
designing biological control strategies. Fig. 6 shows the results of the
biological control in vitro tests carried out with the different formula-
tions of B. velezensis 83 antagonism factors against B. cinerea 05 infection
in leaves and fruits. The efficacy of control was compared against a
chemical control (Chlorotalonil). The highest control efficacy on
B. cinerea 05 leaves infection was obtained with the chemical treatment
(>95%). After this, the best treatment was Fungifree AB™ (>70%)
followed by the cells (~32%) and the least effective was the treatment
with metabolites (<10%). The treatments containing cells (using Fun-
gifree AB™ or cells-only formulation) were more effective than the
treatment with metabolites only. On other hand, a higher control of
B. cinerea 05 infected fruits was obtained with Fungifree AB™ and cell
treatments (between 89% and 97%) and were statistically equal be-
tween them, followed by the chemical control (58%) while the metab-
olites had no control efficacy. In conclusion, in Fungifree AB™, the
antagonism factor that showed the more relevant effect against
B. cinerea 05 in tomato (leaves and fruits) were the cells (likely germi-
nated spores). The high effectivity of fungal control in fruits, opens the
possibility for a postharvest use of this biofungicide.

The efficacy of control of the bacterial strains must be demonstrated
in the plant system to which it is desired to protect, which can sometimes
be complicated due to the lack of reproducibility of field tests. Therefore,
the in vitro assays using biological tissues or postharvest fruits are used
as alternative. In this way, the assays can be carried out in short time and
in a reproducible way in contrast to the field tests. It has been shown
(Toral et al., 2018) that B. velezensis XT1 CECT 8661 decreased the
incidence of infection caused by B. cinerea in fruits of tomato, straw-
berry, and grapefruits by 50%, 12% and 100%, respectively. The use of
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vegetative cells of B. amyloliquefaciens RS-25 was more effective than the
filtered (through 0.22 pm membranes) supernatant or the methanolic
extracts (i.e. lipopeptides) isolated from the culture supernatant of the
strain, to control B. cinerea infection in postharvest fruits (Chen et al.,
2019). The control efficacy for B. cinerea infection in fruits of tomato,
strawberry and grapefruits was associated with colonization, lip-
opeptides production (as surfactin, bacillomycin D and fengicin), as well
as enzymes such as cellulase and protease, siderophores, and VOCs in
vitro produced by B. amyloliquefaciens RS-25. Gao et al (2017) reported
that B. velezensis ZSY-1 produced VOC as Pyrazine (2,5-dimethyl),
benzothiazole, 4-chloro-3-methyl and phenol-2,4-bis (1,1-dimethy-
lethyl), that achieved between 91-100% inhibition against B. cinerea
using an in vitro test. All these works have associated the infection
control of B. cinerea mainly by the Bacillus metabolites; however, these
were produced in culture conditions favoring the production of anti-
microbial metabolites or with extracts that contain them in a concen-
trated quantity. In this work, different results of control efficacy of the
treatments between leaves and fruits were observed using the antago-
nism factors contained in the commercial product. It has been observed
that the efficacy of the biological treatments with formulations con-
taining B. velezensis 83 cells was higher in fruits than in leaves. In both

cases, the formulation containing only metabolites had the least effec-
tive control. B. velezensis 83 genome contains the genes for antimicrobial
metabolites (surfactin, bacillomicyn, fengicyn, bacillibactin, macro-
lactin, bacillaene, difficidin, amylocyclicin) implicated in the biological
control of phytopathogens (Balderas-Ruiz et al., 2020). Therefore, in the
field it is probable that B. velezensis 83 inhibits the growth of fungal
phytopathogens exerting different mechanisms of antagonism due to in
situ antimicrobial compounds production, competition by space and
nutrients (biofilm formation) or also ISR (by i.e. VOC or surfactin
production).

Conclusion

In this work, B. velezensis 83 was applied to the substrate for tomato
cultivation to evaluate the plant growth promotion effect of different
concentrations of the bacteria in different stages of tomato development.
The bacterial inoculation with B. velezensis 83 in seed germination stage
or seedlings did not have a promotion effect or even had a negative effect
over the plant growth, despite the wide range of bacterial concentration
that was evaluated. In contrast, in plants grown in greenhouse, although
there was no effect on plant growth, an evident stimulating effect over
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the quantity and the quality of fruits was observed when B. velezensis 83
was applied to the substrate in high concentration. The effect could be
associated with several growth promotion traits as plant hormone pro-
duction, VOC or biofilm formation capacity of B. velezensis 83. Overall,
the results showed the potential of B. velezensis 83 to stimulate tomato
production within the range expected for a greenhouse medium tech-
nology which is largely used by mexican tomato producers. Due to the
yields and the quality of the fruits obtained, it was estimated that the
profitability of the B. velezensis 83 treatment applied to the substrate
(10® UFC/plant) was 2.5 times higher than the control. At the other
hand, it has been shown that B. velezensis 83 cells (germinated spores)
had the highest control efficiency to the infection of B. cinerea in leaves
and postharvest fruit. Therefore, we conclude that spores are the main
antagonism factor contained in the commercial product (Fungifree
AB™). The high effectivity of fungal control in riped fruits, opens the
possibility for a postharvest use of this biofungicide.
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1. Introduction
1.1. The need for better and sustainable practices in agriculture

