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RESUMEN

La broca del café (Hypotenemus hampei) es la principal plaga del cultivo del café en Costa
Rica. Ante el problema que representa el uso de plaguicidas quimicos, la utilizacién de
bioplaguicidas representa una excelente alternativa. El CICAFE les proporciona a los
caficultores costarricenses el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana para utilizarlo en
el control de la broca, sin embargo, el proceso de fermentacion sobre sustrato sélido
mediante el cual se produce el hongo es muy laborioso y demandante de tiempo y recursos.
Con el objetivo de evaluar el proceso de fermentacion sumergida para la produccién del
hongo, se disefiaron fermentadores sencillos donde se valoré el efecto de diferentes medios
y condiciones de cultivo sobre el rendimiento del mismo; ademds se evalud la
patogenicidad de las esporas producidas en un bioensayo sobre la broca. Los mejores
rendimientos se presentaron en el medio extracto de levadura-peptona con sacarosa;
estadisticamente, la temperatura y la cepa utilizada produjeron diferencias significativas,
mientras que no ocurrié asi con el pH inicial del medio y la luminosidad. Las esporas
producidas en los fermentadores resultaron tener una alta capacidad patogénica, al producir

una mortalidad del 86.7% en el bioensayo realizado.
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ABSTRACT

The coffee berry borer (Hypotenemus hampei) is the main pest that affects coffee in Costa
Rica. Due to the problem that the use of chemical pesticides presents, the use of biological
pesticides represents an excellent alternative to control plagues. CICAFE provides Costa
Rican coffee growers the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana, for them to use it
in the control of the coffee berry borer. Nonetheless, the process of fermentation on a solid
substrate used to grow the fungus implies a lot of work, time and resources. With the aim
to evaluate the process of submerged fermentation for B. bassiana production, simple
fermentation devices were designed, where differences in culture medium as well as
variable culture conditions were evaluated. Also, the rate of pathogenicity against coffee
berry borer of the produced spores was evaluated. The best yields were achieved in the
peptone, yeast extract and sucrose medium. Statistical analysis revealed that significant
differences between results were the product of strain and temperature. All the while the
medium’s initial pH and luminosity showed no effect on the yields. The fermenter-
produced spores resulted to have a high pathogenic capacity, producing a mortality rate of

86.7% 1in the bioassay.

Keywords: Beauveria bassiana, entomopathogenic, fermenter, scaling.
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1. INTRODUCCION

Una de las actividades agricolas que mds impacto ha tenido en el desarrollo econémico y
social de Costa Rica es el cultivo del café, gracias tanto a su comercializacién nacional
como internacional. Sin embargo, afio tras afio se dan grandes pérdidas en las cosechas a
causa del ataque de distintas plagas y enfermedades. Segun el Servicio Fitosanitario del
Estado, la principal plaga que afecta este cultivo es la broca del fruto, Hypothenemus

hampei, un pequefio coledptero de la familia Scolytidae (Alvarez, 2004).

Es casi imposible eliminar totalmente a la broca de una plantacién, sin embargo, mediante
un adecuado manejo integrado de la plaga, que puede abarcar tanto controles quimicos y
biol6gicos como culturales, la densidad de la poblacion puede disminuirse a valores
manejables (Lopez, 1994). El Centro de Investigaciones en Café (CICAFE) participa
activamente en el combate del gran problema que representa esta plaga, mediante la
produccion y distribucion del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana, un controlador
bioldgico de la broca, a los caficultores costarricenses. La produccién del hongo en esta
institucién se lleva a cabo en matrices sélidas que utilizan arroz como sustrato, técnica

bastante artesanal que es demandante de mucho espacio, tiempo, sustrato y por ende, dinero.

Ante esta situacion, la produccién del biocontrolador en un sistema que permita una mayor
productividad a un menor costo seria de gran ayuda a la institucién y a todos aquellos
productores que se benefician con su labor. En la literatura se reporta el crecimiento de B.
bassiana y otros hongos biocontroladores en medio liquido, donde ocurre la produccion de
blastosporas, las cuales pueden ser utilizadas en campo para infectar a distintas especies de

insectos (Gallegos et al., 2003; Taborsky, 1992).

Para evaluar la factibilidad de la produccion de Beauveria bassiana en medio liquido, como
parte de un proceso de escalado que permita sustituir la técnica convencional de cultivo
sobre sustrato solido, se plantea la determinacién del crecimiento del hongo en distintos
sustratos liquidos, llevando a cabo su cultivo en pequefios fermentadores elaborados para tal

fin como parte del proyecto.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo del café en Costa Rica

El café es un cultivo procedente del continente africano. Pese a que existen alrededor de 60
especies, las mds usadas en los paises cafetaleros alrededor del mundo son unas pocas
incluyendo Coffea arabica, Coffea canephora y Coffea liberica, de las cuales la primera es

la que se cultiva en mayor proporcién (Lopez, 1994).

El cultivo del café en Costa Rica siempre ha tenido un importante rol econémico y politico
desde que empez6 a exportarse en la década de 1830 a Suramérica y Europa. En sus inicios,
permitié a los costarricenses vivir de mejor manera, gracias a las exportaciones que se
hacian a Panamd. Desde entonces, ademds de ser una actividad que genera muchos
empleos, las ganancias obtenidas por la produccién y comercializaciéon del mismo han
financiado gran parte de la modernizacion del pais, paralelamente al intercambio econémico

y cultural que ha estimulado con el resto del mundo (Lépez, 1994; Pratt y Harner, 1997).

2.2, La broca del café

2.2.1. Problematica

La broca del café, Hypothenemus hampei (Ferrari) es un pequefio escarabajo negro de
origen africano con una longitud promedio de 2mm que se ha convertido en la principal
plaga del cultivo del café alrededor del mundo (ver Figura 2.1). El dafio es causado por las
hembras, las cuales barrenan los frutos verdes para depositar sus huevos, de los cuales salen
larvas blancas y sin patas que se alimentan en el interior de los granos (Baker y Lea, 1998).
El dafio econdmico que causa es muy grande y se habla de que puede provocar una
disminucién de més del 50% de la cosecha, ya sea por la caida prematura de los frutos o por
el rechazo de aquellos dafiados (los cuales obviamente se ven afectados en sus
caracteristicas fisicas y organolépticas) que provoca una reduccién en el peso total. La

plaga tiene ademds potenciales efectos nocivos para la salud, pues la inocuidad de la bebida



puede perderse, debido a la presencia de ocratoxinas producidas por hongos asociados al

insecto (Camilo et al., 2003).

Larva

Adulto

Figura 2.1. Estadios de desarrollo de la broca del café, Hypotenemus hampei. Tomado de Hill,
1983.

2.2.2. Control

Dada la biologia y el comportamiento de esta plaga se presentan serias dificultades para su
control, ya que como se menciond antes, el adulto se encuentra protegido en el interior de
los frutos, y ademds se reproduce rapidamente; tales factores han hecho que los métodos
tradicionales de control, especialmente la aplicacion de varias sustancias de indole quimico,
hayan demostrado ser poco eficaces (Benavides ef al., 2003). Incluso en el caso del
endosulfan, producto quimico que alguna vez demostro ser efectivo contra la broca del fruto
del café, el panorama estd cambiando, pues se reporta que el insecto ha desarrollado en
algunas latitudes grandes niveles de resistencia al mismo, que estidn dando como resultado

amplios niveles de infestacion sin importar si se utiliza el insecticida (Brun et al., 1994).

Como consecuencia, en la actualidad se trabaja intensamente en la buisqueda y utilizacién de
enemigos naturales para el manejo de la broca. Los agentes fungicos son prometedores en
este aspecto, pues actian por contacto y no necesitan ser ingeridos, ademds pueden ser
producidos en masa y son relativamente especificos. El control biolégico basado en la
utilizacién de hongos entomopatégenos (aquellos que parasitan insectos) es una tecnologia
renovable y muy accesible para incluso los agricultores de bajos recursos (Haraprasad et al.,

2001).



