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RESUMEN

En México, la cepa Bacillus velezensis 83 (Fungifree AB®) se comercializa como un
biofungicida de aplicacion foliar que es efectivo para el control bioldgico (CB) de cinco
diferentes géneros de hongos fitopatogenos (Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis, Sphaerotheca,
Leveillula) en cultivos de importancia agricola como mango, aguacate, papaya, citricos, tomate,
fresa, ardndano, zarzamora, cucurbitaceas (Balderas-Ruiz et al., 2020). Botrytis cinerea (moho
gris) es la segunda especie de hongo fitopatdgeno méas importante a nivel mundial afectando a
mas de 200 especies de plantas (Dean et al., 2012), incluyendo el tomate. Segun datos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas
en ingles) el tomate (Lycopersicum esculentum) es la hortaliza mas importante en produccion a
nivel mundial, siendo México el principal pais exportador de este producto (FAOSTAT, 2021).
Fungifree AB® cuenta con dos factores de antagonismo: 1) células de B. velezensis 83 y 2) los
metabolitos producidos durante su cultivo. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue
identificar el factor de antagonismo presente en Fungifree AB® con mayor contribucion en la
inhibicion de B. cinerea en hojas y frutos de tomate. Para cumplir con el objetivo se realizaron
ensayos de inhibicion in vitro, los cuales mostraron claramente que las células presentaron un
efecto mayor de inhibicion en el crecimiento de B. cinerea, en comparacion con los metabolitos
y un producto quimico (Clorotalonil). Se observaron diferentes resultados de eficacia de los
tratamientos entre hojas y frutos. Con ensayos en hojas de manera in vitro, se observo que las
células fueron el principal factor que contribuyé en la eficacia de Bacillus velezensis 83 vs B.
cinerea (32-70%), asimismo, en ensayos de inhibicion con frutos (89-97%). En ambos casos, los
ensayos con metabolitos (<10%) fue el de menor eficacia. El tratamiento quimico tuvo mayor
control de la infeccion en hojas (>95%) que en frutos (58%). Asimismo, se observé que la mayor
eficacia de B. velezensis 83 se obtuvo con la aplicacion del tratamiento preventivo (incubando a
29 °C). En los ensayos con hojas de tomate, Fungifree AB® presentd una mayor eficacia en
comparacion con sus factores de antagonismo de manera individual. Una posible explicacién a
este hecho es que podria existir una interaccién sinérgica entre metabolitos y células, cuando se
encuentran juntos en el formulado. Por su parte, en los ensayos con frutos de tomate, se observé
que las células son el principal factor de antagonismo que contribuye en la eficacia de B.
velezensis 83. Asimismo, se observo que las células presentan una mayor eficacia, cuando son

aplicados de manera preventiva, en comparacion con el Clorotalonil.
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1. INTRODUCCION

El tomate rojo es de gran importancia en México, debido a sus aportaciones culturales,
economicas y de salud (SIAP, 2017). En los dltimos afios (2012-2021), se ha visto un
incremento en la produccion de tomate del 8.6 % a nivel mundial. En el 2017 México
participd con 2,3 % de la produccion total mundial, ocupando asi el décimo lugar en
produccion y el primero en exportacion de tomate a nivel mundial en términos de volumen y
valor en ventas al exterior (FAOSTAT, 2021). Sin embargo, un problema que presenta el
cultivo de tomate es la susceptibilidad a diversos fitopatogenos (virus, bacterias y hongos),
los cuales son causantes de enfermedades que se traducen en pérdidas economicas (Blancard,
2000). En particular, los hongos como Botrytis cinerea (moho gris), Alternaria solani (tizén
temprano), Leveillula taurica (cenicilla), Phytophthora infestans (tizén tardio) son los
principales causantes de enfermedades en plantas de tomate (Martinez-Ruiz et al., 2016).
Entre éstos, B. cinerea es considerado la segunda especie de hongo fitopatdgeno mas
importante a nivel mundial, ya que afecta a mas de 200 especies de plantas; es un necrotrofico
tipico que atrapa las vias de muerte celular programada del huésped para lograr la infeccion
(Dean et al., 2012). Este hongo ataca diferentes 6rganos, en distintas etapas de desarrollo de
la planta. La infeccién en frutos maduros se manifiesta durante la etapa postcosecha
(Willianson et al., 2007) afectando asi su comercializacion, tanto en el mercado nacional
como en el extranjero. El control tradicional de B. cinerea se basa principalmente en la
aplicacion de fungicidas quimicos (Apolonio-Rodriguez et al., 2017), sin embargo, el uso
excesivo de éstos puede tener efectos negativos en el medio ambiente y/o provocar efectos
adversos en la calidad del producto (necrosis tisular), puede causar dafios a la salud de
humanos y otras especies de animales (Ibarra et al., 2006; Cook, 1993). Por otra parte, la
eficacia de los fungicidas quimicos puede ser de corta duracion, ya que pueden tener el efecto
de seleccionar poblaciones resistentes de B. cinerea y hacer mas dificil su control
(Williamson et al., 2007). Debido a lo anterior, el control biolégico (uso de organismos o de
metabolitos o subproductos antagonistas naturales de agentes infecciosos) es una alternativa
para el control de plagas y/o fitopatdgenos, ya que este no genera resistencia en el hongo, es
amigable con el medio ambiente y con la salud humana. Especies de los géneros
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces spp., Trichoderma spp., y algunas especies

no patogenas de Fusarium spp., son las que mas han sido reportadas en la literatura como
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agentes de control bioldgico (ACB) contra hongos fitopatogenos (Picard y Bosco, 2008). Los
ACB inhiben el desarrollo de fitopatdgenos a través de uno o varios mecanismos. Por
ejemplo, las bacterias del género Bacillus producen metabolitos que son compuestos
antibioticos (antibiosis), competencia por espacio y nutrientes y/o la Induccion de Resistencia
Sistémica en la planta (Tabla 1) (Correa y Soria, 2010). Debido a su complejidad de modos
de accion, al usar control bioldgico, el patdgeno tendrd mayor dificultad para desarrollar
resistencia (Serrano-Carreén y Galindo- Fentanes, 2007).

El Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en colaboracion con el CIAD-Culiacan,
desarrollaron un fungicida (Fungifree AB®) a base de células de Bacillus subtilis 83
(actualmente Bacillus velezensis 83, Balderas-Ruiz et al., 2020) y sus metabolitos
(producidos por la bacteria durante su cultivo industrial). De esta manera, ambos
componentes (células y metabolitos) pueden ser considerados factores de antagonismo, es
decir; elementos que son responsables de que el control bioldgico se lleve a cabo. Este
producto comercial ha demostrado ser eficaz para el control de varias especies de hongos
fitopatdgenos (de los géneros Colletotrichum, Erysiphe, Leveillula, Sphearotheca y Botrytis)
(Galindo-Fentanes et al., 2015) en aplicaciones foliares en diferentes cultivos de importancia
econdmica como el mango, aguacate, papayo, tomate (Anexo 1). Venegas-Brito (2015)
realiz6 ensayos con hojas de mango y determind que las esporas presentes en Fungifree AB®
fueron el factor de antagonismo con mayor contribucién en la inhibicion de Colleottrichum.
gloeosporioides (hongo causante de antracnosis en mango). Por otra parte, Luna-Bulbarela
et al., (2018) han demostrado que el lipopéptido bacilomicina D, que produce la bacteria
durante su cultivo industrial, ejerce un efecto de inhibicidn en la germinacion de esporas y

en el crecimiento del micelio de C. gloeosporioides.

Sin embargo, se desconoce si estos factores pueden ser antagonistas de B. cinerea en
plantas de tomate (hojas y frutos). Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue evaluar la
eficacia del control bioldgico de los factores de antagonismo (células y/o metabolitos)
presentes en Fungifree AB® contra B. cinerea, mediante ensayos in vitro, asi como en

pruebas en hojas y en frutos de tomate.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Tomate (Solanum lycopersicum)

El tomate rojo forma parte de los cultivos més importantes en el planeta en términos de
produccién y exportacion. En los afios del 2012 al 2017 se registré6 un incremento de
produccién en el tomate rojo del 8.6% a nivel mundial, donde Mexico fue principal
exportador de tomate en términos de volumen y valor en ventas al exterior segun datos
registrados por la FAO (FAOSTAT, 2021). Sin embargo, los cultivos de tomate rojo
presentan susceptibilidad a hongos fitopatégenos, como B. cinerea, ¢l cual es considerado el
segundo hongo fitopatdgeno mas importante a nivel mundial, que afecta a mas de 200
especies de plantas (Dean et al., 2012), causando pérdidas del 20% en los cultivos de tomate
en el mundo. En 2013, las pérdidas econémicas por B. cinerea fueron estimadas en 122
millones de dolares (Fuentes- Lopez, 2013).

2.2. Botrytis cinerea

B. cinerea es un hongo patdgeno causante del moho gris, considerado un polifago
necrotréfico, que afecta a plantas horticolas, tales como fresa, zarzamora, frambuesa, moras,
kiwi y tomate, ocasionando pérdidas en pre y post-cosecha. Las pudriciones suaves, el
colapso y la formacién de agua en los tejidos del parénquima, asi como la aparicion de masas
grises de conidios, son los sintomas mas comunes en hojas y frutos (Williamson et al., 2007).
Su ciclo de infeccidn puede llevarlo a cabo durante todo el afio; sin embargo, debido a las
condiciones climéticas presentes en verano, B. cinerea reduce su ciclo para la formacion de
conidioforos (Figura 1). La infeccion comienza con un conidio (espora asexual) que se
esparce a través de corrientes de aire, que permiten que B. cinerea se establezca en la
superficie de la planta. La penetracién estd mediada por enzimas (cutinasas, lipasas,
superdxido dismutasas, pectinasas (endopoligalacturonasas), celulasas, B-1,4-xilanasas)
(Williamson et al., 2007), las cuales le permitiran hacer una colonizacion asintomatica en los
tejidos de la planta (para el desarrollo de la enfermedad), guiando a la planta hacia el suicidio
por apoptosis (muerte celular), posteriormente se generaran los conidiéforos (moho gris)

sobre la superficie dafiada, permitiendo asi que el micelio y los esclerocios (micelio
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compacto, que permite persistir a ambientes extremos) germinen para dar lugar a un nuevo
conididforo (estructura que produce de manera asexual los conidios), que a su vez liberara

conidios, para reiniciar el ciclo de infeccion (Veloso y Van Kan, 2018).

Conididforo

weemp  Conidios
B 3«
Germinacion ¥ " ' 32 i J
K r Instalacion

verano

Micelio ;L'}

4 4

sclerocio

' /' Penetracion

Todo el afio

Moho
Mecrosis tisular
Figura 1. Ciclo de infeccion por B. cinerea en planta. Los conidios se instalan en la superficie del huésped,

penetrando sin causar dafio a la cuticula, causando necrosis tisular en los tejidos del huésped,
generando asi el moho gris, que dara lugar al micelio y los esclerocios. Los esclerocios y el micelio
pueden permanecer en el suelo o vegetales en descomposicién, esperando a que se den las
condiciones adecuadas para su germinacion y asi formar un conidiéforo, que permitira realizar el

proceso de infeccion nuevamente.

El desarrollo de la enfermedad por B. cinerea ocurre en flores (en precosecha) y frutos
(en postcosecha), debido a que tiene una mayor preferencia hacia estos tejidos. Sin embargo,
la enfermedad puede desarrollarse también en tallos, hojas y semillas. Para que la espora
germine y pueda desarrollarse en la planta, su entorno debe ofrecer la humedad y los
nutrientes necesarios. Estudios han demostrado que la humedad relativa (HR) de 90 al 93%
y una Temperatura (T) de 10 a 25 °C favorecen la germinacion e incidencia conidial de B.
cinerea (Ciliberti et al., 2015).
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La enfermedad del moho gris en el tomate rojo es abundante debido a las condiciones
Optimas de alta humedad y densidad foliar (Srivastava et al., 2018). Ello le permite su
desarrollo, causando necrosis tisular a los tejidos del tomate. Por lo tanto, la infeccion en el
fruto de tomate se determinara como pérdida econémica, ya que no se puede comercializar

el producto. Por ello, el control de B. cinerea se vuelve un tema de relevante importancia.