Agriculture is the world’s largest industry as it employs more
than one billion people worldwide and generates over 1.3 trillion
dollars’ worth of food annually [1]. The so-called “green revolu-
tion” was characterized by intensive agriculture practices in devel-
oped countries where the abuse of the use of chemical fertilizers
and pesticides, monoculture production, intensive irrigation, and
deforestation were regular practices [2]. This approach led to water
and soil pollution, pollinators’ distress, pest resistance, and human
health problems. Irrigation now claims close to 70% of all freshwa-
ter appropriated for human use, and a 19% increase in agricultural
water consumption is forecasted by 2050. Moreover, to meet food
demand by 2050, worldwide production needs to increase by 70%
[3]. Monoculture production can cause the accumulation of weeds
and promote plant diseases and soil infertility due to a lack of crop
rotation practices resulting in loss of soil nutrients and even defor-
estation [4]. Approximately 30-80% of the nitrogen applied to
farmland lixiviate and contaminate water systems which, once into
the oceans, cause, among other effects, the seaweed deluge hitting
Caribbean shores [2]. Facing an increasing population expected to
reach 9.6 billion people by 2050, industrial agriculture systems
cannot ensure the availability of healthy and innocuous products
to minimize the environmental, health, and social impacts. There-
fore, the development of knowledge and techniques to attain sus-
tainable agriculture practices is, in consequence, one of the biggest
challenges of the 21st century [5]. One out of 17 Sustainable Devel-
opment Goals (SDGs) of the 2030 Agenda for Sustainable Develop-
ment is: “By 2030, to ensure sustainable food production systems
and to implement resilient agricultural practices that increase pro-
ductivity and production. It is also expected that sustainable agri-
culture practices may help reduce the damage in ecosystems and
help maintain food production despite climate change, extreme
weather, drought, flooding, and other disasters and that progres-
sively it will improve land and soil quality” [6].

The Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) of
México reported in the National Agricultural Survey (Encuesta
Nacional Agropecuaria, ENA) of 2017 that 110 millions of hectares
(ha) were dedicated to agriculture in México in 2017, 79% of which
correspond to irrigated land [7]. Farming land was distributed in
101,828 production units, from which 83% were productive
open-air systems. Most of the productive units employed irrigation
by gravity (70.8%), chemical fertilization (68.2%), chemical herbi-
cides (66.9%), and pesticides (54.8%). In contrast, only 17,338 pro-
duction units (17% of the total) corresponded to protected
agriculture (PA) systems, most of them greenhouses (54%). Only
30.8% of the PA productive units used fertigation [7]. There is sub-
stantial room for improvement of Mexican farm productivity and
the introduction of sustainable production systems.
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1.2. The key aspects for achieving high quality, innocuous and
sustainable production while maximizing the return on investment
(the case of tomato)

Tomato is currently the most profitable agricultural product
that México exports to the USA, accounting for almost 30% of its
national production. According to the “Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera* (SIAP) of México the area planted
with tomato in México for the agricultural year (AY) 2020 (October
2019-March 2021) was estimated at 45,284 ha, slightly lower com-
pared to AY 2019 (47,372 ha) [8]. To produce this vegetable, differ-
ent resources are required: water, fertilizers, and pesticides, both
of synthetic and organic (or biological) origin; seeds, substrates,
energy, plastics, and in the high-end producers, automated sensors
and controls that help to achieve an efficient production [9]. The
use of each of these resources must be analyzed in relation to its
social, economic, and environmental impacts [9,10].

The assessment of these impacts is necessary to promote the
adoption of good practices by the producer in PA and agribusiness
and minimize the impact on the environment. Moreover, the final
product must comply with the quality and innocuity requirements
of the final consumer [10]. The current importing policies by regu-
latory agencies established for food in countries such as México
impose reliable evidence that improvements have been achieved
in the following aspects [11]:

e Water productivity (more kilograms of tomatoes per cubic
meter of water)

e Reduction in the use of synthetic fertilizers and reduction in the
chemical load of agro-toxic inputs

e Energy efficiency (more Kg of product per KWh)

e Reduction in carbon footprint

e Use of biodegradable and efficient plastics

e Waste reduction in irrigation supplements, ferrous waste, bags,
substrates, disinfectants, packing boxes, among others

1.3. Protected agriculture: state of the art and Mexican situation

PA refers to buildings, sensors, actuators, and software that
allow controlling the environmental variables and watering of
crops to increase their yields, reduce water consumption, and
increase profits [12]. Traditionally, this control and monitoring
have been achieved using robust and well standardized Pro-
grammable Logic Circuits (PLC), local control software, and a lim-
ited number of sensors. However, due to its high installation and
maintenance costs, its use by farms is limited [13].

The technification of tomato crops in emerging economies, such
as México, is diverse. According to the United States Department of
Agriculture (USDA), 44,814 planted ha of tomato were reported for
AY 2020 [14]; the planted area for tomato production was dis-
tributed in open-field (66.19%), greenhouse (16.12%), shade mesh
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(16.97%) and tunnel (0.72%) technologies. SIAP reported the yields
for tomato production for AY 2020 in open-field was 37 tons/ha--
year, greenhouse 185 ton/ha-year, shade mesh 113 ton/ha-year,
and tunnel 73 ton/ha-year [8]. These data reflect the impact of
tomato production under PA techniques. Nevertheless, the imple-
mentation of technology in greenhouses in México as in Latin
America is scarce [15,16,17]. This is because the technological
transfer between universities and companies is limited, coupled
with a poor entrepreneurship culture and the high costs of techni-
fication. In this context, a project of medium-tech development
such as the one we are presenting here aims to contribute with a
system that is both technologically affordable and, at the same
time, economically viable for the specific context and needs of pro-
ducers located in emerging economies such as that of México or
Latin America.

1.4. The need of a multidisciplinary approach with cost/benefits
considerations

When the multidisciplinary team that carried out the present
work was formed, the need for proprietary and original develop-
ments was discussed, around the needs of the medium-technical
Mexican producers. This was possible due to the plurality of capa-
bilities that this multidisciplinary team possesses in which experts
in the areas of agronomy, biotechnology, phytopathology, and pro-
cess automation were involved (Fig. 1). The participation of FIRA, a
financial institution from the Bank of México responsible for tech-
nological training and financial services to support Mexican agri-
culture development, was a critical factor to define technological
objectives, economic assessment of the developed technologies,
and the possibility of an effective technological transfer. Although
there are works dedicated to instrumentation [13,18,19], phy-
topathological aspects [20,21,22], or biotechnology [23,24,25,
26,27], as far as we know there are no documented experiences
of multidisciplinary teams that cover physical, biological, and eco-
nomic considerations altogether. Furthermore, the evaluation of
production costs is rarely considered for projects that involve mul-
tiple aspects of crop production and commercialization. We believe
that this is a crucial reason which explains why many develop-
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ments, although technically robust, do not get to the market for
solving concrete problems for the producer. The hypothesis of this
work was: “Mid-tech greenhouse incorporating biocontrol and
biofertilization increase growers’ profits in middle-income coun-
tries as México.”.