2.3. Control biolégico

2.3.1. Definicion

El término control biolégico fue utilizado por primera vez por H.S. Smith en 1919, para
referirse al uso de enemigos naturales para el control de insectos plaga. Obviamente, este
concepto se ha ampliado de gran manera y su alcance se ha extendido con el tiempo, de
manera que en la actualidad pueden encontrarse muchas otras definiciones, pero el principio
continda siendo el mismo (Barrera, 2000). Aunque se sabe que hace mds de mil afios los
agricultores chinos utilizaban hormigas para controlar gusanos en las plantaciones de
citricos, el control biolégico naci6 como método cientifico hacia finales del siglo XIX, con
el exitoso caso ocurrido en 1888 de la introduccién de Australia a California, del escarabajo
Rodolia cardinalis para el control de la escama algodonosa de los citricos (Barrera, 2000;

Carballo y Guaharay, 2004).

En principio, cualquier organismo es susceptible al control biolégico, pues en la naturaleza
todo organismo tiene uno o mas antagonistas que lo eliminan o compiten con €l (Hanson y
Hilje, 1993). A partir del uso de insectos entoméfagos para el control de insectos plaga, el
control biolégico se ha extendido al uso de una amplia gama de organismos que ahora son
utilizados como agentes de control. Entre estos se encuentran los virus, las bacterias y sus
toxinas, hongos, nematodos, insectos, dcaros y vertebrados de varias clases; es de esperar en
este sentido, que con el tiempo ocurra una expansion considerable en el rango tanto de los
organismos controlados biolégicamente como de aquellos que proveen el control (Carballo

y Guaharay, 2004).

2.3.2. Clases de enemigos naturales

La manera en que los organismos utilizados como agentes de control llevan a cabo su
accion controladora es muy diversa; mientras que la mayoria de mecanismos generalmente
tienen como efecto la muerte directa del organismo que atacan, a veces operan de otras

maneras, como es el caso de los hongos antagonistas que inhiben el desarrollo de otros



microorganismos, mediante sustancias que excretan (antibidticos) (Barrera, 2000). Debido
a esto, resulta conveniente clasificar a los enemigos naturales en varios grupos o clases de

acuerdo a las caracteristicas que los separan; los mismos se describen a continuacion:

2.3.2.1. Depredadores:

Se trata de individuos que en su estado inmaduro o adulto, buscan gran cantidad de presas
para alimentarse y completar su ciclo de vida; por lo general son de mayor tamafio que su
presa (DeBach, 1986). Algunos consumen un amplio rango de especies (polifagos), otros
un rango mads estrecho (olifagos), y otros son altamente especificos (monéfagos). Las
mantis, arafias, hormigas y escarabajos de la familia Coccinelidae son ejemplos de

depredadores (Barrera, 2000).

2.3.2.2. Parasitoides:

Los parasitoides son organismos que en su estado inmaduro poseen naturaleza parasitica,
pues se alimentan y desarrollan sobre o dentro del cuerpo de un solo individuo hospedante,
mientras que en su estado adulto son de vida libre y muy activos para buscar al organismo
que parasitan, al cual se le denomina hospedero (Barrera, 2000). Se diferencian de los
verdaderos parasitos, los cuales dependen de un hospedante vivo para su supervivencia y no
necesariamente le causan la muerte. Los parasitoides son los enemigos naturales maés
utilizados en los programas de control biolégico. La mayoria de los parasitoides (85%) son
del orden Hymenoptera (avispitas parasiticas) y unos pocos (15%) son del orden Diptera

(Carballo y Guaharay, 2004; Hanson y Hilje, 1993).

2.3.2.3. Antagonistas:

Algunos agentes de control biol6gico influyen sobre la abundancia de las plagas pero no se
alimentan directamente sobre ellas. Estos afectan a las poblaciones de plagas por exclusion
competitiva, la cual puede ser una simple exclusion fisica o mediante sustancias
(antibidticos) que son liberados por los antagonistas. Este tipo de agentes tienen especial

importancia en el control bioldgico de fitopatégenos (Barrera, 2000).



2.3.2.4. Patégenos:

Los patdégenos son microorganismos parasiticos muchos mas pequeios que su hospedero y
que frecuentemente lo matan. Para que un patégeno mate a su hospedero, debe haber
ocurrido reproduccion dentro de él o un ataque masivo, y el hospedante muere con miles de
patégenos dentro de su cuerpo. Se consideran como patégenos a las bacterias, virus,

hongos, protozoarios y nematodos. (Hanson y Hilje, 1993).

Los hongos patdgenos de insectos (hongos entomopatégenos) ofrecen muchas posibilidades
para la reduccién de poblaciones plaga, esto se puede lograr ya sea favoreciendo el
incremento de poblaciones de patégenos nativos o por la introduccién de patégenos
producidos masivamente, denominados bioplaguicidas o plaguicidas microbianos (Lomer y
Lomer, 2004). Debido a su diminuto tamafio y rdpida reproduccion, son mas faciles de
producir masivamente que los parasitoides y pueden ser liberados contra las plagas usando

equipos desarrollados para la aplicacién de plaguicidas quimicos (Hanson y Hilje, 1993).

24. Bioplaguicidas

2.4.1. Interés en el uso de bioplaguicidas

Los insecticidas quimicos han sido utilizados extensivamente por muchos afios debido a su
efectividad y facilidad de uso. Sin embargo, en la actualidad se estdn imponiendo controles
mas estrictos a su distribucién y uso, debido en parte a una mayor conciencia respecto al
peligro que representan para el ser humano y para el ambiente, y en parte porque muchos
sistemas agricolas ya no son rentables econdmicamente debido al precio y cantidad de
insecticidas utilizados (Thomas, 1999). Por si eso fuera poco, como resultado de ese control
mdas minucioso, muchos de los insecticidas que han demostrado ser mds eficaces, no han
sido aprobados en los nuevos procesos de registro; hecho que junto con la aparicién de
plagas resistentes a diversos productos ha resaltado la importancia de desarrollar estrategias

basadas en el control bioldgico dentro de la filosofia del manejo integrado de plagas. El uso



de bioplaguicidas a base de patdgenos fungicos especificos y agresivos es una de esas

estrategias que parece ser prometedora (Jackson, 1997, Monz6n, 2001).
2.4.2. Desarrollo y produccion de bioplaguicidas

El estudio de epizootias naturales provocadas por hongos y bacterias entomopatégenas
durante la dltima mitad del siglo XIX y la primera mitad del siglo XX estimulé de gran
manera el interés del hombre en el empleo de tales microorganismos como bioplaguicidas
para controlar plagas de importancia agricola. Tales estudios se realizaron con el objetivo
de desarrollar estrategias de produccién masiva como un prerrequisito necesario para
aplicaciones de campo a gran escala (Tavorsky, 1992). Desde entonces, sin embargo, a
pesar de que alrededor del mundo, una enorme cantidad de microorganismos con gran
potencial para ser utilizados como bioplaguicidas han sido descubiertos, s6lo una pequeia
parte de estos ha sido desarrollada y comercializada hasta la fecha, en gran medida a causa
de la falta de métodos econdémicos de produccion (Jackson et al., 2004). El método estandar
para la produccion de microorganismos es el proceso de fermentacién. Aunque existen
varios tipos de fermentacién, los principales son la fermentaciéon sumergida y la

fermentacion semi solida (Tavorsky, 1992).
2.4.2.1. Fermentacion semi solida

Es este tipo de fermentacion, utilizada basicamente para hongos, el microorganismo se
desarrolla en la superficie himeda de un material sélido, el cual generalmente es algin
grano de cereal procesado, aunque se han realizado intentos para utilizar materiales de
desecho. Esto permite al hongo crecer en condiciones similares a las encontradas en la
naturaleza; las esporas, los propagulos infectivos mediante los cuales el hongo sobrevive e
infecta insectos, son producidas en el aire. Aunque las fermentaciones semi sélidas son
relativamente faciles de desarrollar en pequefia escala, el escalado de las mismas a las

proporciones necesarias para productos comerciales es bastante dificil (Tavorsky, 1992).

