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Abstract. Atpresent, studies of biological control
agents of microbial origin (BCA-M) have mainly
focused on their taxonomic characterization,
through the use of conventional molecular markers,
and the in vitro evaluation of modes of action,
or under greenhouse conditions, but limitedly
under field conditions. Furthermore, recent
bioprospecting studies of BCA of microbial origin
mainly focus on Trichoderma, Paecilomyces,
Beauveria, Pseudomonas, and Bacillus. Even when

the research developed in Mexico on this topic has
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Resumen. Actualmente, los estudios sobre agen-
tes de control biologico de origen microbiano
(ACB-M) generalmente estan enfocados en la ca-
racterizacion taxonomica mediante el uso de mar-
cadores moleculares convencionales y en evaluar
la capacidad antagénica/mecanismos de accion in
vitro, en invernadero y eventualmente bajo condi-
ciones de campo. Los ACB-M se centran princi-
palmente en cepas de Trichoderma, Paecilomyces,
Beauveria, Pseudomonas y Bacillus. Aunque la in-
vestigacion en México en este campo ha sido muy
activa en los ultimos afios, el desarrollo e innova-
cion de una mayor diversidad de bioplaguicidas
registrados y comercializados puede ser potencia-
da. En este contexto, el uso de técnicas vanguar-
distas en la era de las ciencias 6micas (gendmica,
transcriptomica, y metabolémica) enfocadas a la
correcta afiliacion taxonémica de los ACB-M y en
el estudio de mecanismos de acciéon y comporta-
miento agroecoldgico es determinante para la bio-
prospeccion y uso extensivo de estos ACB-M de
manera eficaz, biosegura y costo-efectiva. En el
marco de la celebracion internacional de la sanidad
vegetal, la presente revision analiza criticamente
el estado del conocimiento y de aquellos aspectos
que limitan la bioprospeccion y el uso extensivo
de ACB-M con énfasis en México, desde la aplica-
cion de las ciencias 6micas para la identificacion,
seleccion y estudio de los mecanismos de accion
de dichos agentes hasta la difusion y socializacion
del conocimiento cientifico generado. Se pretende
promover la reflexion sobre este campo del cono-
cimiento e incentivar la nueva generacion ACB-M
con una vision holistica y sistémica en beneficio de
una agricultura sustentable y resiliente.

Palabras clave: Bioplaguicidas, taxonomia, geno-
mica, transcriptdmica, metabolomica.
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been active during the last years, the development
and innovation of greater variety of registered and
currently commercialized biopesticides need to
be improved. In this context, the use of cut-edge
techniques in the era of omics sciences (genomics,
transcriptomics, and metabolomics) focused on
the correct taxonomic affiliation of BCA-M, as
well as their modes of action and ecology in agro-
ecosystems, will expand the bioprospecting and
extensive use of these BCA in a more efficient,
biosafety, and cost-effective manner. In the
framework of the international celebration of
plant health, this review critically analyzes the
knowledge status of the aspects that limit the
bioprospecting and extensive use of BCA-M,
mainly in Mexico, from the application of omics
sciences for the identification, selection, and study
of action mechanisms of those agents until the
dissemination and socialization of the generated
scientific knowledge. The foregoing is intended
to promote reflection on this field of knowledge
and encourage the new generation BCA-M with
a holistic and systemic vision for the benefit of
sustainable and resilient agriculture.

Key words: Bioplaguicides, taxonomy, genomic,
transcriptomic, metabolomic.

Crops are exposed to abiotic and biotic factors
that can negatively impact their productivity,
i.e., floods,
phytopathogens. Phytopathogens are responsible
for up to 40 % of crop yield reductions (Valenzuela-
Ruiz et al., 2020). Along with this, the growing
demand for food fueled by population increases
has led to the modification of agricultural practices
to mitigate the losses caused by phytopathogens,

droughts, degraded soils, and
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Los cultivos agricolas estan expuestos a facto-
res abidticos y bidticos que pueden incidir nega-
tivamente en su productividad, i.e. inundaciones,
sequias, suelos degradados y fitopatogenos. Estos
ultimos causan una disminucion del rendimien-
to agricola hasta del 40% (Valenzuela-Ruiz et al.,
2020). Aunado a esto, el aumento poblacional y -en
consecuencia- la creciente demanda de alimentos
condujeron a la modificacion de las practicas agri-
colas para mitigar las pérdidas ocasionadas por la
incidencia de fitopatdgenos, sin disminuir la cali-
dad nutricional y la inocuidad de los alimentos pro-
ducidos (FAO, 2018). La estrategia ampliamente
utilizada para atender estos aspectos ha sido la apli-
cacion de plaguicidas sintéticos, la cual aumentd
mundialmente un 97.7% de 1992 (1.30 kg ha') a
2016 (2.57 kg ha!) (FAO, 2018); mientras que en
Meéxico el incremento de fungicidas sintéticos fue
76.9% (de 1.08 a 1.91 kg ha!) en el mismo periodo
(Roser, 2019). Se ha reportado que solo el 0.1% de
los plaguicidas sintéticos aplicados llega al culti-
vo agricola de interés (Gill y Garg, 2014), lo cual
genera graves afectaciones econémicas y ambien-
tales, como la contaminacion de suelos y mantos
acuiferos con residuos recalcitrantes, la degrada-
cién quimica y microbiana del suelo y la pérdida
de su biodiversidad (de los Santos-Villalobos et al.,
2018).

En este contexto, el manejo de fitopatdogenos en
los sistemas de produccion agricola debe ser aten-
dido amplia e integralmente en congruencia con
el objetivo dos, poner fin al hambre, de la Agenda
2030 para el Desarrollo Sostenible para América
Latina y el Caribe. En éste se establece la necesi-
dad de centrar esfuerzos para lograr la seguridad
alimentaria, mejorar la nutriciéon y promover una
agricultura sostenible (ONU, 2018). México ha
coadyuvado a estos objetivos colateralmente ya
que desde 1940 se iniciaron los primeros estudios
y aplicaciones del control bioldgico y se crearon
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without lowering the nutritional quality and safety
of the products grown (FAO, 2018). A widely
used strategy to address these aspects has been
the use of synthetic pesticides, which increased
97.7% worldwide from 1992 (1.30 kg ha') to
2016 (2.57 kg ha') (FAO, 2018); in Mexico, the
use of synthetic fungicides increased 76.9% (from
1.08 to 1.91 kg ha') in the same period (Roser,
2019). Reports show that only 0.1% of the applied
synthetic pesticides reach the crop of interest
(Gill and Garg, 2014), a fact that creates serious
economic and environmental impacts, such as soil
and aquifer contamination with recalcitrant wastes,
soil, chemical, and microbial degradation, and
biodiversity loss (de los Santos-Villalobos et al.,
2018).

In this context, phytopathogen management
in cropping systems must be extensively and
comprehensibly addressed to be consistent with
Goal 2, end hunger, of the 2030 Agenda for the
Sustainable Development for Latin America and
the Caribbean. Goal 2 establishes the need to
concentrate efforts to achieve food security, improve
nutrition, and promote sustainable agriculture
(ONU, 2018). Mexico has collaterally contributed
to these goals since 1940 when the first studies
and applications of biological control began and
academic programs were established to promote
an integrated plant health management (Gutiérrez-
Samperio, J. Personal communication. 2019).
Biological management of phytopathogens is
defined as “the use of beneficial organisms to reduce
the negative effects caused by phytopathogens,
through their antagonistic actions, either by direct
actions of gene recognition or indirectly through
metabolites or products derived from them”
(Valenzuela-Ruiz et al., 2020). In a broader sense,
biological management was initially promoted
through campaigns implemented by government
agencies, where predator insects, parasitoids or
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programas académicos con el fin de promover el
manejo integrado fitosanitario (Gutiérrez-Sampe-
rio, J. Comunicacion Personal. 2019). El manejo
biologico de fitopatdogenos es definido como “el
uso de organismos benéficos para reducir los efec-
tos negativos de patogenos de las plantas, a través
de sus acciones antagonicas, ya sea por accion di-
recta de reconocimiento génico, o indirectamente
mediante metabolitos o productos derivados de
éstos” (Valenzuela-Ruiz et al., 2020). En una con-
cepcion amplia, el manejo bioldgico se incentivd
inicialmente con campanas implementadas por ins-
tancias gubernamentales, mediante el uso de insec-
tos depredadores, parasitoides o insectos estériles;
y posteriormente, con la inclusiéon de hongos ento-
mopatogenos (Beauveria bassiana'y Metarhizium),
hongos filamentosos y bacterias, para el control de
plagas de importancia nacional (Arredondo-Bernal
y Rodriguez-del Bosque, 2015).

El uso de agentes de control bioldgico de origen
microbiano (ACB-M) en México es una alternativa
que ha sido utilizada para complementar el control
convencional de fitopatégenos, mediante plaguici-
das sintéticos (Arredondo-Bernal y Rodriguez-del
Bosque, 2015). Por ejemplo, en 2017 en México, el
area de siembra fue aproximadamente de 32.4 mi-
llones de hectareas, cuyos principales cultivos fue-
ron: maiz, sorgo, frijol, café, cafa de azucar y trigo
(INEGI, 2017); en dichos cultivos los principales
géneros de fitopatdogenos reportados fueron Fusa-
rium, Colletotrichum, Leveillula, Botrytis, Rhizoc-
tonia, Pythium, Phytophthora, Pseudomonas, Can-
didatus Liberibacter asiaticus, Leifsonia y Xantho-
monas, y los ACB-M mas utilizados para controlar
a estos fitopatogenos fueron las especies fungicas
Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus, P.
fumosoroseus y Beauveria bassiana, y las especies
bacterianas Bacillus subtilis, B. pumilus, B. amylo-
liquefaciens, B. licheniformis y B. thuringiensis
(Garcia-Juarez et al., 2016; Villarreal-Delgado et
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sterile insects were used, followed by the inclusion
of entomopathogenic fungi (Beauveria bassiana
and Metarhizium), filamentous fungi and bacteria,
to control important pests nationally (Arredondo-
Bernal and Rodriguez-del Bosque, 2015).

The use of biological control agents of
microbial origin (BCA-M) in Mexico is an
alternative to complement the conventional control
of phytopathogens using synthetic pesticides
(Arredondo-Bernal and Rodriguez-del Bosque,
2015). For example, in Mexico, the area sown in
2017 was approximately 32.4 million hectares,
where the main crops were maize, sorghum, bean,
coffee, sugarcane, and wheat (INEGI, 2017); the
main phytopathogen genera reported in those
crops were Fusarium, Colletotrichum, Leveillula,
Botrytis, Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora,
Pseudomonas, Candidatus Liberibacter asiaticus,
Leifsonia, and Xanthomonas, and the BCA-M that
were most used for controlling these pathogens
were the fungal species Trichoderma harzianum,
Paecilomyces lilacinus, P. fumosoroseus and
Beauveria bassiana, and the bacterial species
Bacillus subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens,
B. licheniformis and B. thuringiensis (Garcia-
Juarez et al., 2016; Villarreal-Delgado et al., 2017;
Delgado-Ortiz et al., 2019). Although researches on
BCA are significant (Tables 1 and 2), sometimes,
no detailed information on the results of their
application to nationally important crops in the field
are published or are included in technical reports
with restricted access and limited to describing crop
yield increases and/or phytopathogen inhibition.

Identifying new agents and/or understanding the
plant-pathogen-BCA of microbial origin interaction
(underfield conditions), as well as conducting robust
studies of the polyphasic taxonomic affiliation
(consensus classification based on the integration
of all available phenotypic and genotypic data),
action and ecology mechanisms of those BCA in
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al., 2017; Delgado-Ortiz et al., 2019). Aunque la
investigacion en ACB es significativa (Cuadro 1y
2), en ocasiones, la informacién detallada sobre los
resultados obtenidos por la aplicacion en campo de
estos ACB a cultivos agricolas de importancia na-
cional no es publicada o se registra en informes téc-
nicos con acceso restringido, y se limita a describir
aumentos de rendimientos agricolas y/o inhibicion
de fitopatdgenos.

El descubrimiento de nuevos agentes y/o el en-
tendimiento de las interacciones planta-patdégeno-
ACB de origen microbiano (bajo condiciones de
campo), asi como estudios robustos sobre la afi-
liacion taxondmica polifacética (clasificacion con-
senso basada en la integracion de todos los datos
fenotipicos y genotipicos disponibles), los meca-
nismos de accion y ecologia de dichos ACB en los
agroecosistemas, mediante el empleo de los avan-
ces recientes de las ciencias 6micas, es determinan-
te para el registro, comercializacion, innovacion y
éxito de bioplaguicidas formulados. Por lo anterior,
el objetivo de la presente revision es describir el
estado del conocimiento y analizar, en el marco de
la celebracion internacional de la Sanidad Vegetal,
aspectos que limitan la bioprospecciéon y uso ex-
tensivo de ACB-M en México, asi como estrategias
genomicas de vanguardia inherentes a las ciencias
omicas enfocadas a la identificacion, seleccion
y estudio de los mecanismos de accion de dichos
agentes, asi como la difusion y socializacion del
conocimiento cientifico generado para potenciar la
innovacion agro-biotecnologica y el éxito de bio-
plaguicidas.