Para evitar pérdidas causadas por B. cinerea en los cultivos, se utilizan mayormente
fungicidas quimicos, pero su uso excesivo tiene efectos negativos, ya que B. cinerea puede
generar resistencia (Williamson et al., 2007), aumenta los niveles de contaminacion en el
medio ambiente, puede haber una acumulacién en los frutos si no se respetan las dosis y

causa dafios a la salud de los seres humanos y otras especies de animales (Ibarra et al., 2006).

2.3. Control biologico

El control bioldgico es el uso de organismos (0 microorganismos) o de sus metabolitos
0 subproductos, capaces de ejercer mecanismos de accién (antagonismo) sobre plagas o
patdgenos (Serrano-Carredn y Galindo-Fentanes, 2007). La ventaja sobre el control quimico
es que, debido a la complejidad de los modos de accion de los agentes de control bioldgico,
el patdgeno tendrda mayor dificultad para desarrollar resistencia hacia los productos (Serrano-
Carredn y Galindo-Fentanes, 2007). Los microorganismos (hongos, levaduras, bacterias) que
son utilizados como Agentes de Control Bioldgico (ACB) tienen cuatro principales
mecanismos de antagonismo contra los fitopatdgenos y son: a) competencia por espacio y
nutrientes, b) antibiosis, ¢) micoparasitismo y d) la resistencia sistémica inducida (RSI) en la
planta hospedera. Una breve descripcion y algunos ejemplos de los mecanismos de los
agentes de control biol6gico se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mecanismos de antagonismo de los ACB (contacto directo e indirecto)

Mecanismo

Descripcion

Ejemplo

Directo: La bacteria se encuentra en contacto directo con el fitopatdgeno

Antibiosis

Produccion de
metabolitos secundarios
(antibidticos) por otra
parte del ACB que
inhibe el crecimiento del
patégeno.

La produccion de compuestos organicos
volatiles de Bacillus subtilis CF-3
controlan el crecimiento de B. cinerea y
C. gloeosporioides

Referencia

Zhou et al., 2019

Se da cuando los La presencia de Sphingomonas sp.
microorganismos impidi6 que el patégeno bacteriano
Competencia por benéficos colonizan Pseudomonas syringae pv. tomato
espacio y nutrientes rapidamente las creciera y provocara sintomas de Innerebner et al.,
superficies de las plantas  infeccion. 2011
y hacen dificil el
crecimiento de

fitopatogenos.

Consiste en detectar al El microparasitismo es el principal

huésped, seguido de mecanismo de antagonismo  de
reconocimiento del  Trichoderma harzianum SQR-T37 contra
huésped, instalacién, Rhizoctonia solani en jitomate

penetracion. El factor

clave es la transferencia

de nutrientes de un
Parasitismo huésped al parasito.

Indirecto: La bacteria no esta en contacto con el fitopatégeno

Huang et al., 2011

Estado en el que se
presenta un aumento en
el nivel de resistencia
basal de las plantas,
desencadenada por
inductores  bioldgicos
que le confieren una
capacidad defensiva de
amplio espectro a la
planta entera.

Resistencia sistémica inducida (RSI):
Provocada por microorganismos
benéficos y asociada con el 4cido
jasmonico.  Diferentes cepas de
Pseudomonas fluorencens provocaron la
resistencia de la vid contra B. cinerea

Liuetal., 2018
Resistencia sistémica

Gruau et al., 2015

Bacillus es un género de bacterias Gram positivas, aerobiasy formadoras de esporas. Se
ha reportado que varias cepas de este género tienen potencial como ACB (Checinska et al.,
2015). Las esporas resisten calor, frio, radiacion, desecacion y a desinfectantes (Turnbull,
1996). Debido a que el género de Bacillus presenta una capacidad de formar esporas, lo
convierte en un candidato ideal para desarrollar bioproductos, ya que se pueden generar
formulaciones con una alta vida de anaquel y que no requieren refrigeracion (Kumar et al.,
2011). Se ha documentado que, en campos agricolas, algunas especies del género Bacillus
estimulan el crecimiento de las plantas mediante la mejora en la adquisicion de nutrientes.

Por otro lado, las cepas de las especies de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens,
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sintetizan metabolitos secundarios como: 1) enzimas liticas (quitinasas) las cuales estan

involucradas en la degradacion de la pared celular de agentes fitopatogenos, 2) sideréforos

que actuan como secuestradores y quelantes de hierro, 3) lipopéptidos con actividad

antibidtica (pertenecientes a las familias de la surfactina, iturina y fengicina) asi como

policétidos (sublacina, subtilina, subtilosina, macrolactina) (Anexo 3), compuestos organicos

volatiles (COV), los cuales pueden suprimir la germinacion y el crecimiento micelial de los

hongos, contribuyendo asi en la reduccion de los niveles de enfermedades causadas por
fitopatdgenos (Zou et al., 2007; Kai et al., 2009; Liu et al., 2008).

Existen varios estudios que han descrito el uso potencial de bacterias del género Bacillus

en el biocontrol de B. cinerea (Tabla 2).

Tabla 2. Control Bioldgico a base de Bacillus contra B. cinerea.

WXCDD105

Cladosporium

fulvum

moho de la hoja

de tomate

ACB Patogeno Enfermedad Planta Referencia
Pseudomonas B. cinerea Moho gris Manzano Peighami-Ashnaei et
fluorescens y  Bacillus al., (2009).
subtilis
Bacillus B27 B. cinerea Moho gris Uva Maachia et al,,

(2015).
Bacillus amyloliquefaciens | B. cinerea Moho gris Tomate Zheng et al., (2018).
ch42
Bacillus subtilis B. cinerea y | Moho gris y | Tomate Wang-H et al,

(2018).
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2.4. Productos de control bioldgico de fitopatdgenos a base de
Bacillus

Actualmente estan disponibles en el mercado productos de control biolégico (Anexo 2)
a base de cepas de Bacillus, para el control de enfermedades en plantas (Villareal-Delgado
et al., 2018, Schisler et al., 2004). En estos productos, el principal ingrediente activo son las
esporas de Bacillus, ya que, debido a su versatilidad metabdlica, les permite llevar a cabo el
control bioldgico de fitopatogenos mediante diversos mecanismos (Villareal-Delgado et al.,
2018). Con formulados a base de esporas se logra una mayor vida de anaquel de los productos
en comparacion con productos liquidos (Villareal-Delgado et al., 2018; Ongena y Jacques
2008). Sin embargo, algunos productos contienen también metabolitos antimicrobiales que
también ejercen -por si mismos- el control bioldgico. Los productos comerciales pueden
contener uno o mas factores de antagonismo que contribuyen a la eficacia del control
biolégico; ademas, cada factor de antagonismo puede participar con uno 0 mas mecanismos
para inhibir al fitopatégeno.

Por ejemplo, el uso de un producto comercial para aplicacion en suelo, formulado con
B. subtilis QST713 (nombre comercial: SERENADE) y sus componentes (células o
metabolitos), se utilizé para entender como los factores de antagonismo contribuyen en el
control del hongo Plasmodiofora brassicae, causante de “gallos” en la raiz de la canola. Con
estos tratamientos (células y metabolitos), aplicados en suelo, se encontré que tanto las
células como los metabolitos disminuyeron la severidad de la infeccion aproximadamente en
un 60%. Por su parte, con el producto formulado, la disminucion fue méas del 90%, con
respecto a un control. Esta es una evidencia de que la interaccion entre los metabolitos y las
células contenidas en el formulado da como resultado un mejor control bioldgico (Lahlali et
al., 2011). Posteriormente, a los ensayos llevados a cabo en el sustrato (Lahlali et al., 2011)
evaluaron el efecto del formulado en la RSI y en el control de P. brassicae en plantas de
canola. Nuevamente, el tratamiento con el producto formulado fue mas efectivo para reducir
la incidencia de infeccion y la concentracion del fitopatogeno en la raiz, que al utilizar los
componentes de manera individual. Se detecté que las células de B. subtilis QST713 se

establecieron en mayor concentracion en la raiz cuando fueron aplicadas como parte del
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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 en raiz del producto formulado al momento de
la siembra de la canola disminuyd la incidencia de infeccidn por Leptosphaeria maculans y
mantuvo su eficacia durante 12 dias en los cotiledones de la canola, con respecto a plantas
sin tratamiento bioldgico, indicando la elicitacion de la RSI. Se comprobd la sobrexpresion
de genes involucrados en la RSI, la sobreexpresion en raiz fue para etileno (BnACO), &cido
jasmonico (BNOPR2), c-innaoil CoA reductasa (BnCCR) y fenilpropanoides (BnOPCL). En
contraste, en hojas, la sobreexpresion fue sélo para fenilpropanoides (BhnOPCL y BNCCR)
(Lahlali et al., 2011).

Varios autores sugieren que el CB de los fitopatdgenos con cepas de Bacillus puede ser
el resultado de la interaccion de los diferentes mecanismos de antagonismo. Romero et al.,
(2007) reportaron que los lipopéptidos que producen las cepas de Bacillus actian no sélo
como antibidticos, al inhibir la germinacion y/o el crecimiento de diversos fitopatégenos,
sino también como agentes de competencia, al facilitar la colonizacion de la raiz. También
funcionan como inmuno-estimulantes, al inducir el mecanismo de resistencia sistémica en la
planta huésped (Ongena et al., 2008; Jourdan et al., 2009; Garcia-Gutiérrez et al., 2013). De
esta forma, el control biolégico de los fitopatdgenos con cepas de Bacillus puede ser el
resultado de la interaccién de los diferentes mecanismos de antagonismo: competencia,

antibiosis y RSI.

A continuacion, se describen los estudios que han evaluado cepas de bacterias contra B.

cinerea.

Gao et al., (2017) caracterizaron los COV (Compuestos Organicos Volatiles) producidos
por B. velezensis ZSY-1 y probaron su actividad antifungica contra hongos patdgenos de
plantas (Alternaria solani y Botrytis cinerea). Los ensayos in vitro realizados demostraron
que los COV (pirazina y benzotiazol) tuvieron una actividad antifngica significativa contra
A. solani y B. cinerea, de un 81.1% y 93.8% de inhibicion, respectivamente. Con estos
ensayos, Gao et al., (2017) demostraron que los COV estan involucrados en el control de las

enfermedades flngicas de plantas.
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Toral et al (2018) demostraron que la bacilomicina y la fengicina producidos por B.
velezensis (XT1) tuvieron actividad antifingica contra B. cinerea, alterando la morfologia de
las espora e hifas del fitopatdgeno. La actividad antifingica de los lipopéptidos producidos
por XT1 se probd mediante ensayos en uvas, fresas y tomates, los cuales mostraron una
disminucion de la enfermedad del 100, 12, y 50%, en comparacion con el control positivo
(frutos inoculados con B. cinerea) donde la incidencia de la enfermedad fue del 71% en uvas,
100% en fresas, y 100% en tomates. Con estos resultados, demostraron que los lipopéptidos

producidos por XT1 estan involucrados en el control biologico de B. cinerea.

Gao et al., (2018) evaluaron el mecanismo de Pseudomonas (QBAS) involucrado en la
inhibicion de B. cinerea. Mediante ensayos in vitro, compararon cultivos liquidos y el
sobrenadante libre de celulas de QBAS5 sobre la germinacion de conidios de B. cinerea.
Observaron que el sobrenadante libre de células tiene casi el mismo efecto inhibitorio que
las células de QBAS. Estos estudios demostraron que la antibiosis (a través de compuestos
tipo lipopéptidos) es el principal mecanismo de control bioldgico de QBAS sobre B. cinerea.
Por otro lado, estos autores realizaron ensayos en hojas y en frutos de tomate contra B.
cinerea, en los cuales observaron que existe un efecto de inhibicién significativo cuando el
sobrenadante libre de células era inoculado cuatro horas antes que B. cinerea, sugiriendo asi
que QBAS desempefia sus funciones de control biol6gico contra el moho gris, de manera
preventiva. Los resultados de la inoculacion mostraron que la enfermedad del moho gris en
frutos y hojas de tomate, fueron inhibidas significativamente por QBAS5 (al igual que lo
observado cuando se us6 un fungicida quimico), lo que indica que los ACB tienen un efecto

similar a los fungicidas quimicos.

