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Resumen

Las formulaciones basadas en esporas de Bacillus spp., tienen larga vida de anaquel, siendo uno de
los factores clave en el éxito comercial de estas bacterias como agentes de biocontrol. Tal es el caso
de las esporas viables de Bacillus velezensis 83 (Bv83), que son el principio activo del biofungicida
mexicano Fungifree ABTM. Las células vegetativas de Bacillus, se diferencian a subpoblaciones
isogénicas que coexisten en un mismo ambiente; esta heterogeneidad celular esta regulada por dos
sistemas de comunicacion celular (quorum sensing, QS): ComQXPA y Rap/Phr que activan la
esporulacién y la produccion de compuestos antimicrobianos y del polimero y-PGA. En Bv83, a pH
6.8, la presencia de y-PGA es un problema, porque incrementa la viscosidad de los caldos de cultivo,
provocando limitaciones en el mezclado y en la transferencia de oxigeno, lo que complica el
crecimiento y la esporulacion. No obstante, resultados previos muestran que a pH 5.0 se reprime la
produccion de y-PGA, pero también la esporulacién (ambos regulados por ComQXPA y Rap/Phr).
Nuestro trabajo permitié entender el efecto del pH sobre la red de QS, el crecimiento y la esporulacion
de Bv83. Concluimos que, la acidez del medio no afecta consistentemente los genes comQXPA y
rap/phr, pero si hay una influencia negativa de la acidez en los genes que codifican para la
esporulacion, la sintesis del polimero y-PGA y la produccién de lipopéptidos (Bacilomicina D y
surfactina), compuestos importantes para ejercer el biocontrol.

Palabras Claves: Bacillus, esporulacion, heterogeneidad celular, quorum sensing

Abstract

Bacillus spore-based formulations possess long shelf life, being a key factor in the commercial
success of these bacteria as biocontrol agents. In México, Bacillus velezensis 83 spores are the
active ingredient of the biofungicide FungifreeABTm. In this bacteria, vegetative cells differentiate into
isogenic subpopulations that coexist in the same environment; this cellular heterogeneity is regulated
by two cellular communication (quorum sensing, QS) systems: ComQXPA and Rap/Phr, which
activate sporulation and the production of antimicrobial compounds and the y-PGA polymer. In Bv83,
2 at pH 6.8, the presence of y-PGA is a problem as it increases the viscosity of the culture broths,
causing limitations in mixing and oxygen transfer, complicating the cell growth and sporulation.
However, previous results show that at pH 5.0, y-PGA production is repressed, but so is sporulation
(both regulated by ComQXPA and Rap/Phr).

Our work allowed us to understand the pH effect on the QS network, growth, and sporulation of Bv83.
We conclude that the acidity of the medium does not consistently affect the comQXPA and rap/rhr
genes. However, there is a negative influence of acidity on genes encoding for sporulation, y-PGA
polymer synthesis and the production of lipopeptides (bacilomycin D and surfactin), essential
compounds for exerting biocontrol.
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Introduccion

Durante los ultimos afos, el uso de pesticidas
quimicos se ha incrementado
significativamente con el objetivo de prevenir,
mitigar o destruir plagas, reducir la pérdida en
la produccion agricola y mejorar la calidad de
los alimentos. Sin embargo, el uso excesivo
de pesticidas quimicos, contribuye
significativamente a la  contaminacion
ambiental y al desarrollo de patégenos
resistentes a estos productos. Ademas,
presentan un problema de salud para el
agricultor (que lo aplica) como para el cliente
que consume los alimentos. Es por ello por lo
que una alternativa mas sostenible para
obtener una productividad agricola rentable y
segura es el empleo de agentes de control
biolégico (Galindo et al., 2013; Polyxeni et al.,
2016; Tudi et al, 2021). Entre los
microorganismos usados como agentes de
control biolégico se encuentran varias
especies del género Bacillus, donde los
mecanismos de biocontrol estan relacionados
con la produccibn de  metabolitos
antimicrobianos, la competencia nutricional y
espacial para proteger y limitar el acceso de
los patdgenos a los nutrientes, la degradacién
de moléculas producidas por el patdgeno
(mediante un proceso conocido como quorum
quenching), la producciéon de compuestos
volatiles (que tienen un potencial antifungico)
y la induccion de la resistencia sistémica en la
planta (Balderas-Ruiz et al., 2020; Fira et al.,
2018; Lucke et al., 2020; Rabbee et al., 2019;
Serrano & Galindo, 2007). Ademas, una
caracteristica de Bacillus que los destaca
como un buen agente de control biologico es
que las células en crecimiento vegetativo son
inducidas a diferenciarse en esporas en
respuesta al agotamiento de nutrientes, las
cuales, son un tipo celular que estan
metabdlicamente inactivas y son resistentes a
condiciones severas, como altas
temperaturas, desecacion y radiacion.
Posteriormente, cuando las condiciones
ambientales son propicias, la espora germina
y vuelve al estado vegetativo. Esto es de gran
importancia biotecnoldgica ya que las esporas
permiten la preservacion y propagacion de la
informacion genética al sobrevivir en
condiciones extremas durante largos periodos
de tiempo, por lo que representan una opcion
ideal para producir formulaciones comerciales
en polvo con una larga vida de anaquel,
adecuadas para su uso en agricultura como
biopesticidas (Balderas-Ruiz et al., 3 2020;
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Christie & Setlow, 2020; Cristiano-Fajardo et
al., 2019; Mckenney et al., 2013; Piggot &
Hilbert, 2004; Saggese et al., 2021)