Agentes de control biolégico de origen micro-
biano (ACB-M) y bioplaguicidas en México. La
blisqueda e introduccion de enemigos naturales a
fitopatogenos de importancia economica en Méxi-
co tomo relevancia a partir de la década de 1940,
debido a la necesidad de generar estrategias de
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the agroecosystems, using the recent advances
in omics sciences, are essential for registration,
marketing, innovation and success of formulated
biopesticides. For this reason, in the framework of
the international celebration of Plant Health, the
objective of this review is to describe the knowledge
status and analyze the aspects which limit the
bioprospection and extensive use of BCA-M in
Mexico, cutting-edge genomic strategies inherent
to the omics sciences focused on the identification,
selection and study of the mechanisms of action
of those agents, and the dissemination and
socialization of the scientific knowledge gained
to enhance agro-biotechnological innovation and
biopesticides success.

Biological control agents of microbial origin
(BCA-M) and biopesticides in Mexico. The
identification and introduction of natural enemies in
economically important phytopathogens in Mexico
became relevant in the 1940s due to the need to
develop efficient and sustainable management
strategies. In the more than 80 years of using
BCA-M in our country (Bernal and Quezada, 1999),
230 bioproducts from 40 companies registered by
COFEPRIS  (https://www.gob.mx/cofepris) are
available in the national market. However, some
of these products have a limited number of active
ingredients at the taxonomic group level (fungi,
bacteria y/o viruses), or microbial genus/species
for controlling the causal agents of diseases in
plants that are cultivated in Mexico (Table 1). This
reflects a limited availability of bioproducts to be
used in the Mexican fields despite the efforts made
and the research conducted in our country. This
fact could be associated with the limited support to
the scientific sector to conduct systemic research,
bioprospecting new BCA-M, and obtaining patent
registration of biotechnological products, as well
as with the limited organizational structure at
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Cuadro 1. Productos de control biologico de origen microbiano en México con registro ante COFEPRIS (https://www.gob.
mx/cofepris).
Table 1. Biological control products of microbial origin in Mexico, registered by COFEPRIS (https://www.gob.mx/cofepris).

Ingrediente Activo Producto comercial Uso agricola

Acetobacter lovaniensis Q-Bacter Bio-bactericida

Bacillus amyloliquefaciens Serifel/Serenade Optimum / Stargus Bio-fungicida
Fungifree-Ab/ Agrobacilo/ Serenade As/ Serenade Max/ Bacillios

B. subtilis G / Baktillis / Serenade/ Rador/ Vici Active/ Fungi-Q/ Fungisei/ ~ Bio-fungicida
Protec-Root/ Cx-9030

B. stearothermophilus Bacillus 1537 / Labsa Bst / Bacillus Thermo Bio-fungicida
Dipel 2x /Xentari Grd/ Delta Bt/ Bt-K/ Dipel-2x/ Phc Beretta/

B. thurigiensis Larvix/ Thuricide Ph/ Newbt-2x Wp/ Mvp/ Xentari/ Lepinox 15  Bio-insecticida
Wdg/ Crymax Gda/ Phc Condor Wp/ Dipel 2x/ Turinsil

B. pumilus Sonata As Bio-fungicida

Chromobacterium subtsugae Grandevo Bio-insecticida

Streptomyces spp. Blite Free Bio-fungicida

Beauveria bassiana Bea-Sin/ Atento/ Bioin Dalife/Cercon Es/ Naturalis L Bio-insecticida

Metarhizium anisopliae Meta-Sin/ Biomett/ Meta-Noc/ Spectrum Meta Bio-insecticida

Myrothecium verrucaria Ditera Es/ Ditera Df Bio-nematicida

Paecilomyces fumosoroseus Pae-Sin/ Bioamin-Insect-1/ Pfr-97 20% Wdg/ Nofly Wp Bio-insecticida

P, lilacinus Lila-Sin / Chimal/ Bioact Wg/ Biostat/ Nemafin/ Spectrum Pae Bio-nematicida

P variotii Nemaquim / Nemakill / Pha.Da / Nem P.B. / Sinnemakill / Bio-nematicida

' Nemphada / O.B Golf
Pochonia chlamydosporia Genexis Ph Bio-nematicida

Tricho-Sin/ Labrador/ Trianum P/ Phc T22/ Spectrum Trico-Bio/

Trichoderma harzianum Bioamin-Fung-2/ Rootshield Plus Wp

Bio-fungicida

T. lignorum Mycobac Bio-fungicida
T. viride Funqui Bio-fungicida
Verticillium lecanii Verti-Sin/ Eday Bio-insecticida
Bacillus subtilis, Rhodotorula minuta Fungifree-Ab Plus Bio-fungicida
B. subtzl;s, Bacillus spp. Torulopsis Obiettivo Bio-fungicida
inconspicua

B. licheniformis, T. harzianum Biowall Bio-fungicida
Bacillus spp., aceite de clavo y neem Roya Out Bio-fungicida

B. subtilis, Trichoderma spp., P.
lilacinus, quitosano, bicarbonato de
potasio

B. bassiana, Nomurea rileyi , aceite de
neem, B. thuringiensis var. Kurstakiy
var. Israelensis

B. bassiana, Nomuraea rileyi,
Metarhizium anisopliae, Verticillium
lecanii, P. fumosoroseus, concentrado
oleico

T. harzianum, T. viride, T. fasciculatum

P. fumosoroseus, M. anisopliae, B.
bassiana

M. anisopliae, B. bassiana

P, lilacinus, B. firmus

P, lilacinus, B. subtilis, Pseudomonas
Sfluorescens, extracto de ruezno de nuez,
Yucca schidigera, guiche de lechuguilla,
cascara de nuez, higuerilla,

gel de nopal, chitosan

Nemaxxion Biol

Larbiol 2X

Biomaxx Duo

Juq
Tri-Sin

Biomabb/ QUIM
Arrecife

Nemmax

Bio-fungicida

Bio-insecticida

Bio-insecticida

Bio-fungicida
Bio-insecticida

Bio-insecticida
Bio-nematicida

Bio-nematicida
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manejo eficientes y sostenibles. En mas de 80 afos
del empleo de ACB-M en nuestro pais (Bernal y
Quezada, 1999), en el mercado nacional se encuen-
tran disponibles 230 bioproductos de 40 empresas
con registro ante COFEPRIS (https://www.gob.mx/
cofepris). Sin embargo, entre estos productos existe
un numero limitado de ingredientes activos a nivel
de grupo taxonémico (hongos, bacterias y/o virus),
género o especie microbiana para el control de
agentes causales de enfermedades de plantas cul-
tivadas en México (Cuadro 1). Lo anterior refleja
una limitada disponibilidad de bioproductos para su
uso en el campo mexicano a pesar de los esfuerzos
e investigaciones realizadas en nuestro pais. Esto
podria estar asociado al limitado apoyo otorgado al
sector cientifico para la investigacion sistémica y
bioprospeccion de nuevos ACB-M; para el registro
de patentes en el area biotecnologica, asi como a la
escasa estructura organizacional a nivel institucio-
nal para establecer departamentos especializados
en el proceso de patentes y licenciamiento. Los es-
casos recursos financieros muchas veces han im-
plicado el desarrollo de investigaciones parciales,
principalmente in vitro, a partir de colecciones con
limitada representatividad bioldgica y regional. Por
otra parte, no se cuenta con acceso a la informacion
documental que soporte cientificamente su efecti-
vidad, y se tiene una deficiencia de datos estadis-
ticos relativos a su produccion, consumo y €xito a
nivel nacional (De Leon y Mier, 2010); a excepcion
de productos como Fungifree®, el cual es un bio-
fungicida efectivo para el manejo de enfermedades
foliares como la antracnosis (C. gloeosporioides,
C. acutatum y C. fragariae), cenicilla polvorien-
ta (L. taurica, E. chichoracearum y S. humili) y
moho gris (B. cinerea) (Galindo et al., 2015), y los
trabajos realizado por el Centro Nacional de Re-
ferencia de Control Biologico SAGARPA-DGSV
para el manejo de Diaphorina citri y langosta con
hongos entomopatdgenos (Ayala-Zermefio et al.,
2015; Gallou et al., 2016).
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the institutional level to establish departments
specialized in patent and licensing processes. The
lack of financial resources has often impacted
the development of partial research, mainly in
vitro, from collections with limited biological
and regional representation. On the other hand,
there is no access to documentary information
to scientifically support their effectiveness, nor
statistical data of their production, consumption
and success at the national level (De Ledn and
Mier, 2010), with the exception of products such as
Fungifree®, which is an effective biofungicide for
managing foliar diseases such as anthracnose (C.
gloeosporioides, C. acutatum and C. fragariae),
powdery mildew (L. taurica, E. chichoracearum
and S. Aumili) and gray mold (B. cinerea) (Galindo
et al., 2015), and the studies conducted by Centro
Nacional de Referencia de Control Bioldgico
SAGARPA-DGSYV for controlling Diaphorina citri
and lobster with entomopathogenic fungi (Ayala-
Zermefio et al., 2015; Gallou et al., 2016).
Furthermore, one of the main constraints
for technology transfer and extensive use of
bioproducts based on BCA-M is the insufficient
publication and dissemination of scientific research
conducted by different universities and research
centers in the country, even after the product’s
patent has been obtained (Bernal and Quezada,
1999). In this regard, the important role of the
Mexican Journal of Phytopathology or RMF, for
its acronym in Spanish (https:/www.rmf.smf.
org.mx/), must be recognized, because during
the past eight years, different researchers have
published about 50 scientific papers (23.7% of the
total number of the published articles) reporting
aspects related to the use of BCA-M, i.e., scientific
articles, review articles, phytopathological notes
and phytopathological reports (Table 2). Likewise,
records provided by Scielo Analytics (https://
analytics.scielo.org/) show that of the 100 articles
of the JMP that are most consulted online, 24%
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Ademas, una de las principales limitantes para
la transferencia de tecnologia y uso extensivo de
bioproductos a base de ACB-M es la insuficiente
publicacién y difusion de las investigaciones cien-
tificas desarrolladas por diversas universidades y
centros de investigacion del pais, ain posterior al
registro de la patente en cuestion (Bernal y Que-
zada, 1999). Al respecto, es de reconocer el im-
portante papel de la Revista Mexicana de Fitopa-
tologia (https://www.rmf.smf.org.mx/), ya que en
los ultimos ocho afios diversos investigadores han
publicado alrededor de 50 contribuciones (23.7%
de su publicacion total) sobre aspectos relaciona-
dos al uso de ACB-M, i.e. articulos cientificos, ar-
ticulos de revision, notas fitopatoldgicas y reportes
fitopatologicos (Cuadro 2). Asi mismo, se ha regis-
trado por Scielo Analytics (https://analytics.scielo.
org/) que de los 100 articulos de la RMF con mas
consultas en linea, el 24% corresponden a temas
relacionados con ACB-M, entre los que destacan:
El género Bacillus como agente de control bioldgi-
co y sus implicaciones en la bioseguridad agricola
(Villarreal-Delgado et al., 2017), el modo de ac-
cion de Candida oleophila para el manejo de Pe-
nicillium expansum y Botrytis cinerea (Guerrero et
al., 2011), y el biocontrol de la “escoba de bruja”
con Trichoderma spp. bajo condiciones de campo
en mango (Michel-Aceves et al., 2013), por men-
cionar algunos ejemplos.

En este sentido, con la finalidad de potenciar
la investigacion cientifica y enriquecer el espectro
funcional de bioproductos registrados y comercia-
lizados en México, es determinante la incorpora-
cion de herramientas de vanguardia y robustas en
estudios cientificos sobre ACB-M, especialmente
su afiliacion taxondmica polifacética, fisiologia,
modo de accioén in vitro, invernadero y campo, ¢
interacciones con los factores bidticos y abidti-
cos. Lo anterior conduciria al desarrollo de siste-
mas de produccion, formulacion, escalamiento e
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correspond to subjects related to BCA-M, of
which the following stand out: the Bacillus genus
as a biological control agent and its implications
in agricultural biosafety (Villarreal-Delgado et
al., 2017), the action mode of Candida oleophila
for managing Penicillium expansum and Botrytis
cinerea (Guerrero et al., 2011), and “witch broom”
biocontrol with Trichoderma spp. in mango crops
under field conditions (Michel-Aceves et al., 2013),
just to name a few examples.

Inthisregard, to strengthen the scientific research
and enrich the functional range of bioproducts
registered and sold in Mexico, it is essential to
incorporate new cutting-edge and robust tools into
scientific studies of BCA-M, especially about their
polyphasic taxonomic affiliation, action mode in
vitro, and under greenhouse and field conditions,
as well as their interaction with biotic and abiotic
factors. This would lead to the establishment of
cost-effective production, formulation, scaling and
innovation systems (Galindo et al., 2013; Serrano-
Carreon et al., 2010), which, in turn, would help
governmental agencies and professionals involved
in agricultural production make an efficient,
safe, and rigorous technology transfer of these
bioproducts to farmers.