Por otro lado, Salvatierra-Martinez et al., (2018) demostraron mediante ensayos de
inhibicion in vitro, que B. amyloliquefaciens cepa BBC023 y B. amyloliquefaciens cepa
BBC047 poseen actividades antagonicas contra B. cinerea, lo que fue atribuible a la
produccién de compuestos lipopeptidicos. Por otro lado, en sus ensayos con plantas de
tomate, las cuales fueron inoculadas con las cepas BBC023 y BBCO047, tanto en raiz (R)
como en raiz y a nivel foliar (R/F) y que posteriormente fueron infectadas con B. cinerea,

presentaron una disminucion en la severidad de la infeccion fungica. Sin embargo, en
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aplicaciones foliares, observaron que la cepa BBC047 presentd un mayor control sobre B.
cinerea, en comparacion con la cepa BBC023. Esto fue atribuido a la capacidad de producir
biofilms (biopeliculas), debido a que la cepa BBC047 mantuvo una mayor densidad de
poblacién que la cepa BBCO023 en las hojas. Adicionalmente, Salvatierra-Martinez et al.,
(2018) demostraron que ambas cepas aplicadas en las raices aumentaron significativamente
el peso seco y la altura de las plantas de jitomate, en comparacién con las plantas del control
(sin inoculacidn de bacteria).

Los estudios descritos anteriormente demuestran que los factores de antagonismo
presentes en algunas especies de Bacillus, Pseudomonas tienen la capacidad de inhibir el
desarrollo de B. cinerea, tanto in vitro como in vivo, a través de diversos mecanismos de
accion y que algunos de ellos pueden tener actividad antifungica similar al de un fungicida

quimico.

2.5. Fungifree AB® (Bacillus velezensis 83) como biofungicida

Fungifree AB® es un biofungicida desarrollado en México (a base de la cepa Bacillus
velezensis 83). Se ha demostrado que el producto es eficaz para el control de varios géneros
de hongos fitopatdgenos en diversos cultivos (Galindo-Fentanes et al., 2015) mediante
aplicaciones foliares (Anexo 1). Por su proceso de produccion, Fungifree AB® contiene dos
factores de antagonismo: 1) células: su principal modo de accion serd a través de la
competencia por espacio y nutrientes, asi mismo, debido a su capacidad de realizar la sintesis
de novo: resistencia sistémica inducida (RSI), antibiosis y/o como bacteria promotora de
crecimiento vegetal (BPCV), 2) metabolitos: su modo de accion se llevara a cabo a través de

la antibiosis y/o RSI (Figura 2).
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Fungifree AB®

Células Metabolitos
(sintetizados
durante el cultivo)

Modo de accién

iModo de accion
Se instalan, germinan Actlan de primera
_(actuan.do de primera _ instancia contra el
mstanc[a por competenma fitopatdgeno evitando
y espacio) y realizan la asi su desarrollo a
sintesis c_de novo dle _ través de la antibiosis.
metabolitos antifingicos
Presentes en el Presentes en el
formulado formulado
Células (_je B. Lipopéptidos
velezensis 83

Antibiosis

Competencia por espacio
y nutrientes

Metabolitos
(sintesis de novo)

v \4

BPCV RSI Antibiosis

Figura 2. Factores de antagonismo presentes en Fungifree AB®.



Solis-Arcos (2010) mediante ensayos en HPLC (high performance liquid
chromatography, por sus siglas en inglés) logro la separacion de tres diferentes compuestos
termorresistentes (los lipopéptidos bacilomicina, surfactina e iturina) que son sintetizados en
las condiciones de cultivo industrial para la produccion de esporas de B. velezensis 83 y que
presentaron actividad antifungica contra Fusarium sp. Posteriormente, mediante analisis de
amplificacion de PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) y secuenciacion
de fragmentos cromosomales de Bacillus sp 83, Aragdn-Gémez (2012) demostrd que en el
genoma de la bacteria se encuentran presentes los genes de srfAA, bmyD y minA
(involucrados en la sintesis de los lipopéptidos surfactina, bacilomicina D y el policétido
macrolactina A). Ademas, encontrd una secuencia que tenia el 98% de similitud con el gen

baeN de la cepa FZB42, gen involucrado con la sintesis del policétido bacilaeno.

Por otra parte, Venegas-Brito (2015) realiz6 ensayos in vitro y bioensayos en hojas de
mango con aplicacion de diferentes tratamientos (metabolitos, células, metabolitos mas
células y el producto Fungifree AB®) en pre y post-infeccion de C. gloeosporioides. Observo
que, en tratamientos pre-infeccion (primero la bacteria y luego el hongo), el porcentaje de
inhibicidn in vitro era mayor para todos los tratamientos en comparacion con los de post-
infeccion. Asimismo, demostré que las células eran el factor con mayor contribucién en la
inhibicion del fitopatdgeno. Por otra parte, realiz6 ensayos con hojas de mango donde evalué
los mismos tratamientos de manera in vitro, obteniendo que en los tratamientos post-
infeccion (1° hongo, 2° bacteria) con células de B. velezensis 83, tuvieron un porcentaje de
inhibicion mayor al 80%, en comparacion con los de pre-infeccion (1° bacteria, 2° hongo),
los que causaron el 31% de inhibicidn, con respecto al control (s6lo hongo). Sin embargo, en
los bioensayos no existi6é una diferencia significativa entre la aplicacion de los tratamientos,
pre o post-infeccion. Por lo tanto, el trabajo de Venegas-Brito (2015) sugiere que el factor

gue mayormente contribuye a la inhibicion de C. gloeeosporioides son las células.

Luna-Bulbarela et al., (2018) demostraron, en ensayos in vitro, que la bacilomicina D es
el principal compuesto antifingico de B. amyloliquefaciens 83 (actualmente B. velezensis 83,
Balderas-Ruiz et al., 2020) contra C. gloeosporioides, demostrando que el lipopéptido causa

dafios en las membranas celulares del micelio y las esporas del hongo, afectando su
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viabilidad. En su estudio demostraron que cambios leves en la longitud de la cadena de acidos
grasos (hidrofobicidad) de los homdlogos bacilomicina D, causan diferencias significativas
en su actividad antifingica contra las esporas, pero no contra el micelio de C.

gloeosporioides.

Balderas-Ruiz et al., (2020) realizaron el anélisis de la secuencia completa del genoma
de B. velezensis 83. Observaron que en el genoma se encuentran diez grupos de genes
biosintéticos que codifican para metabolitos secundarios, cubriendo alrededor del 8.2% de
su genoma. De los diez grupos de genes, observaron que cinco grupos son de sintetasas
peptidicas no ribosomales (NRPS), los cuales son lipopéptidos: surfactina (srfA),
bacilomicina (bmy) y fengicina (fen), un sider6foro (dhb) y el dipéptido bacilisina (bac).
Asimismo, identificaron tres grupos de sintetasas de policétidos (PKS): macrolactina (min),
bacilano (bae) y dificidina (dfn). Ademas, encontraron un grupo de genes probablemente
involucrados en la produccion de la amilociclicina lantibidtica, y el grupo de genes pur para
la sintesis de un compuesto nematicida. Los resultados del analisis gendémico realizado por
Balderas-Ruiz et al., (2020) sugieren que B. velezensis 83 puede producir un amplio
repertorio de metabolitos con propiedades de biocontrol (otros méas de los ya mencionados:

mesarcidina y bacilibactina)

Por otro lado, Balderas-Ruiz et al., (2020) evaluaron caracteristicas promotoras del
crecimiento de las plantas de B. velezensis 83. Para ello, realizaron experimentos de co-
cultivos in vitro de B. velezensis 83 con Arabidopsis thaliana y de inoculaciones de B.
velezensis 83 en maiz cultivado en condiciones de invernadero. En los ensayos in vitro con
A. thaliana, observaron que cuando la bacteria es aplicada cerca de la raiz, existe un efecto
tipico de cambio en la estructura de la raiz. Asimismo, encontraron que B. velezensis 83
promovid el desarrollo de raices laterales y la formacién de hojas méas grandes de A. thaliana.
En maiz, con aplicaciones al sustrato, Balderas-Ruiz et al., (2020) reportaron que B.
velezensis 83 aument6 un 12% la altura y un 45% la biomasa de la raiz de las plantas, con
respecto al control. Sin embargo, no observaron efecto sobre la biomasa de los brotes de
semilla de maiz. Por otro lado, cuando los tratamientos fueron aplicados a la semilla de maiz,

fue evidente un aumento de un 38% en la altura y un 88% en la biomasa del brote de semilla
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con respecto al control. Por otra parte, en aplicaciones de los tratamientos en raiz, se observo
un aumento en la altura (12%) y en la biomasa radicular (45%), en comparacion con las
plantulas no inoculadas. Con estos estudios, Balderas-Ruiz et al., (2020) demostraron la

capacidad de B. velezensis 83 como promotora del crecimiento.

En conclusidn, los estudios demuestran que algunas especies bacterianas son eficaces
como agentes de control contra B. cinerea, debido a sus células capaces de realizar la sintesis

de novo de metabolitos antifungicos.

3. JUSTIFICACION

El tomate es una hortaliza de gran importancia a nivel mundial y en México por sus altos
niveles de produccion y exportacion. Sin embargo, B. cinerea es un fitopatdgeno que afecta
al tomate, causando pérdidas de hasta el 20% en los cultivos, tanto en pre como en
postcosecha, evitando o limitando asi la comercializacion del producto. El principal método
de control de B. cinerea es el uso de fungicidas quimicos, no obstante, el uso excesivo de
éstos causa dafios en el medio ambiente y en la salud tanto humana como en especies no
blanco. Ademas, estos agroquimicos generan resistencia en B. cinerea con relativa facilidad.

Por lo tanto, el control bioldgico se vuelve una alternativa viable y sustentable. Existen
estudios que demuestran que cepas del género Bacillus son eficaces en el control de hongos
fitopatdgenos. Existen biofungicidas en el mercado, los cuales contienen en su formulado
células de Bacillus y sus metabolitos (dos factores de antagonismo), lo que les confiere una
mayor eficacia en el control de fitopatdgenos. Se sabe que Fungifree AB® (B. velezensis 83)
cuenta con dos factores de antagonismo (células y metabolitos) en su formulado, que ejercen
un efecto de inhibicién contra C. gloeosporioides; sin embargo, se desconoce si estos factores

pueden ser antagonistas de B. cinerea en tomate.
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4. HIPOTESIS

Las células, debido a que realizan la sintesis de novo de metabolitos antifungicos, son el
principal factor de antagonismo que contribuye a la eficacia de B. velezensis 83 como agente
de control bioldgico contra B. cinerea en hojas y frutos de tomate.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de los factores de antagonismo (células y/o metabolitos) presentes
en Fungifree AB® contra B. cinerea 05 en hojas y frutos de tomate.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la eficacia de los factores de antagonismo (células y/o metabolitos de
Fungifree AB®) contra B. cinerea 05, mediante ensayos de inhibicién in vitro en
medio de cultivo.

e Establecer las condiciones de infeccion de B. cinerea 05 sobre hojas y frutos de
tomate post-cosecha mediante ensayos in vitro.

e Evaluar la eficacia de los factores de antagonismo (células y/o metabolitos) de
Fungifree AB® contra B. cinerea 05 en ensayos in vitro llevados a cabo en hojas y en

frutos de tomate en post-cosecha.
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7. METODOLOGIA

7.1. Estrategia experimental

Para lograr el objetivo general propuesto para el desarrollo de este proyecto de

investigacion, el trabajo experimental se dividio en 3 etapas (Figura 3):

1) Ensayos de inhibicion in vitro

En esta primera etapa, mediante ensayos in vitro en cajas Petri (medio PDA (Papa-
Dextrosa-Agar) se evalud la eficacia de los factores de antagonismo presentes en Fungifree
AB® (metabolitos, células), en comparacion con un fungicida quimico (Clorotalonil), para
determinar cual es el factor que ejerce un mayor efecto de inhibicion del crecimiento de B.

