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RESUMEN

Las plagas agricolas son definidas como una poblacion de animales fitéfagos que disminuyen
la produccion del cultivo, reducen el valor de la cosecha o incrementa los costos de produccion.
Como respuesta se han implementado varias estrategias para el control de dichas plagas, el
uso de agentes quimicos ha sido el método mas utilizado a nivel global por la rapida accion
que presenta hacia los organismos objetivo, no obstante, no son especificos pues también
tienen accion insecticida hacia organismo benéficos como los organismos polinizadores. Los
plaguicidas son generalmente compuestos quimicos no degradables generando
contaminacién no solo de suelos sino también de mantos freaticos, mas la exposicion a dichos
agentes quimicos ha generado enfermedades tanto en el ser humano como en animales y en

las mismas plantas.

En busca de alternativas al uso de plaguicidas quimicos surge el término de control biolégico
plagas, el cual es una vertiente del Manejo Integrado de Plagas (MIP). El control biol6gico de
plagas se define como el uso de enemigos naturales y microrganismos para el control
poblacional de la plaga. De los microorganismos utilizados en el control biolégico de plagas,
Bacillus thuringiensis es el mas empleado, debido al amplio rango de accion que posee hacia

diversos ordenes de insectos, sin afectar a organismos no objetivos o al mismo humano.

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva, con la capacidad de producir esporas y
algunos compuestos con propiedades insecticidas como la denominada proteina Cry. Las
caracteristicas de B. thuringiensis son provechadas para la produccién de bioinsecticidas de
plagas especificas. Los beneficios econémicos de la aplicacién de este microorganismo han
sido motivo del desarrollo de técnicas para mejorar la produccion de esporas y proteina Cry.
Convencionalmente la produccion de esporas y proteina Cry se realiza en cultivos liquidos, no
obstante, dichos sistemas de cultivo presentan ciertas desventajas frene a otro tipo de cultivos.
La produccion de B. thuringiensis en cultivos solidos es una alternativa para la obtencién de
los compuestos de interés, aunque la informacion y aplicacion de la misma es muy poca,
debido a ello el objetivo de este trabajo fue comparar los rendimientos produccién de esporas
de dos cepas de B. thuringiensis en ambos sistemas de cultivo utilizando el mismo medio de

produccion.



Se cuantifico la produccion de esporas en cultivo en medio liquido (CML) y sélido (CMS, con
espuma de poliuretano PUF como soporte inerte) utilizando medios con distinta composicién,
la maxima produccion de biomasa en los medios LB y GYS se obtienen en cultivo en medio
liquido, mas en medio GYS x4 la méxima produccion de biomasa se obtiene en CMS siendo
2.44 veces mayor para la cepa EA3 y 1.3 veces mayor en la cepa Y15 a la reportada en CML,
el aumento de concentracion de medio GYS a GYS x4 provoca inhibicion de crecimiento en
los cultivos liquidos ya que hay una disminucion en los valores de la tasa especifica de
crecimiento (). La produccién de biomasa en medio LB provoco una alcalinizacion del medio
alcanzando valores de 9 de pH, mientras que el uso de medio GYS y GYS x4 produce una

acidificacion del obteniendo valores de hasta 4.5 de pH.

El cambio de medio LB a medio GYS provoco un incremento de hasta 11 veces en la
produccion de esporas, por el contrario el aumento de 4 veces la concentracion de sustrato en
el medio GYS x4 s6lo produjo un aumento de hasta 3 veces en la produccién de esporas en
cultivo soélido para la cepa EA3 en comparacion con el medio GYS, dicho aumento en la
concentracion de sustrato produjo un descenso en la produccién de esporas de hasta 7 veces
en el cultivo liquido de la cepa EA3 respecto al medio GYS.

Los resultados demuestran que hay diferencias intrinsecas en cada cepa que producen
diferentes repuestas al cambio de la formulacion del medio y a los sistemas de cultivo liquido
y solido. EI CMS provee ventajas sobre el CML cuando se utilizan altas concentraciones de

sustrato, reduciendo el proceso de inhibiciébn y aumentando la produccion de esporas.

ABSTRACT

Agricultural pests are defined as a population of herbivorous animals which decrese crop
production, reduce the value of the crop or increase cost production. In response to pest several
strategies have been implemented to control these pests, the use of chemical agents has been
the method most used world wide since the rapid action towards the target organisms, however,
they are not specific because they also have insecticidal action to beneficial organisms such
as pollinators. Pesticides are generally non-degradable chemicals that generate pollution not
only in soil but also groundwater, the exposure to these chemicals has generated diseases in

both humans, animals and plants.



In search of alternatives to the use of chemical pesticides arises the term biological pest control,
which is an aspect of Integrated Pest Management (IPM). Biological pest control is defined as
the use of natural enemies and microorganisms for population control of the pest. Of
microorganisms used in biological pest control, Bacillus thuringiensis is the most used because
of the wide range of action that has toward various insect orders, without affecting agencies

not objectives or to the same human.

Bacillus thuringiensis is a gram positive bacterium, capable of producing spores and some
compounds with insecticidal properties as a called Cry protein. The characteristics of B.
thuringiensis are provechadas for the production of bio-insecticides of specific pests. The
economic benefits of the application of this organism have been the subject of development of
techniques to improve the production of spores and Cry protein. Conventionally the production
of spores and Cry protein is performed in liquid cultures, however, such systems have certain
disadvantages braked to another type of cultures. Production of B. thuringiensis in solid culture
is an alternative for the obtaining of the compounds of interest , although information and
application is very low, due to it the objective of this work was to compare yields production of
spore of two strains of B. thuringiensis in both culture systems using the same production

medium.

Production of spores in culture in liquid medium (CML) and Solid (CMS, polyurethane foam
PUF as an inert support) was quantified using media with different composition , the maximum
production of biomass in the medium LB and GYS are obtained in culture in liquid medium ,
the medium GYS x4 the maximum biomass production is obtained in CMS is 2.44 times higher
for EA3 strain and 1.3 times higher for strain Y15 mayor to that reported in CML , increased
concentration medium GYS to GYS x4 causes inhibition of growth in liquid cultures as there is
a decrease in the values of the specific growth rate (u). Biomass production in LB medium
caused alkalization of the medium reaching pH values of 9, while the use of GYS and GYS x4
medium produces acidification obtaining values of pH up to 4.5.

The change of LB medium to GYS medium caused an increase up to 11 times in the spore
production, conversely the increase of 4 times in the concentration of sustrate in the medium
GYS x4 only produced an increase up to 3 times in the production of spores in solid culture to

the strain EA3 compared with the GYS médium, the increase in the concentration of sustrate



cause dan decrease in the production of spores up to 7 times in sumerged culture of the EA3
strain respect to GYS médium.

Results show that there are inherent differences in each strain that produce different responses
to changing media formulation and liquid and solid culture systems. The CMS provides
advantages over CML when high substrate concentrations are used, reducing the inhibition
process and increasing production of spores.
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1. INTRODUCCION
1.1. PLAGAS Y SU EFECTO

Una plaga se define como cualquier especie animal que el hombre considera perjudicial a
Su persona, a su propiedad o al medioambiente. Dentro de éstas se encuentran las plagas
de interés médico (zancudos, chinche besucona y otros parasitos y vectores de
enfermedades humanas); plagas de interés veterinario (piojos y garrapatas del ganado);
plagas caseras (cucarachas y moscas); plagas de productos almacenados (diversos
insectos y roedores); y las plagas agricolas que dafian los cultivos. Se considera como
plaga agricola a una poblacion de animales fitofagos que disminuyen la produccion del
cultivo, reduce el valor de la cosecha o incrementa los costos de su produccién (Cisneros,
1995).

Los dafios provocados por las plagas han perjudicado a los agricultores desde el comienzo
mismo de la agricultura. Estos dafios pueden ser econémicos (pérdida de productividad,
ingresos e inversiones) y psicoldgicos (conmocién y panico) (FAO, 2001). En la Figura 1 se

muestras los efectos econémicos que podrian causar las plagas de cultivos o

enfermedades.
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Figura 1. Efecto econémico potencial de las plagas o de enfermedades transfronterizas.
Fuente: FAQO, 2001.



1.2. METODOS DE CONTROL DE PLAGAS

La implementacion de las estrategias del control de plagas, sobre todo la reduccion de las
densidades de las poblaciones de insectos, requiere de la utilizacién de diversos métodos
o técnicas de control. Estos métodos se suelen clasificar segun su naturaleza de la siguiente

manera (Cisneros, 1995):

-Control Mecanico: Uso de barreras.

-Control Fisico: Uso de altas o bajas temperaturas.

-Control Cultural: Utilizacion de practicas agronémicas y plantas resistentes.
-Control Biologico: Uso de predadores, parasitoides y patdgenos.

-Control Quimico: Uso de insecticidas.

-Control Etol6gico: Uso de trampas, feromonas.

-Control Genético: Hibridaciones estériles.
1.3. CONTROL BIOLOGICO

En México el uso indiscriminado de plaguicidas quimicos en los cultivos agricolas ha
generado altos niveles de contaminacion. Estos productos quimicos generalmente no se
degradan y persistentes en la naturaleza, lo que ocasiona dafios no sélo al ambiente sino
también a los humanos expuestos a estos productos quimicos, segun la Secretaria de
Salud en diciembre de 2014 se reportaron 4424 muertes debido a intoxicaciones por
plaguicidas. La exposicién a dichos plaguicidas tiene varias consecuencias a la salud, como
la disminucion de la acetilcolinesterasa (AChE), enzima que termina el efecto
neurotransmisor de la acetilcolina, los cambios en su concentracién o propiedades se
relacionan con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson aunque
estas no son la causa de la enfermedad (Lépez et al, 2007). Ademas de intoxicaciones cabe
mencionar la capacidad de algunas plagas a desarrollar resistencia a estos compuestos,
ejemplo de ello es la multiple resistencia a plaguicidas de Anopheles gambiae, mosquito
que es uno de los mayores vectores de malaria en la zona sub-Saharan de Africa, el cual
es resistente a carbamatos y derivados, organofosforados, y Pirimifos metil (Aikpon et al,
2014). Otro ejemplo de ello es la resistencia de Bemisia tabaci (mosca blanca) biotipo Q a

los plaguicidas derivados de &cido nicotinico y de piridina (Horowitz et al, 2005).

En la necesidad de tener plaguicidas que no generen los problemas ya mencionados, se

introduce el uso del control biolégico de plagas. Este concepto se define como el uso de
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enemigos naturales y microorganismos para el control poblacional de la plaga (Nicholls,
2008). Esta técnica de control de plagas tiene menor impacto ecolégico, menor riesgo en
cuanto a salud y posee una alta especificidad en cuanto a la plaga a combatir, lo cual es de
mucha utilidad para la agricultura en México pues al ser un proveedor a nivel internacional

de algunos cultivos, el control bioldgico le da un valor agregado a los productos.