En el caso de los hongos entomopatdgenos, los paises en vias de desarrollo han aplicado
métodos de fermentacion en sustrato s6lido, pero estos presentan muchas restricciones para

la producciéon a nivel comercial. Por un lado, el escalado se dificulta por problemas



asociados con la esterilizacion del sustrato, intercambio gaseoso, control de la temperatura,
mantenimiento de cultivos puros y recuperacion del producto a partir del sustrato. Por otra
parte, el tiempo de fermentacién necesario para la esporulacién en sustratos solidos
(generalmente requiere semanas), la cantidad de personal y la infraestructura (grandes
espacios fisicos), son factores que aumentan los costos de gran manera en este tipo de

metodologias (Deshpande, 1999; Jackson, 1997; Jackson et al., 2004).

2.4.2.2. Fermentacion sumergida

Frente al panorama descrito antes para la fermentaciéon semi sdlida, la fermentacién
sumergida se perfila como el método mas econdémico para la producciéon de agentes
biocontroladores. Se trata, como su nombre lo indica, del crecimiento de microorganismos

en sistemas totalmente liquidos (Tavorsky, 1992).

Existen gran cantidad de ventajas que hacen de esta metodologia mas efectiva, entre las que
se destaca la necesidad de menos mano de obra para operar el fermentador y manejo del
producto. Se cuenta ademads con la posibilidad de controlar de manera mas sencilla factores
ambientales como la temperatura, aireaciéon y pH, manteniendo mads estable el medio de
crecimiento, cuya homogeneidad favorece las etapas de procesamiento posteriores (Jackson,

1997; Tavorsky, 1992).

2.5. Beauveria bassiana

2.5.1. Taxonomia

Dentro del grupo de los hongos entomopatégenos se encuentra el género Beauveria, pardsito
de un gran ndmero de artrépodos, encontrandosele en mas de 200 especies de 4caros e
insectos de diferentes 6rdenes (Dalla er al., 2005). A este género pertenece la especie
Beauveria bassiana, encontrada en suelos alrededor de todo el mundo. Se trata de un hongo
que se clasifico inicialmente en la clase Deuteromicetes u hongos imperfectos (de los que no

se conoce su fase sexual) pero que recientemente ha sido reclasificado como un Ascomicete,



pues se descubrié su teleomorfo (forma sexual) en Asia, recibiendo éste el nombre de
Cordyceps bassiana (Huang et al., 2002). Sin embargo, la amplia utilizacién de su nombre
como anamorfo (forma asexual) hace més conveniente referirse al hongo como Beauveria

bassiana, y asi se hard a lo largo de este trabajo.
2.5.2. Caracteristicas

B. bassiana posee un micelio de color blanco formado por hifas con septos simples, las
conidias son hialinas y globosas con tamafios que varian de 2 a 3.5um. Los cadédveres de
insectos infectados por este hongo presentan una densa cubierta blanca formada por el
micelio y la esporulacion del hongo, razén por la cual se le denomina muscardina blanca, a
la enfermedad de los insectos que son parasitados por el mismo (Carballo y Guaharay,

2004).

El ciclo de vida de B. bassiana es similar al de otros hongos entomopatdgenos; una vez que
germina sobre la cuticula del hospedero produce una hifa de penetraciéon que mediante la
accion de proteasas, quitinasas y lipasas, es capaz de ingresar y posteriormente colonizar el
insecto, para finalmente formar estructuras reproductivas que pueden iniciar de nuevo el
ciclo (Iskandarov et al., 2006; Monz6n, 2001). Entre la penetraciéon del exoesqueleto y la
esporulacion final sobre el cadaver del insecto, existe una etapa media de proliferacion, que
comienza cuando el hongo alcanza el hemocele. Lo que ocurre en esta etapa es que la
produccién de cuerpos hifales y células gemantes parecidas a levaduras denominadas
blastosporas, las cuales permiten la dispersion y proliferacion del hongo a través de la

hemolinfa (Carballo y Guaharay, 2004; Deacon, 1990).

2.5.3. Patogenicidad

Beauveria bassiana infecta una gran diversidad de familias de insectos, aunque la mayoria
son coledpteros y lepidopteros. Entre las plagas que son controladas usualmente con este
hongo se encuentran la mosca blanca (Bemisia tabaci), el picudo del algodon (Anthonomus
grandis), el picudo del chile (Anthonomus eugenii), el escarabajo de la papa (Leptinotarsa
decemlineata), l1a palomilla Cydia pomonella en manzana, el barrenador europeo del maiz

(Ostrinia nubilialis), la oruga de los pinos (Dendrolimus spp), el picudo de la cafia de



azucar (Metamazius hemipterus), el gorgojo de la cafia de azucar (Sphenophorus levis), el
barrenador gigante de la cafia de azucar (Castnia licus), el picudo del platano (Cosmopolites
sordidus) y diferentes especies de chinches y saltamontes (Carballo y Guaharay, 2004). De
igual manera, B. bassiana ha sido usado ampliamente en distintos paises para controlar la
broca del café, utilizando diversas metodologias de aplicaciéon y formulaciones para
aumentar la efectividad del hongo. Los resultados obtenidos algunas veces han cumplido o
superado las expectativas, mientras que en ocasiones no se alcanzan valores de mortalidad
tan altos como se esperan, resultados tan desiguales obedecen evidentemente a la amplia
variedad de condiciones experimentales utilizadas. Bustillo er al. (1999) por ejemplo,
reportan mortalidades de hasta un 30% cuando se asperj6 una formulacién que contenia una
mezcla de conidios del hongo y aceite al suelo, mientras que Haraprasad er al. (2000)
obtuvieron niveles de mortalidad de hasta un 75.6% cuando se asperjé una solucién del

hongo en agua a plantas afectadas por el insecto.

Siempre dentro del marco de control bioldgico, incluso se ha encontrado que este hongo
entomopatdgeno puede actuar en campo, reduciendo considerablemente las poblaciones de
H. hampei con una efectividad incluso mayor que la obtenida con el uso de avispas

parasitoides (Benavides y Arévalo, 2002).

2.5.4. Produccion comercial

La producciéon masiva de B. bassiana para utilizarlo en el combate de plagas puede
realizarse por fermentacion en sustratos sélidos o en medios liquidos, como se describid
anteriormente para la elaboracion de bioplaguicidas. Cuando se realiza en sustratos sélidos,
se producen gran cantidad de conidias aéreas (Figura 2.2.A), mientras que en los cultivos
liquidos el hongo crece de manera similar a las levaduras, produciendo altas
concentraciones de propdgulos vegetativos denominados blastosporas (Figura 2.2.C), las
mismas que se producen en la hemolinfa de los insectos (Vega et al., 2003). También, se ha

descubierto que cuando crece en medios liquidos quimicamente definidos, ademds de
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blastosporas, el hongo produce esporas muy similares a las conidias aéreas, a las que se les

denomina conidias sumergidas (Figura 2.2.B) (Thomas et al., 1987).