cinerea 05 (cepa proporcionada por Dr. Mario Serrano (CCG UNAM).
2) Establecer las condiciones de infeccion en hojas y en frutos de tomate (cualitativo)

En ensayos preliminares para determinar la patogenicidad de B. cinerea 05 sobre hojas
de tomate, se observo que la infeccidn sobre las hojas demoraba en desarrollarse (después de
tres dias post-inoculacion); por consecuente, en ese tiempo las hojas empezaban a verse
marchitas. Para ensayos posteriores, esto iba a presentar una dificultad para evaluar la
severidad de la enfermedad. Por lo tanto, se probaron diferentes condiciones para mantener
las hojas en buen estado durante un periodo mas largo. Por consiguiente, se decidid colocar
las hojas de tomate en cajas Petri con agar (13 g/L), para retardar la senescencia de estas.
Asimismo, para favorecer el rapido desarrollo de la infeccion por B. cinerea 05 en las hojas,
se resuspendieron esporas del hongo en diferentes medios: 1) Luria Bertani (LB), 2) Potato
Dextrose Broth (PDB) al 25% (Haridon et al., 2011), 3) agua destilada (control). Esto nos
permitio saber cual es la opcion mas favorable para poder llevar a cabo la infeccion. Una vez
determinado el medio de cultivo con el que se llevaria a cabo la infeccion (un desarrollo de
enfermedad mayor, en menos de tres dias), se tuvo que establecer la cantidad de esporas a
inocular para observar la infeccién, por lo tanto, se infectaron las hojas con diferentes

concentraciones de esporas.
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En frutos de tomate, en ensayos preliminares se observd que no era necesario
resuspender las esporas de B. cinerea 05 en diferentes medios, debido a que el desarrollo del
hongo fue mas rapido que en hojas. Por ello, se decido utilizar agua destilada. Posteriormente,
fueron evaluadas las mismas concentraciones utilizadas en las hojas de tomate para observar
los resultados en frutos.

La determinacion de la concentracion de esporas para la infeccion nos permitio tener una
infeccion reproducible en hoja y en frutos de tomate, para, posteriormente, llevar a cabo los

ensayos de inhibicion en hojas y frutos de tomate.

3) Ensayos de inhibicién en hojas y en frutos de tomate

Por ultimo, en la tercera etapa, se realizaron ensayos con los tratamientos (metabolitos,
células y Fungifree AB®) en hojas y frutos de tomate. Cada uno de los tratamientos se
compard con los resultados al aplicar el fungicida quimico Clorotalonil. En hojas, los ensayos
se llevaron a cabo de manera preventiva (primero el tratamiento y después de 48 h el
patégeno) y de manera simultanea (tratamiento seguido (con tiempo de espera de dos horas)
del patégeno. Al igual que en hojas, en frutos se llevaron a cabo aplicaciones en dos diferentes
condiciones: 1) preventiva (el tratamiento se aplicé 12 h antes que el patégeno) y 2)
simultanea (el tratamiento se aplicé dos horas antes que el patdgeno). Con los ensayos de en
hojas y frutos, se avalud la eficacia bioldgica (efectividad como fungicida) (la formula
utilizada se observa en la pagina 38) de B. velezensis 83 como agente de control bioldgico y,
por otra parte, se determind cual es el principal factor de antagonismo que contribuye en la

eficacia de B. velezensis 83 sobre B. cinerea 05, en hojas y en frutos de tomate.
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Figura 3. Estrategia experimental para evaluar la eficacia de B. velezensis 83 como agente de control
bioldgico contra B. cinerea 05.

7.2. Produccidn de polvos concentrados de B. velezensis 83

El proceso de produccion de los formulados se realizd con una muestra del cultivo
industrial (proporcionado por Agro&Biotecnia S. de R.L de C.V.), el cual fue centrifugado
para la separacion y recuperacion de la biomasa (células) de B. velezensis 83 y el
sobrenadante (metabolitos). La separacion fue realizada en una centrifuga Sharpless a 12,000
rpm. Las células fueron resuspendidas y mezcladas en solucion salina (0.9% NaCl) para
volverlas a centrifugar con el objetivo de retirar a los residuos de metabolitos. Los
centrifugados fueron almacenados en refrigeracion a 4 °C hasta ser utilizados para preparar
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mezclas de: células-soporte o metabolitos-soporte. Posteriormente, la mezcla células-soporte
y metabolitos-soporte fue sometida a un proceso de secado por aspersion en condiciones de
120 mL/min, con 120 °C de temperatura de entrada y 60 °C como temperatura de salida.
Finalmente, se obtuvieron los polvos concentrados de “células” y el de “metabolitos” que

fueron utilizados posteriormente para la preparacion de los formulados de B. velezensis 83.

7.3. Preparacion de formulados para realizar los ensayos de inhibicion
in vitro y ensayos en hojas y frutos de tomate

El proceso de produccion de los concentrados se realizé con una muestra de 180 L del
cultivo industrial, el cual fue centrifugado para la separacion y recuperacion de la biomasa
de B. velezensis 83 y el sobrenadante (no filtrado). Los productos (biomasa y sobrenadante)
fueron preparados como polvos concentrados de células (biomasa + soporte) o metabolitos
(sobrenadante + soporte) de tal forma que fueron diluidos (1:13) con el soporte, para tener
un formulado de células que contuviera 1x10° UFC/g (como el formulado comercial) con un
rendimiento de 100 kg, asimismo, un rendimiento 93 kg para metabolitos.

7.4. Ensayos de inhibicion in vitro

En ensayos in vitro se evalud el efecto de la inhibicion del crecimiento de B. cinerea 05.
Los tratamientos se prepararon en las concentraciones que se indican en la Tabla 3. Las
suspensiones de los tratamientos con metabolitos o con células se prepararon de acuerdo con
la proporcion que se utiliza para la suspension del tratamiento usando Fungifree AB®. Los
metabolitos fueron filtrados (filtro de 0.20 um) para poder evaluar el efecto de inhibicion de

los metabolitos sin interferencia de las células residuales.

Tabla 3. Concentraciones de los tratamientos utilizados para los ensayos in vitro.

Tratamientos Concentracion
Clorotalonil 3g/L
“Metabolitos” 2 g/L
“Células” 2 g/L (1x10° UFC/g)
Fungifree AB® 2 g/L (1x10° UFC/g)
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Se llevaron a cabo tres ensayos de inhibicion a diferentes temperaturas (20, 25y 29 °C)
con el fin de evaluar el efecto de inhibicidn que ejercen los diferentes tratamientos contra B.

cinerea 05 en tales condiciones.

Para llevar a cabo los ensayos, se perford el medio de Papa Dextrosa Agar (Potato
Dextrose Agar, PDA por sus siglas en inglés) en cuatro puntos equidistantes (Anexo 4). En
los orificios horizontales se colocaron 100 pL de los tratamientos. De igual manera, en los
orificios verticales se colocaron 100 pL de agua destilada estéril (control), para
posteriormente incubarlas durante 12 h a 29 °C. Posteriormente, en el centro de la caja Petri
se coloco un explante de 6 mm de diametro de B. cinerea 05 (con 9 dias de crecimiento en
PDA). Las cajas fueron incubadas en oscuridad durante 72 horas a 20, 25y 29 °C (Incubadas
en Lab Line, EVIRON CAB 680, Heratherm iGS400, Thermo electro LeD GmbH y cuarto
de cultivo, respectivamente) con una humedad relativa del 90%.

Se utilizaron cinco cajas de PDA por tratamiento. EI porcentaje de inhibicion se calcul6

mediante la siguiente formula (en el Anexo 5 se muestra ejemplo de mediciones):

% de inhibicign =  Crecimiento neto del control — crecimiento neto tratamiento , 14

crecimiento neto control

Crecimiento neto del control= didmetro de crecimiento del patdégeno con respecto a los
controles

Crecimiento neto del tratamiento= diametro de crecimiento del patdégeno con respecto a los
tratamientos

Se realizo el analisis estadistico de los datos para comparar el efecto de los tratamientos
aplicando ANOVA de una via y la prueba de Tukey (o= 0.05).

7.5. Germinacion de semillas de tomate rojo

Para llevar a cabo la germinacién de semillas se utilizaron 270 g de sustrato Peat Moss
(Canadian sphagnum) estéril (esterilizada en autoclave) al cual se le agregaron 300 mL de
agua destilada estéril. Una vez que la tierra estaba totalmente humedecida, se colocé en una
charola de germinacion de treinta pozos. En cada pozo se agrego una semilla de tomate

variedad Frodo (Hybrid Tomato (Solanum lycopersicum), marca ITSCO). Una vez terminada
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la siembra, la charola fue guardada en el cuarto de cultivo a 25 °C durante 15 dias. Después
de este tiempo, las plantulas fueron trasplantadas a vasos desechables térmicos (con
capacidad de 250 mL) con nuevo sustrato estéril. Las plantas fueron regadas cada tercer dia
con agua destilada estéril y solucion nutritiva de Hoagland al 20% para complementar la

nutricion de las plantulas (Anexo 6).

7.6. Establecimiento del método de infeccion
7.6.1. Preparacion de la suspension de esporas de B. cinerea 05

La cepa de B. cinerea 05 se crecio en medio PDA durante nueve dias a 25 °C. Existen
estudios (Chassot et al., 2007; Haridon et al., 2011) donde utilizan esporas resuspendidas en
medio PDB (Potato Dextrose Broth, por sus siglas en inglés) 25% para llevar a cabo la
infeccion en hojas, favoreciendo asi el desarrollo de B. cinerea 05. Por lo tanto, en este
estudio se compard el desarrollo de la enfermedad cuando las esporas de B. cinerea 05 fueron
resuspendidas en diferentes medios de cultivo. Para llevar a cabo el ensayo se utiliz6 medio
PDB y LB (Lysogeny broth, por sus siglas en inglés), en comparacion con esporas

resuspendidas en agua destilada.

Se tomo una caja Petri de B. cinerea 05 por cada uno de los medios, se le hizo un lavado
con 10 mL de LB al 25%, PDB al 25% o agua destilada. Posteriormente, se hizo un lavado
de las esporas y fueron separadas del micelio a través de un filtro (0.45 um). Estas se
colocaron en tubos Eppendorf de 1 mL y se dejaron reposar durante una hora (para asimilar
el medio) Seguidamente se hizo un conteo en la camara Neubahuer para estimar la

concentracion de esporas por mL de cada caja.
Finalmente, se infectaron 6 hojas por cada medio (2 hojas/caja Petri). Las hojas fueron

colocadas en 3 cajas Petri con agar. En la mitad de cada hoja se le colocaron 30 pL de una

suspension 1x108 esporas / mL.
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El procedimiento se describe con detalle en el Anexo 7. Las cajas fueron selladas con
Parafilm y forradas con papel de estraza (para evitar la filtracion de luz), se guardaron en la
incubadora (Heratherm iGS400, Thermo electro LeD GmbH) durante 3 dias a 25 °C con una

humedad relativa del 90%.

7.6.2. Procedimiento de infeccion en hojas

Para la infeccion en hojas se realizaron ensayos in vitro utilizando hojas provenientes de
plantulas con 30-40 dias de crecimiento en charola. Las hojas fueron colocadas en cajas Petri
con agar (debido a que mantienen en mejor estado a la hoja), para posteriormente proceder a
infectarlas con esporas de B. cinerea 05 con 9 dias de incubacion. Se probaron diferentes
cantidades de esporas: 10° fue la condicidn inicial en la cual se observo el desarrollo de la
infeccion en hojas y en frutos, posteriormente fueron evaluadas diferentes cantidades de
esporas (10%, 10° y 10%) resuspendidas en medio PDB (25%) para determinar la cantidad a

inocular en posteriores ensayos de antagonismo en hojas.

Para cada condicion a evaluar se utilizaron seis hojas, a las que se les colocaron 3 gotas
de 10 uL de la suspension de esporas correspondiente. Esto se llevo a cabo en una mitad de
la hoja (tratamiento) sin tocar el nervio principal y en la otra mitad se coloc6 sélo agua
destilada (control). Esto se llevo a cabo con cada una de las hojas. Las cajas fueron selladas
y envueltas en papel de estraza para evitar la filtracién de la luz (B. cinerea 05 se desarrolla

mejor en oscuridad).