Los organismos utilizados para el control bioldgico son: insectos, virus, bacterias, hongos,
protozoos y nematodos. Dentro del grupo de las bacterias el género Bacillus se han
estudiado algunas especies como: B. popilliae especie renombrada como Paenibacillus
popilliae, dicho bacilo tiene efecto contra Papuana uninodis, el cual es un escarabajo que
afecta a la planta del taro (Colocasia esculenta) y a otras araceas, platano y papa (Theunis
y Aloali’i, 1999). Otra de las especies de bacilos estudiadas es B. sphaericus, dicha bacteria
produce una toxina binaria con una alta actividad contra larvas de Culex uinquefasciatus
(Hire et al, 2010); B. licheniformis tiene la capacidad de producir quitinasas con potencial
para producir lisis celular de algunos hongos fitopatogenos (Gomma, 2012); B. subtilis
produce compuestos con actividad antibidtica y antifingica contra especies como
Rhizoctonia solani, Colletotrichum truncatum, Sclerotinia sclerotioum (Araujo et al, 2005);
finalmente, B. thuringiensis tiene la capacidad de producir metabolitos con propiedades
insecticidas. Todos los microorganismos mencionados anteriormente se han utilizado como
agentes de control biolégico, sin embargo la Gltima especie es la mas utilizada al tener un
rango de accion mas amplio que los demas organismos y por la inocuidad que presenta
hacia otros organismos no objetivo y para el mismo ser humano (Martin y Travers, 1989;
Palma et al, 2014).

1.4. Bacillus thuringiensis (Bt)

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva que mide de 3a 5 um de largoy 1
a 1.2 um de ancho, tiene la capacidad de producir esporas, proteasas, quitinasas, proteinas
insecticidas vegetativas (VIPs) y proteinas Citoliticas (Cyt) (Bravo et al, 2007), sin embargo
la caracteristica principal de Bt es la produccién de un cristal de naturaleza proteica
denominada proteina Cry. Las toxinas Cyt y Cry son conocidas también como toxinas
formadoras de poro (PFT) debido al modo de accion en los insectos hospederos. La 6-
endotoxina o proteina Cry puede formar del 20 al 30% del peso seco de las células
esporuladas aunque la expresion de los genes cry, pueden o no depender del proceso de

esporulacion (Schnepf et al, 1998). En la Figura 2 se observa la morfologia de un bacilo, a



través de microscopia electrénica de transmision. Li y colaboradores (1991) determinaron
la estructura de la &-endotoxina de Bacillus thuringiensis var. tenebrionis por difracciéon de
rayos X la cual consiste en 3 dominios. El dominio | es un conjunto de 7 a-hélices en la que
la hélice central es hidrofobica y esta rodeada de 6 hélices anfipaticas, este dominio
helicoidal es el responsable de la insercion en la membrana del intestino medio del insecto
y la formacién del poro; el dominio Il consta de 3 laminas B antiparalelas y el dominio Il

conformado por otra seccién de laminas denominado - sandwich

Figura 2. Imagen de microscopia electronica de transmision de una cepa de B. thuringiensis
en estado de esporangio. C: cristal parasporal (proteina Cry); E: espora. Fuente: Saukay
Benintende (2008)

Se ha demostrado que la proteina Cry es toxica para insectos de los 6Ordenes de:
Coledptera, Lepidoptera (Dulmage y Aizawa, 1982) y Diptera (Lambert y Perferoen, 1992)
y se considera un microorganismo ubicuo por la diversidad de lugares donde ha sido
aislado, habitando normalmente en el suelo, pero también aislado de hojas de plantas e
insectos (Dulmage y Aizawa, 1982; Smith y Couche, 1991). Debido al amplio habitat en el
que se encuentra, se han aislado distintas sub-especies de Bt, permitiendo tener un uso
local de la sub-especie y asi no afectar la carga microbiolégica de los suelos en los que se

aplica, ademas de tener la ventaja de estar “aclimatada” a la zona.
1.4.1. CICLO INFECTIVO

El mecanismo de accion de las proteinas Cry se ha descrito principalmente en lepidépteros
como un proceso de multiples etapas. Primero la 8- endotoxina se sintetiza en forma de
protoxina dentro de Bt, una vez que es ingerido por el insecto blanco, el microcristal se
disuelve en el pH alcalino del intestino medio y la protoxina es procesada por una proteasa

del intestino para liberar la toxina activa. Se han descrito cuatro diferentes proteinas de
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unién en diferentes insectos lepidopteros: caderina, glicofosfatidil inositol (GPI) anclado a
una aminopeptidasa, GPI anclado a una fosfatasa alcalina y un glicoconjugado. Estos
receptores varian de acuerdo al tipo de insecto y la unidn a cada uno de ellos dependera
del tipo de proteina Cry utilizada. Generalmente el dominio Il de la toxina promueve la union
tanto a proteinas caderinas como a aminopeptidasas, mientras que el dominio Il promueve
la union a aminopeptidasas. Una vez que se ha unido a estos receptores se da un proceso
de oligomerizacion de la proteina donde el dominio | de la toxina actia para poder insertarse
en la membrana del intestino medio (Bravo et al 2007) causando la formacion de un poro,
gue lleva al desequilibrio osmoético que resulta del influjo del agua y cationes u otras
pequefias moléculas. El tejido intestinal resulta dafiado gravemente, lo que impide la
asimilacién y retencién de compuestos vitales para la larva y lleva a la muerte del insecto
(Gill et al, 1992). En la Figura 3 se muestra un esquema del ciclo infectivo de las proteinas
Cry de Bt
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Figura 3. Ciclo infectivo de proteinas Cry de Bt. Fuente: Jurat-Fuentes (2014).



1.4.2. PRODUCCION DE Bt

En la produccién de Bt comunmente se utiliza glucosa como fuente de carbono, sin embargo
también se utiliza almidén, sacarosa y glicerol. Ademas de la fuente de carbono, la fuente
de nitrégeno es muy importante, las fuentes mas habituales de nitrégeno en los medios son
proteina de semillas de maiz, harinas de pescado, semilla de algodon y en ocasiones los
medios se suplementan con extracto de peptona o levadura. Con respecto a los
requerimientos minerales han enfatizado la importancia de Mn*?, K*, Ca*? y Zn*2(King et al,
1996). Goldberg y colaboradores (1980) describieron un medio de fermentacién para la
produccion del complejo espora- toxina de Bt, dicho medio contenia glucosa (30 g/L),
peptona de soya (2.0 g/L), extracto de levadura (4.5 g/L), liquido de remojo de maiz (5.0
mL/L), KCI, (3.0 g/L), (NH4)2SO. (3.0 g/L), H2PO4 (7 mL/L), MgSQO4 (2.0 g/L), CaClxH,O (36
mg/L), FeSOs7H,O (13.5 mg/L), CuSO45H.0O (7.5 mg/L), ZnSO+7H.O (7.5 mg/L),
MnSO44H,0 (40 mg/L). Con él obtuvieron 4x10° UFC/mL en 60 horas de operacién
aproximadamente. Bing-Lan y Yew-Min (1998) determinaron las concentraciones optimas
de tapioca, harina de pescado y (NH4).SO4 para la produccion de esporas de Bt, las cuales
fueron de 5,01% tapioca; 5,86% de harina de pescado y 0,06% (NH4).SO,4 obteniendo
8,56x108 esporas/mL. Otro medio propuesto para la producciéon de las esporas esta
compuesto de NaCl 5g/L, Na;HPO, 2.5 g/L, glucosa 4g/L y milhocina 20g/L con el cual se

obtienen rendimientos de 3x108 UFC/ml para Bt var. israelensis (Ernandes et al, 2013)

La forma de produccion de la toxina de Bt es cominmente por medios liquidos como los
descritos por Dulmage y De Barjac (1973) identificados como B-4, B-4b y B-8, todos
contenian 0.2% de peptona, 1.5% de glucosa, 0.02% de extracto de levadura y sales
minerales, la diferencia era que el primer medio estaba adicionado con 1% semilla de
algoddn, el segundo medio con 2% semilla de algodon y el tercer medio 2% de semilla de
algoddn y 1% de liquido de remojo de maiz, bajo estas condiciones se obtiene una actividad
de 2,000 UI/L de la toxina.

1.5 CULTIVOS SOLIDOS

Los cultivos solidos han generado gran interés debido a que este proceso se ha convertido
en una herramienta biotecnolégica importante para la produccién de diferentes
bioproductos como enzimas, acidos organicos, etanol, biogés, antibiéticos, surfactantes,

biopesticidas, entre otros (Mitchell et al, 2000).



El uso de cultivos sdlidos en la industria de bioinsecticidas ofrece ciertas ventajas en cuanto
al cultivo liquido, como abaratar costos, reducir riesgo de contaminacion y un posible
aumento en rendimiento de los compuestos de interés. Lépez et al, (2010) compararon la
produccion de biomasa y lacasa de Pichia pastoris en cultivo sélido (CMS) y liquido (CML),
encontrando que a niveles altos de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) la produccion
de biomasa es mayor en CMS, ya que esta presenta una relacién de area/volumen(A/V)
mayor que en CML, lo cual permite una mayor transferencia de oxigeno. En este trabajo se
utilizé el mismo medio de cultivo en ambos sistemas, pero en CMS el medio liquido se
impregno en un soporte inerte como la espuma de poliuretano (PUF), lo que permitid la
comparacion de rendimientos solo en funcion del tipo de cultivo (CMS o CML).

Con base en estos resultados se podria esperar un comportamiento similar en cultivos
sélidos con Bacillus thuringiensis y la produccién del complejo espora cristal, ofreciendo
una alternativa a la industria para la produccién de este complejo y su uso en la elaboracion
de bioinsecticidas. Esto seria particularmente importante en medios con concentraciones
altas de fuentes de carbono o nitr6geno, que ademas sean de costo bajo como los que se
mencionaron anteriormente, incluyendo harinas y materia organica concentrada (Ernandes
et al, 2013; Adams et al. 2002).



2. ANTECEDENTES

Bacillus thuringiesis es un microorganismo ubicuo con la capacidad de producir un cristal
de naturaleza proteica, que es toxico para algunos insectos plaga y no genera dafio a la
salud humana. Esta caracteristica se utiliza para la produccién de insecticidas biolégicos
que procuren el medio ambiente. La gran cantidad de variedades de Bt y de proteinas Cry
que producen permite la formulacion de diferentes bioinsecticidas y disminuir la aparicion

de mecanismos de resistencia por parte de los insectos.

Los beneficios econémicos de la produccién de Bt han sido motivo de investigacion y su
aplicacion biotecnoldgica, proponiendo una gran cantidad de métodos para la mejora en la
produccion de esporas y proteina Cry. Convencionalmente la produccion de toxinas y
esporas de Bt se realiza en fermentacion liquida en procesos batch, sin embargo estos
procesos poseen caracteristicas que brindan una desventaja frente a otros tipos de cultivo;
entre las principales desventajas se encuentran los altos riegos de contaminacion, el uso
de altas concentraciones de sustrato pueden afectar el crecimiento debido al aumento de
presidon osmotica ejercida en los microorganismos generando una alta demanda biol6gica
de oxigeno y limitando la trasferencia del mismo en el medio, ademas de que los altos
requerimientos de energia durante los procesos de homogenizaciéon y los procesos de
separacion aumentan los costos de operacion, otra desventaja de utilizar este tipo de
procesos son los tiempos muertos entre cada lote lo cual disminuye la productividad del
proceso. Debido a ello se buscan alternativas de produccion de Bt, entre dichas alternativas
se encuentra el cultivo en medio sélido. La produccion en este sistema de cultivo logra
superar algunas de las limitaciones anteriormente mencionadas que se presentan en CML.
Una de ventaja de los CMS es la disminucion de costos de operacion al utilizar residuos
agroindustriales como sustrato o lodos de aguas residuales y en otros casos el uso de
medios definidos adicionados con algun sustrato sélido, obteniendo con ello altos

rendimientos de produccion del metabolito analizado.