Bacillus velezensis 83: un aliado efectivo
contra fito-patégenos

El equipo del Dr. Enrique Galindo y el Dr.
Leobardo Serrano (Instituto de Biotecnologia,
UNAM) en colaboraciéon con el Centro de
Investigacién en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD, Culiacan), desarrollaron el biofungicida
mexicano “Fungifree AB”, formulado con las
esporas viables de Bacillus velezensis 83
(Bv83) (anteriormente conocida como Bacillus
subtilis 83 o Bacillus amyloliquefaciens 83)
(Balderas-Ruiz et al., 2020; Galindo et al.,
2013). Bv83, aislada de la filésfera del arbol
de mango, es una bacteria aerébica Gram
positiva, antagonista natural de
Colletotrichum, Erysiphe, Botrytis,
Sphaerotheca y Leveillula, por lo que el
biofungicida Fungifree AB es muy efectivo
para el biocontrol de estos hongos, en cultivos
de gran importancia agricola (mango, papaya,
citricos, tomate, fresas, berries, aguacate,
entre otros). Esta cepa tiene la capacidad de
producir compuestos antimicrobianos como la
surfactina y la bacilomicina D, metabolitos de
sobreflujo de carbono como la acetoina, el
2,3-butanodiol y el acetato, asi como el acido
y-polyglutamico (y-PGA) (Balderas-Ruiz et al.,
2020; Cristiano-Fajardo et al., 2019; Luna-
Bulbarela et al., 2018).

Heterogeneidad celular: una decisién
regulada por quorum sensing

Las células vegetativas de Bacillus tienen la
capacidad de diferenciarse a varias
subpoblaciones isogénicas con funciones
especializadas que coexisten en un mismo
ambiente (Lépez & Kolter, 2010; Tasaki et al.,
2017). Tal heterogeneidad celular ocurre a
través de procesos altamente coordinados
gue se rigen por quorum sensing (QS). EI QS
es un mecanismo de comunicacion celular,
que permite a una poblacién bacteriana actuar
de manera concertada y dependiente de la
concentracion celular, mediante el
intercambio de moléculas de sefializacion
difusibles, conocidas como autoinductores
(Al) (Antunes & Ferreira, 2009; Kalia, 2015).
En Bacillus velezensis, los sistemas
ComQXPA y Rap/Phr estan involucrados en la
diferenciacion de células vegetativas a células
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productoras de polimero y-PGA y de
compuestos  antimicrobianos como la
surfactina y la bacilomicina D, durante el
crecimiento celular. Asi como, en la
diferenciacion de células vegetativas a
esporas, durante la limitacién nutricional. En la
figura 1 se indica que, en el sistema
ComQXPA, la concentracion critica del
autoinductor ComX induce la fosforilacion del
regulador de respuesta ComA al unirse a
ComP (receptor histidina-quinasa unido a
membrana). ComA fosforilado activa la
transcripcion de degQ, involucrado en la
fosforilacién de DegU, que, a su vez promueve
la activacion del operén pgsBAC, que codifica
para la y-PGA sintasa (Anju et al., 2019;
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Nordgaard et al., 2021). Ademéas, ComX
promueve la expresion de los péptidos Phr,
que son necesarios para la activacion del
regulador maestro de esporulaciéon Spo0OA y
para inhibir a las fosfatasas Rap (Boguslawski
et al., 2015; Spacapan et al., 2020). En los
sistemas Rap/Phr, el péptido Phr se secreta al
entorno extracelular para ser procesado
proteoliticamente vy, posteriormente, ser
importado al citoplasma por 4 |la
oligopermeasa Opp, donde los Phr evitan que
su fosfatasa Rap afin reprima la actividad de
sus reguladores diana (SpoOF, DegU o
ComA), (Figura 1) (Anju et al., 2019; Gallegos-
Monterrosa & Kovacs, 2023).
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Figura 1. Mecanismo de QS: ComQXPA y Rap/Phr en Bacillus velezensis

Acidificando Ila conversacion: efecto del
pH dcido en los sistemas ComQXPA y
Rap/Phr

En 2007, Okada y colaboradores reportaron
que en Bacillus mojavensis, el autoinductor
ComX es acido-labil (tratamiento con acido
trifluoroacético, TFA al 5%) (Okada et al.,
2007). No obstante, estudios previos en
Bacillus subtilis reportaron que en cultivos a
pH acido no se produce surfactina y afecta la
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actividad de la oligopermeasa Opp (Cosby et
al, 1998). Asimismo, Cosby y Zuber
identificaron que, en Bacillus subtilis, el pH
acido disminuye la actividad del regulador
maestro de QS: SigH (Cosby & Zuber, 1997).
Mientras que, en Bacillus amyloliquefaciens
MBNC, a pH 5.5 se reprimen los genes
involucrados en la esporulacién y en la
produccion de biofiim (Chowdhury et al,
2021). Finalmente, en nuestro grupo de
investigacion, Cristiano-Fajardo y