Taxonomic affiliation of BCA-M. The
molecular taxonomic study of BCA-M has been
conventionally undertaken using the 16S rRNA
gen for prokaryote taxonomic affiliation, because
1) it is present in that group of organisms and often
exists as a multigenic family; ii) its function has
not changed over time, thereby suggesting that
slow changes occur in its sequence during the
evolutionary course; and iii) its length (1500 bp)
is great enough for technical and bioinformatic
purposes but it is difficult to identify bacterial
species because of its limited genetic diversity
(Aguilar-Marcelino et al., 2020). Likewise, the ITS
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Cuadro 2. Investigaciones publicadas en la Revista Mexicana de Fitopatologia (https://www.rmf.smf.org.mx/) enfocadas al control bioldogico. Periodo:
2012 al 2020.

Table 2. Scientific articles focused on biological control that have been published in the Mexican Journal of Phytopathology (https:/www.rmf.smf.org.
mx/) Period: 2012 al 2020.

Herramienta
Agente de Analisis empleado Cultivo Agente Condiciones de ~ Mecanismo de empleada para Referencias
control bioldgico para identificacion fitopatogeno evaluacion accion propuesto deteccion de
mecanismo de accion
Confrontacion
dual, estimacion
Se propone la cualitativa con
Bacillus y Secuenciacion _ Colletotrichum In vitro excrecion de escala de 4 niveles  Macedo-Castillo
Burkholderia del gen 16S gloeosporioides metabolitos de antagonismo etal., 2012
ARNr secundarios y cuantitativo
mediante analisis
de imagen
Paecilomyces Claves Solanum Nematodos de vida In vitro Parasitismo Potencial Sagglogryenne s
lilacinus taxonomicas tuberosum  libre parasitico 2012g >
Potencial
Pochonia Phaseolus In vitro e parasitismo, Franco-Navarro
. Claves . Nacobbus aberrans . - colonizacion de
hlamydosporia - vulgaris invernadero Parasitismo p etal, 2013
taxonomicas raices y prueba de
efectividad
Trichoderma Claves Mangifera  Fusarium oxysporum Campo Parasitismo Severidad de la Michel-Aceves
taxonomicas indica y F subglutinans P enfermedad etal., 2013
Bacillus Claves
Pseudomonas taxondmicas, Rhizoctonia solani Antibiosis Confrontacion Rodriguez-
Trichoderma > medios selectivos - y F oxysporum f sp. In vitro arasitismz) en placa y suelo Millan et al.,
Penicillium Yy pruebas lycopersi p estéril 2013
bioquimicas
Parasitismo, Potencial
Agave resistencia parasitismo,
Trichoderma 'y Claves tequilana Fusarium Vivero sistémica, colonizacion de Tlapal-Bolafios
Bacillus taxonomicas weber var. competencia, raices y supresion et al.,2014
Azul produccion de del agente causal
enzimas liticas e la enfermedad
Uso de ntagonismo,
B. subtilisy . microorganismos  Capsicum - Supresion de la colonlggcmn y Lozano-Alejo et
. Phytophthora capsici  Invernadero supresion del
harzianum de productos annuum enfermedad ldel al., 2015
comerciales agente causal de la
enfermedad
Staphylococcus Evaluacion
aureus, Streptococcus .
C. musae, C. ; Antibiosis d mediante
i id cl pneumoniae, ntibiosis de i L Cast
oeosporioides aves ) S epidermis ) metabolitos sensidiscos con agunes-Castro
e Idriella taxondmicas ; epiacrimis, - los extractos etal, 2015
Escherichia coli secundarios P
lunata y Pseudomonas fungicos (halos de
aeruginosa inhibicion)
Evaluacion de
extractos de
Ralstonia actinomicetos
solanacearum, mediante difusion
Actinomicetos  Claves Solanum Pectobacterium In vitro Antibiosis en agar, halos Pérez-Rojas
taxon6micas tuberosum carotovorum, P. enzimas li‘;icas de inhibicion, etal., 2015
infestans, Fusarium y > confrontacion
R. solani dual,
concentracion
minima inhibitoria
Uso de Sclerotinia minor, Competencia
T. viride y B. microorganismos ; ’ . ompetencia, Confrontacion Pérez-Moreno et
i - S. sclerotiorum, y S. In vitro micoparasitismo
subtillis de productos X ibiosi dual al., 2015
comerciales cepivorum y antibiosis
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Cuadro 2. Continuacion.
Table 2. Continuation.
Herramienta
Agente de Analisis empleado . Agente Condiciones de ~ Mecanismo de empleada para .
ey . - i Cultivo . -7 o o Referencias
control bioldgico para identificacion fitopatogeno evaluacion accion propuesto deteccion de
mecanismo de accion
Clave§ . F. oxysporum, Botrytis Parasitismo,
. taxonomicas y cinerea, Penicillium o L .
Bacillus y Py . antibiosis, Confrontacion Rios-Velasco et

. secuenciacion del - crustosum, In vitro S

Trichoderma X . produccion de dual al., 2016
gen 18S ARNry Aspergillus nidulans y enzimas liticas
16S ARNr Alternaria alternata )
Competencia,
produccion de
meta bohtgg y Confrontacion
enzimas liticas, . -y
Capsi . . dual, induccién I .
. apsicum L . Invitroe promocion del - . Mejia-Bautista
Bacillus spp. Claves ! F equisetiy F. solani P de resistencia,
. . chinense invernadero crecimiento . etal., 2016
taxonomicas severidad de la
vegetal,
) 2 enfermedad
induccion de
resistencia
sistémica
Claves
taxondmicas y - N
Trichoderma secuenciacion del - P, infestans In vitro Parasitismo Confrontacién Garcia-Nifiez et
dual al, 2017
gen ITS1, ITS4 y
tefla
Competencia
por sitio de
colonizacion,
cambios en la
Hongos composicién Colonizacion de .
A Uso de Agave de exudados ; . Trinidad-Cruz et
micorricicos ; . F. oxysporum Invernadero : raices y severidad
microorganismos  cupreata radiculares, al., 2017
arbusculares - ye de la enfermedad
de productos induccion de
comerciales resistencia,
promocion del
crecimiento
vegetal )
Confrontacion
. dual, prueba
Parasitismo, d L
Microorganismos . - . competencia € parasitismo
Saccharicola rovenientes de Capsicum P, capsici, F. In vitro e roduccion de Riddell, Uc-Arguelles et
prove . annuum oxysporum 'y R. solani  invernadero P . microscopia de al., 2017
trabajos previos de enzimas, barrido. incidenci
antibiosis arrido, incidencia
y severidad de la
enfermedad
Promocion del
crecimiento
Trichoderma y Microorganismos M Vegetal,” Confrontacion, Ruiz-Cisneros et
: provenientes de . P. cactorum Invernadero produccion de severidad de la
Bacillus ; . domestica al., 2017
trabajos previos fitohormonas, enfermedad
induccion de
resistencia
Lecanicillium,
alcarisporium,  Claves o . . . . Confrontacion Goémez-De la
S . o - Hemileia vastatrix In vitro Micoparasitismo "
porothrix y taxonomicas dual, parasitismo Cruzet al., 2017
Simplicillium
Antibiosis, Inhibicion
B . Claves produccion de germinativa de
. amylolique- N . . N ,

o axondmicas y L In vitro e lipopéptidos, Z00Sporas con Ley-Lopez et
faciens 'y B. iacion del - P, capsici - d ion del - lo bacteri 172018
thuringiensis secuenciacion de invernadero promocion de inoculo bacteriano  al,,

gen 16S ARNr crecimiento y filtrados, eficacia
vegetal de biocontrol
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Cuadro 2. Continuacion.

Table 2. Continuation.

Herramienta
Agente de Analisis empleado Cultivo Agente Condiciones de ~ Mecanismo de empleada para Referencias
control bioldgico para identificacion fitopatdgeno evaluacion accion propuesto deteccion de
mecanismo de accion
Sobrenadante
difusion en placa
(metabolitos
- . . Antibiosis antagonistas), Jiménez-
B. subtilis AFLP (EcoR - R. solani In vitro roduccion de placas Delgadillo et al.,
Msel) y g nzimas liticas microtituladoras 2018
> BIOLOG
(diversidad
metabolica)
Produccion de
Claves enzimas liticas,
taxondmicas y H;Zﬁ%?grtg: de
secuenciacion del A solani. F E recimiento Confrontacion
Bacites > FISLOITSAY i owsporumy P nvitro vegetl. iagonamo  al 3018
Bacillus proviene infestans antibiosis, (escala de Bell) h
de traba'gs induccion de
revios J resistencia,
p produccion de
lipopéptidos o
Difusion en agar
Produccion de erZ(itrrlz?i%i’
Claves . compuestos ge conidios y Rodriguez-
. S. lycoper- In vitro e extracelulares P
P, fluorescens taxonomicas y : A. alternata . S crecimiento Romero et al.,
: PN sicum invernadero inhibidores P
secuenciacion del enZImAticos micelial, 2019
gen 16S ARNr antibiosis incidencia y
severidad de la
L enfermedad
Secuenciacion Garcia-Nevérez
Simplicilliumy  del gen 18S o . . . Confrontacion .
S - Hemileia vastatrix In vitro Parasitismo P e Hidalgo-
Lecanicillium ARNr, ITS1 e dual, parasitismo Jami 2019
ITS4 aminson,
. . . . Samaniego-
T harzianum No se menciona quya . Phy matotr: ichopsis vivero Antagonismo Desinfestacitn Gaxiola et al.,
illinoensis ~ omnivora reductiva 2019
4 m Produccion de Inocuiacw? d?
. Microorganismos . Spergiiius Slavus, . enzimas liticas sustrato estertl,
T. harzianum'y . Arachis Fusarium sp., Invitro'y i > incidencia de
o provenientes de SOk promocion del lla et al., 2020
B. subtilis . . hypogaea Sclerotinia minor'y campo P enfermedad,
trabajos previos . crecimiento P
Thecaphora frezzi veoetal crecimiento de
g plantas, peso seco.
Produccién de Confrontacion
Claves metabolitos, dual, actividad del
B. amyloli- taxondmicas S. cepivorum In vitro sideroforos, ACC desaminasa
quefaciens 'y B. rucbas ’ enzimas liticas, tolerancia a > Ocegueda-
subtilis Eio Limicas - promocion del NaCl v prucba Reyes et al.,
megbolism(; Y crecimiento colorit};lgtrica para 2020
(tarjeta VITEX 2) Z;%f:;léia a p_rgdqinci()n deA
estrés, antibiosis sideroforos y AIA
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innovacion costo-efectivos (Galindo et al., 2013;
Serrano-Carreon et al., 2010). Esto permitiria a de-
pendencias gubernamentales y profesionistas invo-
lucrados en la produccion agricola una transferen-
cia tecnologica eficiente, segura y rigurosa de estos
bioproductos a los agricultores.

Afiliacién taxonomica de ACB-M. El estudio
taxondmico molecular de ACB-M se ha realizado
convencionalmente con el gen 16S ARNr para la
afiliacion taxonoémica de procariotas debido a que:
i) esta presente en dicho grupo de organismos y a
menudo existe como una familia multigénica; ii) su
funcion a lo largo del tiempo no ha cambiado, su-
giriendo que su secuencia cambia lentamente en el
curso evolutivo, y iii) su longitud (1500 pb) es lo
suficientemente grande para propositos técnicos y
bioinformaticos, aunque limita la identificacion de
especies bacterianas debido a su restringida diver-
sidad genética (Aguilar-Marcelino et al., 2020). De
forma similar, en los eucariotas, la region ITS (in-
ternal transcribed spacer, por sus siglas en inglés),
conformada por ITS1, el gen 5.8S ARNr e ITS2, es
muy conservada a nivel de género, cuya longitud
(650-1,100 pb) y limitada diversidad genética entre
especies dificulta su uso para la diferenciacion y
afiliacion taxonomica correcta. Ademas, la afilia-
cion taxonomica de los ACB-M también se basa en
el empleo de técnicas moleculares (RAPDs, ISSR,
RFLP, AFLP) y/o técnicas de PCR de deteccion
rapida mediante el uso de genes marcadores, ta-
les como: 16S ARNr, 28S ARNr, ITS, B-tubulina,
RPB2, factor de elongaciéon y SCAR (Mazrou et
al.,2020; Hassan et al., 2019). La resolucion taxo-
noémica a nivel de especie o subespecie (i.e. haplo-
tipos) dependera de la técnica molecular seleccio-
nada, enzimas de restriccion y genes o regiones
seleccionadas.

La afiliacién taxondmica correcta es determi-
nante para la bioprospeccion de ACB-M bioseguros,
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region (internal transcribed spacer) in eukaryotes,
which is made up of the ITS1, 5.8S rRNA gene and
ITS2, is highly conserved at the genus level, whose
length (650-1,100 bp) and limited genetic diversity
among species hampers their correct differentiation
and taxonomic affiliation. The BCA-M taxonomic
affiliation is based on the use of molecular
techniques (RAPDs, ISSR, RFLP, AFLP) and/or
PCR for rapid detection using marker genes, such
as 16S rRNA, 28S rRNA, ITS, B-tubulin, RPB2,
elongation factor, SCAR (Mazrou et al., 2020;
Hassan et al., 2019). The taxonomic resolution at
the species or subspecies level (i.e., haplotypes)
will depend on the preferred molecular technique,
restriction enzymes, and selected genes or regions.