En los dltimos afios se han desarrollado metodologias para la produccion de esporas y
proteina Cry de Bt utilizado CMS en diferentes sustratos o soportes. Investigaciones
realizadas por Zhuang y colaboradores (2011) y Adams y colaboradores (2012) utilizaron
como sustratos mezclas de lodos de aguas residuales y salvado de trigo; y guano de pollo
sometidos a distintas dietas alimenticias respectivamente, bajo dichas metodologias los

autores reportan una produccion de esporas de 5.26x10° UFC/g (produccién de células



vegetativas de 5.98 x10° UFC/g) y 1-5x10° esporas/g de guano respectivamente. Bajo una
metodologia de cultivo bifasico (CML y CMS) Jisha y colaboradores (2015) utilizaron medio
Luria-Bertani (LB) suplementado con harina de soya (30% p/v) con lo cual obtienen 16mg
de téxina/mL de LB-equivalente y 1.45x10%° esporas/ mL de LB-equivalente. Por otra parte
Wu y colaboradores (2014) utilizaron sustratos como salvado de trigo, cascara de semillas
de algodoén y aserrin suplementado con extracto de levadura y sales minerales con los
cuales obtuvieron 1.25x10** esporas/ g de sustrato.

De acuerdo a lo reportado se observa que el CMS es una alternativa viable para la
produccion de esporas y toxina de Bt alcanzando valores por encima de los reportados para
CML, ademas de ellos se observa que hay una variedad de sustratos o soportes en los
cuales se puede llevar a cabo el proceso, sin embargo, no se puede realizar una
comparacion justa entre los sistemas liquido y solido habiendo diferencias notables en la

composicion de los medios.



3. JUSTIFICACION

El constante uso de insecticidas quimicos para el control de plagas ha provocado un
deterioro en el medio ambiente, provocando contaminacién de suelo, aire y agua,
incluyendo la persistencia de los mismos en los sitios contaminados, asi como afectaciones
en la salud del ser humano. Como alternativa al uso de estos insecticidas tradicionales se
encuentra el control biologico, su uso ofrece beneficios tanto al medio ambiente como al ser
humano. Para que esta técnica sea mas eficiente se necesita que los microorganismos

utilizados estén aclimatados al lugar donde se aplicaran.

Bacillus thuringiensis Y15 y EA3 son cepas aisladas del estado de Morelos (Alquisira-
Ramirez et al, 2014; Fonseca et al, 2013). Esta bacteria es de las mas ampliamente
estudiadas y utilizadas en el control biol6gico de plagas, por lo gue es necesario desarrollar
un sistema de produccién adecuado, que incluya una alternativa a un cultivo liquido que es
como se produce industrialmente. El presente trabajo aportara estudios comparativos de la
produccién de esporas de Bacillus thuringiensis Y15 y EA3 en cultivo liquido y sélido,
utilizando el mismo medio en ambos sistemas de produccion, con énfasis en medios con
composiciones diferentes o bien con medios concentrados, siendo éstos Ultimos donde
podria presentarse ventajas en CMS. Es importante destacar que hay muy poca literatura
acerca de la comparaciéon de ambos sistemas utilizando el mismo medio de cultivo (CMS

vs CML), ademas de aportar alternativas de cultivo a la industria.
4. HIPOTESIS

El cultivo sélido en medios con altas concentraciones de nutrientes propiciara un aumento
en la produccion de esporas de Bacillus thuringiensis (Bt), en comparacion con un cultivo

liquido.
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5. OBJETIVOS
5.1. GENERAL

Comparar los rendimientos de produccion de esporas de Bacillus thuringiensis (Bt) en
cultivo liguido y sélido.

5.2. ESPECIFICOS

-Conservar a mediano y largo plazo las cepas de Bt a utilizar.

-Comparar medios de distinta composicion y concentracion de nutrientes para producir
esporas de las cepas de Bt.

-Comparar el rendimiento de esporas de Bt obtenidas por cultivo liquido y sdélido.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

é )

CONSERVACION DE CEPAS:
Bacillus thuringiensis Y15y
EA3

COMPARACION DE
CRECIMIENTO EN
DIFERENTES MEDIOS DE
CULTIVO: PARAMETROS

CINETICOS
CUANTIFICACION DE CUANTIFICACION DE
PRODUCCION DE ESPORAS PRODUCCION DE ESPORAS
EN CML EN CMS

6.2. MICROORGANISMOS

Se utilizaron dos cepas de Bacillus thuringiensis identificadas como Y15 y EA3 (Esta Ultima
identificada como B. thuringiensis serovar tenebrionis). Estas cepas fueron aisladas de una

region agricola del estado de Morelos (Alquisira- Ramirez et al, 2014).
6.3 CONSERVACION DE CEPAS

La conservacién de cepas se realizé con papel filtro (Whatman 1) estéril el cual se impregné
con una solucién de células de cada una de las cepas a utilizar totalmente esporuladas,

este se dejo secar al aire en condiciones estériles y una vez secas las tiras se colocaron en
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tubos Eppendorf estériles a 4° C hasta su nuevo uso (Sosa-Lopez et al, 2011). Para
determinar la viabilidad de los conservados se colocé una tira de papel filtro impregnado
con esporas en matraces de 250 mL con medio LB y se realizaron conteos de células
viables y esporas. El contenido de células viables en los diferentes tiempos de muestreo se
determin6 mediante la técnica de conteo en placa, para ellos se realizaron diluciones
seriadas de 10" a 10”7 de cada muestra con solucién salina al 0.85% (SSI). De cada muestra
se tomaron 100ul y se diluyeron en 900ul de SSI, de las diluciones resultantes se sembro
100ul en placas de LB, estas se incubaron a 30°C de 12 a 18 horas para posteriormente a
ello realizar el conteo de las colonias formadas, este conteo oscil6 entre 30 y 300 colonias
por placa (Madigan, Martinko y Parker 2009). Para determinar el contenido de esporas, las
diluciones realizadas para el conteo de células viables se sometieron a un tratamiento de
choque térmico a 80°C durante 15 min y se enfriado durante 5 min antes de extenderse
sobre placas de LB. Estéas se incuban a 30°C de 12 a 18 horas para posterior a ello realizar
el conteo de las colonias formadas, las colonias contadas en las placas fueron entre 30 y
300 (Zhuang, et al, 2011; Prabakaran y Balaraman .2006).

6.4 MEDIOS DE CULTIVO

Para la produccion del complejo espora-cristal de las cepas utilizadas se utilizaron tres
medios de cultivo diferentes: 1) medio de cultivo LB (Luria- Bertani) el cual contiene (g/L),
Bacto-triptona 15, NaCl 15 y Extracto de levadura 5, se ajust6 el pH a 7.2 con NaOH 2M; 2)
Medio GYS que contiene (g/L): glucosa 30; extracto de levadura 12; (NH.).SO. 3;
CaCl>*2H,0 0.12; MgS04*7H20 1.5; MnSO.4*H,0 0.09; K:HPO,4 1.5, KH,PO4 1.5 (Berbert-
Molina et al, 2008). 3) Medio GYS x4 que fue veces mas concentrado que el medio GYS.
El crecimiento y produccién de esporas se monitored en un lapso de 72 horas. Todos los
medios fueron esterilizados antes de su uso; en el caso de los medios con glucosa se realizo

la solucion concentrada de esta y se esterilizé por separado.
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6.4.1. PREPACION DE INOCULO
6.4.1.1. MEDIO LB

Para los ensayos con medio LB el in6culo se crecié en placas de LB-agar hasta su total
esporulacion, con el asa bacterioldgica se inoculd el medio LB liquido dejandolo 12 horas
en agitacion a 150 rpm a 30°C.

6.4.1.2. MEDIO GYS

Para los ensayos con medio GYS y GYS x4 se preparé inicialmente un pre-inéculo con
medio LB siguiendo la metodologia para el in6culo del medio anterior, en este caso el pre-
indculo con medio LB se mantuvo estatico a 30°C por 15 horas. Después de este tiempo
se inocularon los medios GYS o0 GYS x4 con 5% v/v del pre-in6culo, este se incubé a 30°
C en agitacion de 150 rpm por 6 horas.

6.5. SISTEMAS DE PRODUCCION
6.5.1 CULTIVO LIQUIDO

Como unidades experimentales se utilizaron 42 matraces de 250 mL a los que se agregaron
22 mL de medio LB y 3 matraces con 23 mL de medio LB para los controles por cepa, estos
se esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 15 Ib de presion. Los matraces estériles se
inocularon con 1 mL del cultivo antes descrito. Los matraces fueron incubados en agitacion
constante a 200 rpm a 30°C por 72 horas. Se colectaron muestras a las 0, 0.5, 1, 1.5, 3, 4,
5,7, 8, 21, 24, 30, 48, 72 horas de cultivo. Del volumen recuperado se tomaron 2 mL y se
colocaron en tubos Eppendorf para realizar el conteo de esporas. Del volumen restante se
tomaron 15 mL para determinar el contenido de biomasa por peso seco en los diferentes
tiempos de muestreo, considerando el volumen inicial del cultivo de 23 mL. Este
procedimiento se sigui6 para ambas cepas. El mismo procedimiento se siguié para el medio
GYS y GYS x4. Para el medio GYS x4 se disminuyo la cantidad de PUF de 1.5a 1 g con
la finalidad de disminuir la altura de lecho, con dicho ajuste se utilizé 14.6 mL de medio y

0.7 mL de in6culo, manteniendo la relacién de volumen de medio, PUF e inoculo.
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6.5.2 CULTIVO SOLIDO

Para los cultivos sélidos se emple6 la metodologia propuesta por Lépez et al, (2010), se
utilizé espuma de poliuretano (PUF) como soporte, el cual se impregnd con el mismo medio
utilizado en los cultivos liquidos. En 42 matraces de 250 mL que contenian 1.5 g de cubos
secos de PUF, de 0.7 cm por lado, se agregaron 22 mL de medio previamente esterilizado.
Antes de agregar el medio a la espuma se inoculd con 1 mL del cultivo descrito
anteriormente (preparacion inéculo LB) para ambas cepas de Bt. Las muestras fueron
recolectadas a las 0, 1, 1.5, 3, 4, 5, 7, 8, 15, 21, 24, 30, 48 y 72 horas (por triplicado més
tres matraces como controles). Para colectar la muestra se utiliz6 una jeringa de 60
centimetros cubicos en la cual se introdujeron los cubos de PUF para ser exprimidos por el
embolo de la jeringa. Del volumen recuperado se tomaron 2 mL y se colocaron en tubos
Eppendorf para en conteo de esporas. Del volumen restante se tomaron 15 mL para la
cuantificacion de biomasa en peso seco (Viniegra- Gonzélez et al, 2003). El mismo
procedimiento se sigui6 para los medios GYS y GYS x4, para este ultimo medio se decidié
utilizar 1 g de PUF en lugar de 1.5 g para disminuir el lecho de altura del sistema, debido a
ello se ajustaron los volumenes de medio e indculo de acuerdo al volumen total original de

23 mL, utilizando para este sistema 14.6 mL de medio y 0.7 mL de inéculo.
6.6. DETERMINACION DE BIOMASA

El crecimiento celular durante las 72 horas de cultivo se monitore6 por peso seco, a partir
de la biomasa formada para lo cual se colocaron membranas de nylon (47 mm, 0.45 pym,
LUZEREN) a peso constante en estufa (Felisa) a 60° C. De cada tiempo de muestreo en
los diferentes medios de cultivo y sistemas de produccién, se tomaron 15 mL para ser
filtrados, en el caso del medio GYS x4 se filtraron 10 mL, una vez terminado el proceso de
filtrado las membranas se colocaron nuevamente en la estufa por 24 horas para obtener el

peso seco de la biomasa.
6.7. DETERMINACION DE pH

Se determin6 el cambio de pH en las cinéticas realizadas con un potencibmetro

Conductronic pH120 (México) del filtrado obtenido para la cuantificacién de biomasa.
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6.8 CONSUMO DE GLUCOSA

El consumo de glucosa fue monitoreado con un medidor OneTouch Ultra2 (Johnson &
Johnson medical, LIfeScan, Inc.) (biosensor de glucosa oxidasa) del filtrado recuperado con
tiras reactivas OneTouch Ultra. Cada tira reactiva OneTouch Ultra contiene glucosa oxidasa
(Aspergillus niger) = 0.08 Ul y ferrocianida = 22 ug. Una vez que la muestra entra en
contacto con la tira reactiva, la enzima cataliza la oxidacion de la glucosa a Gluconolactona

mediante la siguiente reaccion:

GO
Glucosa + FADeq + Fe** » Gluconolactona + FADoy + Fe*® + e

La reaccién produce una pequefia corriente eléctrica. EIl medidor OneTouch Ultra mide esta
corriente la cual cambia con la cantidad de glucosa contenida en la muestra.
(http://www.onetouchla.com/sites/default/files/OT _ULTRA ESP _PORT 10.pdf).