2. The model of study and main objectives
2.1. Tomato as an experimental model

Tomato production area under PA has grown from 1,078 hec-
tares in 2006 to 15,006 hectares in 2016, which means an average
annual increase of 30%; while tomato production under PA
increased from 6.5% to 60.7% of the total [28]. In 2020 México pro-
duced 3.3 million metric tons and almost 99.7% of the Mexican
exports went to the United States. Of these, 40% of tomato pro-
duced was grown in greenhouses with only 16% of the total culti-
vated area (44,814 ha) and an annual average yield of 180 mt/ha vs
36.8 mt/ha obtained in open-field [14]. Tomato occupies a third of
the entire national infrastructure under PA and constitutes a busi-
ness where small-scale producers participate from less than one to
more than 1,000 ha. The profitability of this crop can be measured
by some variables that can determine the stagnation, stability, or
business success of the participants. These are, among others: a)
the size of the production unit, b) the infrastructure and technol-
ogy used, c) the technological production plans, and d) the market
environment. These factors are of particular importance if the pro-
ducer has a commercial relationship with a market with stringent
quality and quantity demands. To meet this demand with compet-
itive production costs, it is necessary to enhance the production
yield making use of mid-tech greenhouse infrastructure and envi-
ronmental and biocontrol techniques.

In the present project, we used a tomato (Solanum lycopersicum
L.) variety Frodo 1. We used coconut fiber (30% mixed with 70% of
porous red volcanic rock) for the watering system to decrease
water and fertilizer consumption. Also, to diminish the inorganic
nitrogen consumption, we used Azospirillum brasilense as
nitrogen-fixing bacteria and Bacillus velezensis 83 as the biological
control agent (BCA) of Leveillula taurica (foliar and substrate

1) 2) 3)
The Technical Achievements obtained
multidisciplinary developments with the interaction
background and implementations of the group
Bitiogy tumentation Control of environmental variables
and control
. Highly water retention by the
Biotechnology Biological nutrition e substrate %
Phytopathology Biocontrol Biofertilizers
RRTTY Process automation Bio-fungicides
Fisis Automatic irrigation Reduction in the use of
agrochemicals
Cost assessment
Economy Moot renas Technical and economical
evaluation
Statistics Technology transfer

Training of producers

Fig. 1. Scheme of multidisciplinary team approaches and achievements for the technification of intermediate level in tomato crops. 1) The multidisciplinary background; 2)
Technical developments and implementations; 3) Achievements obtained with the interaction of the group instrumentation.
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applications). The crop was housed in an automated greenhouse
with an automatic watering system, shading, and relative humidity
monitoring and control.

The Frodo variety is recommended for growing tomatoes for
commercial use. It produces medium cylindrical fruit with an
intense red color that does not tend to break and, therefore, can
be easily transported. Its productive cultivation can be extended
for more than six months. This variety is also considered one of
the earlier industrial varieties, as it can be harvested as soon as
66-75 d after transplanting the seedlings.

2.2. The pathosystem tomato-powdery mildew, biofertilizers and
biofungicides

This project aimed to evaluate the yield, quality, and profitability
of tomato crops housed in a mid-tech greenhouse production system
using reduced amounts of agrochemicals to control fungal diseases.
The results were compared to conventional greenhouse technologi-
cal production management systems, which are highly dependent
on agrochemicals. The pathosystem tomato-powdery mildew was
selected as amodel to evaluate a biofertilizer (A. brasilense) and a bio-
fungicide (B. velezensis 83) to control this fungal disease. Powdery
mildew is caused by various fungal species which affect leaves,
stems, flowers, and fruits of Angiosperms; in the world, about 16
genera (900 species) are known [29,30]. L. taurica (Lév.) G. Arnaud
is a strict parasite endophytic fungus not cultivable on artificial cul-
ture medium, the major pathogen of tomato and other Solanaceae,
Alliaceae, and Cucurbitaceae plant families [31,32]. L. taurica infec-
tions in tomato field crops have been reported to cause yield losses
of 52% as well as adverse effects on quality fruit [33].

There are no L. taurica resistant cultivars available in the mar-
ket. The control of this pathogen in tomato crops is conventionally
carried out by spraying fungicides such as wettable sulfur,
myclobutanil, and azoxystrobin [33,34]. Bacillus spp. has been
applied to tomato plants to stimulate plant growth and control dif-
ferent phytopathogens. As BCA, strains of B. subtilis MBI600 and B.
amyloliquefaciens SQRT3 cause Induced Systemic Resistance (ISR)
in tomato plants grown in greenhouse against soil-borne tomato
pathogens (as Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, and Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici-Forl) and Ralstonia solanacearum
(tomato bacterial wilt), respectively [35,36]. As for PGPB, the inoc-
ulation of Bacillus fortis and Bacillus subtilis on tomato plants
increased the plant’s root and shoot biomass and crop productivity
[37]. The inoculation of B. subtilis in tomato variety Licurich and
Moldova also increased tomato productivity [38].

Powdery mildew disease is recurrent in the experimental zone;
because of this, B. velezensis 83 was applied on the growth sub-
strate and foliar spray. Moreover, to increase productivity in
tomato crops and reduce the amount of inorganic nitrogen admin-
istered, inoculants of Azospirillum brasilense have been used. In fact,
inoculation of Azospirillum sp. as Plant Growth Promoting Bacteria
(PGPB) on tomato varieties reduced transplant stress, increased
yields, and diminished chemical fertilizers [39]. The overall aim
of this work was to test if a mid-tech greenhouse incorporating
biocontrol and biofertilization can increase growers’ profits in
middle-income countries as México.