Figura 2.2. Imagenes de conidias aéreas (A), conidias sumergidas (B) y blastosporas (C) del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana obtenidas en un microscopio de contraste de

fases. Tomado de Thomas, 1987.
2.5.4.1. Produccion en sustrato solido

Como se menciond en un apartado anterior, la fermentacion semi sélida es la metodologia
que con mayor frecuencia se utiliza en los paises no industrializados con el fin de obtener
grandes cantidades de esporas del hongo. La metodologia seguida es basicamente la misma
alrededor del mundo, se trata de un proceso de varias etapas, que en general se organiza en
dos fases. En la primera fase o fase de cepario B. bassiana se aisla y se cultiva en medios
puros ya sean solidos o liquidos; las esporas producidas en estos se utilizan como inéculo en
la segunda fase. Esta dltima comprende la preparaciéon y esterilizacién del sustrato

seleccionado por el productor en las matrices (bolsas o recipientes que contienen el
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sustrato), la inoculacion e incubacion de las mismas, el proceso de secado y la cosecha del

hongo (Monzén, 2001).

Uno de los sustratos que mads se utiliza para la fermentacién semi sélida es el arroz. Este es
utilizado para la produccion del hongo en el Centro de Investigaciones en Café de Costa
Rica, como parte del programa de manejo integrado de la broca que impulsa el Instituto del
Café de Costa Rica (Barquero, 2005). Nelson et al. (1996) utilizaron de igual manera el
arroz para producir tres especies de hongos entomopatdgenos, Beauveria bassiana,
Beauveria brongniartii y Metarhizium anisopliae, encontrando que el arroz por si solo,
rendia incluso mejores resultados que el arroz enriquecido con aditivos como la glucosa y el
extracto de levadura, o que la cebada o el trigo molido como sustrato. Al cabo de 3 semanas
de crecimiento a 23° C, las matrices de arroz alcanzaron una concentraciéon maxima de

4.38x10” conidios por gramo de sustrato para B. bassiana (Nelson et al., 1996).

Magara et al. (2004) realizaron una investigacion utilizando diversos sustratos s6lidos como
parte de un proceso difasico de produccién de B. bassiana. Maiz molido, afrecho de maiz,
bagazo, cascara de algoddn, afrecho de maiz con bagazo, afrecho de maiz con cascaras de
algoddn y bagazo con levadura gastada fueron los sustratos evaluados en el ensayo. En esta
ocasion, el maiz molido resulté ser el mdas productivo con un rendimiento de 3.2x10°
conidios por gramo, seguido por el afrecho de maiz, con 3.1x10° conidios por gramo. No se

detallan las condiciones de cultivo.
2.5.4.2. Produccion en sustrato liquido

El cultivo liquido de este entomopatégeno puede realizarse en distintos sistemas, desde
erlenmeyers en agitacion hasta fermentadores de escala industrial. La fermentacién liquida
de B. bassiana se ha realizado exitosamente persiguiendo objetivos de muy diversa indole,
desde la obtencion de blastosporas para ser usadas en control biolégico hasta la producciéon
de metabolitos de importancia clinica como los reportados por Matsuda et al. (2004) y
Fukuda et al. (2004). En todos los casos, se ha observado que el hongo es de rapido
crecimiento, y que se adapta a gran cantidad de sustratos, siempre y cuando posean una

adecuada aireacion, fuentes de carbono, nitrégeno y elementos minerales (Iskandarov et al.,

12



2006). Comparadas con las conidias, las preparaciones de blastosporas obtenidas en
sustrato liquido muestran una mayor velocidad de germinacion tanto sobre agar como sobre
la cuticula de los insectos, lo que hace de las ultimas una gran promesa como propagulos
bioinsecticidas (Vega et al., 2003). Estudios recientes, por ejemplo, sugieren que
blastosporas del hongo entomopatégeno Paecilomyces fumosoroseus producidas en medio
liquido, son més efectivas que las conidias infectando y matando mosca blanca (Bemisia
argentifolii), eficacia que es superior debido a una tasa de germinacion significativamente
mads rapida de las blastosporas en la cuticula del insecto (Jackson et al., 2006). De igual
manera se ha observado que esto ocurre con cultivos de B. bassiana, aunque en contraste
con la mayor patogenicidad de las blastosporas, estas tienen menor estabilidad en

almacenamiento que las conidias (Leland et al.; 2005).

En la literatura se encuentra una importante cantidad de ensayos que describen la
produccion del hongo en sistemas de fermentacion sumergida, donde se evaldan gran
cantidad de variables en lo que a medios de cultivo y condiciones de crecimiento se refiere.
En tales sistemas, los medios utilizados son de dos tipos: definidos o complejos. Los
medios definidos se obtienen adicionando ingredientes quimicamente definidos a un
volumen especifico de agua destilada, mientras que los medios complejos se preparan a base
de hidrolizados de proteina o extractos de origen vegetal o animal (BD BIONUTRIENTS.
2006).

Haraprasad et al. (2001) reportaron la produccion de B. bassiana en medio liquido complejo
YPD (dextrosa-extracto de levadura suplementado con peptona) utilizando botellas Roux de
1000 ml. Al cabo de 8 dias de incubacién observaron un crecimiento profuso del hongo,
cuya biomasa, al ser liofilizada dio como resultado 3 gramos de polvo seco por cada botella
Roux. Otro caso en el que se cultivd B. bassiana en un sistema cerrado (también
denominado discontinuo) en agitacion fue llevado a cabo por Bidochka et al. (1990),
quienes cultivaron el hongo en medio liquido de gelatina suplementado solamente con
monosacaridos, disacdridos, polioles o el amino azicar N-acetil-D-glucosamina. El
crecimiento se promovié colocando los medios en un agitador orbital con bafio de agua a

27°C a una velocidad de 180 rpm.
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Como medios complejos también se han utilizado materiales de bajo costo e incluso
subproductos de procesos que generalmente se desechan. Gallegos et al. (2003) produjeron
blastosporas en medios liquidos a base de harina de soya, harina de frijol, harina de haba y
Caldo Dextrosa Sabouraud; ellos encontraron que las esporas producidas en harina de soya
como sustrato eran mds infectivas contra el picudo de la yema del manzano (Amphidees
spp) que las que crecieron en los otros sustratos. Dalla er al. (2005) obtuvieron grandes
cantidades de esporas mediante la fermentacion del hongo en fermentadores utilizando

papas de rechazo, broza de café, y bagazo de caia de azicar, todos finamente molidos.

Mediante la utilizacién de medios definidos, algunos investigadores han obtenido
rendimientos comparables a los obtenidos en medios complejos, a pesar de que es sabido
que estos ultimos generalmente permiten obtener mayores niveles de produccién. Thomas
et al. (1987) utilizaron el medio definido TKI, el cual les permitié obtener gran cantidad de
conidias sumergidas; Hegedus et al. (1990) utilizaron un medio definido que contenia N-
acetil-glucosamina y obtuvieron mejores resultados en cuanto a producciéon de conidias
sumergidas que con medio extracto de levadura-peptona-glucosa (YPG). Por otra parte,
utilizando un medio definido en sus componentes excepto por la fuente de carbono
(melaza), Solis et al. (2006) produjeron en un fermentador con impulsores mecdanicos,
blastosporas que al ser utilizadas contra la palomilla del manzano (Cydia pomonella)

causaron una mortalidad maxima del 96%.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar la fermentaciéon sumergida del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana

bajo diferentes condiciones de cultivo mediante su desarrollo en fermentadores.