La obtencién de parametros como Yys se determiné mediante el ajuste de los datos al
modelo de Pirt (1965);

X—Xo mXy 1 [Xy — Xo]
- n
Yx Hm [Xy — X]

N

Donde:

So= sustrato inicial

Xo= Biomasa inicial

Xw= Biomasa maxima

X= Biomasa en tiempo t;

m= coeficiente de mantenimiento celular

Um= tasa maxima de crecimiento especifico.

Yws= rendimiento de produccion de biomasa respecto al consumo de sustrato
6.9. CONTEO DE ESPORAS

Para determinar el contenido de esporas se realizaron diluciones seriadas en solucion
salina al 0.85% y se contaron en camara de Neubauer en microscopio Optico a 40X
(Madigan, Martinko y Parker 2009).
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6.10. MODELOS DE AJUSTE

6.10.1. MODELO LOGISTICO

Las cinéticas de produccién de biomasa en peso seco fueron ajustadas al modelo logistico

de Velhurst- Pearl (Viniegra-Gonzales et al, 2003) expresado como;

Xmax
Xmax — X0
[1 %0

Los parametros Xmax, Xo Y ¢ fueron calculados minimizando la suma de los minimos

X(t) =

e‘”t]

cuadrados de los errores residuales, entre los valores estimados y los valores observados

en los diferentes tiempos de muestreo en el programa Solver de Excel.

6.10.2. MODELO DE DOS FASES

Se utilizé un segundo modelo para las cinéticas en las cuales se observé lisis celular, este

se ajusté por el modelo de Ikasari y Mitchell (1999) expresado como:

1. FASE EXPONENCIAL:
X(t) = Xgett
2. FASE DE DESACELERACION:
X() = Xmax — Xp)e KO0 4 x;

Donde Xo es la biomasa al tiempo cero, y tasa especifica de crecimiento, Xmax biomasa
maxima, X; biomasa al final del proceso de lisis celular, to tiempo en que comienza el
proceso de lisis celular, K tasa especifica de lisis celular. Los pardmetros Xmax, Xo, U, X, to
y K fueron calculados minimizando la suma de los minimos cuadrados de los errores
residuales, entre los valores estimados y los valores observados en los diferentes tiempos

de muestreo en el programa Solver de Excel.

6.11 ANALISIS ESTADISTICOS

La comparacién de los tiempos de conservacion se analizé por la prueba de comparacion
de medias de Tukey (o= 0.05). Los ajustes de produccion de biomasa a los modelos ya
mencionados y los ajustes de consumo de sustrato se realizaron con el complemento Solver

y el analizador de datos para regresion multivariada del programa Excel.
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7. RESULTADOS
7.1. CONSERVACION DE CEPAS

Para determinar la eficiencia del método de conservacion se realizd el conteo de células
vegetativas y esporas a las 30 horas de la reactivacion de las cepas en medio LB. En la
Figura 4 se muestran los perfiles de produccién de células vegetativas (CV) y esporas
después de 1 semana, 3 meses y un afo, a partir del momento de conservacion de las

cepas de Bacillus thuringiesis Y15 y EA3.
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Figura 4. Conservacion de cepas: a) cepa de B. thuringiensis EA3 cuenta de células
vegetativas (barras azul marino) y esporas (barras azul cielo), b) cepa de B. thuringiensis

Y15 cuenta de células vegetativas (barras color vino) y esporas (barras rosa oscuro),
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durante el tiempo de conservacion. Los valores con letras distintas presentan diferencia
significativa (P<0.05)

De acuerdo a los resultados, no se encuentra diferencia significativa respecto al conteo de
CV de la cepa EA3 en la evaluacion de los conservados después de 1 semanay 3 meses,
sin embargo, al afio de conservacion el conteo de CV es 9.69 veces menor
significativamente con respecto a la semana de conservacion, pero no a los 3 meses de la
misma (Figura 4a). La produccién de esporas una semana y tres meses después del inicio
de conservacidén son estadisticamente iguales, sin embargo la produccion de esporas
después de un afio de conservacion difiere de los tiempos anteriores teniendo una menor

produccién (60 veces menor).

Los resultados para la evaluacion del método de conservacion para la cepa Y15 se
muestran en la Figura 4b. Se observa que la viabilidad de las células vegetativas de la cepa
Y15 después de una semana y un afio de conservacion son estadisticamente iguales, no
asi con la conservacién a los 3 meses, el cual difiere significativamente de los dos tiempos
de conservacion ya mencionados. El conteo de esporas en los tres tiempos de evaluacion
del método de conservacion fueron estadisticamente diferentes, los cuales disminuyen
alrededor de un orden de magnitud en cada tiempo de evaluacion después de una semana
de conservacién, 2.6 veces después de 3 meses y 27.8 veces después de un afio de
conservacion. De acuerdo a ello, el método utilizado no es adecuado para la conservacion

a mediano y largo plazo de la cepa Y15.
7.2 MEDIO LB

A partir de esta seccidn se mostraran los resultados correspondientes a las cinéticas de
produccion de ambas cepas de Bt en medio LB, mostrando la evolucién de pH, biomasa,

células vegetativas y esporas en ambos sistemas de produccion.
7.2.1 EVOLUCION DE pH

La evolucion de pH de las cepas de B. thuringieisis Y15 y EA3 en ambos sistemas de cultivo
se muestra en la Figura 5. Se observa que al utilizar medio LB la cepa EA3 tiene un
comportamiento similar a lo largo del proceso en ambos sistemas de cultivo, donde hay una
pequefia etapa de descenso de pH durante las primeras horas de inicio de la cinética, y al

mismo tiempo comienza el aumento del mismo en ambos sistemas de cultivo. Al tiempo
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final el pH en el CML es ligeramente mayor en comparacién al CMS (9 y 8.5

respectivamente) (Figura 5a).
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Figura 5. Evolucion del pH durante el cultivo en medio LB: a) cepa de B. thuringiensis EA3

Cultivo en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo):

b) cepa de B. thuringiensis Y15 Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo en

medio sélido (puntos rosa oscuro).

El comportamiento del pH en los cultivos con la cepa Y15 fue similar al observado para la

cepa EA3. Se observa que en cultivo liquido (CML) el pH alcanza un valor maximo de

aproximadamente 8.4 a partir de la hora 24, después de las cuales dicho valor es

practicamente constante por el resto de la fermentacion; mas el perfil de pH en cultivo sélido

(CMS) alcanza su maximo valor aproximadamente a las 9 horas de cultivo con un valor de
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aproximadamente 8.5 y al igual que el cultivo liquido, este valor permanece practicamente

constante por el resto de la fermentacion (Figura 5b).
7.2.2. PRODUCCION DE BIOMASA

El crecimiento de biomasa en el medio LB de Bt EA3 en CML es mayor comparativamente
con el crecimiento en CMS. Ademas de la diferencia en la biomasa maxima se observa un
proceso de lisis celular en el cultivo liquido que no es apreciable en el cultivo solido (Figura

6a).
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Figura 6. Produccion de biomasa en medio LB: a) cepa de B. thuringiensis EA3 en Cultivo
en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo) b) cepa
de B. thuringiensis Y15 en Cultivo en medio liquido (Puntos color vino) y Cultivo en medio

sélido (puntos color rosa oscuro).
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Los perfiles de la cepa EA3 también fueron similares para la cepa Y15 produccién maxima
de biomasa (3.05 g/L) en cultivo liquido es menor a la producida por la cepa EA3 en el
mismo sistema (5.682 g/L). A diferencia de los cultivos con la cepa EA3, la cepa Y15 en
ambos sistemas de produccién muestra un proceso de lisis celular (Figura 6b).

De acuerdo al comportamiento de cada curva se realizaron los ajustes a los modelos ya
mencionados, el cultivo liquido se ajusté el modelo de doble exponencial y el cultivo sélido
se ajusto con el modelo logistico. Con dichos ajustes se obtuvieron los pardmetros que se
muestran en Tabla 1, de acuerdo con los cuales la mayor produccién de biomasa que se
obtiene con medio LB para la cepa EA3 es en cultivo en medio liquido, con una media de
5.68 g/L (4.58 veces mayor que en cultivo en medio sélido). Como se mencioné
anteriormente, en este cultivo se observa claramente un proceso de lisis celular, el cual

comienza alrededor de las 11.8 horas de cultivo con una tasa de lisis celular de (k) 0.059 h

1

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de las cepas B. thuringiensis Y15 y EA3 en medio LB.

CML . cMS  CcML CMS
Xo (g/L) 0.262+0.015  0.21+0.0162 0.113+0.019 0.473+0.214
Xmax (g/L)  5.682+0.470  1.23+0.053 3.050+0.438 1.428+0.091
p (hY) 0.284+0.0074  0.234+0.012 0.288+0.025 0.045+0.039
k (h?) 0.059+0.015 NA 0.048+0.028 2.719+1.656

r2 0.968 0.933 0.984 0.870

TD (h) 2.44 2.96 2.400 15.187

P (g/Lh) 0.437 0.059 0.305 0.079

Xo Biomas inicial, Xmax Biomasa méaxima, | tasa especifica de crecimiento, k tasa especifica de lisis

celular, TD tiempo de duplicacién celular, P productividad.

De acuerdo a la Tabla 1 la cepa EA3 aumenta el tiempo que tarda en duplicarse de 2.44
horas en cultivo liquido a 2.96 horas en cultivo solido (31 minutos), este aumento en el
tiempo de duplicacion repercute en el tiempo en el que se alcanza la biomasa maxima; en
cultivo liquido este tiempo es menor (aproximadamente 13 horas) respecto al tiempo en el
gue se alcanza la produccion méxima de biomasa en cultivo solido (18-20 horas

aproximadamente) siendo el cultivo liquido 7.4 veces mas productivo que el cultivo solido
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en cuanto a la produccion de biomasa. Por otra parte la cepa Y15 tiene un tiempo de
duplicacion de 2.40 horas en CML, tiempo similar al de la cepa EA3 (2.44 h) en el mismo
sistema de cultivo, mientras que el tiempo de duplicacion en CMS es 6.32 veces mayor,
como se mencioné el tiempo de duplicacion tiene efecto en la produccion de biomasa,
motivo por el cual puede aumentar o disminuir la productividad del medio y del sistema de
cultivo, resultado de ello se obtiene una productividad 3.86 veces mayor en cultivo liquido
de la cepa Y15 en comparacion con el cultivo sélido.