The correct taxonomic affiliation is decisive
for bioprospecting biosafe BCA-M, considering
that several genera have species with antagonistic
activity against phytopathogens but may also
have other species that cause diseases in plants,
animals and/or humans. For example, Bacillus
is one of the bacterial genera that has been most
reported and studied worldwide because of its
biological control capacity. The B. cereus group
has been extensively studied and is made up of,
at least, eight species that are closely related: B.
anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B.
cytotoxicus and B. toyonensis. However, the
members of this group have a significant impact on
human health, agriculture, and the food industry,
i.e., B. anthracis is the etiological agent of anthrax,
an obligated pathogen that poses a threat to human
and herbivores health, while B. thuringiensis is a
biological management agent which is extensively
used and recognized as a safe biopesticide in the
world (Liu et al., 2015). On the other hand, B.
cereus 1s an opportunistic pathogen that often
causes food poisoning and has recently been
reported as an emerging phytopathogen. At the
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ya que diversos géneros tienen especies con activi-
dad antagdnica contra fitopatdogenos, pero pueden
poseer otras especies causantes de enfermedades
en plantas, animales y/o humanos. Por ejemplo,
Bacillus es uno de los géneros bacterianos mas re-
portados y estudiados a nivel mundial por su capa-
cidad de control biolégico. El grupo de B. cereus
ha sido ampliamente estudiado y comprende, al
menos, ocho especies estrechamente relacionadas:
B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoi-
des, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis,
B. cytotoxicus y B. toyonensis. Sin embargo, los
miembros de este grupo tienen un impacto sig-
nificativo en la salud humana, la agricultura y la
industria alimentaria; i.e. B. anthracis es el agente
etioldgico del antrax, un patdégeno obligado que re-
presenta una amenaza para la salud humana y de
los herbivoros, mientras que B. thuringiensis es un
agente de manejo biolégico ampliamente utilizado
y reconocido como un bioplaguicida seguro a nivel
mundial (Liu et al., 2015). Por otro lado, B. cereus
es un patoégeno oportunista que a menudo causa in-
toxicacion alimentaria y ha sido recientemente re-
portado como un fitopatdogeno emergente. A nivel
intraespecifico, miembros del grupo de B. cereus
poseen secuencias del gen 16S ARNr muy simi-
lares y genomas altamente conservados (Ehling-
Schulz et al., 2019), lo que dificulta su correcta
afiliacion taxondmica. Otro grupo que evidencia la
importancia taxonomica con un enfoque molecular
debido a restricciones de caracterizacion bioquimi-
ca, biologica y morfologica es el género Burkhol-
deria (Espinosa-Victoria et al., 2020; Serret-Lopez
et al., 2021; de los Santos-Villalobos et al., 2018).

En los tltimos anos, la introduccidn de diversas
estrategias y plataformas de secuenciacion de si-
guiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés),
herramientas genomicas, filogenomicas y bioin-
formaticas ha contribuido significativamente a una
mejor comprension de la evolucidon e interaccion
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intraspecific level, members of the B. cereus group
have sequences of the 16S rRNA gene that are very
similar and highly conserved genomes (Ehling-
Schulz et al., 2019), a fact that makes their correct
taxonomic affiliation difficult. Another group of
taxonomic importance with a molecular approach
is the Burkholderia genus, due to biochemical,
biological, and morphological characterization
restrictions (Espinosa-Victoria et al., 2020; Serret-
Lopez et al., 2021; de los Santos-Villalobos ef al.,
2018). In recent years, the introduction of various
next-generation sequencing strategies and platforms
(NGS), as well as genomic, phylogenomic, and
bioinformatic tools, have significantly contributed
to a better understanding of the microorganism’s
evolution and interaction with their environment
(Jagadeesan et al, 2019). These tools have also
made it possible to study microbial strains at the
genomic level, which has strengthened their correct
taxonomic affiliation and identification of the genes
involved in colonization and adaptation to the
host, and their mechanisms of action, among other
aspects (Figure 1).

Genomic studies for the taxonomic affiliation of
BCA of microbial origin (BCA-M). At present,
the robust taxonomic affiliation of microorganisms
is based on the extraction, sequencing, and analysis
of their genome, partial or total, supported by
morphological, physiological, and metabolic traits
(Figure 2). For this, sequencing high-quality DNA
of the microorganism of interest and validating the
obtained data through a quality control process
are decisive factors, because reads of DNA
without the required quality can be excluded in
subsequent analysis (Xi et al., 2019). FastQC is a
digital tool designed to perform numerous quality
control checks of the sequences that are obtained
(Andrews, 2010). Then, the adapters must be
trimmed, and low-quality data of the obtained

159



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

entre microorganismos y su ambiente (Jagadeesan
et al., 2019). Ademas, estas herramientas han per-
mitido el estudio de cepas microbianas a nivel ge-
némico, lo que ha robustecido su correcta afiliacion
taxonomica y la identificacién de genes involucra-
dos en la colonizacion y adaptacion al hospedero,
sus mecanismos de accion, entre otros aspectos (Fi-
gura 1).

Estudios genémicos para la afiliacion taxonémi-
ca de ACB de origen microbiano (ACB-M). En
la actualidad, la afiliacién taxonomica robusta de
microorganismos se basa en la extraccion, secuen-
ciacion y analisis de su genoma, parcial o total,
apoyado de rasgos morfoldgicos, fisioldgicos y me-
tabolicos (Figura 2). Para esto, es determinante la
secuenciacion del ADN de alta calidad del micro-
organismo de interés y validar los datos obtenidos
por un proceso de control de calidad, lo cual per-
mite la exclusion de lecturas de ADN sin la calidad
necesaria para analisis posteriores (Xi et al., 2019).
FastQC es una herramienta digital que permite rea-
lizar numerosas comprobaciones de control de ca-
lidad de las secuencias obtenidas (Andrews, 2010).
Posteriormente, se debe eliminar los adaptadores
y remover datos de baja calidad de la informacion
genodmica obtenida, mediante el uso de los progra-
mas como Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014)
y Cutadapt v1.18 (Martin, 2011). Posteriormente,
el genoma es ensamblado, con programas como
SPAdes v3.14.1, el cual ensambla los péptidos no
ribosomales asociados a mecanismos de control
biologico (Bankevich et al., 2012), hybird SPAdes
(Antipov et al., 2016), Velvet v1.2.10 (Zerbino,
2008), IDBA-UD vl1.1.1 (Peng et al., 2012), Canu
(Koren et al., 2017) y SOAPdenovo2 (Luo et al.,
2012). Una vez que el genoma ha sido ensamblado,
se deben reordenar los contigs obtenidos basados
en un genoma de referencia, mediante el programa
Mauve contig Mover 2.4.0 (Darling et al., 2004).
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genomic information removed using programs
such as Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014)
and Cutadapt v1.18 (Martin, 2011). The genome is
assembled using programs such as SPAdes v3.14.1,
which assembles non-ribosomal peptides associated
with biological control mechanisms (Bankevich et
al., 2012), hybrid SPAdes (Antipov et al., 2016),
Velvet v1.2.10 (Zerbino, 2008), IDBA-UD vl.1.1
(Peng et al., 2012), Canu (Koren et al., 2017)
and SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012). Once the
genome has been assembled, the obtained contigs
are rearranged based on a reference genome with
the Mauve contig Mover 2.4.0 program (Darling
et al., 2004). Finally, the genome annotation is
carried out to identify the encoding sequences
and associate them with a function or identify
hypothetical proteins. For this, the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) provides
an automatic prokaryotic genome annotation tool.
Similarly, RAST and xBASE2 are web servers
used to annotate genomes of bacteria and archaea
(Aziz et al., 2008; Chaudhuri et al., 2008). Genome
contamination can be quantified using different
software packages, such as checkM and Quast,
for prokaryotes and eukaryotes (Gurevich et al.,
2013; Parks et al., 2015). Recently, bioinformatics
tools in silico have been developed for taxonomic
affiliation of bacterial species (Figure 2), of which
the most important is the overall genome relatedness
indices (OGRI), such as the average nucleotide
identity (ANI) and the genome-to-genome distance
calculator (GGDC), to replace the DNA-DNA
hybridization standard (DDH) (Richter et al.,
2016). This has been used to study prokaryotes
only since there is no equivalent OGRIs for fungal
strains (Raja et al., 2017).

ANI is widely used to establish similarity
between two prokaryote species at the genomic
level (Yoon et al., 2017) and is defined as the
average percent of nucleotide sequences identity
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Figura 1. A. Mecanismos de acciéon mas estudiados y reportados en agentes de control biolégico de origen microbiano
(ACB-M) (Fuente: Autores). B. Multiplicidad de funciones bidticas-abidticas que pueden estar asociados con un
ACB-M. Caso Burkholderia (Fuente: Espinosa-Victoria et al., 2020).

Figure 1. A. Mechanisms of action that have been most studied and reported in biological control agents of microbial origin
(BCA-M) (Source: Authors). B. Multiple biotic-abiotic functions that can be associated with an BCA-M, Burk-
holderia case (Source: Espinosa-Victoria ef al., 2020).
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Figura 2. Flujo de procesos metodolégicos genémicos y metabdlicos empleados en investigacion taxonémica y para estable-
cer mecanismos de accion de agentes de control biolégico de origen microbiano (ACB-M) aplicados en la supre-

sion de fitopatogenos.

Figure 2. Workflow of the genomic and metabolic methodological processes used in taxonomic research and to establish the
mechanisms of action of biological control agents of microbial origin (BCA-M) to suppress phytopathogens.
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Finalmente, la anotaciéon del genoma se lleva a
cabo para identificar las secuencias codificantes y
asociarles una funcion, o identificar proteinas hi-
potéticas; para esto el Centro Nacional de Infor-
macion Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en
inglés) proporciona una herramienta de anotacion
de genoma procariodtico automatico. Similarmente,
RAST y xBASE2 son servidores web empleados
para anotar genomas de bacterias y arqueas (Aziz
et al., 2008; Chaudhuri et al., 2008). Por ultimo,
la contaminacion del genoma se puede cuantificar
con diversos softwares como checkM y Quast, para
procariotas y eucariotas (Gurevich et al., 2013;
Parks et al., 2015).

Recientemente, se han desarrollado herramien-
tas bioinformaticas in silico para la afiliacion taxo-
némica de especies bacterianas (Figura 2), entre los
cuales destacan los indices generales de relacion
del genoma (OGRIs, por sus siglas en inglés), tales
como: la identidad de nucleodtidos promedio (ANI,
por sus siglas en inglés) y la Calculadora de distan-
cia de genoma a genoma (GGDC, por sus siglas en
inglés), para reemplazar el estandar de hibridacion
ADN-ADN (DDH, por sus siglas en inglés) (Ri-
chter et al., 2016). Lo anterior s6lo se ha utilizado
para el estudio en procariotas, ya que para cepas
fingicas no existen equivalentes de OGRIs (Raja
etal., 2017).

De esta manera, ANI es ampliamente utilizada
para establecer la similitud -a nivel gendmico- en-
tre dos especies procariotas (Yoon et al., 2017), y
es definida como el porcentaje promedio de iden-
tidad de secuencias de nucleétidos de genes orto-
logos compartidos entre dos genomas (Sentausa y
Fournier, 2013). El valor ANI del genoma en estu-
dio corresponde al promedio de los valores de iden-
tidad entre todos los pares de fragmentos ortdlogos
entre dos genomas. El valor de ANI empleado para
afiliar una cepa a una especie bacteriana previa-
mente descrita es > 95-96% (Varghese et al., 2015;
Moriuchi et al., 2019).
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of orthologous genes shared between two genomes
(Sentausa and Fournier, 2013). The ANI value
of the genome under study corresponds to the
average of the identity values among all the pairs of
orthologous fragments between two genomes. The
ANI value used to affiliate a strain to a bacterial
species previously described is > 95-96% (Varghese
et al., 2015; Moriuchi et al., 2019).

On the other hand, unlike ANI (index similarity
type), GGDC (http://ggdc.dsmz.de/) is an OGRI
based on the distance ratio which enables the
alignment of the genome of interest with one of
reference; then a set of high-scoring segment
pairs (HSP) is obtained, known as “intergenomic
from which specific distance
formulae are calculated to transform the HSP data to
a GGDC value (Meier-Kolthoff et al., 2013), using
a >70% GGDC value to taxonomically affiliate a
strain to a bacterial species previously reported.

Currently, the use of tools and strategies
focused on robust and comprehensive BCA-M
taxonomic affiliation (based on genome sequencing
and polyphasic studies) is experiencing a boom in
Mexico. For example, one of these studies was
recently published by de los Santos-Villalobos et
al. (2019), who reported a new bacterial species
with biological control capacity against Bipolaris

coincidences”,

sorokiniana, an emerging agent that causes spot
blotch in wheat in the Yaqui Valley, Mexico.
Initially, this bacterial strain (TE3") was affiliated to
the Bacillus genus based on the partial sequencing
of the 16S rRNA gene (Valenzuela-Aragon et al.,
2018). Then, Villa-Rodriguez et al. (2019) proposed
its taxonomic affiliation to the B. subtilis species
by sequencing the whole 16S rRNA gene. Finally,
the sequencing and study of the whole genome,
the OGRIs analysis (ANI and GGDC), and the
polyphasic characterization of strain TE3™ allowed
a robust taxonomic affiliation of this BCA to a
new bacterial species, termed B. cabrialesii (de los
Santos-Villalobos et al., 2019). Bacillus cabrialesii
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Por otra parte, a diferencia de ANI (indice de
tipo similitud), GGDC (http://ggdc.dsmz.de/) es
un OGRI basado en la relacion de distancia, que
permite que se alinee el genoma de interés contra
uno de referencia; posteriormente, se obtiene un
conjunto de pares de segmentos de alta puntuacion
(HSP), titulados “coincidencias intergenémicas”, a
partir de los cuales se calculan formulas de distan-
cia especifica para transformar los datos de HSP en
el valor de GGDC (Meier-Kolthoff et al., 2013),
utilizando un valor de GGDC >70% para afiliar
taxondmicamente una cepa a una especie bacteria-
na previamente reportada.