Objetivos Especificos

e Elaborar fermentadores para el cultivo de B. bassiana en medio liquido.

e Verificar la funcionalidad de los fermentadores para el cultivo del microorganismo.

e Evaluar y monitorear el crecimiento de B. bassiana en distintos medios de cultivo.

e Evaluar y monitorear el crecimiento de B. bassiana en diferentes temperaturas

e Evaluar y monitorear el crecimiento de B. bassiana en medios con diferente pH

e Evaluar y monitorear el crecimiento de B. bassiana bajo distintas condiciones

luminicas
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4. MATERIALES Y METODOS

La descripcidn del proceso experimental estd dividida en dos fases con el fin de facilitar la
comprension del mismo. En la primera fase se definen las metodologias involucradas en la
elaboraciéon y pruebas preliminares de los fermentadores, mientras que en la segunda se
exponen los detalles de los ensayos de fermentacion sumergida, realizados con base en la
experiencia adquirida en la primera fase, asi como un bioensayo de blastosporas de
Beauveria bassiana sobre la broca del café. Cabe destacar que en ambas fases los ensayos

se realizaron en el mismo sitio y se utiliz6 el mismo microorganismo.
Localizacion

Todas las pruebas y ensayos realizados se llevaron a cabo en el Laboratorio de Investigacion
en Fitopatologia del CICAFE, ubicado en el distrito San Pedro de Barva, provincia de

Heredia.
Microorganismo

La cepa de Beauveria bassiana que se utiliz6 a lo largo de todo el estudio corresponde al
aislado Sar, el cual fue obtenido por el CICAFE en agosto de 2004, en el distrito Sarchi Sur
de Alajuela. Echeverria (2006) llevé a cabo un proceso de seleccion en el que se evaluaron
éste y otros aislamientos; al final del mismo esta cepa fue elegida por su mayor
esporulacidn, resistencia a la luz ultravioleta y agresividad contra la broca del café. Desde
entonces, Sar es la cepa que se utiliza rutinariamente para la produccion del biocontrolador

en sustrato sélido en el CICAFE.

4.1. FASE 1

4.1.1. Elaboracion de los fermentadores

Con el objetivo de evaluar la fermentacion sumergida de B. bassiana, en esta investigacion

fue necesario elaborar un médulo o sistema (denominado aqui fermentador) que permitié al
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hongo desarrollarse, mientras se llevaron a cabo los ensayos de cultivo del mismo. Se

construyeron dos tipos de fermentadores diferentes.

4.1.1.1. Fermentadores tipo 1

Para construir cada fermentador tipo I, de los cuales se elaboraron tres en total, se utilizé
como base una botella de polipropileno con tapa ancha de 1 litro de capacidad. A la tapa de
la botella se le hicieron tres agujeros dispuestos en un tridngulo equildtero; para realizar las
perforaciones se utilizé un taladro. Para el acabado final de los agujeros utiliz6 una lija para

adecuarlos al didmetro de las mangueras y tubos que se introducirian en los mismos.

En dos de los orificios realizados se introdujeron mangueras de hule autoclavables, una para
la entrada de aire y otra para la salida del mismo. En el tercer orificio se introdujo un tubo
que permitiria el muestreo para las posteriores evaluaciones. El tubo era en realidad la parte
superior de un balén aforado de polipropileno marca Nalgene® de 50 ml, pues contaba con
tapa y rosca en la parte superior lo cual representaba una ventaja para muestrear y mantener
cerrado el sistema en los periodos de cultivo. La unién entre los distintos componentes y la

tapa de la botella se realizé utilizando silicon negro OCi®, resistente a altas temperaturas.

Mecanismo dual de aireacion y agitacion: Una parte vital en los fermentadores consistia en
el sistema que permitia llevar a cabo la aireacion del medio y a la vez la agitacion constante
del mismo. Para tal propésito se utilizé para cada fermentador una bomba de aire ELITE®
801 (marca HAGEN) con una salida de aire de 2500 cc/minuto y una presion de trabajo de
3.0 P.S.I. Cada bomba de aire se conectaba al fermentador por medio de una manguera
ELITE® Flex-Air de 90 cm de longitud. Luego de salir impulsado de la bomba, el aire era
filtrado al pasar por un sujeta-filtro reutilizable de poliacetal Pall® en cuyo interior se
colocaba un filtro de membrana Metricell de 25mm de didmetro con poros de 0.2 pm. Los
sujeta-filtros se ajustaban perfectamente a las mangueras de entrada de aire de cada
fermentador. En la parte inferior de cada manguera de entrada se ajustaba una campana de
aireacion, que era la parte inferior de un balén aforado de polipropileno a la que se le

realizaron pequefios agujeros a su alrededor para permitir la salida y dispersion del aire en el
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medio. Para que la campana no flotara sobre el medio se rellenaba en su interior con perlas

de vidrio.

El aire, una vez que emergia de la manguera de entrada en forma de burbujas, salia del
fermentador por la manguera de salida que tenia en su extremo otro sujeta-filtro reutilizable
de poliacetal Pall® en el que se colocaban discos de 25 mm de didmetro de papel filtro P8

Fisherbrand®, a manera de filtro de salida.

4.1.1.2. Fermentadores tipo I1

Al realizar pruebas con los fermentadores tipo I se presentaron muchos problemas de
contaminacion (descritos més adelante), de manera que se dejaron de utilizar. Como
sustituto se elaboraron unos nuevos en cuya fabricacién no se utilizé ningin material
plastico. Se utiliz6 como recipiente base erlenmeyers de 1 litro de capacidad, a los que se
les colocé un tap6n de hule que se ajustaba a la boca de los mismos. Con ayuda de un
sacabocados N°3 se realizaron tres perforaciones equidistantes en los tapones de hule, por
los cuales se introdujeron tres segmentos de varilla de vidrio previamente cortados,
correspondientes a la entrada de aire, salida de aire y tubo de muestreo. Un total de seis

fermentadores tipo II fueron elaborados.

Mecanismo dual de aireacion y agitacion: En el caso de los fermentadores tipo II el sistema
de aireacion se mantuvo similar al de los fermentadores tipo I, aunque se realizé un cambio
importante en el filtro de entrada de aire. Al igual que antes, el aire de cada fermentador se
abastecia mediante una bomba de aire ELITE® 801 (marca HAGEN) con una salida de aire
de 2500 cc/minuto y una presién de trabajo de 3.0 P.S.I; la misma se conectada al
fermentador por medio de una manguera ELITE® Flex-Air de 90 cm de longitud. En estos
nuevos fermentadores el aire que entraba pasaba por unidades de filtraciéon Millex® FG de
Millipore®; que contaban en su interior con un filtro de membrana de 50mm de didmetro (el
doble del didmetro de los filtros usados en los fermentadores tipo I) con poros de 0.2 pm.
Las unidades de filtraciéon se encontraban unidas al tubo de vidrio de entrada de aire por
medio de un segmento de aproximadamente 6 cm de largo de manguera de hule natural

Fisher Scientific®.
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El aire, una vez que emergia del tubo de entrada en forma de burbujas, salia del fermentador
por el tubo de vidrio de salida y pasando un segmento de 6 cm de manguera ingresaba a un
sujeta-filtro reutilizable de poliacetal marca Pall® en el que se colocaban discos de 25 mm

de didmetro de papel filtro P8 Fisherbrand®, a manera de filtro de salida.
4.1.2. Ensayos de prueba con los fermentadores

Los ensayos de prueba realizados en ambos tipos de fermentadores tenian por objetivo
valorar de manera cualitativa la efectividad de los fermentadores y el grado de
contaminacion, para asi poder realizar los ajustes necesarios en busca de la mejora de los
mismos. Es importante destacar que en esta parte de la investigacién no se llevo a cabo una
estandarizacion tan minuciosa de las condiciones de cultivo y dias de muestreo como si se

hizo en la segunda fase.
4.1.2.1. Pruebas de cultivo con los fermentadores tipo 1

Para evaluar la funcionalidad de los fermentadores tipo I se realizaron varias pruebas con la
cepa Sar y medio de cultivo sacarosa-extracto de levadura (15 g/l de sacarosa y 3 g/l de
extracto de levadura). El medio se preparaba y se autoclavaba por 25 minutos, una vez
enfriado se inoculaba en la cdmara de flujo laminar con una asada del hongo proveniente de
placas con medio PDA y por dltimo se conectaba el fermentador a la bomba de aire. El
cuarto de crecimiento mantenia una temperatura constante de 23+1°C. Debido a que el
principal problema fue la contaminacion bacteriana, las variantes de cultivo y cambios en
los materiales de los fermentadores se realizaron basicamente para determinar la posible
causa de la misma. En la tabla 4.1 se describen las pruebas realizadas con los fermentadores

tipo L.
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Tabla 4.1. Pruebas realizadas con los fermentadores tipo I para determinar la fuente de

contaminacion.