7.2.3 PRODUCCION DE ESPORAS

En la Figura 7a se muestra las cinéticas de produccion de esporas para la cepa EA3 en
ambos sistemas de cultivo con medio LB. Se observa que la cantidad de esporas por mL
en medio liquido (6.81x108 + 6.53x107) es mayor a las presentes en medio sélido (2.88x108
+ 4.95x107), alcanzando su maximo nivel a las 72 horas de cultivo mientras en CMS se

alcanza la maxima produccion a las 48 horas.
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Figura 7. Produccién de esporas en medio LB: a) cepa de B. thuringiensis EA3, Cultivo en
medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo); b) cepa de
B. thuringiensis Y15 en medio LB, Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo en
medio soélido (puntos color rosa oscuro).

Utilizando medio LB, la cepa Y15 muestra la maxima producciéon de esporas por mL en
cultivo liquido aproximadamente a las 48 horas (4.75x108 + 7.12x107), mientras que en
cultivo sélido la maxima produccion se alcanza a las 72 horas (2.35x108 + 1.27x108) siendo

2.7 veces menor la cantidad presente en CML (Figura 7b).
7.3 MEDIO GYS

A partir de esta seccién se mostraran los resultados correspondientes a las cinéticas de
produccién de ambas cepas de Bt en medio GYS, mostrando la evolucion de pH, consumo
de glucosa, produccién de biomasa, células vegetativas y esporas en ambos sistemas de

produccion.
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7.3.1 EVOLUCION DE pH

Los cultivos de las cepas Y15 y EA3 en medio GYS muestran un descenso en los valores
iniciales de pH de hasta 2 unidades, mientras en medio LB el descenso de pH en las
primeras horas de cultivo era practicamente imperceptible en medio GYS es claramente
notable, dicho descenso llega a durar hasta 30 horas y practicamente en los cuatro cultivos
los valores de pH se mantienen constantes después de alcanzar el minimo valor de dicho

factor (Figura 8a).
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Figura 8. Evolucién del pH durante el de cultivo en medio GYS: a) cepa de B. thuringiensis

EAS3 Cultivo en medio liquidoML (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul
cielo): b) cepa de B. thuringiensis Y15 Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo

en medio solido (puntos rosa oscuro).
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Durante la cinética de crecimiento en medio LB para Bt EA3 se alcanzaban valores minimos
de pH de aproximadamente 6.8; en el caso del medio GYS la misma cepa alcanza niveles
de pH de hasta 4.5 en ambos sistemas de cultivo. Ademas de ello con el medio LB se
observé que en ambos sistemas de produccion lograban recuperarse de la disminucion del
pH, alcanzando valores de 8.5 0 9; sin embargo, en el caso del medio GYS se observa que
el comportamiento es diferente en ambos sistemas de cultivo, una vez que comienza el
aumento del pH el CML alcanza valores de aproximadamente 6.5, mientras que el CMS
alcanza valores de 4.9 conservandose alrededor de este valor durante el resto de la

fermentacion.

Al igual que la cepa EA3 en medio GYS, la cepa Y15 muestra una caida de pH mas
pronunciada en comparacion con el perfil de pH observado en el medio LB, ademas de que
una vez alcanzado el minimo valor de pH no hay un incremento en este valor
manteniéndose por el resto del tiempo de cultivo por debajo del pH inicial del cultivo. En
ambos sistemas de cultivo, cultivo sélido y cultivo liquido, el valor minimo de pH se alcanza
alrededor de las 30 horas de cultivo de aproximadamente 4.5; después de este tiempo de
cultivo se observa un incremento en dicho valor alcanzando valores de aproximadamente

5.3 al final del cultivo en ambos sistemas (Figura 8b).
7.3.2 CONSUMO DE GLUCOSA

En esta seccion se mostraran los resultados correspondientes al consumo de glucosa del
medio GYS. Durante las cinéticas de crecimiento de microorganismos un parametro
importante de medir es el consumo de sustrato, pues muchas veces este puede ser el que
limite el proceso de produccién. En la siguiente Figura se muestra el perfil de consumo de
glucosa durante la cinética de crecimiento de la cepa EA3, a partir de los cuales se

calcularon los parametros a través del modelo de Pirt (1965).
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Figura 9. Cinética del consumo de sustrato durante el cultivo en medio GYS: a) cepa de B.
thuringiensis EA3, CML (puntos azul marino) y CMS (puntos azul cielo): b) cepa de B.
thuringiensis Y15 GYS, CML (puntos color vino) y CMS (puntos rosa oscuro).

En la Figura 9a se observa que el consumo de glucosa por la cepa EA3 es similar en ambos
sistemas de cultivo, aunque el sustrato se agota totalmente en el cultivo liquido a partir de
las 30 horas, mientras que en cultivo sélido el sustrato se agota hasta las 72 horas. Para la
cepa Y15 se observa un comportamiento similar en las primeras 24 horas, mas en cultivo
liqguido hay un consumo total de glucosa mientras que en el cultivo sélido hay

aproximadamente 8 g/L de glucosa residual a las 72 horas de cultivo (Figura 9b).

Tabla 2. Pardmetros cinéticos del consumo de glucosa de la cepa de B. thuringiensis Y15

y EA3 en Cultivo en medio liquido y Cultivo en medio sélido obtenidos en medio GYS.
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CML CMS CML CMS
Yxis 0.261 0.167 0.271 0.100
m 0.018 0.018 0.0081 0.0469

Yxs rendimiento de biomasa por gramo de sustrato, m coeficiente de mantenimiento.

En ambos sistemas se observa que una pequefia parte del consumo de glucosa se destina
a energia de mantenimiento, lo que significa que el consumo de glucosa no se ocupa para
la sintesis de biomasa. Los parametros (Tabla 2) muestran que el coeficiente de
mantenimiento es el mismo en ambos sistemas de cultivo; no obstante, el rendimiento de
biomasa con respecto al sustrato es 1.5 veces mayor en el cultivo liqguido en comparacion
con el cultivo sélido, esto concuerda con la produccién de biomasa, bajo la misma
concentracion de sustrato inicial se obtienen cantidades diferentes de biomasa, como se
describe mas adelante. De acuerdo a los pardmetros obtenidos para la cepa Y15, se
observa que el CMS el coeficiente de mantenimiento es 5.7 veces mayor con respecto al
CML, esto se refleja en el coeficiente de rendimiento en ambos sistemas, en CML se
produce 0.271 g de biomasa por cada gramo de glucosa consumida, mientras que en CMS
sé6lo hay produccion de 0.1 gramos de biomasa por cada gramo de glucosa. Los valores de

biomasa se presentan en la siguiente seccion.
7.3.3 PRODUCCION DE BIOMASA

En la Figura 10a se muestra la cinética de produccion de biomasa de la cepa de Bt EA3 en
ambos sistemas de cultivo. Al igual que en medio LB se observa una mayor produccién de
biomasa en CML, pero en medio GYS no se observa el proceso de lisis celular que habia
en medio LB en el mismo sistema, continuando con esta maxima producciéon de biomasa

por el resto de la fermentacion, proceso similar en CMS.
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Figura 10. Produccion de biomasa en medio GYS: a) cepa de B. thuringiensis EA3 en

Cultivo en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo)

b) cepa de B. thuringiensis Y15 en Cultivo en medio liquido (Puntos color vino) y Cultivo en

medio soélido (puntos color rosa oscuro).

El cambio en el medio de produccion resulté en un aumento en los niveles de produccion

de biomasa respecto a los obtenidos en el medio de cultivo LB. Con medio GYS, la cepa

EAS3 alcanz6 una maxima produccién de biomasa de 8.5 g/L en CML y de 6.9 g/L en CMS

ambos aproximadamente a las 30 horas de cultivo (Figura 10a). En la Tabla 3 se muestra

un resumen de los pardmetros obtenidos por los ajustes al modelo logistico para cada

sistema de produccion de la cepa EA3 en medio GYS.
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Las cinéticas de crecimiento de la cepa Y15 en ambos sistemas de cultivo muestran un
comportamiento similar al de la cepa EA3. En ambos casos no hay proceso de lisis celular
observado en medio LB, por lo que los maximos niveles de produccion de biomasa
permanecen constantes por el resto de la cinética una vez alcanzados estos valores (Figura
10b). Ademés de evitar el proceso de lisis celular al utilizar medio GYS, se observa un
aumento en la produccion de biomasa en ambos sistemas de cultivo, alcanzando una
méxima produccién de biomasa de 9.56 g/L en CML y de 4.9 g/L en CMS entre las 21y 30
horas de cultivo respectivamente (Figura 10b). Al igual que la cepa EA3 el cultivo liquido
sigue siendo el sistema en el que se obtiene mayor produccién de biomasa. Un resumen

de los pardmetros obtenidos por los ajustes se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros cinéticos de las cepas de B. thuringiensis Y15y EA3 en medio GYS.

CML CMS CML CMS
Xo (g/L) 0.048+0.038  0.126+0.0175  0.313+0.101  0.259+0.043
Xmax (Q/L) 8.51+0.532  6.91+0.513 9.563+0.266  4.91+0.159
p (hh) 0.326£0.051  0.201+0.013  0.222+0.029  0.185+0.016
r2 0.980 0.989 0.963 0.923
TD (h) 2.123 3.450 3.129 3.755
P (g/Lh) 0.283 0.230 0.45 0.16

Xo Biomas inicial, Xmax Biomasa maxima, [ tasa especifica de crecimiento, TD tiempo de duplicacion

celular, P productividad

Los parametros obtenidos para estas cinéticas de crecimiento para la cepa EA3 muestran
que el cambio de medio de cultivo no sélo modifica los niveles de produccion de biomasa,
sino también factores como la tasa especifica de crecimiento sobre todo en el sistema
sé6lido, pues aumenta el tiempo de duplicacion, de 2.96 h en medio LB, a 3.45 h en medio
GYS. Mientras que en el cultivo liquido sucede lo contrario, el cambio de medio produce en
este sistema una disminucién del tiempo de duplicacion, de 2.44 en medio LB, a 2.12 horas,
siendo el CML 0.05 veces mas productivo que el CMS. Los parametros cinéticos para la
cepa Y15 muestran que el cambio de medio de cultivo para esta cepa también afecto la
tasa especifica de crecimiento, pues provoc6é un aumento en el tiempo de duplicacion en
cultivo liquido, de 2.40 h en medio LB, a 3.12 h en medio GYS. A pesar de ello, el tiempo

de duplicacion aun es mayor en cultivo solido (1.2 veces) respecto al cultivo liquido al usar
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medio GYS (Tabla 3) afectando asi las productividades de ambos sistemas, siendo en el

CML 2.8 veces mayor que en CMS.

7.3.4. PRODUCCION DE ESPORAS

Al igual que en medio LB, la cepa EA3 en medio GYS alcanza la maxima produccién de

esporas por mL en cultivo liquido (4.38x10°+ 8.13x10°®) a las 72 horas de cultivo, mientras

en cultivo sélido la maxima produccion se alcanza a las 48 (1.65x10° + 5.30x108) siendo 2.6

veces menor la cantidad respecto al CML. El cambio de medio produjo un aumento en al

menos un orden de magnitud en la cantidad de esporas libres en ambos sistemas de cultivo
(Figura 11a).
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Figura 11. Produccion de esporas en medio GYS: a) cepa de B. thuringiensis EA3, Cultivo

en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo); b) cepa

31



de B. thuringiensis Y15 en medio LB, Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo

en medio solido (puntos color rosa oscuro).