En la actualidad, el uso de estas herramientas y
estrategias enfocadas a una afiliacién taxonémica
robusta e integral de ACB-M (basadas en la secuen-
ciacion de genomas y estudios polifacéticos) se en-
cuentra en auge en México. Por ejemplo, uno de
estos trabajos fue recientemente publicado por de
los Santos-Villalobos ef al. (2019), quienes repor-
taron una nueva especie bacteriana con capacidad
de control bioldgico contra Bipolaris sorokiniana,
agente emergente causante de la mancha borrosa en
el trigo, en el Valle del Yaqui, México. Inicialmen-
te, esta cepa bacteriana (TE37) fue afiliada al géne-
ro Bacillus, con base a la secuenciacion parcial del
gen 16S ARNr (Valenzuela-Aragon et al., 2018).
Posteriormente, Villa-Rodriguez et al. (2019) pro-
pusieron su afiliaciéon taxondémica a la especie B.
subtilis, mediante la secuenciacion completa del
gen 16S ARNr. Finalmente, la secuenciacion y es-
tudio completo del genoma, el analisis de OGRIs
(ANI y GGDC), y la caracterizacion polifacética
de la cepa TE3" permitieron una afiliacion taxo-
noémica robusta de este ACB a una nueva especie,
nombrada B. cabrialesii (de los Santos-Villalobos
etal., 2019). La inoculacion de B. cabrialesii TE3T
en plantas de trigo infectadas por B. sorokiniana re-
sult6 en la mitigacion de la enfermedad reduciendo
la escala de severidad de infeccion en hoja de 3-5
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TE3T inoculation in wheat plants infected by B.
sorokiniana mitigated the disease by reducing the
3-5 severity scale of leaf infection and the density
of lesions to 3.06 £ 0.6 cm™ leaves compared to
plants inoculated with the phytopathogen (8-9 and
6.46 + 1.46 lesions cm?),

Study of the action mechanisms in BCA-M. In
recent decades, studies of the effect of BCA-M
in phytopathogens management have been
carried out. This has been useful to elucidate the
different mechanisms used by these agents to
reduce the growth, development, and infection of
phytopathogens in cultivated plants. Among the
interaction mechanisms with suppressive effects
that have been most studied and reported are 1)
mycoparasitism; ii) antibiosis; iii) lytic enzymes
activity; iv) siderophore biosynthesis; v) production
of &-endotoxins; vi) lipopeptides biosynthesis;
and vii) induced systemic response (Figure
1A). However, since the action of the BCA-M
involves non-parasitic phases that are essential
for their adaptation to the edaphic or endophytic
environment and ensure their suppressive activity,
they must be systematically studied to design soil,
substrate, or plant bioremediation strategies (Figure
1B).

In Mexico, based on the contributions published
by the Mexican Journal of Phytopathology and
other national and international scientific journals,
there are many scientific studies focused on the
selection and evaluation in vitro of promising
BCA-M. Although to a lesser extent, the specific
mechanisms of action previously mentioned have
been also explored (Table 2 and Figure 1). However,
the innovation of biopesticides developed in Mexico
and other countries requires that new BCA along
with the mechanisms responsible for the activity
observed be identified, both in new strains and in
those that have been already reported, because the
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y la densidad de lesiones a 3.06 + 0.6 cm™ hoja, en
comparacion con plantas inoculadas con el fitopa-
togeno (8 - 9y 6.46 + 1.46 lesiones cm™).

Estudio de los mecanismos de accion de ACB-
M. Durante las tltimas décadas se ha estudiado el
efecto de ACB-M en el manejo de fitopatogenos.
Lo anterior, ha permitido dilucidar los diferentes
mecanismos empleados por dichos agentes para
reducir el crecimiento, desarrollo e infeccion de
fitopatogenos en plantas cultivadas. Entre los me-
canismos de interaccion con efectos supresivos
mas estudiados y reportados destacan i) micopa-
rasitismo, ii) antibiosis, iii) actividad de enzimas
liticas, iv) biosintesis de sider6foros, v) produccion
de 6-endotoxinas, vi) biosintesis de lipopéptidos, y
vii) respuesta sistémica inducida (Figura 1A). Sin
embargo, la accion de los ACB-M implican fases
no parasiticas determinantes en su adaptacion al
medio edafico o endofitico para garantizar su ac-
tividad supresiva, por lo que deben estudiarse de
manera sistémica para disenar estrategias de biore-
mediacion de suelos, sustratos u drganos vegetales
(Figura 1B).

En México, con base en las contribuciones pu-
blicadas en la Revista Mexicana de Fitopatologia
y revistas nacionales e internacionales en el area,
existe un gran nimero de trabajos cientificos de-
sarrollados para la seleccion y evaluacion in vitro
de ACB-M promisorios. Aunque en menor pro-
porcidn, también se han explorado mecanismos de
accion especificos descritos anteriormente (Cua-
dro 2 y Figura 1). Sin embargo, la innovacion de
bio-plaguicidas desarrollados en México y otros
paises demanda la identificacién de nuevos ACB
y los mecanismos responsables de la actividad ob-
servada, tanto en nuevas cepas como en aquellas
ya reportadas, debido a que no necesariamente los
mecanismos o metabolitos que emplean dichos ACB
in vitro son los responsables del efecto observado
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mechanisms or metabolites used by those BCA are
not necessarily responsible for the observed effect
or are directly related to their bioactivity in the
field. Consequently, state-of-the-art and integrating
strategies that allow a better understanding of the
mechanisms of action of the BCA-M under field
conditions must be implemented. This would
increase the probabilities of success inimplementing
these agents in the agricultural sector, thereby
optimizing the production processes, scaling new
bioproducts, and promoting the innovation of those
already registered and available on the market.

Genomic studies of BCA-M to identify potential
mechanisms of action. So far, several strategies
and platforms have been developed to identify
clusters of genes in genomes associated with
biological control, especially those related to
non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) and
polyketide synthases (PKS) (Figure 2). These
secondary metabolites exhibit a significant variety
of biological activities, and many of them are
clinically valuable
antiparasitic, antitumor, and immunosuppressant
compounds (Ansari et al, 2004). Among the
tools to identify those clusters of genes in the
genome of BCA of bacterial origin are PRISM
(Skinnider et al., 2017), CLUSEAN (Weber et
al., 2009), RIPPMiner (Agrawal et al., 2017), and
for fungal genomes, SNAP (Jhonson et al., 2008),
Augustus (Keller et al., 2011) and GeneMark-ES
(Borodovsky and Lomsadze, 2011). However, the
AntiSMASH 5.0 and BAGEL4 tools have been
widely reported and used for these purposes, but the
identification of genes associated with the BCA-M
activity using these tools is predictive, and, for this
reason, their expression and function in vivo must
be further studied and complemented with other
strategies that will be later described.

antimicrobial, antifungal,
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o estan relacionados de forma directa con su bio-
actividad en campo. En consecuencia, es deter-
minante el empleo de estrategias de vanguardia e
integradoras que permitan un mejor entendimiento
de los mecanismos de accion de los ACB-M bajo
condiciones de campo. Lo anterior incrementaria
las probabilidades de éxito de estos agentes en su
implementacion agricola y permitiria la optimiza-
cion de procesos de produccion y escalamiento de
nuevos bioproductos, y la innovacion de biopro-
ductos ya registrados y disponibles en el mercado.

Estudios genémicos de ACB-M para la identifi-
cacion de potenciales mecanismos de accion. En
la actualidad, se han desarrollado diversas estrate-
gias y plataformas enfocadas a la identificacion de
clusters de genes en el genoma asociados al control
biologico, principalmente aquellos relacionados a
las sintetasas de péptido no ribosomales (NRPS,
por sus siglas en inglés) y las policétido sintasas
(PKS, por sus siglas en inglés) (Figura 2). Estos
metabolitos secundarios exhiben una significativa
diversidad de actividades bioldgicas, y muchos de
ellos son compuestos antimicrobianos, antifungi-
cos, antiparasitarios, antitumorales e inmunosupre-
sores clinicamente valiosos (Ansari et al., 2004).
Entre las herramientas empleadas para la identifi-
cacion de dichos clusters de genes en el genoma
de ACB de origen bacteriano se encuentran PRISM
(Skinnider et al., 2017), CLUSEAN (Weber ef al.,
2009), RIPPMiner (Agrawal et al., 2017), mientras
que para genomas fingicos destacan SNAP (Jhon-
son et al., 2008), Augustus (Keller et al., 2011) y
GeneMark-ES (Borodovsky y Lomsadze, 2011).
Sin embargo, las herramientas AntiSMASH 5.0 y
BAGELA4 han sido ampliamente reportadas y utili-
zadas para estos fines; no obstante, la identificacion
de genes asociados a la actividad de los ACB-M
mediante estas herramientas es predictiva, por
lo que, su expresion y funcién in vivo debe ser
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AntiSMASH 5.0 uses the HMMer3 tool
(http://hmmer.janelia.org/) and the translations
of the amino acid sequence of all the encoding
genes, which are analyzed with profile hidden
Markov models (pHMM) based on alignments of
multiple sequences associated with experimentally
characterized proteins or proteins/domains (Blin et
al., 2019). The detection stages use a filtering logic
of negative and positive pHMM and their cut-off
points, based on the knowledge of the minimum
basic components of each type of clusters of the
genes reported in the scientific literature.

On the other hand, BAGEL4 translates into six
proteins [one for each open reading framework
(ORF)], each of the encoding genes of the BCA
genome that is being studied (Van Heel et al.,
2018). These proteins are examined to detect the
occurrence of certain protein motifs (elements
conserved in an amino acid sequence that is usually
associated with a specific function) and compared
to a peptide database. Finally, the areas of interest
(AO]) are identified and thoroughly analyzed. The
ORF in AOI are first analyzed using Glimmer3
(Delcher et al., 2007). This program is set up in
such a way that Glimmer3 creates a model for
each defined AOI. Later, small ORF are named in
the intergenic regions. The default setup for these
ORFs is a minimum length of 72 bp (24 amino acid
residues) and a superposition of 10 bp is allowed
with the ORF of Glimmer3.

Currently, the use of these tools for the
integrative approach of the potential mechanisms
of action of BCA-M are being exponentially
developed in Mexico. An example of this is the
research of Valenzuela-Ruiz et al. (2019), who used
this strategy to identify an BCA-M taxonomically
affiliated, by studying its genome and OGRIs, as
Bacillus paralicheniformis TRQ65. The study of
the clusters of genes associated with NRPS and
PKS of the B. paralicheniformis TRQ65 genome
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ampliamente estudiada y complementadas con
otras estrategias que se describiran posteriormente.

AntiSMASH 5.0 utiliza la herramienta HM-
Mer3 (http://hmmer.janelia.org/), y las traduccio-
nes de la secuencia de aminoacidos de todos los
genes codificantes, mismas que se analizan con
modelos de perfil oculto de Markov (pHMM, por
sus siglas en inglés), basados en alineamientos de
secuencias multiples asociadas a proteinas o pro-
teinas/dominios experimentalmente caracterizados
(Blin et al., 2019). La etapa de deteccion utiliza una
logica de filtrado de pHMM negativos y positivos,
y sus puntos de corte, donde se basa en el cono-
cimiento de los componentes basicos minimos de
cada tipo clusters de genes reportados en la litera-
tura cientifica.

Por otra parte, BAGEL4 traduce en seis protei-
nas [una para cada marco de lectura abierta (ORF,
por sus siglas en inglés)], cada uno de los genes
codificantes del genoma del ACB estudiado (Van
Heel et al., 2018). Estas proteinas se examinan para
detectar la ocurrencia de ciertos motivos proteicos
(elementos conservados en una secuencia de ami-
noacidos que habitualmente se asocian con una
funcion especifica), y se compara con la base de
datos de péptidos. Finalmente, las areas de interés
(AOI, por sus siglas en inglés) son identificadas y
analizadas a detalle. Los ORF en el AOI se analizan
de primera instancia usando Glimmer3 (Delcher et
al., 2007). El programa esta configurado para que
Glimmer3 realice un modelo para cada AOI defini-
da. Posteriormente, ORF pequefios se denominan
en las regiones intergénicas. La configuracion pre-
determinada para estos ORF es una longitud mi-
nima de 72 bp (24 residuos de aminoacidos) y se
permite una superposicion de 10 pb con los ORF
de Glimmer3.