Posible causa de

Prueba contaminacion Metodologia utilizada para corroborar hipétesis.

(hipétesis)
Ninguna (ensayo Se inocularon los tres fermentadores con la cepa Sar, luego se
1
inicial) conectaron a las bombas de aire.
Inadecuada Se inocularon dos fermentadores, uno se conectd a la bomba de
2
filtracidn del aire  aire y el otro se colocé en un agitador orbital a 150 rpm.
o Se prepar6é medio de cultivo para los tres fermentadores, uno de
Contaminacién ] ) _
) los mismos no se inoculd, mientras que los otros dos se
3 del inéculo )
. inocularon con una asada de Sar proveniente de dos placas
utilizado _ )
diferentes. Todos se conectaron a las bombas de aire.
Se preparé medio para dos fermentadores, Luego de autoclavar
los fermentadores con el medio ninguno fue inoculado; se
Inadecuada ) o
4 ) » ) llevaron directo al cuarto de crecimiento. Uno se conect6 a la
filtracion del aire ) . .
bomba de aire y el otro se colocé en un agitador orbital a 150
rpm.
Acumulacién _ o
. Se cambié las mangueras de hule por mangueras sintéticas
bacteriana en ]
Tygon®. Los tres fermentadores se inocularon, uno se colocé
5 mangueras de o
_en agitacion (150 rpm) y los otros se conectaron a las bombas
entrada y salida )
) de aire.
de aire
Se construyeron dos fermentadores de vidrio especialmente para
Acumulacién esta prueba, usando un erlenmeyer y un tapén con mangueras de
bacteriana en entrada y salida de aire. Se us6 el mismo sistema de filtracion.
6 . ) Lo .
paredes del Uno de los mismos se colocé en agitacion y el otro se conectd a
fermentador la bomba de aire. Ademds se colocé un fermentador de tipo I en

agitacion, a manera de control.
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4.1.2.2. Pruebas de cultivo con los fermentadores tipo 11

En el caso de este segundo tipo de fermentadores solo se efectuaron dos ensayos. Los
mismos se realizaron utilizando medio de sacarosa-extracto de levadura (15 g/l de sacarosa
y 3 g/l de extracto de levadura), el cual era preparado y autoclavado en los fermentadores

por 25 minutos. Nuevamente, la cepa que se utilizé como indculo fue Sar.

Prueba N° 1. Se inoculé un fermentador que contenia 800 ml de medio con una
asada del hongo cultivado en PDA y se conect6 a la bomba de aire, ademds se inocul6 un
erlenmeyer con 800 ml que se uso como control en agitaciéon (150 rpm). Se realizaron

conteos al hemocitoémetro durante el cuarto y el quinto dia de cultivo.

Prueba N° 2. Se realiz6 con tres fermentadores. El pH de uno de los medios se
ajusté a 4.8, otro a 5.5 y el otro a 6.2. En este caso, el indculo que se utilizé fue por primera
vez un cultivo liquido de B. bassiana. Después de determinar la concentraciéon de
esporas/ml del in6culo, se agregd a los fermentadores el volumen necesario para alcanzar

una concentracién inicial en los fermentadores de 1x10* esporas/ml.
4.1.3. Evaluacion de agentes antiespumantes

Con el fin de hallar una sustancia que se pudiera utilizar como agente antiespumante en los
fermentadores a lo largo de la investigacion, se realizaron cultivos con el medio sacarosa-
extracto de levadura (15 g/l de sacarosa y 3 g/l de extracto de levadura); para evaluar la
efectividad de la sustancia agregada al medio, se observaba si ocurria 0 no formacién de
espuma dentro del fermentador. Se probaron dos sustancias: aceite de soya comercial y

aceite de uso agricola marca Spray Tech®.
4.1.4. Identificacion del organismo contaminante

A partir de los cultivos liquidos de B. bassiana que se realizaron en los fermentadores tipo I
se tratd de aislar el microorganismo contaminante. Para esto se realizaron inoculaciones en
la camara de flujo laminar, se sumergio el asa bacteriolégica en el medio de cultivo de las

pruebas tres y cuatro y se inoculé en placas con agar de recuento estdndar y placas con
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PDA. Se utilizaron tanto los medios inoculados, como los que no fueron inoculados con el
hongo para tratar de aislar el microorganismo. Las placas se mantuvieron a 26°C hasta que

se observé alguin tipo de crecimiento.

Cuando se obtuvo el crecimiento en las placas, a partir de subcultivos puros se realizé una
tincién de Gram y una prueba de la catalasa para caracterizar el organismo aislado, asi como

una observacion de su morfologia al microscopio de campo claro.

42. FASEII

4.2.1. Evaluacion de la fermentacion sumergida de Beauveria

bassiana

Esta etapa de la investigacion se basé en la experiencia adquirida en la fase I para someter al
hongo a pruebas en las que se evalud su respuesta frente a distintas variables de cultivo.
Ademads, se utilizaron los fermentadores tipo II para llevar a cabo la fermentacion.
A continuacién se describen las condiciones y las metodologias que se mantuvieron

constantes durante los seis ensayos realizados:

e Periodo de cultivo: cuatro dias

e (Concentracion inicial de cada unidad experimental (fermentador o erlenmeyer
control en agitacién): 1x10" esporas/ml

e Tasa de aireacion: 3.125 v/v/m (volumen de aire/volumen de liquido / minuto)

¢ Volumen de trabajo: 800 ml

¢ Antiespumante: 400 ul de aceite de soya

¢ pH del medio de cultivo: 5.5 (excepto en el ensayo donde la variable fue el pH)

e Temperatura de cultivo: 23+1°C (excepto en el ensayo donde esta fue la variable)

e Evaluacion del crecimiento y medicion del pH durante el 2°, 3° y 4° dia de cultivo

El método que se utilizé para evaluar el crecimiento de B. bassiana fue el conteo de esporas

en la cdmara de Neubauer (denominada también hemocitémetro) para determinar la
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concentracion por mililitro. Siguiendo el procedimiento descrito por Hansen (2000) se

estimo la concentracion de esporas de la siguiente manera:

(2 esporas cuadros R1,R2,R3,R4,R5) x Factor de dilucion x 50000 = # de esporas/ml en el medio

|
J

Figura 4.1. Esquema de la metodologia para conteo al hemocitémetro. Fuente: Hansen (2000).

Cuando se realizé la evaluacién del crecimiento utilizando el hemocitémetro, para cada
tratamiento se llevaron a cabo dos conteos que se trataron como repeticiones, aspecto
importante a tomar en cuenta en el posterior andlisis de resultados. La determinacién del
pH se realizé mediante un pHmetro digital. El andlisis estadistico de los datos recopilados

se realizé en el programa STATISTICA® version 5.5.