Finalmente, se colocaron en la incubadora (Heratherm iGS400, Thermo electro LeD
GmbH) durante 3 dias a 25 °C con una humedad relativa de 90%. El area de la infeccién
sobre la hoja fue evaluada mediante el analisis de las imagenes con el software ImageProPlus.

La severidad fue calculada con la siguiente ecuacion:

% Severidad= 1- @rea de infeccién del control-area de infeccion con tratamiento) %100

area de infeccion del control

1-=100 % de desarrollo de la enfermedad sobre el tejido vegetal
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7.6.3. Procedimiento de infeccion en frutos de tomate

Para poder llevar a cabo la infeccion de B. cinerea 05 en tomates, se utilizaron frutos de
cuatro dias postcosecha, los cuales fueron proporcionados por FIRA Tezoyuca, Morelos
(Fideicomisos Instituidos en Relacion con la Agricultura). Los tomates fueron esterilizados
con cloro comercial (5 mL/L durante 15 min). Una vez esterilizados, fueron enjuagados con
agua destilada estéril y dejados secar en campana de flujo laminar (GHFL A12).
Posteriormente, cada fruto se perforo en dos puntos equidistantes, uno para aplicar el control
y el otro para aplicar el tratamiento, la perforacion (de 3 mm de profundidad) en tomates se
realizd con un palillo estéril. Seguidamente, en un punto fueron inoculados 10 uL de una
concentracion de esporas con 1x108esporas/mL, en el otro punto (control) sélo fue inoculado
con agua destilada estéril (Anexo 8). Finalmente, los tomates fueron guardados en vasos de
precipitados (capacidad de 500 mL) los cuales fueron forrados con papel de estraza para
evitar la filtracion de la luz y se colocaron en la incubadora (Heratherm iGS400, Thermo

electro LeD GmbH) a 25 °C durante 3 dias a una humedad relativa de 90%.

7.6.4. Establecimiento del método de infeccion con esporas de B.
cinerea 05 en tomates

Para determinar la cantidad de esporas de B. cinerea 05, con el fin de causar infeccion en
frutos de tomates, se utilizaron frutos con cuatro dias postcosecha, los cuales fueron
esterilizados con una solucion de cloro comercial (5 mL/ L durante 15 min). Una vez
esterilizados, cada fruta fue herida con un palillo (3 mm de profundidad) en dos puntos
equidistantes. Un punto fue inoculado con diferentes cantidades de esporas (10°,10%,10%y 10?
esporas por punto de inoculacion), el otro punto fue inoculado con agua destilada estéril. Para
cada cantidad esporas a evaluar se utilizaron cinco tomates. Finalmente, éstos fueron
guardados en vasos de precipitados (capacidad de 500 mL) y forrados con papel de estraza
para evitar la filtracion de la luz. Los vasos se colocaron en la incubadora (Heratherm
iGS400, Thermo electro LeD GmbH) a 25 °C durante 3 dias a una humedad relativa de 90%.
El area de la infeccion fue calculada como se muestra en la tabla 4 y las mediciones de

didmetros se hicieron con una regla. La severidad fue calculada con la siguiente ecuacion:
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% Severidad= (1- (area de infeccion del control-area de infeccion con tratamlentO)) %100

area de infeccion del control

el area fue calculada con la siguiente formula:

area infectada = () (diametro de la infeccion horizontal) (didmetro de la infeccion vertical)

4
4 ya que r=d
2
Tabla 4. Ejemplo del calculo de &rea en tomates
D1 D2 D1*D2 *1 /4 = area
3cm 3.7cm 11.1 cm? 34.87 8.71 cm?®
D1+D2/4=r r? *1T = 4rea
Quees = 1.67 cm 2.80 cm? 8.79 cm?®

7.7. Ensayos in vitro con tratamientos en hojas y frutos de tomate

7.7.1. Ensayos in vitro en hojas de tomate

Se realizaron dos tipos de ensayos de control bioldgico: 1) preventivo y 2) simultaneo.
(Anexo 9.)

1) Preventivo: los ensayos de control bioldgico de manera preventiva se llevaron a cabo
utilizando hojas de plantulas con 30-40 dias de crecimiento. Se colocaron tres hojas dentro
de una caja Petri s6lo con agar (para hacer un sistema que mantuviera alto %HR). Cada hoja
fue dividida por la mitad (la nervadura de la hoja fue la division natural) y en cada mitad
fueron aplicadas tres gotas de 10 pL del tratamiento correspondiente o del control (B. cinerea
05). Una vez secas las gotas aplicadas, las cajas fueron selladas con Parafilm y colocadas en
una incubadora (Lab Line, EVIRON CAB 680) a 29 °C durante 48 h (considerando que en
ese tiempo las esporas de B. velezensis 83 ya habian germinado sobre la hoja). Terminado el

tiempo de incubacién, se aplicaron tres gotas de 10 pL de una concentracion con
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1x108esporas/ mL de B. cinerea 05 en cada lado de la hoja, tratando de inocular en el mismo
sitio de aplicacién de los tratamientos preventivos. Una vez secas las gotas (aprox. 2 h), las
cajas fueron otra vez selladas con Parafilm y envueltas con papel estraza para mantener la
HR en la caja Petri y evitar la filtracion de luz (esta condicion favorece el desarrollo de
infeccion del fitopatdgeno). Finalmente, las cajas fueron guardadas en la incubadora
(Heratherm 1GS400, Thermo electro LeD GmbH) a 25 °C a una HR de 90% durante 72 h.
Estas condiciones fueron utilizadas para favorecer el desarrollo de infeccion del hongo. En
el Anexo 10a se ilustra el procedimiento completo para este tipo de ensayos. Para los ensayos
de manera preventiva a 29 °C se realiz6 el mismo procedimiento, sélo cambi¢ la temperatura

a 29 °C durante la Gltima incubacion de 72 h.

2) Simultaneo. Los ensayos en hojas de manera simultanea se llevaron a cabo en hojas de
plantulas con 30-40 dias de desarrollo. Las hojas fueron colocadas en cajas Petri con agar.
Se aplicaron 30 pL de los tratamientos: “células”, “metabolitos”, Clorotalonil y Fungifree
AB® en tres puntos en cada hoja (un total de tres gotas de 10 pL cada una en una mitad de la
hoja) y/o del control (esporas de B. cinerea 05). Se aplicaron en diez hojas por tratamiento.
Una vez seca la gota del tratamiento (aprox. 2h), se aplicaron 10 pL de esporas de B. cinerea
05 sobre el tratamiento y en la otra mitad de la hoja como control positivo se aplicaron 3
gotas de agua destilada, seis gotas en total en cada hoja). Las cajas fueron selladas y envueltas
con papel de estraza para evitar la filtracion de luz y se guardaron en la incubadora
(Heratherm iGS400, Thermo electro LeD GmbH) a 25 °C a una HR de 90% durante tres dias.
En el Anexo 10b se ilustra el procedimiento completo.

El area de infeccion en hojas fue medida a través de analisis de imagenes (Image-
ProPlus), el método utilizado se basa en la identificacion de contrastes de colores entre area
infectada y no infectada de la hoja, esto nos permitié tener una mayor precision al determinar
la severidad de la enfermedad causada por B. cinerea 05.
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La inhibicién de B. velezensis 83 contra B. cinerea 05 en hojas se calculé de acuerdo
con la formula de Abbott (1925).

Eficacia = (diametro de inhibicion del dafio— diametro de inhibicién del tratamiento) |y10g

diametro de inhibicion del control negativo

Control negativo: se aplicaron solamente esporas de B. cinerea resuspendidas en medio PDA.

7.7.2. Ensayos in vitro en frutos de tomate

Para los tratamientos se prepararon suspensiones de Clorotalonil, “metabolitos”,
“células”y Fungifree AB®. Para el in6culo de infeccion se prepar6 una suspension de esporas
de B. cinerea 05 a una concentracion de 1x10° esporas/mL para realizar al igual que en hojas,

los ensayos de control bioldgico: 1) preventivo y 2) simultaneo en frutos (Anexo 9).

Preventiva: La infeccidn en frutos de tomate de manera preventiva se llevé a cabo en
tomates maduros, con cuatro dias postcosecha. Los tomates fueron esterilizados con cloro
comercial (5 mL/L durante 15 min), una vez esterilizados, cada fruto fue herido con un palillo
(3 mm de profundidad) en dos puntos equidistantes. Un punto fue inoculado con 10 uL de
los tratamientos (“células”, “metabolitos” y Fungifree AB®) y se guardaron en la incubadora
(Lab Line, EVIRON CAB 680) a 29 °C durante 12 h (permitiendo que las esporas de la
bacteria germinen). Terminado el tiempo de incubacién, en ambas heridas fueron inoculados
10 uL de concentracion de esporas de B. cinerea. Los tomates fueron guardados en vasos de
precipitados (capacidad de 5000 mL), los cuales fueron forrados con papel de estraza para
evitar la filtracion de la luz y se colocaron en la incubadora (Heratherm iGS400, Thermo
electro LeD GmbH) a 25 °C durante 3 dias a una HR 90%. Los ensayos de manera preventiva
29 °C se realizaron de igual manera, s6lo cambiando la temperatura (a 29 °C) de la incubacion
final. En el Anexo 11a se ilustra el procedimiento de infeccion en tomates aplicando los

tratamientos de manera preventiva.

Simultanea: Cada fruto de tomate fue herido con un palillo (3 mm de profundidad) en

dos puntos equidistantes (simulando dos caras en el fruto), un punto fue inoculado con 10 uL
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del tratamiento correspondiente (Clorotalonil, “células”, “metabolitos” y Fungifree AB®) o
del control (esporas de B. cinerea 05). Después de 2 h, las heridas fueron inoculadas con 10
uL (1x10° esporas/ mL) de B. cinerea 05. Los tomates fueron guardados en vasos de
precipitados (capacidad de 5000 mL) los cuales fueron forrados con papel de estraza para
evitar la filtracion de la luz y se colocaron en la incubadora (Heratherm iGS400, Thermo
electro LeD GmbH) a 25 °C durante 3 dias a una HR 90%. En el Anexo 11b se ilustra el
procedimiento de infeccidn en tomates aplicando los tratamientos de manera simultinea a 25
°C.

La efectividad de B. velezensis contra B. cinerea 05 en tomates se calculé de acuerdo

con la formula de Abbott (1925). La férmula para utilizar es la ya descrita en la seccion 7.6.2.

area infectada = () (diametro de la infeccion horizontal) (diametro de la infeccion vertical)
4

4 ya que r:_(zi
Analisis estadistico:

A todos los datos obtenidos en los ensayos, se les realizd6 un ANOVA y una prueba de
Tukey (p) <0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Ensayos de inhibicion in vitro

Como se ilustra en la Figura 4, las células de B. velezensis 83 se establecieron y
crecieron, ejerciendo un efecto de inhibicion en el crecimiento de B. cinerea. Se observo que
la temperatura influyé en el desarrollo del hongo, a 29 °C, B. cinerea 05 practicamente no
crecié (Anexo 12), por lo tanto, estos experimentos en esta condicion de temperatura fueron

descartados.

Las células y Fungifree AB® en los ensayos a 20 °C tuvieron el mayor porcentaje de
inhibicion (30y 28%, respectivamente), mostrando diferencias significativas en comparacion
con el tratamiento de “metabolitos” y “Clorotalonil”, los cuales presentaron un efecto del 2
y 3% de inhibicion, respectivamente (Figura 4a). Igualmente, en los ensayos a 25 °C, los
tratamientos que presentaron un mayor porcentaje en la inhibicion del crecimiento de B.
cinerea 05 fueron Fungifree AB® (23%) y las células (20%), mostrando diferencias
significativas sobre los tratamientos “Clorotalonil” y “metabolitos” que tuvieron un efecto

del 12 y 1% en la inhibicion, respectivamente (Figura 4b).