3. Methodology

The materials and methods of the project were as described
with more detail in a previous work [40]. These involved green-
house technification, environment control, biofertilization, biolog-
ical control, production, and considering the substrate that
improves the decrease in water use. A summary is included in
what follows.
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3.1. Materials

The support germination growing media was a commercial Peat
Moss-based medium (Sunshine Mix 3, Sun Gro Horticulture, Agawam,
MA). The tomato (Solanum lycopersicum L.) seeds var. Frodo (Hybrid
Tomato, ITSCO, CdMx, México) were sown in pots. Tomato seeds were
germinated in the presence of A. brasilense at 18-28°C. For biological
control B. velezensis 83 (accession number LMG S-30921; Fungifree
AB™ obtained from Agro&Biotecnia S. de R.L. de C.V.) was used.

3.2. Tomato seed management and treatments with biofertilizer and
biological control

Formulations of B. velezensis 83 and A. brasilense are already
available in the Mexican market. Therefore, the A. brasilense liquid
inoculant was used as a biofertilizer to diminish the nitrogen load
and designed to evaluate the effect of nitrogen fixation associated
with this product [23]. A. brasilense was used during the germina-
tion and at the transplantation phases, under a complete nutrition
scheme, in which inorganic nitrogen was reduced by 25%. The ger-
mination of tomato (Frodo variety) took 21 d when was pre-
inoculated with A. brasilense (without A. brasilense germination
took 28 d).

The set of experiments consisted of three production cycles. In
each cycle, 14 treatments were evaluated using 34 pots each. The
cultivation cycles included between 150 and 160 days, with three
harvest months. We used mixed coconut (30%) and porous red vol-
canic rock (70%) as a highly water-retention substrate. The seed-
lings were transplanted to 15-liter plastic pots containing the
substrate described. Two seedlings were placed per pot, each pot
was considered as an experimental unit. Statistical analysis was
performed with the average value of production in terms of Kg/
pot. The Kg/plant was calculated by dividing the registered value
(Kg/pot) by 2. The density of the crop was 2.8 plants/m2. Two
cycles were supposed to calculate the tons/ha year tomato produc-
tion. For the statistical analysis of the data, Minitab™ 17 Statistical
Software (Minitab, LLC, Pennsylvania, USA) was used. The normal-
ity test of the data distribution was performed with the Kol-
mogorov-Smirnov method (o = 0.05) and the test of equality of
variances with the Bartlett method (o = 0.05). Since the data
showed a normal distribution but there was not equality of vari-
ances a Welch's test (o = 0.05) was performed assuming samples
without equal variances, followed by the Games-Howell
(or = 0.05) as the Post Hoc test.

3.3. Mid-Tech systematization and greenhouse startup

Two fully automated greenhouses of 360 m? were built at FIRA
(Tezoyuca, México). The greenhouses were equipped with a wet
wall on the northern side, three exhaust fans on the southern side,
active ventilation walls (eastern and western sides), and twelve in-
house monitoring points, each equipped with sensors of tempera-
ture, relative humidity (RH), solar radiation (environmental
parameters) as well as pH, electric conductivity, and moisture of
the substrate (fertigation). Since the technological level of the
greenhouse development intended for this project corresponded
to middle technology, no attempt was made to create a micro-
climate. These would have taken the project out of the economic
constraints that the experts in costs indicated would correspond
to the level of technology and resources that were characteristic
of the local producers. As such, the controllers installed for shad-
ing, wet walls, and extraction fans had the purpose of limiting
the temperature changes that are experienced from day to night
cycles in the geographic region where the project was imple-
mented. To make a quantitative assessment of this control, it is
worth comparing data in the greenhouse, as measured in the range
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Table 1
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Nutritional requirements of the tomato crop (Solanum lycopersicum L.) in parts per million (ppm) by phenological stage proposed by FIRA staff*.

Steiner Nutritive solution used by phenological stage (ppm)

Phenological state (dS/m) N P K Ca Mg S Fe Mn Zn Cu B Mo
Transplant 0.5 42 8 68 45 12 28 3 0.5 0.05 0.5 0.025 0.002
Vegetative-Flowering 1.0 84 16 137 90 24 56
Flowering - start of fruiting 1.5 126 23 205 135 36 84

2.0 168 31 273 180 48 112
fruiting - 1°* harvest 2.5 210 39 341 225 60 140
Harvest 3.0 252 47 410 270 72 168

(dS/m): electrical conductivity (decisiemens per meter).
*Taken from reference [40].

from 2016 to 2017 with averages provided by a Weather station of
the Mexican Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) [41]. We reg-
istered a range of temperatures from 18.8 to 36°C in August of
2016 and between 14 and 34°C in August 2017. The closest
weather station (Alpuyeca, México) reports an average in that
region ranging from a minimum of 9°C to a maximum of 40°C in
the same month. Although the control was moderate, it was
enough to keep the growing of tomatoes within a climate envelope
that reduced temperature and humidity stress that leads to disease
when extremes are reached.

An independent automated irrigation system per line of pots
was designed. The irrigation system acted depending on the soil
variables to be controlled (pH, osmolarity, and programmed nutri-
tion). The environmental variable monitoring system consisted of
twelve monitoring points to measure the temperature, irradiation,
and RH. Each monitoring box transmitted the readings to a central
panel to calculate the readings’ averages and take the required con-
trol action.

3.4. Fertigation system

The fertigation inputs were decided to be pH 6.3-6.4 and output pH
7.5-8.1, and the electrical conductivity between 0.5 and 2.0 dS/m

according to the plants’ phenological stage and the recommendation
of FIRA staff. In some lines, the fertigation system was designed to sup-
ply 50% of the nitrogen load to a set of pots, another set with 75% nitro-
gen, and the rest with the conventional nutritional load. In Table 1
(reproduced from reference [40]) are shown the nutritional require-
ments of the tomato crop (Solanum lycopersicum L.) in parts per million
(ppm) by phenological stage proposed by FIRA staff.