En la Figura 11b se observa la produccion de esporas libres en ambos sistemas de cultivo
para la cepa Y15. A diferencia de la produccién en medio LB, la cepa Y15 en medio GYS
tiene una produccion similar de esporas libres por mL en ambos sistemas de cultivo por
ejemplo a las 30 horas en cultivo sélido hay 2.81x10°+ 1.40x10° esporas libres mientras en
cultivo liquido hay 2.56x10° + 7.95x108 esporas libres, siendo ligeramente mayor en CMS
en algunos tiempos. Estos resultados muestran que existen diferencias intrinsecas en cada
cepa para responder al cambio en la formulacién del medio, asi como en el sistema de
cultivo, por ejemplo, sélo la cepa Y15 fue capaz de producir esporas al mismo nivel en el

medio GYS, tanto en cultivo liquido como en cultivo sélido.
7.4 MEDIO GYS x4

A partir de esta seccién se mostraran los resultados correspondientes a las cinéticas de
produccién de ambas cepas de Bt en medio GYS x4, mostrando la evolucién de pH,
consumo de glucosa, produccion de biomasa, células vegetativas y esporas en ambos

sistemas de produccion.
7.4.1 EVOLUCION DE pH

Se puede observar que la evolucion de pH es similar en ambos sistemas de cultivo, durante
las primeras 9 horas de cultivo en ambos sistemas el pH permanece practicamente
constante, en CML alrededor de 6.6 y en CMS alrededor de 6.8. Después de este periodo
la cinética de evolucion de pH comienza a descender hasta aproximadamente 5.1 en ambos

sistemas permaneciendo constante por el resto del cultivo (Figura 12a).
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Figura 12. Evolucién del pH durante el cultivo en medio GYS x4: a) cepa de B. thuringiensis
EA3 Cultivo en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul
cielo): b) cepa de B. thuringiensis Y15 Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo

en medio solido (puntos rosa oscuro).

El comportamiento de Bt EA3 en medio GYS x4 es similar al usar el medio no concentrado,
sin embargo, los valores minimos en este medio son de aproximadamente 5.3, mientras
gue en el mismo medio no concentrado los valores minimos de pH se mostraban alrededor
de 4-4.5. En ninguno de los dos sistemas se observa un aumento en los valores de pH

como se observd en CML del medio GYS con la cepa EAS.

En el caso de la cepa Bt Y15 los cambios de pH son diferentes en ambos sistemas, mientras

en CMS el descenso de pH comienza practicamente al inicio de la fermentacion, en CML
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tarda alrededor de 7 horas comenzar con el proceso de descenso (Figura 12b). Después
de comenzar el descenso de pH se alcanza un valor minimo de aproximadamente 5.2 en
cultivo sélido y de 5.6 en cultivo liquido manteniéndose dicho valor en este Ultimo sistema
de cultivo, mientras que en CMS después de 24 horas comienza un aumento en el valor de

pH alcanzando valores de aproximadamente 6.3 al final del cultivo.
7.4.2 CONSUMO DE GLUCOSA

En la Figura 13a se muestra la cinética de consumo de glucosa en ambos sistemas de
cultivo para la cepa de Bt EA3. En ambos casos se observa que hay un tiempo de retardo
en el consumo de glucosa, siendo mas acentuadas en cultivo en medio liquido. Durante
aproximadamente 15 horas la concentracién de sustrato en dicho sistema es similar, entre
este tiempo y las 18 horas hay un consumo de aproximadamente 40 g/L del sustrato, pero
después de este tiempo la concentracién del mismo permanece constante hasta las 48
horas. En contraste, en cultivo en medio soélido a las 15 horas se consumidé mas de la mitad
de la concentracién inicial de glucosa, continuando su consumo por el resto del cultivo hasta

agotar el sustrato a las 72 horas.
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Figura 13. Cinética del consumo de sustrato durante el cultivo en medio GYS: a) cepa de
B. thuringiensis EA3, Cultivo en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio solido
(puntos azul cielo): b) cepa de B. thuringiensis Y15 GYS, Cultivo en medio liquido (puntos
color vino) y Cultivo en medio sélido (puntos rosa oscuro).

El consumo de sustrato por la cepa de Bt Y15 en CMS inicia inmediatamente después de
la inoculacion al medio observandose un agotamiento del mismo a partir de las 30 horas de
cultivo. Por el contrario, en CML el consumo de sustrato es mas lento y no se agota
totalmente, pero a diferencia de la cepa EA3 en el mismo sistema de cultivo y con el mismo

medio, el consumo de sustrato es mayor (Figura 13Db).

Al usar un medio como el GYS 4x y de acuerdo a los parametros obtenidos por el ajuste al
modelo de Pirt (Tabla 4), el coeficiente de mantenimiento 5.8 veces mayor en cultivo liuido
para la cepa EA3. Para la cepa Y15 los parametros muestran que se obtiene un mayor
rendimiento de biomasa por gramo de sustrato en cultivo sélido (Yws= 0.137), mientras que
en CML este valor fue Yys=0.075, es decir, menos de la mitad que en CMS. De igual forma
se observa que el consumo de sustrato en CML es mayormente destinado a energia de
mantenimiento celular, pues el valor de dicho coeficiente es 2.1 veces mayor que en cultivo
sélido. Lo anterior sugiere que las bacterias estan en una condicion de estrés en el cultivo
liquido y desvian parte de la energia para responder a esta condicion por la concentracion
de nutrientes.
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos del consumo de glucosa de la cepa de B. thuringiensis Y15
y EA3 en Cultivo en medio liquido y Cultivo en medio sdlido obtenidos en medio GYS x4.

CML CMS CML CMS

Yis 0.075 0.137 0.076 0.113
m 0.114 0.054 0.233 0.040
Yws rendimiento de biomasa por gramo de sustrato, m coeficiente de mantenimiento.

7.4.3 PRODUCCION DE BIOMASA

En contraste al medio GYS no concentrado, donde la cantidad de biomasa producida por
la cepa EA3 era mayor en CML, en medio GYS x4 la mayor produccion de biomasa se

alcanza en CMS con 12.73 g/L, 2.4 veces mayor que en CML (Figura 14a).
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Figura 14. Produccion de biomasa en medio GYS x4: a) cepa de B. thuringiensis EA3 en
Cultivo en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo)
b) cepa de B. thuringiensis Y15 en Cultivo en medio liquido (Puntos color vino) y Cultivo en
medio sélido (puntos color rosa oscuro).

La produccion de biomasa de Bt EA3 en CMS se mantiene constante después de alcanzar
el valor maximo, aunque este fenébmeno no se repite en CML, donde se observa un ligero
proceso de lisis celular. En ambos casos se observa un prolongado tiempo de fase lag (8.7
horas en cultivo solido y 9.9 horas en cultivo liquido) y la diferencia més notable es la
velocidad de crecimiento reflejado en el tiempo de duplicacion, pues mientras en CMS el
tiempo de duplicacion es de 1.5 horas, en CML el tiempo de duplicacion es de 6.2 horas, 4
veces mas tiempo que en CMS (Tabla 5). Los maximos valores de biomasa se obtienen a
las 18 y 21 horas en CML y CMS, respectivamente, resultando en una productividad 2.1

veces mayor en CMS.

Tabla 5. Parametros cinéticos de las cepas de B. thuringiensis Y15 y EA3 en medio GYS
xX4.

Parametros EA3 Y15
CML CMS CML CMS
Xo (g/L) 0.380+0.051 0.011+0.003  0.307+0.058 0.022+0.033
Xmax (9/L)  5.199+0.307 12.73+0.925 10.199+0.127 13.313+£0.291
M (h?) 0.110+0.007 0.462+0.041 0.193+0.026 0.658x0.105

k(h?)  0.446%0.585 NA NA NA
r2 0.946 0.964 0.942 0.958
D 6.262 1.50 3.597 1.054

P (g/Lh) 0.28 0.6 0.33 0.88

Xo Biomas inicial, Xmax Biomasa méaxima, | tasa especifica de crecimiento, k tasa especifica de lisis

celular, TD tiempo de duplicacién celular, P productividad.

El uso de medio GYS concentrado 4 veces mantiene el comportamiento observado para la
cepa Y15 en ambos sistemas de cultivo en medio GYS, donde no se observan procesos de
lisis celular. Sin embargo, a diferencia del medio de cultivo GYS, la méaxima produccién de
biomasa, se obtiene en CMS al utilizar el mismo medio concentrado 4 veces. En dicho
sistema se observa que la maxima produccién de biomasa se logra alrededor de las 15
horas, mientras la maxima produccion de biomasa en CML se alcanza hasta las 30 horas
de cultivo (Figura 13b).
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En términos de productividad de la cepa Y15 el CMS es 2.6 veces mayor que el CML, con
una produccion de biomasa méaxima de 13.3 g/L en CMS y de 10.19 g/L en CML. De
acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 3y 5, el tiempo de duplicacién en CML aumenta,
de 3.12 horas en medio GYS, a 3.59 horas en medio GYS x4; mientras en CMS el tiempo
de duplicacion disminuye, de 3.75 horas en medio GYS, a 1.05 horas en medio GYS x4.

7.4.4. PRODUCCION DE ESPORAS

Continuando con la tendencia de la produccién de biomasa, la produccién de esporas en
CMS de la cepa de Bt EA3 es mayor en todos los tiempos de evaluacion respecto al CML,
alcanzando una méxima produccion de esporas por mL a las 48 horas en cultivo sélido
(5.09x10° + 5.83x108) y a las 72 horas en cultivo liquido (5.55x108 + 2.63x107) siendo hasta
un orden de magnitud mayor en CMS (Figura 15a). Con relacién al medio GYS que se
muestra en la seccién anterior, esta cepa mejoré 3.1 veces la produccién de esporas en
CMS usando el medio GYS x4, aunque en CML cae un orden de magnitud la produccion,
lo cual se relaciona con el mayor gasto energético como lo sugiere el coeficiente de

mantenimiento.
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Figura 15. Produccion de esporas en medio LB: a) cepa de B. thuringiensis EA3, Cultivo
en medio liquido (puntos azul marino) y Cultivo en medio sélido (puntos azul cielo); b) cepa
de B. thuringiensis Y15 en medio LB, Cultivo en medio liquido (puntos color vino) y Cultivo

en medio soélido (puntos color rosa oscuro).