Por lo tanto, los metabolitos producidos durante la fermentacion no fueron suficientes para
ejercer un efecto de inhibicidn contra B. cinerea 05 en ensayos in vitro. Resultados similares
los reporté Venegas-Brito (2015) al utilizar el tratamiento de metabolitos contra C.
gloeosporioides, argumentando que las células durante su proceso de fermentacion no
produjeron los metabolitos (0 los produjeron en muy baja cantidad) para inhibir el
crecimiento del patgeno, es decir que, para el control bioldgico, las células de B. velezensis
83 necesitan estar activas para llevar a cabo la produccion de metabolitos necesarios e inhibir

al patogeno.
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Pese a que la bacteria no estuvo en condiciones optimas de desarrollo y/o produccion de
metabolitos (B. velezensis 83 esporula a 29 °C), su efecto inhibitorio fue mayor al presentado
por el fungicida quimico, la presencia de halos inhibitorios nos sugiere que el principal modo

de accion es la antibiosis; por supuesto, sin descartar la competencia por espacio y nutrientes.
Se concluy6 que las “células” y/o Fungifree AB® a 20 °C y a 25 °C, ejercen una mayor

inhibicion de B. cinerea 05 en comparacion de Clorotalonil, demostrando asi ser de mejor

eficacia que un fungicida quimico en ensayos in vitro.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion in vitro de los diferentes factores de antagonismo de B. velezensis 83(células y
metabolitos) contra B. cinerea 05 en comparacion con un fungicida quimico (Clorotalonil). Ensayos a (4a)
20 °C, (4b) 25 °C. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (ANOVA,

Tukey (p) <0.05). La desviacion estandar indica qué tan dispersos estan los datos con respecto a la x.
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8.2. Infeccidn de B. cinerea 05 en hojas de tomate

De primera instancia, se llevaron a cabo ensayos de infeccion en las hojas con esporas de B.
cinerea 05 resuspendidas en tres medios diferentes (LB, PDB y agua), con el fin de observar
cudl nos permitia un desarrollo de enfermedad reproducible en menor tiempo. Como se
observa en la Figura 5, el medio PDB mostré infeccion por B. cinerea 05 en las hojas a 3
dias de post-inoculacién. En comparacion, en ese mismo tiempo, las hojas inoculadas con
esporas resuspendidas en los otros medios, no presentaron infeccion o ésta era muy ligera.
Debido a esto, se opto por utilizar esporas suspendidas en el medio PDB para poder realizar
posteriores ensayos de infeccion en hojas. En un siguiente experimento se utilizaron
diferentes concentraciones de esporas para la inoculacién de las hojas y asi establecer la
cantidad de esporas a utilizar para causar infeccion de forma reproducible en futuros ensayos.
Se hicieron inoculaciones con 107, 10°, 10°y 10* por mL (inoculando 30 pL de la suspension
(Anexo 7)) para evaluar el desarrollo de infeccion en cada condicion.

Como se ilustra en la Figura 6, la cantidad de esporas de 107y 10° por mL fueron las
gue mostraron el mejor desarrollo de la enfermedad a las 72 h, empero, se decidio utilizar la
cantidad 10® por mL de esporas debido a que sus valores de area fueron muy similares
siempre. En la misma figura se puede observar el area de infeccion debida a la aplicacion del
hongo (lado izquierdo de la hoja) y el control (lado derecho de la hoja), donde no se observa

infeccion evidente.

" W o

LB PDB AGUA

Figura 5. Infeccidn de hojas de tomate con esporas de B. cinerea 05 suspendidas en diferentes medios.
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Figura 6. Efecto de las diferentes concentraciones de esporas en las hojas de tomates para el desarrollo de la
enfermedad a los tres dias de post-infeccion. Las lineas amarillas en las hojas ilustran el &rea y/o
desarrollo de la enfermedad. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes

(anova y tukey p <0.05). La desviacidn estandar indica qué tan dispersos estan los datos con respecto a
lax.

44



8.3. Infeccidn de B. cinerea 05 en frutos de tomate

De primera instancia se realizaron ensayos de infeccion en tomates utilizando 1x108
esporas/mL (inoculando 10 pL de la suspension); sin embargo, el dafio en los frutos fue muy
severo (Figura 7). Por lo tanto, se evaluaron diferentes concentraciones de esporas (10, 108,
10° y 10*/mL) para llevar a cabo la infeccion, evaluando el area de infeccion a los tres dias
post-inoculacion. Los resultados, ilustrados en la Figura 8, mostraron que utilizando 10°
/mL, la gravedad de la enfermedad se presenta igual que utilizar 107 esporas por mL. Por el
contrario, las concentraciones de esporas de 10° y 10* por mL causaron dafio minimo y nulo,
respectivamente (Figura 8). Por consiguiente, la concentracion de 108 esporas por mL (en
una suspension de 10 uL de volumen) fue seleccionada para infectar frutos en los ensayos

posteriores.

1x108 por mL

Figura 7. Pruebas de patogenicidad de B. cinerea 05 en tomates utilizando una suspensién con 1x108
esporas/mL (inoculando 10puL en cada herida)
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Figura 8. Area infectada en funcion de la inoculacion de diferentes concentraciones de esporas de B.
cinerea 05 a los tres dias post-infeccidn de frutos de tomates. Las lineas amarillas en los tomates ilustran el
area de la enfermedad. Las columnas con letras diferentes son significativamente diferentes (anova y tukey
p<0.05). La desviacion estandar indica qué tan dispersos estan los datos con respecto a la X.

8.4. Ensayos in vitro en hojas de tomate

Tratamiento preventivo a 25 °C: en los ensayos llevados a cabo de manera preventiva
a 25 °C (Figura 9b), el factor de antagonismo “metabolitos” present6 un efecto de inhibicion
del 11%. Por el contrario, el factor “células” mostro un efecto de inhibicion del 23%; sin
embargo, su efecto de inhibicion fue menor al presentado cuando los dos factores estan
presentes en Fungifree AB® (53% de inhibicion). En cambio, Clorotalonil present6 un efecto
de inhibicion del 99% contra B. cinerea 05
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Tratamiento simultaneo a 25 °C: con ensayos in vitro llevados a cabo de manera
simultanea a 25 °C en hojas de tomate (Figura 9a), se observo que el factor de antagonismo
“metabolitos” inhibid en un 10% el desarrollo de B. cinerea. Estos resultados fueron muy
similares a los obtenidos con los ensayos llevados a cabo de manera preventiva a 25 °C. Sin
embargo, el factor “células” present6d una disminucion en la inhibicion de la infeccion, en
comparacion con los ensayos llevados a cabo de manera preventiva (donde mostré sélo un
10 % inhibicidn en el desarrollo de B. cinerea 05), en contraste, se observo que al estar juntos
los dos factores de antagonismo (células y metabolitos) en Fungifree AB® existe un efecto
de inhibicion mayor (del 37%), no obstante, este es menor al presentado de manera
preventiva a 25 °C. Clorotalonil que mantuvo el 98% de inhibicién ya presentado en los

ensayos a 25 °C.

Tratamiento preventivo a 29 °C: Por otra parte, en los ensayos de manera preventiva
a 29 °C (Figura 9c), la condicion “metabolitos” presenté un 10% de inhibicion, mismo
porcentaje ya antes observado en los ensayos de manera preventiva y simultanea a 25 °C. En
cambio, las células inhibieron el crecimiento de B. cinerea 05 en un 31%. La eficacia de los
factores “células” y “metabolitos” presentaron un aumento en la inhibicion (70%) de B.
cinerea 05 cuando estan juntos en Fungifree AB®. Clorotalonil continu6 mostrando una
eficacia del 98% de inhibicion

En los ensayos de manera preventiva a 29 °C, B.cinerea se desarroll6 sobre los tejidos
de las hojas aprovechando la alta densidad foliar y/o que los tejidos se encuentran en
senecencia para poder desarrollarse (Srivastava et al., 2018), todo lo contrario a lo observado
en ensayos in vitro, donde el patdégeno no le fue posible crecer y/o desarrollarse. Asimismo,
se observo un aumento en la eficacia de todos los tratamientos de manera preventiva a 29
°C en comparacion con los ensayos de manera simultanea.

Las células de B. velezensis 83 en aplicaciones preventivas aumentaron su efecto
inhibitorio, con respecto a los ensayos de manera simultanea, una posible explicacion, podria
ser que se permite la instalacion y colonizacion B. velezensis 83 en los tejidos y la posterior

sintesis de metabolitos antifingicos que protegen a la hoja contra la infeccion de B. cinerea
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05, dando como resultado una mayor eficacia. Estos resultados indican que la aplicacion
preventiva de B. velezensis 83 influy6 considerablemente en su eficacia como agente de
control bioldgico.

Una posible explicacién a los bajos efectos de inhibicion presentados por los factores
“células” y “metabolitos” contra B. cinerea, es la falta de nutrientes en la hoja (Burrage,
1971; Hannusch y Boland, 1996). Las células y los metabolitos cuentan con un soporte el
cual le permite adherirse a la hoja. Sin embargo, cuando las hojas estdn en senescencia
empiezan la removilizacion de nutrientes y micronutrientes (Taiz et al., 2015), por lo que, el
patdgeno se instala y aprovecha que la hoja esta en senescencia para causar necrosis tisular
de manera més réapida, por ello se podria observar una eficacia menor en el control de B.
cinerea 05.

Es decir, la eficacia del biocontrol de la bacteria puede ser influida por la disponibilidad
de nutrientes en la fildsfera y por la interaccion y competencia entre el ACB y patdgeno
(Burrage, 1971; Hannusch & Boland, 1996; Guetsky et al., 2010).

Los resultados de los tres ensayos en hojas sugieren una posible interaccion sinérgica
entre el factor “células” y el de “metabolitos”, dando como resultado un mayor efecto de
inhibicion contra B. cinerea 05 cuando ambos estan presentes en Fungifree AB®.

En el formulado de Fungifree AB® se encuentran los lipopéptidos surfactina y
bacilomicina, no obstante, se podrian encontrar otros metabolitos como lo pueden ser:
enzimas liticas, policétidos, péptido sintetasas no ribosomales y/o COV, entre otros
metabolitos (el genoma de B. velezensis 83 alberga diez grupos de genes dedicados a la
sintesis de biocontrol, lo que nos permite pensar que otros metabolitos también podrian ser
los que estan relacionados con la eficacia de B. velezensis 83) (Balderas-Ruiz et al., 2020).
Los metabolitos sintetizados durante el cultivo industrial podrian estar interactuando con los
metabolitos sintetizados por las células en un microambiente, dando lugar a un mejor

resultado de inhibicién (Lahlali et al., 2011). En tal caso, los metabolitos no sélo acttan por
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antibiosis al inhibir la germinacion y/o desarrollo del patdgeno, sino también como agentes
de competencia al facilitar la colonizacion de las células de B. velezensis 83.

Dicho esto, la competencia por espacio y nutrientes podria desempefiar un papel
importante en la inhibicién de B. cinerea, aunque, evidentemente no se puede descartar la
antibiosis. Es decir, la eficacia B. velezensis 83 en hojas de tomate es el resultado de las

interacciones de los mecanismos de accion (competencia y antibiosis)
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién de los factores de antagonismo (presentes en Fungifree AB®) observado a

los tres dias post-incoculacion de B. cinerea 05. Aplicacion simultanea a 25 °C (Figura 9a),
preventivo a 25 °C (Figura 9b), y preventivo a 29 °C (Figura 9c) contra B. cinerea 05 en hojas de
tomate. Las lineas amarillas en las hojas ilustran el &rea y/o desarrollo de la enfermedad. Las
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes (anova y tukey p<0.05). La
desviacion estandar indica qué tan dispersos estan los datos con respecto a la X.
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8.5. Ensayos in vitro en frutos de tomate

En los ensayos de manera simultanea en frutos de tomate (Figura 10a), el factor
“células” presentd un efecto de inhibicion del 50%, similar estadisticamente con el de
Fungifree AB® (57%) y el de Clorotalonil (63%). Los “metabolitos” presentaron un efecto

inhibitorio mucho menor a comparacion con el factor “células”.

Por otro lado, en los ensayos llevados a cabo de manera preventiva a 25 °C (Figura
10b), se observd como el factor “metabolitos” aumento la inhibicidn del crecimiento contra
B. cinerea 05 a 30%, igualando el efecto de Clorotalonil, no obstante, el efecto inhibitorio
fue menor al presentado por células y Fungifree AB®, los cuales mostraron valores mayores
al 80%.