3.5. Infection of tomato plants by L. taurica

We promoted the infection of tomato plants in the greenhouse.
Tomato plants infected with L. taurica were placed as inoculum
sources inside the greenhouse.

4. The development of the project

4.1. Design, construction, implementation, and improvement of the
greenhouse instrumentation

During the project’s first year, the first main objective was to
construct and automate a 360 m? arched greenhouse at FIRA
(Tezoyuca, México). In 2017, a second 360 m? fully automatized
greenhouse was built, with the exact technical specifications of
the first greenhouse. The greenhouses were equipped with a wet

Fig. 2. Construction and automatization of a 360 m? arched PVC greenhouse at FIRA (Tezoyuca, México). The greenhouse was equipped with a wet wall on the northern side
(A), three exhaust fans on the southern side (B), and active exterior roll walls (over the mesh walls) on the eastern and western sides (C). Twelve environmental monitoring
points (temperature, relative humidity, and solar radiation, shown by arrows) were used (D). An automated pull wire mechanism of a horizontal screen was placed to
decrease the luminosity and spray humidifiers were installed, both on the inside top of the greenhouses. Also, a particular fertigation system was designed to supply 50% of
the nitrogen load to a set of pots, another set with 75% nitrogen, and the rest with the conventional nutritional load recommended by the FIRA experts (Table 1).
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wall on the northern side, three exhaust fans on the southern side,
active ventilation walls (eastern and western sides), and twelve in-
house monitoring points, each equipped with sensors of tempera-
ture, relative humidity (RH), solar radiation (environmental
parameters) as well as pH, electric conductivity, and moisture of
the substrate (fertigation) (Fig. 2). Variables’ acquisition was pro-
grammed at 15 min intervals, and control of the variables was per-
formed through Proportional-integral-derivative retrofitting
algorithms. The validation of the system was carried out in parallel
with the experimentation. Some operational and technical prob-
lems were raised, and they had to be solved during experimenta-
tion. It is important to point out that the time required to
validate the instrumentation and the control of the greenhouse
must be planned before the operation.

The instrumentation was divided into a subsystem on environ-
mental monitoring (RH, temperature, and solar irradiation), a web-
server subsystem (capable of monitoring and sending information
remotely, developed in Java), and a subsystem of control that
action the wet wall in the northern side, spray humidifiers on
the roof, up to three exhaust fans at the southern side, active ven-
tilation walls on eastern and western sides and open/close the
automated shading (to control the environmental parameters).
We also designed an independent subsystem for automatic irriga-
tion, which acted depending on the soil variables to be controlled
(pH, osmolarity, and programmed nutrition).

The environmental variable monitoring system was designed
and built consisting of twelve monitoring points with four sensors
each, which measured temperature, irradiation, and air RH. Each
monitoring box transmitted the readings to a central panel to cal-
culate the readings’ averages and take the required control action.
A day/night cyclical tendency of the temperature, RH and luminos-
ity data was expected, and the control was programmed to avoid
abrupt departures on extremely hot or cold days. Thus, it was pos-
sible to maintain statistically similar intervals during seasonal
changes. The environmental conditions to produce tomatoes were
between 14 and 34°C, RH in the range of 28-85%, and maximum
light near 3,300 footcandles (~35,000 lux) (Fig. 3), following also
the FIRA staff recommendations. Overall, the control systems
allowed for maintaining the greenhouse within the above-
mentioned recommended intervals.

4.2. Design and evaluation of the fertigation system

A particular fertigation system was designed to supply 50% of
the nitrogen load to a set of pots, another set with 75% nitrogen,
and the rest with the conventional nutritional load recommended
by the FIRA experts (Table 1). The nitrogen load reduction was
designed to evaluate the effect of nitrogen fixation associated with
the liquid inoculant formulation of the A. brasilense [23]. It has
been reported that the reduction in inorganic nitrogen in the for-
mulation of fertigation improves the fixation capacity of Azospiril-
lum in crops [25,42]. The fertigation inputs were decided to be pH
6.3-6.4 and output pH 7.5-8.1, and the electrical conductivity
between 0.5 and 2.0 dS/m according to the plants’ phenological
stage and the recommendation FIRA staff. The cultivation cycles
were between 150 and 160 days in this production system, with
three harvest months. The use of coconut fiber, in combination
with the monitoring of the conductivity in the substrate, allowed
to reduce water consumption (among 44-60%) from 60 L of water
per plant using 100% porous red volcanic rock to 34 L of water per
plant using the mixed coconut (30%) and porous red volcanic rock
(70%) as substrate in 15 L plastic pots. A reduction of ~28% in the
tomato cost unit of production was achieved.
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Fig. 3. As expected, a day/night cyclical tendency of the temperature, humidity, and
luminosity data was obtained. The controllability was programmed to avoid abrupt
departures on extremely hot or cold days. The controlled greenhouse was between
14 and 34°C (five sensors widely distributed), relative humidity between 25% and
85% (five sensors widely distributed), and a maximum light of 3,300 footcandles
(the sensors were located inside the greenhouse, below the automated pull wire
mechanism of the horizontal screen). The temperature and humidity sensor that
deviates from the other four is the one that is close to the exhaust fans.

4.3. Design, implementation, and results of the experimental system

The experiments were designed to integrate and economically
evaluate existing technologies to produce tomato variety (Frodo
1, Maviri). It is important to point out that formulations of B.
velezensis 83 and A. brasilense are already available in the Mexican
market. B. velezensis 83 is commercialized under the label of Fungi-
free AB™, a biofungicide effective against several fungal plant
pathogens (L. taurica, among others) attacking more than 20 differ-
ent crops [40,43]. A liquid formulation containing two combined A.
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brasilense strains (Maxifer™) was used as a nitrogen fixation inocu-
lant, successfully used for biofertilization of several crops in
México [23]. We initially carried out two production cycles, and
twenty-two treatments were evaluated (480 pots), where produc-
tion from eight to twelve tomato harvests in each cycle was eval-
uated. Unfortunately, high variability within treatments avoided
obtaining conclusive results. Indeed, 20 pots per treatment were
not enough to get significant differences between treatments
which were one of the main lessons obtained from this first set
of experiments. Farmers frequently rely on total productivity to
evaluate new products or technologies as the leading indicator.
This is probably an adequate parameter when large experimental
set-ups are available, but not in the case where only a few exper-
imental units are available. Considering this first set of experi-
ments, two additional production cycles were done, and reliable
results were obtained. In each cycle, 14 treatments (34 pots each)
were evaluated. A. brasilense was used at the germination and at
the transplantation phases under a complete nutrition scheme, in
which inorganic nitrogen was reduced by 25%.