100



Articulos

colaboradores identificaron que en Bacillus
velezensis 83, |la esporulacion, la sintesis de
y-PGA vy la produccion de lipopéptidos
(bacilomicina D y surfactina) se abaten en
cultivos en lote a pH 5.0, en contraste con los
cultivos a pH 6.8, donde esporula y se produce
el polimero en cantidades significativas. La
presencia de y-PGA incrementa la viscosidad
de los caldos de cultivo, provoca limitaciones
en el mezclado, la transferencia de oxigeno y
dificulta la recuperacién de las esporas
(Cristiano-Fajardo et al., 2019). Estos estudios
previos nos permitieron sugerir que los
sistemas ComQXPA y/o Rap/Phr pueden
verse afectados negativamente a nivel
transcripcional a pH acido, lo que llevaria a
una sub-expresion de los genes regulados por
estos dos sistemas de QS en Bacillus.

Revelando el dialogo invisible en Bacillus
velezensis: cambios transcriptémicos del
QS por efecto del pH acido

Con el objeto de entender lo que sucede a pH
acido (5.0), en términos de la expresion de los
genes que codifican para las proteinas
ComQXPA y Rap/Phr en Bacillus velezensis,
se realizé un analisis transcripcional mediante
RNAseq durante la etapa de crecimiento y
transicion celular (célula vegetativa a espora).
Para ello, las cinéticas de Bacillus velezensis
83 se realizaron en cultivo en lote (por
triplicado), bajo condiciones controladas en
biorreactores de 10 L con medio mineral
definido, utilizando glucosa como Unica fuente
de carbono (10 g/L), bajo dos condiciones de
pH de cultivo diferentes: 6.8 (control) y 5.0
(caso). Los parametros para caracterizar este
analisis (pH 5.0 vs pH 6.8), fueron: FDR (False
Discovery Rate) = 0.05 y un logFC (log Fold
Change) = 2 (genes sobre-expresados
significativamente), y < -2 (genes sub-
expresados significativamente).

Como se observa en la tabla 1, identificamos
que la acidez del medio (pH 5.0 vs pH 6.8),
afecta solamente al gen comX del sistema
ComQXPA durante la etapa de crecimiento de
Bv83. Mientras que, de los sistemas Rap/Phr,
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solamente el gen phrC se sub-expreso
durante la etapa de 5 agotamiento de glucosa.

No obstante, se observo que los genes que se
sub-expresan significativamente por efecto
del pH acido, son en su mayoria aquellos que
codifican para proteinas involucradas en la
formaciéon del tabique asimétrico entre la
célula vegetativa y la pre-espora y en la
formaciéon del cortex de la pre-espora, asi
como genes que codifican para proteinas
involucradas en la cascada de fosforilacion
para inducir la esporulacion (spoOF y spo0B).
Ademas, se identificd que entre los genes que
se sub-expresaron durante esta etapa fueron
aquellos que codifican para proteinas
involucradas en la produccién de surfactina y
bacilomicina D, asi como el operén que
codifica para las proteinas involucradas en la
produccion y degradacion de y-PGA. Estos
resultados demostrarian que, bajo
condiciones acidas, los genes que se ven
afectados significativamente son los de menor
jerarquia, y no los genes que codifican para
reguladores  transcripcionales  maestros,
mostrando que el efecto del pH acido es
especifico en las funciones morfo-fisioldgicas
de Bv83, reduciendo la heterogeneidad
celular bajo estas condiciones de pH acido
(cultivos mas homogéneos).

De igual manera, se observé que, durante la
etapa de transicion a espora, el pH acido no
afectd la expresion de los genes que codifican
para el sistema ComQXPA, pero si se vio
afectado negativamente el gen phrC, que, al
estar sub-expresado, ya no reprime a la
fosfatasa RapC, encargada de desfosforilar al
regulador maestro ComA. Nuevamente,
durante esta etapa, se identificé que entre los
genes que se sub-expresaron por efecto del
pH de cultivo acido, se encontraron aquellos
que codifican para proteinas involucradas en
la produccién de surfactina y bacilomicina D,
asi como el operén que codifica para las
proteinas involucradas en la produccion vy
degradacion de y-PGA (tabla 1).

101



Articulos

Tabla 1. Efecto del pH de cultivo en la expresion diferencial de genes de QS de Bacillus velezensis 83, durante la etapa de
crecimiento y transicion celular. Este anélisis transcriptomico indica la comparacion entre cultivos en lote a pH acido (5.0) vs
cultivos en lote a pH control (6.8), ambos con medio mineral en biorreactores de 10 L.

Flecha roja: gen sub-expresado significativamente (log FC 2 2) . Flecha verde:

en sobre-expresado si nificativamentﬁog FC < -2).

In:

Singapore
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esporas, a células productoras del polimero

y-PGA y a células productoras de
lipopéptidos (bacilomicina D y surfactina).
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