En los ensayos de manera preventiva a 29 °C (Figura 10c), los metabolitos no
presentaron ningun efecto inhibitorio contra B. cinerea 05. Por el contrario, las células
aumentaron su efecto de inhibicién en comparacién con los ensayos llevados a cabo de
manera simultanea, teniendo un 90% de inhibicion. Asimismo, se observé que el efecto de
inhibicidn fue similar al presentado por Fungifree AB® (97%). Cabe destacar que las células
y Fungifree AB® presentaron un efecto inhibitorio mayor al de Clorotalonil, el cual presentd
un 60% de inhibicion.

Al igual que en los ensayos con hojas, se observo un efecto inhibitorio mayor cuando
los tratamientos fueron aplicados de manera preventiva 'y a 29 °C. Como se ha planteado en
la literatura (Budiharjo et al., 2014), la competencia por espacio y nutrientes, la formacion
de biopelicula, la capacidad de colonizacion y posteriormente la sintesis de novo que da lugar
a metabolitos secundarios antifungicos (COV, enzimas liticas y lipopéptidos), pueden ser los
principales modos de accion de las células contra B. cinerea 05 en frutos de tomate. La
aplicacion preventiva a una temperatura de 29 °C (temperatura dptima de crecimiento de la
bacteria) aumenta la eficacia de la bacteria en la inhibicion del patgeno.
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El factor “células” a 25 °C de manera simultanea en tomates, aumentd su efecto
inhibitorio, con respecto a los ensayos en hojas a 25 °C, mostrando ser de igual eficacia que
Fungifree AB®. Por el contrario, el factor “metabolitos” (a 25 °C) tuvo una inhibicion similar
a la mostrada en los ensayos con hojas (Figura 9a). Se ha demostrado que las células
presentan una mayor eficacia contra B. cinerea, en comparacion con el sobrenadante libre de
células (Zeriouh et al., 2014). Es decir, las células realizan la sintesis de metabolitos que
puede ser estimulada en presencia del patdgeno en un microambiente (condiciones
controladas; temperatura y humedad) (Ongena et al., 2005, Touré et al., 2004) teniendo como
resultado la disminucion de la enfermedad. Por otra parte, Clorotalonil mostré un efecto

inhibitorio similar al factor “células” (Figura 10a).

A diferencia de los resultados de los ensayos llevados a cabo en hojas, en frutos de
tomate se observo un mayor efecto inhibitorio por parte de los factores “células”. Esto puede
ser debido a que, en los frutos de tomate, hay una mayor cantidad de nutrientes (con respecto
a los que hay en las hojas), lo que permite una colonizacién mas réapida de las células de B.
velezensis 83, dando como resultado un efecto inhibitorio similar al de Fungifree AB®
(donde estan presentes las células y los metabolitos). Asimismo, los “metabolitos aumentaron
su efecto inhibitorio en comparacion con los ensayos en hojas, el aumento de eficacia de los
metabolitos puede ser el resultado de la interaccion de los diferentes mecanismos de
antagonismo en esas condiciones.

Aun cuando B. cinerea 05 se ve favorecido de igual manera por los nutrientes, las células
y metabolitos inhiben el crecimiento y/o desarrollo del hongo. Es decir, los efectos
antagonistas de los factores se vieron influenciados por el hospedero (frutos de tomates). Se
sabe que la efectividad de los factores de antagonismo dependera de la interaccion bacteria-

planta-patogeno (Yanez-Mendizabal et al., 2011).
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Figura 10. Porcentaje de inhibicién de los factores de antagonismo (presentes en Fungifree AB®) a los tres
dias post-inoculacion de manera simultanea a 25 °C (Figura 10a), preventiva 25 °C (Figura 10b, y
preventiva a 29 °C (Figura 10c) contra B. cinerea 05 en frutos de tomate. Las lineas amarillas en las
hojas ilustran el &rea y/o desarrollo de la enfermedad. Las columnas con letras diferentes son
significativamente diferentes (anova y tukey p<0.05). La desviacion estandar indica qué tan dispersos
estan los datos con respecto a la X.
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8.6. Duracion de la proteccion de los tratamientos Fungifree AB®
contra B. cinerea 05 en tomates

Finalmente, se decidid realizar un seguimiento en los frutos de tomate para conocer el

tiempo de duracion del efecto inhibitorio de los tratamientos contra B. cinerea 05.

Se observo que, cuando los tratamientos fueron aplicados de manera simultanea a 25 °C
(Figura 11a), en el dia tres, Fungifree AB® presentd una eficacia del 57%, las células
presentaron un 47%, metabolitos presentaron una eficacia del 9%, mientras que Clorotalonil
presento una eficacia del 63%, en el dia cinco, los tratamientos disminuyeron su eficacia en
un 38, 82, 44 y 66% respectivamente. En el dia siete, todos los tratamientos habian perdido

su efectividad conta B. cinerea 05.

En los tratamientos aplicados de manera preventiva a 25 °C (Figura 11b) en tomates, se
observa, en el dia tres Fungifree AB®, células, metabolitos y Clorotalonil presentaron una
eficacia del 86, 83, 28 y 47% respectivamente, en el dia cinco, Fungifree AB® disminuyo su
eficacia un 14%, las células disminuyeron un 15%, los metabolitos disminuyeron 17%
mientras que Clorotalonil un 4%. En el dia siete, los tratamientos redujeron su eficacia con
respecto al dia tres un 19, 21, 50 y 6% respectivamente. Cabe destacar que, aunque
Clorotalonil disminuye ligeramente su eficacia a partir del dia tres, esta es menor a la

presentada por Fungifree AB® y las células.

En el dia tres, con respecto a los tratamientos que fueron aplicados de manera preventiva
a 29 °C (Figura 11c) mostraron: en Fungifree AB® una eficacia del 97%, las células un 89%,
Clorotalonil un 58%, mientras que los metabolitos no mostraron eficacia contra B. cinerea
05.

En el dia cinco, los tratamientos disminuyeron su eficacia en el control del patdgeno en
un 1, 0, 43% respectivamente. En el dia siete, Fungifree AB® y las células disminuyeron su
efecto inhibitorio en un 2 y 4% respectivamente, mientras que Clorotalonil disminuyo en un
50% su eficacia. Por ende, Fungifree AB® y las células presentaron una mayor eficacia y

durabilidad en dias, en comparacién con Clorotalonil.
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Figura 11. Duracién de la eficacia bioldgica de los factores de antagonismo de B. velezensis 83 contra B.
cinerea 05 en: tratamientos en frutos de tomate de en modo de control manera simultineo (Figura
11a), preventivo a 25 °C (Figura 11by preventivo a 29 °C (Figura 11c). La desviacion estandar indica
qué tan dispersos estan los datos con respecto a la x.
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En el dia cinco, los tratamientos disminuyeron su eficacia en el control del patdgeno en
un 1, 0, 43% respectivamente. En el dia siete, Fungifree AB® y las células disminuyeron su
efecto inhibitorio en un 2 y 4% respectivamente, mientras que Clorotalonil disminuyo en un
50% su eficacia. Por ende, Fungifree AB® y las células presentaron una mayor eficacia y

durabilidad en dias, en comparacion con Clorotalonil.

Mari y Guizzardi (1996) reportaron que la durabilidad del efecto inhibitorio (de Bacillus
amyloliquefaciens SPVB) esta dentro de un rango de 7 a 13 dias y que este iba a ser de menor
0 mayor duracion dependiendo de la temperatura de almacenamiento de los frutos de tomate.
Por lo tanto, la temperatura y/o el modo (preventivo o simultdneo) de aplicacion influy6 en
la duracion del efecto inhibitorio de los tratamientos contra B. cinerea 05.

Los resultados de los ensayos llevados a cabo in vitro demostraron que las células
(capaces de realizar la sintesis de novo) son el principal factor de antagonismo,
atribuyendo esto a la produccion y difusién de metabolitos que actdan de primera instancia
por medio de la antibiosis. Por el contrario, los resultados en ensayos en hojas sugieren
que la eficacia de B. velezensis 83 es el resultado de las interacciones de los mecanismos

de accién (competencia y antibiosis) de las células y/o metabolitos.

En los ensayos en frutos de tomate, las células capaces de realizar la sintesis de novo
fueron el principal factor de antagonismo, dando como resultado un efecto de inhibicion
igual al de Fungifree AB®. No se descarta una interaccion entre las células y los
metabolitos; sin embargo, las células en frutos de tomate ejercieron un efecto inhibitorio
mayor al presentado en hojas de tomate. Asimismo, cabe destacar que la eficacia de las
células fue igual y/o mayor a la presentada por Clorotalonil

Por lo tanto, la efectividad de los factores de antagonismo en hojas y frutos de tomates

dependid de la interaccion bacteria-planta (hojas, tomates)-patdgeno.
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9. CONCLUSION

En este proyecto, se decidio trabajar con los factores de antagonismo de B.
velezensis 83 ((“células y/o metabolitos™) presentes en el formulado de Fungifree AB®)
mediante ensayos de inhibicion in vitro (en medio de cultivo (PDA)) e in vitro con hojas y
frutos tomate, esto nos permitio observar:

En los ensayos de antagonismo (en caja Petri), las células capaces de realizar la
sintesis novo, fueron el principal factor que contribuye en la inhibicion de B. cinerea 05. Por
el contrario, en los ensayos con hojas, se determina que la interaccion sinérgica entre los
factores (“células y metabolitos ““) fue la principal para ejercer un efecto inhibitorio contra B.
cinerea 05. En los ensayos con frutos de tomate el principal factor de antagonismo fueron las
células (capaces de realizar la sintesis de novo). Por lo tanto, se concluye que la eficacia los
factores de antagonismo de B. velezensis 83 es el resultado de la interaccion de los
mecanismos de accion (competencia y antibiosis), los cuales se veran influenciados por la
interaccion bacteria-planta (hojas, tomates)-patdgeno. La alta durabilidad de la eficacia en

frutos de tomate permitird un almacenamiento del producto por un tiempo mas prolongado.

10. PERSPECTIVAS

. Establecer las condiciones de infeccion con B. cinerea en plantas de jitomate
para evaluar el control bioldgico con los factores de antagonismo de B. velezensis 83 e
identificar cudl es el factor de antagonismo con mayor contribucion en la eficacia del control

bioldgico.
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ANEXOS

Anexo 1. Cultivos y enfermedades causadas por hongos foliares para las cuales esta actualmente

autorizado en México el fungicida a base de B. velezensis 83 (tomado de la ficha técnica de

Fungifree AB®)
Uso Cultivo Enfermedad Dosis Observaciones
Antracnosis 200 ¢/ 100 L agua Realizar tres aspersiones al
Mango Colletotrichum follaje a intervalos de 60 dias.
0) gloeosporioides
@)
e
% Realizar 3 aplicaciones al
< follaje a intervalos de 30 dias,
Q para asegurar un control
) Aguacatero Antracnosis 2.0 - 4.0 g/L de agua adecuado es necesario agregar
5 0) a la mezcla un adherente a
Colletotrichum razon de 1 mL/L de agua y un
gloeosporioides bioestimulante hormonal a
razon de 700 mL/ 2000 L de
agua: volumen de aplicacion
1675 — 1775 L de agua/ha.
Papayo Antracnosis 2.0 -4.0 g/L de agua Realizar cuatro aplicaciones al
0) Colletotrichum follaje, a intervalos de 7 dias:
gloeosporioides volumen de aplicacion 500 —
600 L de agua/ha.
Antracnosis 20-4.0 Realizar cuatro aplicaciones al
) Colletotrichum kg/ha follaje, a intervalo de 10 dias;
Lima acutatum agregar a la mezcla un
Limonero coadyuvante; volumen de
Mandarino aplicacion 1950-2050 L de
Naranj_o agua/ha.
Toronjo
)
Cenicilla 2.0-2.5 Realizar cuatro aplicaciones al
) Leveillula taurica kg/ha follaje, a intervalo de 7 dias;
Berenjena volumen de aplicacion 750-
Chile 850 L de agua/ha
Chile Bell
Jitomate
Tomate de
cascara
)
< Cenicilla 1.5 -2.5 kg/ha Realizar cuatro aplicaciones, a
g : - p
S50 Erysiphe intervalo de 7 dias, volumen
H o | Calabaza cichoracearum de aplicacion de 350 — 450 L
8 |'-'_J Calabacita de agua/ha.
T 8 Chayote
0 Mel6n
< Pepino
Sandia
)
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Fresa

(0)

AGRICULTURA
PROTEGIDA

Antracnosis
Colletotrichum
fragariae

Moho gris
Botrytis cinerea
Cenicilla
Sphaerotheca
macularis

1.5-2.5kg/ha
2.0-2.5kg/ ha
2.0-2.5kg/ ha

En el caso de Antracnosis y
Moho gris realizar cuatro
aplicaciones al follaje,
volumen de aplicacion de 350-
450 L de agua/h.