4.4. Biological control of L. taurica

In the project, we promoted the infection of tomato plants in
the greenhouse. Tomato plants infected with L. taurica were placed
as inoculum sources inside the greenhouse, achieving infection
two days after their introduction. Nevertheless, the incidence of
powdery mildew was highly variable, and the experiment was
not reproducible. No powdery mildew was detected in our condi-
tions in any treatment (chemical or biological). So, it was not pos-
sible to evaluate the biological control of L. taurica by B. velezensis
83. However, the results showed that the use A. brasilense and B.
velezensis 83 had a positive effect on total yield (~39% higher)
and fruit quality (~55% more production of first quality) of tomato.
In our experience, using this biofertilizer and biofungicide on
tomato greenhouse production systems may be a viable alternative
to obtain a higher yield and quality of tomato fruit without spray-
ing synthetic fungicides to control powdery mildew. Our findings
may be significant for some regions of México, where traditionally
13-18 applications of fungicides are made to prevent or control
powdery mildew in intensive production systems in undetermined
growth tomato varieties [34].

4.5. Tomato growth evaluations using biological treatments

The most relevant results of the last two consecutive tomato
production cycles are reported here since the treatments included
in the experimental design were refined according to each cycle
experimented. The germination of tomato (Frodo variety) took
21 days and was pre-inoculated with A. brasilense (without A. bra-
silense, germination took 28 d). The seedlings were transplanted
into 15 L plastic pots. Two seedlings were placed per pot, and the
density of the crop was 2.8 plants/m?.

For biological treatments, the commercial product Fungifree
AB™ was used to evaluate the effect on the growth and yield of

Table 2
Greenhouse tomato production with different B. velezensis 83 biological treatment.
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the tomato plants when applying B. velezensis 83 on the foliage
as biofungicide and to the substrate as plant growth-promoting
bacteria. Three biological treatments and non-inoculated plants
control were evaluated. For each treatment with Fungifree AB™,
ten applications were done to the foliage and six to the substrate.
To evaluate the effect of the treatments on the quality, the har-
vested fruits were classified according to their weight in first
(>100 g/fruit), second (<99-60 g/fruit), and third (<59 g/fruit)
quality.

In terms of plant growth, there were no significant differences
between the treatments evaluated and the control. It was also
found that there were no significant differences in tomato produc-
tion when the plants received Bv 83 foliar or Bv 83 foliar + substrate
low treatment with respect to control plants (3.3 Kg/plant), since
these plants produced 3.5 and 3.8 Kg/plant, respectively. In con-
trast, in the Bv 83 foliar + substrate high treatment the plants pro-
duced 4.5 Kg/plant (Table 2). The estimated tomato yield with the
Bv 83 foliar + substrate high treatment was 254 ton/ha-year, which
represented almost 43% more than the average yield of a crop in
greenhouse agriculture technology in México, which between
2007 and 2017 was of ~177 ton/ha-year [28]. Under the conditions
in which tomato cultivation was developed in the greenhouse, this
treatment increased the total tomato yield by 19% of first quality
tomato, in contrast, to control plants (184 ton/ha-year). It is known
that production yield always varies depending on the technologies
used, from open-field cultivation to production in highly instru-
mented greenhouses with automated irrigation, nutrition, and
phytosanitary control systems. As a referent, in México it is consid-
ered that the tomato yield production in low-tech greenhouses has
yields of 120 ton/ha-year, in medium technology from 200 to 250
ton/ha, and in the high technology up to 600 ton/ha [28].

4.6. Economic analysis

For profitability estimation, the unit cost of production (UCP) of
the greenhouse-grown tomato was calculated considering the
average tomato yield (ton/ha-year) estimated in each case (Table 2
and Table 3). The cost of production involves the variable and the
fixed costs. The variable costs were constituted by the cost of
inputs (seed, agrochemicals, fertilization) and the direct labor cost.
The fixed expenses were included by the price of accessories and
tools for cultural activities, services (greenhouse rent, amortization
of fixed initial investment), and technical assistance for tomato
crop management. The cost of the fixed initial investment included
the price of a plastic wall, irrigation equipment, and the structure
of the greenhouse, the total capital needed was estimated at USD
125,000.00. The amortization was calculated considering a financ-
ing interest of 12%, paid for ten years. A sale price of 0.5 USD/Kg
was considered [44]. The treatment with the highest profitability
was the Bv 83 foliar + substrate high, while the one with the lowest
profitability was the control (Table 3). The technical-economic
study of the treatments showed that the UCP was 38% higher in
control plants compared to the best biological treatment applied.
Due to the higher yields obtained with the Bv 83 foliar + substrate

Treatment

Tomato

Kg/plant (+SD) Kg/m?/cycle Ton/ha-year

Bv 83 foliar (6.7x107 < 1.3x10® CFU/plant)

Bv 83 foliar + substrate low (6.7x107 < 1.3x10® CFU/plant + 1x10° CFU/plant)
Bv 83 foliar + substrate high (6.7x107 < 1.3x10® CFU/plant + 1x10® CFU/plant)
Control (non-inoculated plants)

3.5" (+0.9) 9.8 196.5
3.8" (+0.9) 10.5 2106
457 (+1.4) 12.7 254.4
3.3 (+0.8) 9.1 183.6

Different letters mean significant differences according to Welch'’s (o = 0.05) and Games-Howell (o = 0.05) test.
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Table 3
Profitability of greenhouse tomato grown with different B. velezensis 83 biological treatments.