En la Figura 15b se observa que para la cepa Y15, como sucede con la cepa EA3 en medio
GYS x4, la maxima produccion de esporas libres por mL se alcanza en el cultivo sélido,
alcanzando su maximo valor a las 72 horas de cultivo (4.11x10% 1.46x108), siendo 3.7
veces mayor que la produccién en cultivo liquido a las 30 horas (tiempo en alcanzar la
maxima produccién de 1.1x10%+1.41x108). Es decir, para la cepa Y15 en el medio GYS x4,
con respecto al medio GYS, si hubo una diferencia entre el CMS y CML, también
relacionado probablemente a la condicion adversa que representa el cultivo liquido con una
concentracion alta de nutrientes. Sin embargo, en cuanto al rendimiento de esporas, la cepa

de Bt Y15 es menos sensible al cambio del sistema de cultivo, en comparacién con Bt EAS.
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8. DISCUSION

Se ha mencionado que Bacillus thuringiensis es una alternativa importante en el campo del
control bioldgico, por ello la continua busqueda del mejoramiento en la produccion de
proteina Cry y esporas del mismo; ademas de conseguir el mejor método de produccion
para dicha bacteria, es necesario tener métodos efectivos de preservacion a mediano y
largo plazo. La preservacion de Bt en tiras de papel filtro es una técnica sencilla y de bajo
costo, Util para la preservacion de microorganismos como bacterias, no obstante, mostro
ser efectiva s6lo a mediano plazo, manteniendo la viabilidad y produccion de esporas al
menos 3 meses después de la fecha de inicio de los conservados en la cepa EA3, después
de un afio de conservacion la viabilidad de esporas disminuye de 1x10” UFC/mL a 2.4 x10°
UFC/mL (Figura 4a). Mientras que para la cepa Y15 no se logra preservar la produccién de
esporas, después de una semana de conservacion, la viabilidad de las esporas disminuye
aproximadamente en un orden de magnitud a los tres meses de 1.3x108 UFC/mL a 5.27x10’
UFC/mL y dos 6rdenes de magnitud después de un afio de conservacién respectivamente
1.3x108 UFC/mL a 4.9x10° UFC/mL (Figura 4b). Sosa-Lopez y colaboradores (2011)
determinaron la eficiencia del método de conservacién en tiras de papel filtro para dos cepas
de Bacillus subtilis, mostrando que este método de conservacion es eficiente hasta por 3
afos, pues después de este tiempo ambas cepas conservaron la viabilidad de sus células,
asi como las caracteristicas morfoldgicas y la actividad antagénica contra Rhizoctonia
solani. A diferencia de estos autores, la conservacion a largo plazo, 3 afios como lo indican,
no se logr6 a pesar de que ambas bacterias pertenecen al mismo género. Bacillus
thuringiensis es susceptible a este método de conservacion por lo que es necesario evaluar
otro método para asi aumentar el tiempo de vida en almacenamiento, sin afectar los niveles
de produccion de esporas y proteina Cry. Prabakaran y Hoti (2007) desarrollaron un método
de conservacion basado en la inmovilizacion de Bt var. israelensis en una matriz de alginato
almacenada a 4° C, con el cual logran un periodo de conservacion de hasta 10 afios sin

mostrar diferencia significativa en la produccion de esporas y proteina Cry.

Las cinéticas de produccion de Bt se realizaron en tres medios distintos: LB, GYS y GYS
x4 (medio concentrado). A diferencia de los medios que contenian glucosa como fuente de
carbono y energia, el medio LB contenia bacto-triptona. Ademés de probar dos fuentes de
carbono y energia para el crecimiento de Bt, también se evaluaron dos valores de relacion
C/N, de 3.43 en medio LB y de 8.61 en medio GYS y medio GYS x4, pues en este Ultimo a

pesar de estar 4 veces concentrado, la relacion entre todos los componentes del medio se
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conservo. A través de los afios se han realizado diversas investigaciones del efecto que
tiene cada nutriente en los procesos de crecimiento de microorganismos, determinando que
cada tipo de microorganismo tiene preferencias hacia uno u otro sustrato y las cantidades
en las que cada nutriente debe estar presente en el medio de cultivo, para obtener los
mayores rendimientos de productos, ya sea biomasa, esporas o metabolitos. Ademas de
los factores nutricionales, los factores ambientales también forman parte importante durante
el proceso del crecimiento de microorganismos y la formacion de productos. Los factores
como pH, temperatura y concentracion de oxigeno tienen efecto tanto en el crecimiento del
microorganismo como en los productos del mismo. En el caso de Bacillus thuringiensis se
ha realizado una extensa investigacion acerca de los requerimientos nutricionales y

ambientales para obtener la mayor produccién tanto de esporas como de proteinas Cry

Durante las cinéticas de crecimiento de Bt realizadas en este estudio se ajusté el pH de los
medios entre 7 y 7.5 antes del proceso de esterilizacion; en este sentido Morris y
colaboradores (1996) mostraron que a valores iniciales de pH de 7 y 8 se produce una
mayor cantidad de biomasa y toxicidad de la proteina Cry, en comparacion con los cultivos
en los cuales el pH inicial fue 5y 6. Durante la evaluacién de este factor en dichas cinéticas
se observé un comportamiento en el cual en las primeras horas de cultivo el pH disminuia
hasta llegar a un valor minimo, posteriormente habia un aumento en ocasiones mayor al
valor inicial (Figura 5), y en otros casos el aumento de pH se mostré minimo (Figura 8). En
el caso del medio con mayor concentracion de nutrientes los valores de pH permanecieron
constantes una vez que se alcanzé el valor minimo (Figuras 12). El descenso en el pH
observado en las cinéticas de crecimiento puede ser un indicador de la produccion de
acidos orgéanicos, que posteriormente podran metabolizarse y mineralizarse, provocando
un aumento de los valores de pH (Saksinchai et al, 2001). Este descenso observado puede
interferir en el crecimiento de Bt, de hecho, Akiba y colaboradores (1979, 1980) encontraron
gue Bt tiene un crecimiento limitado en suelos y extractos de suelo con un rango de pH
entre 4.8 y 5.4. Los altos tiempos de duplicacién y los bajos rendimientos de produccién de
biomasa pueden ser una consecuencia de la disminucién del pH mas alla del 6ptimo de

crecimiento.

Al evaluarse los cambios de pH en el medio se observa que ambas cepas tienen un
comportamiento similar en los cambios de dicho factor, no obstante los perfiles de pH son
diferentes en cada medio ensayado. En medio LB la cepa EA3 alcanza un pH méximo de

9.06 y la cepa Y15 un méaximo de 8.42 en cultivos liquidos, sugiriendo que al producir menor
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cantidad de biomasa (Tabla 1) la produccion de posibles acidos organicos por la cepa Y15
es menor regulando mejor los cambios de pH. Al hacer el cambio de sistema de cultivo para
la cepa EA3 se sigue observando el mismo comportamiento, pero en este cultivo sélo
alcanza un maximo de 8.56, indicando que el crecimiento en cultivo sélido modera los
cambios de pH. Al realizar el cambio de medio de cultivo los resultados en cuanto a la
evolucion de pH son diferentes como ya se describieron anteriormente, esto puede deberse
no sélo a la presencia de acidos organicos producidos por el mismo microrganismo, Sino
por especies ionicas presentes en el mismo medio los cuales favorecen la brusca
disminucion del pH (NH4SO>). Khanh y colaboradores (2009) ensayaron cuatro compuestos
como agentes de control de pH, mostrando que los compuestos que contienen amonio
tienen un impacto negativo sobre el crecimiento, esporulacion y sintesis de d-endotoxina,
mientras que los compuestos de acetato proveen de una fuente de carbono adicional para
el crecimiento, esporulacién y sintesis de la toxina ademas de mejorar la entomotoxicidad
de la misma. Los medios denominados GYS y GYS x4 tienen dentro de su composicién
sulfato de amonio como fuente de nitrégeno y, como se menciona en el articulo de Khan y
colaboradores (2009), como agente de control de pH, sin embargo, a diferencia de lo
mencionado anteriormente, estos medios mejoran la produccion de biomasa en ambas
cepas de Bt utilizadas en este trabajo (Figuras 10 y 14). Como se mencion0, en estos
medios se observa la mayor caida de pH (hasta aproximadamente 4.5 en medio GYS para
ambas cepas y hasta 5-5.5 en medio GYS x4), por lo que la utilizacién del sulfato de amonio
en estos medios no puede considerarse como agente de control de pH, de echo la
disolucién de dicha sal puede ser causante de la acidificacion del medio durante el tiempo

de cultivo.

Como se menciond anteriormente, los factores nutricionales son muy importantes en la
produccion de esporas de Bt, asi como para la produccién de toxina, cada microorganismo
tiene diferentes requerimientos nutricionales, aunque en cada cultivo se necesita una fuente
de carbono y energia, incluyendo compuestos que contengan los elementos necesarios
para el éptimo crecimiento del microorganismo. Bt es capaz de consumir glucosa como
fuente de carbono, mientras que como fuente de nitrégeno se han propuesto compuestos
como extracto de levadura, peptonas, sulfato de amonio y vitaminas, siendo el extracto de
levadura el mas utilizado en los medios de cultivo para la produccion de esporas y toxina
de Bt. Ademas de las fuentes de C y N necesarios para el crecimiento, se requieren

elementos traza como cofactores de crecimiento, tales como hierro, manganeso y
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magnesio. La falta de algin compuesto en el medio de cultivo puede afectar los
rendimientos finales tanto en la produccién de biomasa, esporas y toxina. En el presente
trabajo, los ensayos con medio LB muestran bajas producciones de biomasa en
comparacion con las producciones alcanzadas al utilizar el medio GYS o GYS x4,
sugiriendo que la fuente de carbono y energia de dicho medio no es adecuado para el
crecimiento de ambas cepas de Bt, ademas de ello al utilizar medio LB las producciones de
biomasa en CMS (1.2 g/L con Bt EA3 y 1.4 g/L con Bt Y15) son las més bajas en
comparacion con los resultados obtenidos para los medios GYS (6.9 g/L con Bt EA3y 4.9
g/L con Bt Y15) y GYS x4 (12.73 g/L con Bt EA3 y 13.31 g/L con Bt Y15) en el mismo

sistema.

Ademas del cambio en la fuente de carbono y energia, el cambio de medio de cultivo se
reflej6 también en un cambio en la relacion C/N del medio, como se menciond
anteriormente, al utilizar medio LB la relacion C/N del medio fue de 3.43 mientras en los
medios restantes la C/N fue de 8.61. Bajo dichas relaciones de C/N la produccion de
esporas en los tres medios sigue una tendencia similar a la observada en la produccién de
biomasa. Respecto al medio LB, al utilizar el medio GYS la produccién de esporas por mL
de medio para la cepa EA3 aumenta 5.7 veces en CMS y 6.4 veces en CML, y para la cepa
Y15 aumenta 11.9 veces en CMS y 5.3 veces en CML. Por otra parte, con respecto al medio
LB, en el medio GYS x4 la cepa EA3 aumenta 17.6 veces en CMS y disminuye 1.2 en CML,;
la cepa Y15 aumenta 17.4 veces en CMS y 2.3 veces en CML, también con respecto al
medio LB. Ahora, con respecto al medio GYS, al utilizar medio GYS x4 la produccion de
esporas de la cepa EA3 aumenta 3.08 veces en CMS y disminuye 7.9 veces en CML;
también la cepa Y15 aumenta 1.46 veces en CMS y disminuye 2.3 veces en CML. Farrera
y colaboradores (1998) sugieren que la relacion C/N inicial del medio y la concentracion de
solidos totales, tiene un efecto directo en cuanto a la produccion de esporas, de acuerdo a
ello al tener una concentracion de sélidos totales de 150 g/L se requiere una relacion C/N
de 4 para el crecimiento, mientras que al tener una concentracion de sélidos totales de 60
g/L, la relacion C/N Optima de crecimiento oscila entre 4 y 9. Al tener una concentracion de
sélidos totales aproximadamente de 150 g/L en medio GYS x4 y una relacion C/N de 8.61,
se observa que la produccion tanto de biomasa como de esporas aumenta respecto a los
medios restantes, sobre todo en CMS. Posiblemente la razon por la que las producciones
de biomasa y esporas en CML con medio GYS x4 son menores, respecto al medio GYS,

se deban a un proceso de inhibicidén por sustrato, la tasa especifica de crecimiento sufre
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una disminucion provocando un aumento en el tiempo de duplicacién del microorganismo,
lo que genera que el sustrato consumido se utilice para cuestiones de mantenimiento celular
y no de crecimiento, en contraste, las ventajas que ofrece el CMS contrarresta los efectos
del incremento de osmolaridad del medio superando la inhibicién por sustrato que se sufre
en CML, dirigiendo el metabolismo a produccién de biomasa.