Actualmente, el empleo de estas herramientas
para el acercamiento integrativo de los potencia-
les mecanismos de accion de ACB-M se estan
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made it possible to identify nine genes associated
with the lipopetide biosythesis:
haloduracin, bacteriocin, enterocin and sonorensin
(by BAGELA4), and eight genes associated with the
lipopeptide biosynthesis: bacillibactin, butirosin,

lichenicidin,

lichenysin, bacitracin, and haloduracin (by
antiSMASH). The functionality of those genes
was validated through essays of dual confrontation
against Bipolaris sorokiniana, where an inhibition
area of 1.6 + 0.4 cm was observed, which confirmed
the functionality of the putative genes found in the
genome of strain TRQ65, associated with biological
control of phytopathogens (Villa-Rodriguez et al.,
2019; Valenzuela-Ruiz et al., 2019).

Transcriptomic studies to identify potential
mechanisms of action of BCA-M. The modulation
in the gene expression of an organism, associated
with its interaction with biotic and/or abiotic
factors, is found by conducting transcriptomic
studies, which are focused on the study of the
gene expression, co-expression patterns, signaling
cascades, and regulated molecular mechanisms
during a biological condition and specific time
(Aguilar-Marcelino et al., 2020).

The transcriptomic studies are highly dependent
on high-quality total RNA extracted under the
specific conditions of the study, followed by
sample preparation and sequencing (Figure 2). The
reas taken are filtered through a quality analysis
using FastQC (Andrews, 2010), the adapters and
low-quality reads are removed using Trimmomatic
v0.36 (Bolger et al., 2014) or Prinseq (Schmieder
and Edwards, 2011). Subsequently, the reads are
aligned with and mapped to a reference genome
(or transcriptome) to identify and quantify the
regulation of the genes and find out what their allelic
variants are (Rollano-Pefialoza and Mollinedo-
Portugal 2017). The organisms whose genomes
have no introns are processed with contiguous
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desarrollando de forma exponencial en México.
Ejemplo de ello, es el trabajo de Valenzuela-Ruiz
et al. (2019) quienes emplearon esta estrategia
para la identificacion de un ACB-M afiliado taxo-
noémicamente, a través del estudio de su genoma y
OGRIs, como Bacillus paralicheniformis TRQG6S5.
El estudio de los clusters de genes asociados a
NRPS y PKS del genoma de B. paralicheniformis
TRQ65 permitio identificar nueve genes asociados
con la biosintesis de lipopéptidos: lichenicidina,
haloduracina, bacteriocina, enterocina y sonoren-
sina (por BAGEL4), y ocho genes asociados con
la biosintesis de lipopéptidos: bacillibactina, bu-
tirocina, liquenicina, bacitracina y haloduracina
(antiSMASH). La funcionalidad de dichos genes
se validé mediante ensayos de confrontacion dual
contra Bipolaris sorokiniana, observando una zona
de inhibicion de 1.6 £ 0.4 cm, lo que confirm¢ la
funcionalidad de los genes putativos encontrados
en el genoma de la cepa TRQ65, asociados al con-
trol bioldgico de fitopatdgenos (Villa-Rodriguez et
al., 2019; Valenzuela-Ruiz et al., 2019).

Estudios transcriptomicos para la identificacion
de potenciales mecanismos de acciéon de ACB-
M. La modulacion en la expresion génica de un or-
ganismo, asociadas a sus interacciones con factores
bidticos y/o abidticos, son reveladas por estudios
transcriptémicos; los cuales se centran en el estudio
de la expresion génica, patrones de co-expresion,
cascadas de sefalizacion y mecanismos molecu-
lares regulados durante una condicion biologica y
tiempo especifico (Aguilar-Marcelino et al., 2020).
Los estudios transcriptomicos son altamente de-
pendientes del ARN total de alta calidad extraido
bajo las condiciones especificas de estudio, seguido
de la preparacién y secuenciacion de las muestras
(Figura 2). Las lecturas obtenidas son filtradas me-
diante un analisis de calidad por FastQC (Andrews,
2010), se eliminan los adaptadores y lecturas de
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aligners, such as Bowtie2 (Langmead and Salzberg
2012) or BWA (Li and Durbin 2009), which are
designed to align DNA. Conversely, the best option
when there are genomes with introns is the use of
aligners such as Tophat2 (Kim et al., 2013), Hisat2
(Kim et al., 2013), STAR (Dobin et al., 2013),
GSNAP (Wu and Nacu 2010), SOAP2 (Li et al.,
2009) or Kallisto (Bray et al., 2016). The assembly
of transcripts and estimation of abundances is
usually performed with Cufflinks and Cuffmerge
(Trapnell et al., 2009), but there are also reports
of transcriptomic studies using DESeq (Love et al.,
2014) or HTSeq-count (Anders and Huber, 2015).
The aligned sequences can be arranged with
Samtools(Li,2011)andPicard (http://broadinstitute.
github.io/picard/). This information can be used by
programs such as Bedtools (Quinland and Hall,
2010) to detect single-nucleotide polymorphisms
(SNP) (Rollano-Pefialoza and Mollinedo-Portugal,
2017). The appropriate analysis of the gene
expression is based on a standardization due to
the different genome sizes and depth variation in
each sample sequencing. Therefore, when studying
de novo transcriptomes, it is recommended to use
RSEM software (Li and Dewey, 2011) because
it also provides standardization values. Then,
to identify the differentially expressed genes, a
genomic annotation must be performed by aligning
the sequences of the genes that were identified as
significantly expressed (Camacho et al., 2009).
Then, the gene families and/or their products are
identified using software packages suchas HMMER
(Potter et al., 2018), InterProScan (Mitchell et al.,
2015), and SignalP (Petersen et al., 2011). Finally,
a gene ontology analysis (GO) is carried out,
whereby genes are grouped by biological processes,
molecular function, cell component and metabolic
pathway analysis (KEGG) (Kanehisa et al., 2004)
and other more complex groups (PANTHER) (Mi
et al., 2013), where tools such as AgriGO (Tian et
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baja calidad por Trimmomatic v0.36 (Bolger et al.,
2014) o Prinseq (Schmieder y Edwards, 2011). Pos-
teriormente, se procede con al alincamiento y ma-
peo de las lecturas con un genoma (o transcriptoma)
de referencia para identificar y cuantificar la regu-
lacion de los genes, asi como conocer sus variantes
alélicas (Rollano-Pefialoza y Mollinedo-Portugal
2017). Los organismos cuyos genomas no presen-
ta intrones son procesados con alineadores conti-
guos, como Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012)
o BWA (Li y Durbin 2009), disefiados para alinear
ADN. Caso contrario, cuando se tienen genomas
que poseen intrones es mejor utilizar alineadores
como Tophat2 (Kim et al., 2013), Hisat2 (Kim et
al., 2013), STAR (Dobin et al., 2013), GSNAP (Wu
y Nacu 2010), SOAP2 (Li et al., 2009) o Kallisto
(Bray et al., 2016). El ensamble de transcritos y la
estimacion de sus abundancias es realizado por lo
general con Cufflinks y Cuffmerge (Trapnell ef al.,
2009); aunque también se han reportado estudios
transcriptomicos utilizando DESeq (Love et al.,
2014) o HTSeq-count (Anders y Huber, 2015).
Las secuencias alineadas pueden ser ordenadas
con el uso de Samtools (Li, 2011) y Picard (http://
broadinstitute.github.io/picard/). Esta informacion
puede ser utilizada por programas como Bedtools
(Quinland y Hall, 2010) para detectar polimorfis-
mos de un solo nucleotido (SNPs, por sus siglas en
inglés) (Rollano-Pefialoza y Mollinedo-Portugal,
2017). El analisis apropiado de expresion génica se
basa en una normalizacion debido a los diversos
tamafios de los genes y a la variacion de la profun-
didad en la secuenciacion de cada muestra. De esta
manera, en el estudio de transcriptomas de novo
es recomendado el software RSEM (Li y Dewey,
2011), que también proporciona valores de norma-
lizacion. Posteriormente, para la identificacion de
genes expresados diferencialmente se debe realizar
una anotacidon genémica, mediante un alineamiento
de las secuencias de los genes que se fueron iden-
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al.,2017) are used to visualize, through hierarchical
trees, the GO terms that are significantly expressed.
Another approach can be the use of primers or
primers of specific genes that have previously
shown mechanisms of action of interest to quantify
the gene expression through qPCR or ddPCR. This
technique avoids the transcriptomic study of an
organism.

Several reports have been published worldwide
about the use of transcriptomics focused on
understanding the biological control mechanisms
during the plant-pathogen-BCA interaction by
conducting studies of the gene expression in
BCA-M (in the presence of a phytopathogen in vitro
or in the field); the regulation of the gene expression
in the pathogen or in the host plant (in the presence
of the BCA-M or its metabolites); the impact of the
phytopathogens on the gene expression profiles;
and the modulation of these profiles by the presence
or absence of an BCA-M. For example, Duke et
al. (2017) reported that Brassica napus (canola)
is greatly affected by Sclerotinia sclerotiorum, the
causal agent of canola stem rot. However, when
Pseudomonas chlororaphis PA23 was inoculated
in canola in the presence of S. sclerotiorum, the
infection rate was reduced by 91%. This result was
associated with the transcriptional reprogramming
in canola, ie, the plants infected with .
sclerotiorum positively regulated approximately
8000 genes, while the preventive treatment
with P. chlororaphis PA23 reduced 16 times the
expression of the genes previously regulated by
the phytopathogen. In addition, in the absence of
the pathogen, P. chlororaphis PA23 caused the
regulation of defense genes in canola, which are
involved in the induced systemic response and
production of reactive oxygen species.
studies to

Metabolomic identify potential

mechanisms of action of BCA-M. As a scientific
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tificados como significativamente expresadas (Ca-
macho et al., 2009). En seguida, se procede a iden-
tificar las familias de los genes y/o sus productos
mediante softwares como HMMER (Potter et al.,
2018), InterProScan (Mitchell ef al., 2015) y Sig-
nalP (Petersen et al., 2011). Por ultimo, se realiza
un analisis de ontologia génica (GO, por sus siglas
en inglés), donde permite agrupar genes por pro-
cesos biologicos, funcidon molecular, componente
celular y el analisis de rutas metabdlicas (KEGG)
(Kanehisa et al., 2004) y otras agrupaciones de ma-
yor complejidad (PANTHER) (Mi et al., 2013), y
asi herramientas como AgriGO (Tian ef al., 2017)
permiten visualizar -mediante arboles jerarquicos-
los términos GO significativamente expresados.
Otro enfoque puede ser el empleo de primers o ini-
ciadores de genes especificos previamente identifi-
cados con mecanismos de accion de interés para su
empleo en qPCR o ddPCR para cuantificar la ex-
presion génica. Esta técnica evita el estudio trans-
criptémico de un organismo.

Diversas investigaciones han sido publicadas
a nivel mundial sobre el uso de la transcriptomi-
ca para el entendimiento de mecanismos de con-
trol biolégico durante la interaccion planta-pato-
geno-ACB mediante el estudio de los perfiles de
expresion génica en el ACB-M (en presencia del
fitopatogeno in vitro o en campo); regulacion de la
expresion de genes en el fitopatdgeno o en la planta
hospedera (en presencia del ACB-M o sus metabo-
litos); impacto del fitopatdgeno sobre los perfiles
de expresion génica de su hospedero; y la modu-
lacion de estos perfiles por la presencia o ausencia
del ACB-M. Por ejemplo, Duke et al. (2017) repor-
taron que el cultivo de Brassica napus (canola) es
fuertemente afectado por Sclerotinia sclerotiorum,
agente causal de la pudricion del tallo de canola;
sin embargo, la inoculacion de Pseudomonas chlo-
roraphis PA23 a la canola en presencia de S. scle-
rotiorum, redujo la tasa de infeccion en 91%. Lo
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approach based on data to detect and quantify
hundreds of metabolites by differential analyses
(Lloyd et al., 2015), metabolomics is ideal for
analyzing complex interactions at the metabolic
level during plant-microorganisms-environment
interactions.

The metabolomic studies are based, in the first
place, on establishing the experimental condition
for the study (Figure 2) by which the strategy of
sample preparation will be established (focused on
the type of compounds to be detected, including
extractions with organic solvents or solid-phase
extractions), followed by sample preparation,
either by concentration or purification (Mhlongo
et al., 2018). Then, the separation and detection
of metabolites of interest is carried out using gas
chromatography (GC), liquid chromatography
(LC) or capillary electrophoresis (CE) coupled to
mass spectrometry (MS) (Naz, 2014). CE separates
the compounds depending on the charge and size
and provides high-resolution power. CE-MS is
mainly used for primary-intermediate metabolic
pathways and is usually coupled to a TOF mass
analyzer (Ramautar et al., 2016). In recent years,
MS imaging (MSI) has evolved and has been
used in different metabolic studies to obtain the
distribution of compounds in tissue areas (cells,
tissue, or specific sections) (Mhlongo ef al., 2018).
Compared to other traditional molecular imaging
techniques, MSI makes it possible to obtain more
information by providing the distribution of
characteristics of a wide range of metabolites at
high resolution (Schwamborn, 2012).

Metabolomics, the same as other omics tools,
produces a large amount of complex data which
require
These data can be processed using free statistical
tools such as MarVisl, Mzine, XCMS, MAVEN,
Metaboanalyst and MetAlign (Benton et al., 2008),
or commercial programs: Markerlynx (Waters),

storage and processing instruments.
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anterior, se asocid a la reprogramacion transcrip-
cional en la canola, i.e. las plantas infectadas con
S. sclerotiorum regularon positivamente aproxima-
damente 8000 genes, mientras que el tratamiento
preventivo con P. chlororaphis PA23 disminuyo
16 veces la expresion de los genes previamente re-
gulados por el fitopatdogeno. Ademas, en ausencia
del patdgeno, se observo que P. chlororaphis PA23
causo6 la regulacion de genes de defensa en la ca-
nola, los cuales estan involucrados en la respues-
ta sistémica inducida y la produccion de especies
reactivas de oxigeno.