En el caso de cenicilla realizar
tres aplicaciones al follaje,
volumen de aplicacion de 550-
650 L de agua/ha.

Intervalo de 7 dias entre cada
aplicacion.

Anexo 2. Bacillus como ingrediente activo en formulaciones de uso comercial. Villarreal-
Delgado et al., (2018) AgraQuest, 2007; Bayer CropScience, 2016; Galindo-Fentanes et
al., 2015; ISAGRO, 2017; EPA, 2014; Novozymes, 2017; EPA, 2013; Valent
BioSciences, 2017; EPA, 2007, Schisler et al., 2004.

Nombre del Compafiia Cepa de Propiedades conocidas
producto Bacillus
empleada
Bayer Crop Science (antes Fungicida para el tratamiento
Gutafsson LLC) B. subtilis GB03 bioldgico de plantas y semillas
Kodiak
Previene y controla enfermedades en
plantas. Produce Iturina. Interrumpe la
formacién de la pared celular de los
patégenos y desencadena la RSI en
Companion Grow Products Ltd. B. subtilis GB03 plantas
Control de enfermedades de la raiz
Bayer Crop Science B.pumilus GB34 causadas por Rhizoctonia y Fusarium
Yield Shield (antes Gustafsson) (=INR7)
Bayer Crop Science B. La combinacion de una fuerte
BioYield (antes Gustafsson) amyloliquefaciens actividad RSI (GB99) con fito-
GB99M+ B. estimulacién (GB122)
subtilis GB122
Proporciona proteccion contra los
Becker  Underwood, patdgenos del suelo como Rhizoctonia
Saskatoon, Canada solani, Pythium spp. y Fusarium spp.
Subtilex®, (adquirido por BASF) B. subtilis para ayudar a  prevenir el
INTEGRAL® MBI600 marchitamiento  flngico y otras
enfermedades de la raiz.
Producido por la  tecnologia
Vault® Becker Underwood B. subtilis  “BioStacked®”. Fomenta el
MBI1600 crecimiento de la soya y cacahuates.
Bayer Crop Science
SERENADE (antes AgraQuest) B. subtilis  Biofungicida para cultivos
SOIL® QST713 alimentarios.
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Detiene la germinacion de esporas,
altera la membrana celular y la
inhibicién de la union de patégeno a
las hojas. Para su uso en verduras

Bayer Crop Science frondosas, fresas y patatas. Activos
SERENADE (antes AgraQuest) B. subtilis  contra hongos (Botrytis y Sclerotinia)
Optimun® QST713 y patdgenos bacterianos
(Xanthomonas y Erwinia)
Recomendado para verduras
CEASE® BioWorks, Inc. B. subtilis  frondosas, hiervas, especias y plantas
QST713 ornamentales.
Bayer Crop Science B. pumilus
SONATA® (antes AgraQuest) QST2808. Control de oidio.
Ballad Plus AgraQuest B. pumilus Control de Erysiphe sp., Puccinia spp.,
QST28081 Pyricularia sp., Rhizoctonia sp., Tilletia
sp., Xanthomonas spp, entre otros, en
cultivos de gramineas, oleaginosas,
entre otros.
Serenade ASO Bayer CropScience B. subtilis  Control de Pythium spp., Rhizoctonia spp.,
QST713"s Fusarium spp., Phytophthora sp., entre
otros. En cultivos frutales, hortalizas, entre
otros.
Fungifree AB® Agro&biotecnia B. subtilis 83 Control de Colletotrichum sp., Leveillula
sp., Botrytis sp., entre otros, en cultivos
Frutales, y hortalizas.
Taegro 2 ISAGRO B. subtilis var. Control de Rhizoctonia sp., Fusarium sp.,
amyloliquefaciens  Pythium sp., Botrytis sp., entre otros en
cultivos de diversas frutas, plantas
ornamentales, entre otros.
EcoGuard-GN Novozymes B. lincheniformis Control de Colletotrichum sp., Sclerotinia
SB3086": sp., Rhizoctonia sp., entre otros. En
cultivos de plantas ornamentales, entre
otros.
DiPel WG Valent B. thuringiensis Control de Cydia sp., Otiorhychus sp.,
BioSciences var kurstakiy Spodoptera sp, entre otros, en cultivos

frutales, hortalizas, entre otros.
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Anexo 3. Caracteristicas y mecanismos de accion de los lipopéptidos y policétidos de B.

subtilis y B. amyloliquefaciens (Ongena et al., 2008; Mongkolthanaruk, W. (2012) ).

Familia Genes Compuestos Caracteristicas Actividad Mecanismo

Surfactinas Srf Surfactina Heptapéptidos | Antibacterial, Desestabilizacién de
(srfA-A, ligados a | formacién  de | la membrana celular
srfA-B, cadenas de B- | biofilm, por formacion de
srfA-C, hidroxidcidos | Inductores  de | micelas
srfA-D) grasos (C12- | Resistencia
ycx,  aat, C16) Sistémica
sfp saturados,

formando
anillos de
lactona.

Iturinas itu Iturina Heptapéptidos | Antifangica Formacion de poros
(ituD, ituA, | Bacilomicina ligados a a- - en la membrana
ituB, itu-C) | (A, C, D, E) hidroxiacido celular
Ipa, bmyD graso (Cis-C17)

saturados

Fengicinas fen Fengicina Lipodecapépti | Antifangica Formacion de poros
(fenA, dos con anillo en la membrana
fenB, fen- de lactonaen la celular
C, fen-D, parte peptidica
fen-E) ligados a -

grasos  (Cie-
Ci) algunos
monoinsaturad
0s
spa Subtilina Péptido Antimicrobial Lantibiotico
pentaciclico
con  puentes
tioéter
sho, alb Subtilosina A Péptido ciclico | Antibacterial Lantibidtico
sencillo  con
puentes tioéter
tas Tas A Proteina Antibacterial Formacion de
biofilm
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Policétidos sun, bdb Sublacina Péptido ciclico | Antimicrobial Lantibidtico
sencillo  con
puentes tioéter
con S-
glicopéptidos
min Macrolactina Antibacterial
(Gram +)
bae, pksX | Bacilaeno Péptido lineal | Antibacterial Inhibidor de
unido a un biosintesis de
hexano proteinas de
procariotas
dif Dificidina Macrolino de | Antibacterial
22 miembros y
un grupo
fosfato
mrs Mersacidina Antibacterial Inhibidor de
(Gram +) biosintesis de
proteinas de pared
celular

Anexo 4. Procedimiento de perforacion del Potato Dextrose Agar (PDA)

Se creo un molde en
Word para realizar
las perforaciones en
el medio PDA (este
fue impreso)

—

Con una punta azul

de 1000 pL se
realizaron las
perforaciones

marcadas en el molde

68



Anexo 5. Ejemplo de mediciones para ensayos in vitro en caja Petri

Crecimiento neto del control = didmetro de crecimiento del patdégeno con respecto

a los controles

W Crecimiento neto del tratamiento= didmetro de crecimiento del patégeno con

respecto a los tratamientos

Anexo 6. Componentes de la solucion nutritiva de Hoagland

Macronutrientes g/L
Nitrato de potasio 0.505
Nitrato de calcio 1.15
Fosfato Monobasico 0.68
Sulfato de magnesio 1.23
Quelato de Fe 5.0
Micronutrientes

Acido borico 0.0143
Cloruro de manganeso 0.00905
Sulfato de zinc 0.0011
Sulfato de cobre 0.0004
Acido molibdico 0.0001
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Anexo 7. Procedimiento de infeccion de hojas con esporas de B. cinerea 05 resuspendidas

en diferentes medios (LB, PDB y agua).

Esporas resuspendidas
en los medios durante

una hora

Se toman 10

3 gotas/ h ul de
esporas
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Anexo 8. Procedimiento de infeccidn de tomates con esporas de B cinerea 05

Se realiza dos perforaciones
en el tomate en puntos
equidistantes

5 mL de CLORALEX /1 L agua
Esterilizacion de

Recuperacién de

los tomates esporas
4
En un punto se
colocan 10 pL de
esporas, y en el otro Se tolr_nsn 10 Esporas
uL ae .
punto 10 FL'Ide agua \ esporas " suspendidas en
esteri o agua estéril
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Anexo 9. Ensayos de control biologico: 1) preventivo y 2) simultaneo

Tratamiento en temperatura ACB Tiempo de Incubacion
hojas y frutos incubacion post-
Previo a la infeccion del
aplicacion patégeno
del patdégeno
Preventivo hojas 25 °C Aplicado antes | 48 h 3 dias
que el
patdgeno
Preventivo hojas 29 °C Aplicado antes | 48 h 3 dias
que el
patdégeno
Simultaneo hojas | 25 °C Aplicado casi | No aplica 3 dias
al mismo
tiempo que el
patogeno
Preventivo 25 °C Aplicado antes | 12 h 3 dias
Frutos que el
patogeno
Preventivo frutos | 29 °C Aplicado antes | 12 h 3 dias
que el
patégeno
Simultaneo frutos | 25 °C Aplicado casi | No aplica 3 dias
al mismo
tiempo que el
patdégeno
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Anexo 10. Proceso de infeccion en hojas con B. cinerea 05 y tratamientos de manera
simultaneo y preventivo. 10a) aplicacion de tratamientos de manera preventiva. 10b)

aplicacion de los tratamientos de manera simultanea.

Se inoculan
con 10 pL de
los
tratamientos

Se cortan
las hojas

Se colocan
en cajas Petri
con agar

Inoculacion de
esporas
Juthig

Incubacién
| durante 48 h

Incubacién
durante 3 dia

Se inoculan con 10 pL
de los tratamientos

Se cortan las Se colocan en

hojas cajas Petri con
Inoculacién de
10 pL de
Incubacién | h esporas
durante 10 resuspendidas
dias en medio
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Anexo 11. Proceso de infeccién de B. cinerea 05 en tomates aplicando los tratamientos de
manera simultanea y preventiva. 11a) proceso de infeccion en tomates de manera
preventiva. 11b) proceso de infeccion aplicando los tratamientos de manera
simultanea.

a)
5 mL de cloralex /1L Inoculacion del
N agi >e reah;an dos tratamiento (10
p perforaciones en
U F el tomate |.
™ Se | |
guardan
(3 dias)
Incubadora Inoculacién de Se guardan en
u B. cinerea (10 la Incubadora
T: 250 C \ HR: 90 % IJ'L) en ambos a 29° C
b)

Se realiza dos
perforaciones en el
tomate en puntos

equidistantes

5 mL de CLORALEX /1 L \
agua
.e Se guardan 2h |
(3 dias)
- Inoculacion del
Incubadora Inoculacién de B. tratamiento (10
cinerea (10 pL) en uL) en un punto

T:25° Cy HR: 90 %

ambos puntos
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40 +
N
[ 30 T
2
L
o
=20 +
R

10 + A A A

A
Clorotalonil  Metabolitos Células Fungifree

(células y metabolitos) contra B. cinerea 05 en comparacién con un fungicida quimico
(Clorotalonil). Ensayos a 29°C. Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes (ANOVA, Tukey (p) <0.05).

Anexo 13. Infeccién en plantas de tomates. Las plantas fueron infectadas con esporas de B.
cinerea 05 en una concentracion de 108 esporas/mL, colocando gotas de 10 pL en
varias partes de las hojas, sin embargo, las condiciones experimentales no
permitieron observar un desarrollo de enfermedad en las plantas.
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