Berbert-Molina y colaboradores (2008) caracterizaron cinéticas de crecimiento de Bacillus
thuringiensis var. israelensis en concentraciones de glucosa entre 10y 150 g/L, en un medio
denominado GYS. En cultivos con una concentracion de glucosa de 10 g/L los autores
reportan una biomasa maxima de 8.5 g/L. En el presente estudio al utilizar el mismo medio
(GYS) con una concentracion de glucosa de 30 g/L, la maxima produccién de biomasa fue
de 8.5 g/L en CML con Bt EA 3y de 9.5 g/L en CML con Bt Y15, en ambos sistemas de
cultivo y con ambas cepas la biomasa obtenida es menor a la reportada por Berbert-Molina
y colaboradores (2008) para la misma concentracién de 30 g/L en la cual ellos obtienen
15.6 g/L de biomasa. Esto puede ser causa de las diferencias entre las cepas, como se
muestra en este trabajo con Bt EA 3 y Bt Y15, a pesar de provenir de una misma regiéon
geogréfica. En el caso de la concentracion de glucosa de 124 g/L, Berbert-Molina et al.
(2008) obtienen 15.4 g/L, en este ensayo a una concentracion de glucosa de 120 g/L (medio
GYS x4), la maxima produccién de biomasa fue de 12.73 g/L con Bt EA3 y 13.31 g/L con
Bt Y15, cabe mencionar que en dicho articulo la concentracién de glucosa fue el Gnico factor
variante en el medio, desbalanceando dicho medio al incrementar este sustrato y no los
demas, en nuestro estudio se mantuvo la concentracion de cada compuesto ya que en el
medio GYS x4 se aumentd de forma proporcional cada compuesto. Lépez et al. (2010)
obtienen resultados similares al utilizar la levadura Pichia pastoris en cultivo sélido y cultivo
liquido, a bajas concentraciones de sustrato no se encuentra diferencia significativa en la
produccion de biomasa o de la enzima recombinante lacasa, sin embargo, al aumentar la
concentracion de sustrato se produce mayor densidad celular en CMS comparativamente
al CML. Dichas diferencias pueden ser atribuidas a utilizar cepas distintas a Bt var
israelensis, pues entre las mismas cepas Y15y EA3 hay diferencias en cuanto a produccion
de biomasa y esporas en cada uno de los medios utilizados ya sea cultivo liquido o sélido,
como se menciond anteriormente la composicion del medio debe proveer al
microorganismo de todos los componentes necesarios para su 6ptimo crecimiento, por lo
tanto diferentes microrganismos necesitan diferentes tipos de nutrientes y en diferentes
cantidades (Madigan, Martinko y Parker 2009).
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Ademas del factor C/N la transferencia de oxigeno es un factor importante, la limitante del
proceso de difusién de oxigeno en CML es superada en CMS en especial a concentraciones
elevadas de sustratos, donde la demanda bioquimica de oxigeno es mayor. Uno de los
factores que influyen en el proceso de difusion es el area especifica que esta en contacto
con la fase gaseosa donde se transporta el oxigeno, de hecho Viniegra-Gonzalez et al.
(2003) mencionan que la relacion area/volumen de un cultivo solido es mayor a la que se
encuentra en un cultivo liquido, la relacion &rea volumen para un medio liquido impregnado
en PUF es de 1.67x10? cm™, esto proporcionaria una mejor transferencia de oxigeno en el
cultivo sélido en comparacion con el cultivo liquido, donde el &rea especifica en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio seria de 2 cm?, es decir habria
aproximadamente 10 veces mas area para que el oxigeno se transfiera a la fase liquida en
un CMS usando PUF embebido con el medio. De acuerdo con Dulmage (1981), el
crecimiento y la esporulacion de Bt pueden ser optimizados usando altas tasa de aireacion,
por lo tanto esto explicaria el aumento en la produccion de esporas en el cultivo sélido de
este trabajo, en comparacién con el cultivo liquido usando el medio GYS x4. A pesar de las
ventajas que ofrece el cultivo sélido las producciones de esporas reportadas en este trabajo
son inferiores a las reportadas por otros autores para el sistema de cultivo sélido, Zhuang
et al. (2011) reportan alrededor de 9.17x10° a 5.26x10° UFC/g. Las producciones
alcanzadas para CMS utilizando medio GYS y GYS x4 en este trabajo son similares a otros,
Adams et al. (2002) reportan de 1 a 5x10° esporas/g. Las producciones de esporas
maximas en ambos sistemas de cultivo, con ambas cepas y en los medios utilizados son
semejantes a las reportadas para cultivos liquidos, que reportan desde 1x108 a 4x10° UFC
esporas/mL (Golberg et al, 1980; Bing-Lan y Yew-Min, 1998; Ernandes et al, 2013).

La diferencia entre las cepas, muestra que tienen distinto grado de tolerancia al estrés por
la concentracion de nutrientes, pero ambas cepas mejoran la produccién de esporas en
cultivo sélido en el medio mas concentrado, lo que pone en perspectiva que en el CMS
usando PUF se pueden utilizar medios concentrados basados en harinas de bajo costo
(maiz, tapioca, pescado), o bien en solidos de maceracion de granos o incluso lodos de
aguas residuales (Zhuang et al. 2011), con la ventaja de evitar el gasto de agitacion,
aprovechando la relacion &rea/volumen que facilita la transferencia de oxigeno para el

crecimiento de Bt.
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

El método de conservacion con papel filtro garantiza una viabilidad, y rendimiento apropiado
de esporas, hasta por 3 meses para la cepa EA3 y de 1 semana para la cepa Y15, por lo

qgue no se recomienda conservar las cepas por mas de 3 meses con esta técnica.

Al utilizar medio LB, ambas cepas de Bt muestran perfiles de pH similares observando una
ligera disminucion respecto al valor inicial, alcanzando valores de hasta 9 con la cepa EA3
y de 8.6 con la cepa Y15 al final del cultivo.

Al realizar el cambio de medio de cultivo el descenso en pH es mas marcado durante las
primeras 24 horas y alcanzando valores de 2 unidades menores a los valores iniciales en

medio GYS y GYS x4 y para ambas cepas.

Se observa un agotamiento de sustrato en los cultivos de la cepa EAS utilizando medio
GYS, agotandose desde las 30 horas en CML y hasta las 72 horas en CMS. Respecto a la
cepa Y15, el agotamiento de sustrato se observa solamente en CML a partir de las 24 hora
de cultivo, mientras de en CMS hay aproximadamente 8 g/L de glucosa residual al final del
cultivo. En el caso del medio GYS x4 el consumo total del sustrato inicial s6lo se logra en

los CMS en ambas cepas, pues en los CML se mantiene una cantidad de sustrato residual.

Existen diferencias en cuanto a produccion de biomasa, en los tres medios de cultivo
utilizados; en medio LB la mayor produccién de biomasa se obtiene en CML (5.6 g/L para
la cepa EA3 y 3.05 g/L para la cepa Y15) en comparaciéon con CMS (1.2 g/L para la cepa
EA3 y 1.4 g/L para la cepa Y15). No obstante, en medio GYS la produccién de biomasa
aumenta respeto al medio LB, aunque la mayor produccién de biomasa de ambas cepas se
obtiene en CML (8.5 g/L de la cepa EA3 y 9.5 g/L de la cepa Y15). Al utilizar medio GYS
x4, la mayor produccién de biomasa se obtiene en CMS en ambas cepas (12.7g/L para la
cepa EA3 y 13.31g/L para la cepa Y15).

Una variacion similar a la observada en la produccion de biomasa se aprecia en la
produccion de esporas, en medio LB y medio GYS la mayor producciéon de esporas se
obtiene en CML (6.81 x108 esporas/mL y 4.38x10° esporas /mL respectivamente para la
cepa EA3; 6.39x108 esporas /mL y 2.53 x10° esporas /m). La cepa Y15 no mostré diferencia
significativa entre el CML y CMS con medio GYS. Al igual que la produccion de biomasa en

medio GYS x4, la produccién de esporas en dicho medio es mayor en CMS (5.09x10°
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esporas /mL para la cepa EA3 y 4.11x10° esporas /mL para la cepa Y15) respecto a CML
(5.5x108 esporas /mL y 1.1x10° esporas /mL para la cepa Y15).
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10. CONCLUSIONES

El método de conservacion utilizado es adecuado para mantener la cepa de Bt EA3 por un
plazo méaximo de tres meses, no obstante, la cepa Y15 es susceptible a este método de
conservacion pues después de una semana de conservacion la viabilidad de las esporas

producidas comienza a disminuir en al menos un orden de magnitud.

La composicion de cada medio utilizado tuvo un efecto en los pardmetros evaluados
durante las cinéticas de crecimiento, en medio LB y GYS la produccion de biomasa y
esporas se ve favorecida en CML.

Existen diferencias intrinsecas en cada cepa para responder al cambio en la formulacién
del medio, asi como en el sistema de cultivo (CML vs. CMS), por ejemplo, sélo la cepa Y15
fue capaz de producir esporas en cantidades similares en el medio GYS, tanto en CML
como en CMS. También las diferencias en rendimientos fueron menores entre CMS y CML
para esta cepa, en comparacion con la cepa EA3. A pesar de tener tedricamente mayor
disponibilidad de oxigeno en CMS las producciones de biomasa y esporas no reflejan dicha
ventaja en concentraciones bajas de sustrato, probablemente porque la demanda
bioguimica de oxigeno esta cubierta en medios con concentraciones bajas de nutrientes
(medios LBy GYS).

El cultivo sélido podria actuar como un cultivo de lote alimentado en medios con
concentracion alta de nutrientes (medio GYS x4), reduciendo el estrés osmotico que sufren
las células en un cultivo liquido, por lo cual se logra observar un aumento en la produccion

de biomasa y esporas libres en dicho sistema.
11. PERSPECTIVAS

Como perspectiva del presente trabajo se sugiere comprobar la posible retencion de
biomasa retenida en la espuma de poliuretano después del proceso de extraccion, lo que

podria corregir las diferencias entre la produccion de biomasa y esporas.

Es necesario determinar la calidad de las esporas que se producen en ambos sistemas de
cultivo, por ejemplo, la viabilidad o entomotoxicidad. Es decir, corroborar el efecto que tiene
el uso de diferentes fuentes de nitrégeno en la produccién y calidad de esporas y toxina,

sobre todo determinar si el CMS produce esporas y toxinas con distinta calidad.
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Es conveniente determinar la variedad de B. thuringiensis de ambas cepas utilizadas, asi
como el tipo de proteina Cry sintetizada y la cantidad producida en ambos sistemas de
cultivo (CML y CMS), asi como determinar si la produccion de dicha toxina es dependiente
o independiente del proceso de esporulacion.

Seria interesante demostrar si existe un proceso de Quorum sensing y si éste se favorece

en CMS debido al cambio del estado de agregacion de los cimulos de células.

Al corroborar que la cepa Y15 es menos sensible al sistema de cultivo (CML vs CMS), con
respecto a la cepa EA3, por ejemplo, en medio GYS x4, se puede usar esta cepa como
referencia en un estudio molecular (expresion génica) y bioquimico (solutos compatibles
que ayuden a contender el estrés osmaético) para determinar cuéles factores favorecen el
crecimiento de una cepa en CMS, donde se usen medios con concentracién elevada de
materia organica. Esto tendria una repercusién practica para la mejora de cepas aptas para

producir esporas y toxinas en cultivos soélidos.
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