Estudios metabolomicos para la identificacion
de potenciales mecanismos de acciéon de ACB-
M. La metabolémica, como un enfoque cientifico
basado en datos para detectar y cuantificar cientos
de metabolitos por analisis diferencial (Lloyd et
al., 2015), es ideal para el analisis de interacciones
complejas, a nivel de metabolitos, durante las inte-
racciones planta-microorganismos-ambiente.

Los estudios metabolomicos se basan primera-
mente en establecer la condicidon experimental para
el estudio (Figura 2), con lo cual se definira la es-
trategia de preparacion de la muestra (enfocada el
tipo de compuestos a detectar, incluyendo extrac-
ciones con solventes organicos o extraccion de fase
solida), seguido por la preparacion de la muestra
ya sea concentrandola o purificindola (Mhlongo et
al., 2018). Posteriormente, se realiza una separa-
cion y deteccion de metabolitos de interés a través
de cromatografia de gases (GC, por sus siglas en
inglés), cromatografia liquida (LC, por sus siglas
en inglés), o la electroforesis capilar (CE, por sus
siglas en inglés) acopladas a la espectrometria de
masas (MS, por sus siglas en inglés) (Naz, 2014).
La CE separa los compuestos segun la carga y el
tamafio, y ofrece un alto poder de resolucion. La
CE-MS se utiliza principalmente para vias meta-
bolicas primarias-intermedias, y por lo general se
acopla a un analizador de masas TOF (Ramautar et
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profile creation solutions (Shimadzu), Mass Profiler.
pro (Agilent) and metabolic profiler (Bruker)
(Mhlongo et al., 2018). Multivariate statistical tools
are also used to reduce data dimensionality, variable
discrimination, and to form groups based on shared
characteristics among samples (i.e., n-strains); part
of these are the Principal Component Analysis
and Orthogonal Projections to Latent Structures
Analysis (OPLS-DA) (Worley
and Powers, 2013). Finally, the metabolites are
annotated and identified using complementary
databases which contain mass ranges, compound
name and structures, statistical models, and
metabolic pathways (Fukushima and Kusano,
2013). Recently, several databases have been
developed that contain statistical and metabolomic
tools based on MS or nuclear magnetic resonance,
i.e., MeRy-B, MeltDB, and SetupX (Fukushima
and Kusano, 2013).

The addition of metabolomic approaches to
understanding the mechanisms of action of the
BCA-Marehighlyvaluable fortheagricultural sector
due to the wide diversity of metabolites produced
by the BCA-M with high agro-biotechnological
potential, and the knowledge of the metabolites
involved in phytopathogens biological control
during the BCA-host-phytopathogen-environment
interaction. For example, Vinale et. al. (2014),
using metabolomic approaches, identified a new
metabolite produced by Trichoderma harzianum,
called isoharzianic acid, which inhibits the growth

Discriminant

of phytopathogens such as Sclerotinia sclerotiorum
and Rhizoctonia solani. The isoharzianic acid also
improves tomato seed germination and induces
systemic resistance in plants. Similarly, other
metabolites associated with biological control were
reported for Trichoderma, such as hetelidic acid,
sorbicilinol, trichodermanone C, giocladic acid and
bisorbicilinol (Kang et al., 2011).

It is essential that in Mexico important
agricultural producer support be strengthened
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al., 2016). En los ultimos afios, la imagenologia de
MS (MSI, por sus siglas en inglés) ha avanzado y
se ha aplicado en diferentes estudios metabdlicos
que proporciona la distribucion de compuestos en
superficie tisular (células, tejido o secciones espe-
cificas) (Mhlongo et al., 2018). En comparacion
con otras técnicas tradicionales de imagenologia
molecular, la MSI permite obtener mayor informa-
cion al proporcionar una distribucion de caracteris-
ticas con alta resolucion para una amplia gama de
metabolitos (Schwamborn, 2012).

Lametabolomica, como otras herramientas 6mi-
cas, genera grandes cantidades de datos complejos
que requieren instrumentos de almacenamiento y
procesamiento. Lo anterior se puede procesar me-
diante herramientas estadisticas gratuitas como
MarVisl, Mzine, XCMS, MAVEN, Metaboanalyst
y MetAlign (Benton et al., 2008); asi como progra-
mas comerciales: Markerlynx (Waters), soluciones
de creacion de perfiles (Shimadzu), Mass Profi-
ler.pro (Agilent) y perfilador metabolico (Bruker)
(Mhlongo et al., 2018). Ademas, se utilizan herra-
mientas estadisticas multivariadas para reducir la
dimensionalidad de los datos, la discriminacion de
variables, y agrupar mediante caracteristicas com-
partidas entre muestras (i.e. n-cepas); dentro de los
cuales se encuentran los analisis de componentes
principales y el analisis discriminante de proyec-
cion ortogonal a estructuras latentes (OPLS-DA,
por sus siglas en inglés) supervisado (Worley y
Powers, 2013). Por ultimo, se anotan ¢ identifican
los metabolitos mediante el uso de bases de datos
complementarias que incorporan espectros de ma-
sas, nombres y estructuras de compuestos, mode-
los estadisticos y rutas metabdlicas (Fukushima y
Kusano, 2013). Recientemente, se han desarrollado
varias bases de datos que incorporan herramientas
estadisticas y metabolomicas basadas en la MS o
resonancia magnética nuclear, i.e. MeRy-B, Mel-
tDB y SetupX (Fukushima y Kusano, 2013).
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for cutting-edge scientific research focused on
the polyphasic taxonomic affiliation of BCA-M
and the integrative study of the knowledge of the
mechanisms of action of those agents during the
interaction with the host plant, the phytopathogen,
and the environment. This will strengthen the
development, innovation, and success of the use
of formulated and registered bioproducts and thus
provide a sustainable and ecological alternative to
benefit crop health.

Agroecological  perspectives of BCA-M
supported by omics sciences. The use of BCA-M
is a functional and economically viable alternative
for controlling phytopathogens. However, it is
important to create and strengthen regional stocks
to identify potential BCA-M and delve into the
study of their mechanisms of action under field
conditions, since this will make it possible to
know with a greater degree of certainty what the
diverse aspects that impact their establishment
and functionality are, such as specific suppression
actions, as well as the action threshold density,
population dynamics, interspecific competence and
mechanisms of physicochemical adaptation to the
edaphic environment and plant. This knowledge
would help establish doses, frequency, and
multiplication-application substrates.

Among the aspects identified that are
determinant to increase the efficiency of the BCA-M
actions in the field, is the activation of the induced
systemic response (ISR) through the recognition
of microorganisms-associated molecular patterns
(MAMPs) to pathogens (PAMPs), or damage
(DAMPs) (Figure 2). This kind of signal in plants
makes it possible to detect the pathogen and reduce
its colonization in the infection spot, and even
activate the systemic mechanisms in the plant’s
distal tissues (Burketova et al, 2015). Thus, ISR
is a plant status which, through biotic factors
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La incorporacion de enfoques metabolémicos
para entender los mecanismos de accion de los
ACB-M son de gran valor para el sector agricola,
debido a la amplia diversidad de metabolitos pro-
ducidos por los ACB-M con alto potencial agro-
biotecnologico, asi como el conocimiento de los
metabolitos implicados en el control biolégico de
fitopatogenos durante la interaccion ACB-hospe-
dero-fitopatdgeno-ambiente. Por ejemplo, Vinale y
colaboradores (2014), a través de enfoques meta-
bolémicos, identificaron la produccion de un nuevo
metabolito producido por Trichoderma harzianum,
nombrado como acido isoharzianico, el cual inhibe
el crecimiento de fitopatégenos como: Sclerotinia
sclerotiorum y Rhizoctonia solani. Ademas, el aci-
do isoharzianico mejora la germinacion de semillas
de jitomate e induce resistencia sistémica en plan-
tas. De forma similar, otros metabolitos asociados
al control biologico fueron reportados para Tricho-
derma, tales como: acido hetelidico, sorbicilinol,
tricodermanona C, acido giocladico y bisorbicili-
nol (Kang et al., 2011).

Es primordial que en México un importante
productor agricola, se fortalezcan los apoyos a la
investigacion cientifica de vanguardia enfocada a
la afiliacion taxondmica polifacética de ACB-M, y
el estudio integrativo del conocimiento de los me-
canismos de accion de dichos agentes durante la
interacciéon con la planta hospedera, el fitopatoge-
no, y ambiente. Lo anterior, permitira potenciar el
desarrollo, innovacidn, y el éxito del uso de bio-
productos formulados y registrados con el fin de
proporcionar una alternativa ecoloégica sustentable
que beneficien la sanidad de los cultivos.

Perspectivas agroecologicas de ACB-M con sus-
tento en ciencias 6micas. El uso de ACB-M es una
alternativa funcional y econémicamente viable para
el control de fitopatdgenos. Sin embargo, es funda-
mental realizar y fortalecer inventarios regionales
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(i.e., BCA-M) or chemicals, protects itself against
continuous and future phytopathogen attacks
(Ku'c, 1982). This process was first reported when
the phytopathogen came into contact with the root,
but studies about the colonization of resistance
inductors
proposed the initial mechanisms of that resistance.
For example, Lamdan et al. (2015) reported that
the BCA belonging to the Gliocladium virens and
G. atroviride species interact with the plant and the
pathogen, thereby promoting the plant’s growth
and inducing a systemic response through proteins
that are secreted by these fungi, which reduces the
disease in the aerial parts of the plant. In this way,
microbial elicitors induce the systemic response
and act as endogenous or exogenous activators
by reprogramming the resistance genes (Gupta
and Bar, 2020). Ergosterol, the main component
of fungal cell membranes and action substrate of
many chemical fungicides, has acted as a resistance
inductor in tomato and tobacco (Granado et al.,
1995; Vatsa et al., 2011). On the other hand, host
and non-host plants of Cladosporium fulvum
(tomato pathogen) showed that the CFHNNI1 gene
induces a hypersensitive response in tomato and
tobacco (Xu et al., 2012), which coincides with the
report of Zhang et al. (2013), who mentioned that
the Sclerotinia sclerotiorum protein elicitor SCFE1
induced immunity through PAMP in Arabidopsis
thaliana. Nevertheless, compared to bacteria and
oomycetes elicitors, the fungal elicitors are not
yet totally understood, and the function of those
detected so far is still unknown, so the need to
conduct further studies prevails (Liu ef al., 2013).
In this way, healthy plants can be treated with
systemic response inductors, but since they are not
universal, more research processes are needed. To
date, the induction of preventive response in plants
is achieved with BCA-M to sensitize the host to
respond quickly, strong, lasting, and with the least

through foliar applications have
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para identificar potenciales ACB-M y profundizar
sobre sus mecanismos de accion bajo condiciones
de campo, lo que permitira identificar con mayor
certeza diversos aspectos que impactan en su esta-
blecimiento y funcionalidad, tales como acciones
especificas de supresion, asi como densidad de um-
brales de accion, dinamicas poblacionales, compe-
tencia inter-especifica y mecanismos de adaptacion
fisico-quimica al entorno edafico y planta. Este co-
nocimiento permitiria establecer dosis, frecuencia
y sustratos de multiplicacion — aplicacion.

Entre los aspectos identificados como determi-
nantes para incrementar la eficiencia de accion de
los ACB-M en campo destaca la activacion de la
respuesta sistémica de la planta (ISR, por sus si-
glas en inglés), mediante el reconocimiento de los
patrones moleculares asociados a microorganis-
mos (MAMPs), a patégenos (PAMPs), o por dafio
(DAMPs) (Figura 2). Esta sefializacion en la planta
permite detectar al patdgeno y reducir su coloniza-
cién en el sitio de infeccion, incluso activar meca-
nismos sistémicos en tejidos distales de la planta
(Burketova et al., 2015). Asi, la IRS es un estado de
la planta que, mediante factores bioticos (i.e. ACB-
M) o quimicos, le provee proteccion contra soste-
nidos y futuros ataques de fitopatogenos (Ku'c,
1982). Este proceso fue primeramente reportado
cuando el fitopatdogeno estaba en contacto con la
raiz; sin embargo, estudios sobre la colonizacion
de inductores de resistencia mediante aplicaciones
foliares han propuesto los mecanismos iniciales de
dicha resistencia. Por ejemplo, Lamdan y colabora-
dores (2015) reportaron que los ACB pertenecien-
tes a la especie Gliocladium virens y G. atroviride
interactian con la planta y patégeno, promoviendo
el crecimiento de las plantas e induciendo respues-
ta sistémica, mediante proteinas secretadas por di-
chos hongos, lo cual reduce la enfermedad en las
partes aéreas de la planta. Asi, el empleo de elici-
tores microbianos permite inducir la respuesta sis-
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waste of the energy required when a phytopathogen
attack occurs (Mauch-Mani et al., 2017). This is
because when plants are growing under field
conditions, they are continually exposed to
different stimuli of abiotic and biotic type (bacteria,
fungi, herbivore, oomycetes, viruses, arthropods,
among others), which could activate defenses in
the plants and influence the improvement of their
response capacity by maintaining basal levels
of resistance or a biochemical memory (Mauch-
Mani et al., 2017). So, when a plant receives the
stimulus, changes occur at the physiological,
transcriptional, metabolic, and epigenetic levels,
an event which is known as a preventive response
induction phase for the plant to develop a faster and
stronger response to a potential attack, since the
plant was already prepared. This kind of preventive
resistance can last and be kept during the plant’s
life cycle, and the induction of preventive response
can be considered transgenerational (Mauch-Mani
et al.,2017). However, to understand the molecular
mechanisms that induce a preventive response, two
potential mechanisms are suggested: 1) epigenetic
changes in DNA methylation and modification
of histones which may carry stress memories and
trigger immune responses, and ii) accumulation
of kinase proteins activated by mitogens (MPK)
(Espinas et al., 2016).