Treatments Bv 83 By 83 foliar + Bv 83 foliar + Control

foliar substrate low substrate high (non-inoculated)

Tomato (Kg/plant) 3.5 3.7° 4.5° 3.3

UCP (USD/Kg of tomato) 033 0.37 0.30 042

VARIABLE COSTS 0.1881 0.2349 0.1995 0.2640

SEED (Tomate saladette) 0.0310 0.0289 0.0240 0.0332

AGROCHEMICALS 0.0388 0.0363 0.0350 0.0363

Insecticide 0.0049 0.0045 0.0038 0.0052
Conventional 0.0043 0.0040 0.0033 0.0046
Neonicotinoides 0.0003 0.0003 0.0002 0.0003
Pyririproxyfen 0.0015 0.0014 0.0012 0.0016
Flupyradifurone 0.0025 0.0023 0.0019 0.0027
Organic 0.0006 0.0005 0.0004 0.0006
Soybean oil 0.0004 0.0003 0.0003 0.0004
Argemonine and berberine extracts 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Soap 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Fungicide 0.0057 0.0053 0.0095 0.0009
Conventional 0.0002 0.0002 0.0001 0.0009

Carbamates (Previcur energy™) 0.0002 0.0002 0.0001 0.0002

Sulfur (Velsul 725™) - - - 0.0007

Biological 0.0055 0.0052 0.0093 -

B. velezensis 83 0.0055 0.0052 0.0093 -
(Fungifree A&B ™)

Bactericide 0.0003 0.0003 0.0002 0.0003
Conventional 0.0003 0.0003 0.0002 0.0003
Quaternary ammonium salts 0.0003 0.0003 0.0002 0.0003

Biostimulant 0.0197 0.0184 0.0152 0.0211
Root 0.0021 0.0019 0.0016 0.0022

1-Naphthylacetic acid (ANA) 0.0006 0.0006 0.0005 0.0006
+ Indole 3-butyric acid (IBA)

Cytokinins + Auxins 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
Indolebutyric Acid 0.0003 0.0002 0.0002 0.0003
N-P-K + Amino acids 0.0004 0.0004 0.0003 0.0005
Trace elements 0.0005 0.0005 0.0004 0.0006

Foliage 0.0037 0.0034 0.0028 0.0039
N-P-K (20-30-10) 0.0008 0.0007 0.0006 0.0008
N-K-C org 0.0013 0.0012 0.0010 0.0014
N-K-C org + Fe 0.0014 0.0013 0.0011 0.0015
B + Cu + Fe 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Chelating agents 0.0002 0.0001 0.0001 0.0002

Fruit 0.0140 0.0130 0.0108 0.0150
Ca + B + amino acids 0.0007 0.0006 0.0005 0.0007
Calcium 0.0003 0.0002 0.0002 0.0003
Free amino acids 0.0018 0.0016 0.0014 0.0019
Boron 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
N-P-K (5-15-45) 0.0007 0.0006 0.0005 0.0007
Cyt + Gibb + Aux + Vitamins 0.0040 0.0037 0.0031 0.0043
Cytokinins 0.0065 0.0061 0.0051 0.0070

Nutrients assimilation 0.0038 0.0035 0.0029 0.0040
Organic complexes 0.0038 0.0035 0.0029 0.0040
Fulvic acid 0.0038 0.0035 0.0029 0.0040

Acidifyant 0.0045 0.0042 0.0035 0.0048
Inorganic acid 0.0045 0.0042 0.0035 0.0048

FERTILIZATION 0.1116 0.1042 0.0862 0.1195

Conventional 0.1116 0.1042 0.0862 0.1195
Nitrogenous 0.0538 0.0502 0.0416 0.0576

Ca(NO3); 0.0216 0.0201 0.0167 0.0231
KNO3 0.0323 0.0301 0.0249 0.0346
Phosphate 0.0123 0.0114 0.0095 0.0131
KH,PO4 0.0123 0.0114 0.0095 0.0131
Potassium 0.0060 0.0056 0.0046 0.0064
K2SO4 0.0060 0.0056 0.0046 0.0064
Complexes 0.0113 0.0106 0.0088 0.0121
Trace elements 0.0113 0.0106 0.0088 0.0121
Other compounds 0.0282 0.0263 0.0218 0.0302
MgSO, 0.0043 0.0040 0.0033 0.0046
Fe 0.0091 0.0085 0.0071 0.0098
B 0.0011 0.0011 0.0009 0.0012
H3PO4 0.0131 0.0123 0.0101 0.0141
H,S04 0.0005 0.0004 0.0004 0.0005

Other 0.0006 0.0005 0.0004 0.0004

Pest monitoring material 0.0004 0.0004 0.0003 0.0003
Plastic glue 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Chromatic traps 0.0004 0.0003 0.0003 0.0003