Tanto para la evaluaciéon del crecimiento como para la medicion del pH se tomaban
alicuotas de los tratamientos; la metodologia utilizada para obtener las mismas se describe a

continuacion:

a. Se desconectaban los fermentadores de las bombas de aire, y los controles se
retiraban del agitador orbital.

b. Las unidades experimentales se limpiaban externamente con alcohol al 70%
y se introducian a la cdmara de flujo laminar.

c. Se retiraba el tapén de muestreo del fermentador o la tapa de papel aluminio
de los controles y con ayuda de un pipeteador automadtico y una pipeta estéril

se tomaba una muestra de 4 ml.
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d. La muestra se colocaba en tubos estériles con tapa de 13 ml debidamente
rotulados.

e. Se agitaban los tubos en el vortex por 10 segundos.

f. Se colocaba el respectivo tapén en el tubo de muestreo del fermentador o la
tapa de aluminio en el control, luego se sacaba de la cdmara de flujo laminar.

g. Se devolvian las unidades experimentales al cuarto de crecimiento, donde se
conectaban los fermentadores a las bombas de aire y se colocaban los

controles en agitacion.
4.2.1.1. Evaluacion de diferentes medios de cultivo

Se prepararon seis medios de cultivo para evaluar el crecimiento del hongo sobre diversos
sustratos. La fuente de carbono utilizada fue la misma, mientras que como fuente de
nitr6geno y otros nutrientes se probaron cinco sustratos complejos y un sustrato
quimicamente definido. Ademads, se preparé un control con la composicién usual utilizada
en el CICAFE, el cual se mantuvo en agitacién a 150 rpm. De esta manera se completaron

siete tratamientos, cuya composicion se describe en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Descripcidon de los tratamientos utilizados para evaluar el crecimiento de B.

bassiana en diversos sustratos liquidos.

N° de Composicion del medio
tratamiento  Fyente de Carbono Fuente de Nitrégeno y otras sustancias
1 25 g/l de sacarosa 10 g/1 de triptona Oxoid
2 25 g/l de sacarosa 10 g/1 de peptona Sigma
3 25 g/l de sacarosa 10 g/l de extracto de levadura Oxoid
4 25 g/l de sacarosa 10 g/1 de extracto de malta Bacto
5 25 g/l de sacarosa 10 g/1 de cebada malteada Sigma
6 25 g/l de sacarosa 6g/1 de (NH4),SO,4 + 3.5g/1 de KH,PO,4 + 1g/1 de

MgSO4x7H,0 + 0.1g/1 de NaCl + 0.1g/1 de CaCl,

Control 25 g/l de sacarosa 10 g/1 de extracto de levadura Oxoid

24



4.2.1.2. Evaluacion de diferentes relaciones FC:FN

Una vez que se determind cuales sustancias al ser utilizadas como sustrato, permitian un
mayor crecimiento del hongo, se evaluaron medios en los que la variable fue la relacion
entre la cantidad de fuente de carbono y la cantidad de fuente de nitrégeno utilizada
(FC:FN). De esta manera se evaluaron tres distintas relaciones, y ademds dos fuentes de
nitrégeno diferentes. Se utiliz6 también un control en agitacion a 150 rpm, cuya
composicion y relacion FC:FN eran las utilizadas normalmente en el CICAFE para medios
liquidos. La fuente de carbono utilizada siempre fue la misma, sacarosa. En la tabla 4.3 se

presenta la composicion de los siete tratamientos.

Tabla 4.3. Descripciéon de los tratamientos utilizados para evaluar el crecimiento de B.

bassiana en sustratos con distintas relaciones FC:FN.

N° de Descripcién del Composicion del sustrato
tratamiento tratamiento Fuente de Carbono Fuente de Nitrégeno y otras
sustancias
1 FC:FN 2:1 25 g/l de sacarosa  12.5 g/l de extracto de levadura
2 FC:FN 2:1 con 2/3 25 g/ldesacarosa 4.2 g/l de extracto de levadura y
parte de Fuente N 8.3 g/l de peptona
peptona
3 FC:FN 5:1 25 g/l de sacarosa 5 g/l de extracto de levadura
4 FC:FN 5:1 con 2/3 25 g/ldesacarosa 1.7 g/l de extracto de levadura y
parte de Fuente N 3.3 g/l de peptona
peptona
5 FC:FN 10:1 25 g/l de sacarosa 2.5 g/l de extracto de levadura
6 FC:FN 10:1 con 2/3 25 g/l de sacarosa  0.83 g/l de extracto de levadura
parte de Fuente N y 1.67 g/l de peptona
peptona
7 Control (FC:FN 5:1) 25 g/l de sacarosa 5 g/l de extracto de levadura
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4.2.1.3. Evaluacion de distintas concentraciones y relaciones FC:FN

En este ensayo, ademds de evaluar dos distintas relaciones FC:FN, se evaluaron para cada

relacion tres concentraciones de los componentes agregados. Es decir, manteniendo una

misma relacion se modific6 la cantidad de sustancia agregada. Los tratamientos

presentan en la tabla 4.4.

N+

Tabla 4.4. Descripciéon de los tratamientos utilizados para evaluar el crecimiento de B.

bassiana en sustratos con distintas concentraciones y relaciones FC:FN.

Composicion del sustrato

N° de Descripcion del
. . Fuente de Nitrégeno y otras
tratamiento tratamiento Fuente de Carbono
sustancias
1 FC:FN 2:1 12.5 g/l de sacarosa 2.08 g/l de extracto de levadura

Concentracion baja

y 4.17 g/l de peptona

2 FC:FN 2:1 25 g/l de sacarosa

Concentracién media

4.17 g/l de extracto de levadura

y 8.33 g/l de peptona

3 FC:FN 2:1 50g/1 de sacarosa

Concentracién alta

8.33 g/l de extracto de levadura

y 16.67 g/1 de peptona

4 FC:FN 1:1 12.5 g/l de sacarosa

Concentracion baja

4.17 g/l de extracto de levadura

y 8.33 g/l de peptona

5 FC:FN 1:1 25 g/l de sacarosa

Concentracion media

8.33 g/l de extracto de levadura
y 16.67 g/l de peptona

6 FC:FN 1:1 50 g/l de sacarosa

Concentracion alta

16.67 g/l de extracto de
levadura y 33.33 g/l de peptona

7 Control (FC:FN 5:1) 25 g/l de sacarosa

1.67 g/1 de extracto de levadura

y 3.33 g/l de peptona

4.2.1.4. Evaluacion de diferentes temperaturas de cultivo y condiciones

de luminosidad

En este ensayo se utilizaron ocho diferentes tratamientos mediante los que se evaluaron tres

temperaturas de cultivo a intervalos de 5° C, asi como dos condiciones diferentes de
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luminosidad. Dos de los tratamientos eran controles en agitaciéon (150 rpm) y los otros seis
eran fermentadores con burbujeo. Una de las condiciones luminicas consistia en
crecimiento bajo luz natural, lo cual se lograba al colocar los fermentadores o los
erlenmeyers control (ambos de vidrio transparente) en un cuarto con ventanas por donde
podia entrar la luz. La otra condicién luminica, de total oscuridad, se consiguid
envolviendo completamente los fermentadores y los erlenmeyers control con papel
aluminio, de manera que la luz no ingresaba a los mismos. El medio de cultivo utilizado era
igual para todos los tratamientos, con 25 g/l de sacarosa, 4.2 g/l de extracto de levadura y

8.3 g/l de peptona. Las condiciones de cultivo se detallan en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Descripcion de los tratamientos utilizados en el ensayo de cultivo de B. bassiana

con diferentes temperaturas y condiciones de luminosidad.

N° de tratamiento Temperatura de cultivo Condicion luminica
1 18°C Luz natural
2 18°C Oscuridad
3 23°C Luz natural
4 23°C Oscuridad
5 28°C Luz natural
6 28°C Oscuridad
7 (control) 23°C Luz natural
8 (control) 23°C Oscuridad

4.2.1.5. Evaluacion de distintos valores de pH

Este ensayo cont6 con cuatro tratamientos, incluyendo el control. El pH de los medios se
ajusté a tres diferentes valores, y cada valor se repiti6 en dos fermentadores, como se
muestra en la tabla 4.6. Aunque se ajusté el pH inicial, durante los siguientes dias de

cultivo este no fue regulado.
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Tabla 4.6. Descripciéon de los tratamientos usados en el ensayo de fermentacién de B.

bassiana bajo distintos valores de pH.