On the other hand, another approach in the study
of BCA-M is the use of secondary metabolites
(SM), which is considered as a green solution in
agriculture since most of those BCA can secrete
their metabolites (K6hl ef al., 2019). In this way,
the bioactive metabolites
ribosomal peptides, hybrid metabolites of peptide-
peptide, terpenes, siderophores, lytic enzymes,
among others) are isolated and purified (Figures
1 and 2). These metabolites are of great interest
not only for the scientific community but also for
the agro-biotechnology industry because of their

(polyketides, non-
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témica y funcionan como activadores endogenos o
exogenos mediante la reprogramacion de los genes
de resistencia (Gupta y Bar, 2020). El ergosterol,
un componente principal de la membrana fungica y
sustrato de accion de muchos fungicidas quimicos,
ha funcionado como inductor de la resistencia en ji-
tomate y tabaco (Granado et al., 1995; Vatsa et al.,
2011). Por otra parte, en plantas hospederas y no
hospederas de Cladosporium fulvum (patdégeno del
jitomate), se encontrd que el gen CfHNNII es ca-
paz de inducir la respuesta hipersensible en jitoma-
te y tabaco (Xu et al., 2012), similar a lo reportado
por Zhang y colaboradores (2013), quienes men-
cionaron que la proteina elicitora SCFE1 de Sclero-
tinia sclerotiorum indujo la inmunidad por PAMP
en Arabidopsis thaliana. No obstante, en compa-
racion con elicitores de bacterias y oomicetos, los
elicitores fingicos contintian sin ser comprendidos
en su totalidad, y aquellos detectados hasta ahora se
desconoce su funcidn, por lo que prevalece su im-
portancia para ser investigados (Liu et al., 2013).
De esta manera, las plantas sanas pueden ser
tratadas con inductores de respuesta sistémica; sin
embargo, €stos no resultan ser universales, por lo
cual se necesitan mas procesos de investigacion.
Actualmente, la induccion de respuesta preventiva
en plantas es abordada con ACB-M con la finali-
dad de sensibilizar al hospedero para responder de
forma rapida, fuerte, duradera, y que el gasto de
energia requerido sea menor ante un fitopatogeno
(Mauch-Mani et al.,, 2017). Lo anterior, debido a
que las plantas en crecimiento en condiciones de
campo estan constantemente expuestas a diferen-
tes estimulos de tipo abidticos y bidticos (bacterias,
hongos, herbivoros, oomicetos, virus, artropodos,
entre otros) que podrian activar defensas en las
plantas, e influir para mejorar su capacidad de res-
puesta manteniendo niveles basales de resistencia
0 una memoria bioquimica (Mauch-Mani et al.,
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biological activities against phytopathogens, such
as hormones or carriers of chemical elements during
biopesticide and biofertilizer production (Woo
et al., 2014). SM are highly diverse in chemical
structure, but the biosynthesis pathways are related
to the primary metabolism, such as the pathway
of shikimato acid, acetyl Co-A, sugar derivatives
or amino acids (Pott et al., 2019). Understanding
these metabolic pathways is very important for the
innovation of products focused on phytopathogens
control, either using traditional techniques or those
labeled as omics.

A classic holistic approach that has been recently
re-valuated with the advent of new technologies
as metagenomics is the function of suppressive
soils, whose microbial community composition
keeps the phytopathogens present from infecting
or multiplying in the plant of interest. Those soils
can be divided into two categories: i) general
suppressive soils, with a high content of microbial
mass but low suppression levels; and ii) specific
suppressive soils, with a high concentration of
one or more microbial species and high levels of
plant protection against pathogens (Mousa and
Raizada, 2016). Shen et al. (2015) reported that
the composition of the microbial community of
the rhizosphere of chill pepper plants inoculated
with B. amyloliquefaciens (a beneficial bacterium)
induced Fusarium suppression and increased
the potentially stimulating bacterial diversity
(acidobacteria, firmicutes, Leptosphaeria and
Phaeosphaeriopsis). However, there are no recent
studies about suppressive soils, especially where
BCA-M are continually applied for phytopathogen
management, so this kind of studies is a challenge
for the agro-biotechnological sector focused on
ensuring plant health in a sustainable and integrating
way by using highly accurate approaches as the
omics sciences.
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2017). Asi, cuando la planta percibe el estimulo, se
producen cambios a nivel fisioldgico, transcripcio-
nal, metabolico y epigenético, conocido como fase
de induccion de respuesta preventiva, para que la
planta desarrolle una respuesta mas rapida y fuerte
al potencial ataque, dado que ya estaba previamente
preparada. Este tipo de resistencia previa puede ser
duradera y mantenerse durante el ciclo de vida de
la planta, incluso esta induccion de respuesta pre-
ventiva puede considerarse como transgeneracio-
nal (Mauch-Mani et al., 2017). No obstante, para el
entendimiento de los mecanismos moleculares de
la induccion de respuesta preventiva, se sugieren
dos mecanismos potenciales: i) cambios epigenéti-
cos en la metilacion del ADN y las modificaciones
de histonas que pueden ser portadoras de memoria
de estrés y desencadenantes de respuestas inmunes,
y ii) la acumulacion de proteina quinasas activadas
por mitoégenos (MPK) (Espinas ef al., 2016).

Por otra parte, otro de los enfoques en el estu-
dio de los ACB-M es el empleo de sus metabolitos
secundarios (MS), considerado como una solucién
verde en la agricultura ya que la mayoria de dichos
ACB poseen la capacidad de secretar sus metabo-
litos (Kohl et al., 2019). De esta manera, los meta-
bolitos bio-activos (poliquétidos, péptidos no ribo-
somales, metabolitos hibridos de péptido-péptido,
terpenos, sideroforos, enzimas liticas, entre otros)
son aislados y purificados (Figura 1 y 2). Estos
metabolitos resultan de gran interés no sélo para
la comunidad cientifica sino también para la indus-
tria agro-biotecnoldgica, debido a las actividades
bioldgicas que poseen contra fitopatdgenos, como
hormonas o transportadores de elementos quimicos
durante la produccion de bioplaguicidas y bioferti-
lizantes (Woo et al., 2014). Los MS son altamente
diversos en estructura quimica, pero las vias de bio-
sintesis se relacionan con el metabolismo primario,
como la ruta del acido shikimato, acetil Co-A, los
derivados de azucares o aminoacidos (Pott ef al.,

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

The development and innovation of the agro-
biotechnology sector is decisive for the extensive
and successful implementation of the BCA-M
in Mexico, yet it represents a great scientific
challenge. There are multiple studies about
BCA-M used in phytopathogens management,
but further integrative and creative studies are still
needed to develop or innovate profitable, effective,
and ecological alternatives to strengthen the use
of high-quality and safe biopesticide bioproducts
required for plant health in the world.

CONCLUSIONS

The massive use of BCA-M in Mexico and
around the world requires a greater diversity of
registered and marketed biopesticides. However, it
is necessary to abandon the reductionist concept of
implementation by using specimens from microbial
culture collections, and the unrestricted regional
scalability from the agroecological environment.
It is necessary to create and have unlimited
access to technical and scientific information
that supports the relative effectiveness to the
complex interactions with biotic and/or abiotic
factors in the agroecosystem. This will permit
the establishment of more effective development,
innovation, and adoption processes of these agro-
biotechnological strategies. In Mexico and other
countries, the systemic and holistic research of
BCA-M must be strengthened with the integration
of modern approaches based on the emergence and
development of the omics sciences, which can only
be enhanced with highly skilled human capital
and specialized scientific infrastructure. This will
enable the development of more effective and
cost-effective BCA-M through the bioprospection
of new BCA-M and a detailed study of their
taxonomic affiliation and mechanisms of action
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2019). El entendimiento de estas rutas metabolicas
es de gran importancia para la innovaciéon de bio-
productos enfocados al control de fitopatogenos, a
través de técnicas tradicionales o aquellas cataloga-
das como Omicas.

Un enfoque clasico holistico, pero recientemen-
te revalorado con el advenimiento de nuevas tecno-
logias como la metagenomica es el funcionamiento
de suelos supresivos, cuya composicion de la co-
munidad microbiana impide que los fitopatogenos
presentes infecten o se multipliquen en la planta de
interés. Dichos suelos pueden dividirse en dos ca-
tegorias: 1) suelos supresivos generales, los cuales
tienen un alto contenido de biomasa microbiana,
pero resulta en bajos niveles de supresion, y ii) los
suelos supresivos especificos, que tiene una alta
concentracion de uno o mas especies microbianas
y resulta en altos niveles de proteccion de la planta
contra patoégenos (Mousa y Raizada, 2016). Shen y
colaboradores (2015), reportaron que la composi-
cion de la comunidad microbiana de la rizosfera de
plantas de chile inoculada con B. amyloliquefaciens
(bacteria benéfica) indujo la supresion de Fusarium
y aument6 la diversidad bacteriana potencialmen-
te estimulantes (Acidobacterias, Firmicutes, Lep-
tosphaeria 'y Phaeosphaeriopsis). Sin embargo,
hace falta mayor nimero de estudios actuales sobre
suelos supresivos, en especial donde se realizan
aplicaciones constantes de ACB-M para el manejo
de fitopatdgenos, por lo que este tipo de estudios
representa un reto para el sector agro-biotecnold-
gico enfocado en garantizar la sanidad vegetal de
forma sostenible e integradora, utilizando enfoques
altamente precisos como las ciencias 6micas.

El desarrollo e innovacion del sector agro-
biotecnoldgico es determinante para la implemen-
tacion extensiva y exitosa de ACB-M en México,
pero representa un gran reto cientifico. Existen
multiples estudios de ACB-M para el manejo
de fitopatogenos, pero ain requieren estudios
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at the agroecosystem level. This can be achieved
based on transdisciplinary thematic areas, such as
microbiomes, metapopulation dynamics, functional
relations at the community level, and gene-
metabolic interaction in the plant-microorganisms-
environment system under an adaptative and
evolutionary environment. The systemic and
comprehensive understanding of BCA-M in the
agroecosystems, the establishment of researcher
networks and biotechnological companies, as
well as knowledge dissemination, will enhance
the adoption of BCA-M in the Mexican cropping
fields, and contribute to plant health and food
security in a sustainable, economically viable and
biosafety way.
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bioplaguicidas con la calidad y seguridad que de-
manda la sanidad vegetal a nivel mundial.
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CONCLUSIONES

El empleo masivo de ACB-M en nuestro pais
y en el mundo demanda mayor diversidad de bio-
plaguicidas registrados y comercializados. Sin em-
bargo, es necesario abandonar la concepcion reduc-
cionista de la implementacion mediante el uso de
especimenes de colecciones microbianas y su esca-
labilidad regional irrestricta del entorno agroecolo-
gico. En necesario generar y disponer de un amplio
acceso a informacion técnica-cientifica que soporte
la efectividad relativa a las complejas interacciones
con factores bioticos y/o abioticos del agroecosiste-
ma. Esto permitira detonar procesos de generacion,
innovacién y adopcion mas eficiente de estas es-
trategias agrobiotecnologicas. En México y a nivel
internacional, la investigacidn sistémica y holistica
de ACB-M debe fortalecerse con la integracion de
enfoques vanguardistas a partir del surgimiento y
desarrollo de las ciencias 6micas, las cual solo po-
dran ser potenciadas con capital humano altamente
capacitado e infraestructura cientifica especializa-
da. Esto permitiria desarrollar la nueva generacion
de ACB-M eficientes y costo-efectivos mediante la
bioprospeccion de nuevos ACB-M vy el estudio de-
tallado de su afiliacién taxonémica y sus mecanis-
mos de accion a nivel de los agroecosistemas. Lo
anterior basado en ejes tematicos transdisciplina-
rios, tales como microbiomas, dindmicas metapo-
blacionales, relaciones funcionales nivel comuni-
dad, e interaccion génica-metabolica en el sistema
planta-microorganismos-ambiente en un contexto
adaptativo y evolutivo. El entendimiento sistémi-
co ¢ integral de ACB-M en los agroecosistemas, la
generacion de redes de investigadores y empresas
biotecnologicas, y la divulgacion del conocimiento
permitira potenciar la adopcién de ACB-M en el
campo mexicano, contribuir a la sanidad vegetal y
seguridad alimentaria de forma sostenible, econo-
micamente viable y biosegura.
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