Combustible 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
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Table 3 (continued)
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Treatments Bv 83 Bv 83 foliar + Bv 83 foliar + Control
foliar substrate low substrate high (non-inoculated)
Gasolin 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Gasolin additive 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LABOR 0.0061 0.0650 0.0538 0.0746
Laborer 0.0061 0.0650 0.0538 0.0746
FIXED COSTS 0.1440 0.1344 0.1036 0.1543
ACCESSORIES AND TOOLS 0.0228 0.0213 0.0099 0.0245
Plant tutoring accessories 0.0037 0.0035 0.0029 0.0040
Tomato rings 0.0005 0.0004 0.0004 0.0005
Wire hook 0.0023 0.0021 0.0018 0.0025
Raffia 0.0010 0.0009 0.0008 0.0011
Material for cultural work 0.0004 0.0004 0.0003 0.0004
Pruning tasks 0.0004 0.0004 0.0003 0.0004
Material for harvest 0.0005 0.0004 0.0004 0.0006
Plastic agricultural crates 0.0004 0.0004 0.0003 0.0005
Bucket of water 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Material for monitoring 0.0002 0.0002 - 0.0003
Digital thermo-hygrometer 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Digital pH and conductivity portable meter 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
Material for measurement 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Graduated cylinder (100 mL) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Plastic measuring beaker (500 mL) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Material for fumigation 0.0008 0.0007 0.0006 0.0008
Manual spray pump 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
Motorized spray pump 0.0006 0.0006 0.0005 0.0007
Plant pot 0.0043 0.0040 0.0033 0.0046
Polyethylene black grow bags (40*40) 0.0043 0.0040 0.0033 0.0046
Material for substrate 0.0129 0.0120 0.0025 0.0138
Tezontle 0.0043 0.0040 0.0008 0.0046
Coconut fiber 0.0086 0.0080 0.0017 0.0092
SERVICES 0.1212 0.1131 0.0936 0.1298
Greenhouse rent 0.0025 0.0024 0.0020 0.0027
Amortization of fixed investment 0.1126 0.1050 0.0870 0.1205
Technical assistance 0.0061 0.0057 0.0047 0.0065
SALE PRICE 0.5 0.5 0.5 0.5
Income/sales 98,273.51 105,312 127,208 91,794
Revenue/Ha 33,002 27,541 50,107 14,992
PROFITABILITY (%/Ha) 51% 35% 65% 20%

high treatment, the profitability was 2 times higher than that of
the control.

4.7. Critical analysis of the case study

This project started integrating a multidisciplinary team to
tackle, in an integral way, an important problem in México: food
supply security. One of the main problems we faced was the high
biological variability of tomato production, an issue that has been
reported previously [45,46]. That forced us to increase the number
of replicas in the experiments and thus limiting the number of
experiments. Notably, the use of commercial seeds, currently used
by producers, allowed us to confront the technology in an actual
situation and obtain realistic results. Although to increase the
reproducibility, the use of high-quality seeds (phenotypically)
can be considered for future works.

The project involved testing two commercial biological prod-
ucts developed by Mexican companies, which have worked closely
with research institutions in México. This was a significant contri-
bution because the producers can use products already available in
the market, tested, and registered by the Mexican agencies [23,43].
One critical aspect was the initial homemade instruments used to
control temperature and moisture since they were not robust
enough to resist environmental conditions inside the greenhouse.
We had to use commercial instruments to fix this, allowing us to
control the main environmental variables properly.

As a result, we received several producers’ requests interested
in the technologies. We also performed demonstrations to produc-

ers, which concluded that the technology developed can be imple-
mented in modules, depending on their needs and financial/
technological capabilities. Even though the greenhouse could be
partially instrumented, the automatic irrigation is necessary.
Despite the aspects commented (biological variability, reliable
instrumentation, large number of tests), we were able to develop
a set of technologies that could be named “intermediate technol-
ogy” that producers can implement and that can represent an
increase in profits of 45%, as compared to the conventional green-
house technology (Fig. 4) [Supplementary video]. In the present
work, we reduced the use of agrochemicals (pesticides) and almost
25% of chemical nitrogen-fertilization.

4.8. The lessons of the project

The multidisciplinary challenge, time, and cost constraints had
secondary effects from which lessons learned and experienced,
mistakes and goals achieved can be deduced. Here are some of
these lessons and potential difficulties for multidisciplinary teams
in developing innovative systems for agriculture.

Positive experiences:

- A multidisciplinary group allows to define more comprehensive
and challenging aims and scopes on a development project as
compared to those produced by a single group. In this project,
the design criteria of the sensors and control had to meet both
the technical requirements and the upper limits in cost, as the
project is meant to be economically viable for Mexican
producers.
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Fig. 4. Summary of the main achievements of multidisciplinary approaches for sustainable agriculture applied to tomato greenhouse production. In the results improvement
table summarizing the results, the arrows indicate increase or decrease with respect to control.

- Training producers and forming specialized human resources
with a wider view of the problem-solving strategies is one of
the significant outputs of a research project when a multidisci-
plinary team is available.

- On the technical side, the comprehensive data collection, as
obtained from the continuous monitoring of the greenhouse,
provides data for future evaluation of artificial intelligence
models and neural networks since it provides accurate environ-
mental and physiological plant responses to real environmental
inputs.

- Due to the presence of Bank of México Staff (FIRA), with exper-
tise in economics and experience with technical transference to
farmers, the project was carried out with a philosophy of lean
development, low costs, and transfer viability from the begin-
ning, unlike academic projects, which are developed with fewer
constraints, making them less practical at the technology trans-
fer stage.

Negative experiences:

- The biological variability of the plants was not considered at the
beginning, this lead to difficulties in relating the cause-effect of
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environmental control and crop production. Hence, choosing
seeds with low genetic variability is essential to monitor the
effects closely. However, this study exemplifies the reality a
producer faces with access to seeds of different qualities.

- The initial implementation of the instrumentation and control
software in conjunction with the current biological control
and water-saving experiments required time and training. This
was also corrected in later stages and included commercial con-
trollers and sensors as a parallel backup that assisted the sys-
tems developed by the group.

5. Conclusions

The developed technology (including the integral use of envi-
ronmental control of the greenhouse, fertigation, the use of a
highly water-retention substrate, a biofertilizer, and a biofungi-
cide) yielded up to 254 ton/ha-year of tomato (Frodo variety),
achieving reductions of 44-60% in water consumption and 28% in
the cost unit of production increasing the profits for the producer
in about 45% about Mexican conventional greenhouses manage-
ment. In addition, it was possible to reduce the use of agrochemi-
cals (pesticides) and almost 25% of chemical nitrogen-fertilization.
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This case study has shown that it is possible to significantly
increase profits in mid-tech greenhouse tomato production in
middle-income countries like México by increasing productivity
and crop quality and decreasing the use of water and agrochemi-
cals using greenhouse automatization, crop management, and ben-
eficial bacteria applied to the crop.
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