N° de tratamiento pH del medio de cultivo
1A 4.8
1B 4.8
2A 55
2B 55
3A 6.2
3B 6.2
Control A 55
Control B 5.5

4.2.1.6. Evaluacion del crecimiento de diferentes cepas

En este ensayo se evalu6 el desarrollo en los fermentadores de tres cepas de B. bassiana con
muy distinta procedencia. Se utilizé la cepa Sar del CICAFE, que como ya se menciond
antes fue aislada de la broca del café; la cepa DO101 de DIECA, aislada del salivazo e
ingrediente activo del bioplaguicida Beauvedieca®, y la cepa GHA, ingrediente activo del
bioinsecticida colombiano MYCOTROL® (tabla 4.7). El medio de cultivo utilizado era el

mismo, con 25 g/l de sacarosa, 4.2 g/l de extracto de levadura y 8.3 g/l de peptona.

Tabla 4.7. Descripcién de los tratamientos utilizados en el ensayo de cultivo de tres

diferentes cepas de B. bassiana.

Tratamiento Cepa inoculada
1A Mycotrol
1B Mycotrol
2A Sar
2B Sar
3A DO0101
3B D0101
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4.2.2. Bioensayo sobre broca del café

Aunque no era parte de los objetivos iniciales de la investigacidn, se llevd a cabo un
bioensayo sobre la broca del café para evaluar la patogenicidad de las esporas de Beauveria
bassiana producidas mediante fermentacion sumergida. Las brocas utilizadas se
recolectaron en una de las casas de emergencia de broca ubicadas en las instalaciones del
CICAFE. En las mismas se colocaban frutos brocados en cajas que permitian la salida del
insecto, el cual al dirigirse hacia la luz era detenido en mallas blancas, donde podia ser

recolectado en grandes cantidades.
4.2.2.1. Desinfeccion de las brocas

Una vez en el laboratorio, se tomaron aproximadamente 1000 brocas para someterlas a un
proceso de desinfeccion. Los insectos se colocaron en bolsas de tergal, se sumergieron por
1 minuto en una solucién de cloruro de benzalconio al 2% y se lavaron por 5 segundos en
agua destilada, luego se repitié la inmersiéon por 1 minuto en la solucién de cloruro de
benzalconio al 2% vy el lavado de 5 segundos en agua destilada. Finalmente, se colocé la
bolsa de tergal con las brocas frente a un ventilador hasta que estas estuvieron secas. Las

brocas que mostraron verse afectadas por el proceso de desinfeccion fueron descartadas.
4.2.2.2. Aplicacion del hongo entomopatégeno

Los individuos seleccionados se colocaron sobre papel toalla en dos cajas plasticas de 40 x
30 cm, correspondientes al tratamiento con el hongo y al tratamiento control; en una se
colocé aproximadamente el doble de brocas que en la otra. La caja con menos brocas se
asperjo con 5 ml de agua destilada estéril, luego de lo cual se pasaron 30 brocas a dos placas
Petri (15 a cada una) que sirvieron como controles. La caja que contenia mayor cantidad de
insectos fue asperjada con 8 ml de un cultivo liquido de B. bassiana con una concentracion
de 1.25x10’ esporas/ml que llevaba 4 dias de crecimiento en un fermentador tipo II. De esta
caja se tomaron brocas suficientes para 6 repeticiones con 15 individuos cada una. Todas
las placas Petri de los dos tratamientos contaban con un papel filtro en su interior, el cual se

humedeci6 con 2 ml de agua destilada estéril momentos antes de colocar las brocas, para
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formar una cdmara himeda. Las placas se sellaron con papel parafilm® y se colocaron en

un cuarto a 22°C, donde fueron evaluadas al cabo de 10 dias.
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5. RESULTADOS
5.1. FASEI

5.1.1. Elaboracion de los fermentadores

5.1.1.1. Fermentadores tipo 1

Los fermentadores tipo I funcionaban correctamente en lo que al flujo de aire y agitacién

del medio se refiere. En la figura 5.1 se presenta uno de los fermentadores tipo L.

Tubo de muestreo Filtro de entrada de

aire

Filtro de salida de
aire

Manguera de
alimentacion de aire

Bomba de aire -~

Campana de
aireacion

2007 7 23

Figura 5.1. Fermentador tipo I para la produccién de Beauveria bassiana.

A pesar del correcto funcionamiento, sin embargo, se encontrd que ocurria una importante
contaminacion cuando se realizaban cultivos en estos sistemas. La contaminacion se debia,
seglin se observé al microscopio, a una bacteria de apariencia cocoide, cuya identificacion

sera discutida mas adelante.

5.1.1.2. Fermentadores tipo I1

El segundo tipo de fermentadores que se disefié (figura 5.2) demostr6 ser efectivo para el
uso requerido, pues permitia una adecuada aireacidén y agitacion del medio. Segun lo
observado se determiné incluso que la agitacion era mejor que en los fermentadores tipo I,

probablemente porque la forma de los erlenmeyers favorecia la circulacion del liquido.
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Filtro de salida de

Filtro de entrada de .
aire

aire

Tap6n del tubo de
muestreo

Tap6n de hule

Tubo de aireacién

Figura 5.2. Fermentador tipo II para la produccion de Beauveria bassiana (no esta conectado a la

bomba de aire)

5.1.2. Ensayos de prueba con los fermentadores

5.1.2.1. Pruebas de cultivo con los fermentadores tipo 1

Al evaluar las pruebas 1,2,3,4 y 5 realizadas con este tipo de fermentadores se observé un
grado de contaminacién muy alto. Aunque en estas no se introdujo aire al sistema (pruebas
2 y 4), se cambié el in6culo (prueba 3) y se cambiaron las mangueras (prueba 5), la
contaminacion seguia siendo un gran problema. Fue hasta la prueba 6 que se consiguié una
disminucién marcada del nivel de contaminacién en el medio. En esta dltima prueba,
ademas de disminuir la contaminacidn, se alcanz6 el mejor rendimiento de esporas/ml en el

medio de cultivo.

Un andlisis detallado de las mangueras que se cambiaron y de las paredes interiores de los

fermentadores evidenci6 la formacion de biofilms en la superficie de estos materiales. Estas
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formaciones de microorganismos no pudieron ser totalmente removidas cuando se trat§ de

limpiar los mismos.

5.1.2.2. Pruebas de cultivo con los fermentadores tipo I1

En estas pruebas el nivel de contaminacién era significativamente menor al que se
presentaba en los fermentadores tipo 1. Incluso se observé que la cantidad de bacterias en el

medio disminuia con el tiempo hasta casi desaparecer al final.

De manera contrastante se logré observar por primera vez una concentracion importante de
esporas en los medios de cultivo. Utilizando un microscopio de campo claro se observaron
estructuras de forma irregular, identificadas como blastosporas, y algunos segmentos de

micelio con distintos niveles de desarrollo y ramificacion (figura 5.3).

:

Figura 5.3. Estructuras de Beauveria bassiana cultivado en medio liquido: blastosporas (A) y

micelio (B). Aumento: 400x.

En la prueba 1, donde se utilizé como indculo una asada del hongo tomada de una placa de
PDA, el crecimiento fue menor que en la prueba 2, donde por primera vez se us6 un inéculo
liquido. En ambos casos el control en agitacion se desarrollé en una proporcién menor. Los

datos se muestran en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Rendimientos obtenidos en las pruebas hechas con los fermentadores tipo II.

Prueba N° 1 2

Tratamiento Fermentador Control | pH 4,8 pH 5,5 pH 6,2 Control
Dia4| 348E+07 1,76E+07| 1,07E+08 1,13E+08 1,24E+08 3,90E+07
Dia5| 3,05E+07 1,70E+06| 7,83E+07 8,68E+07 9,20E+07 3,95E+07

Esporas/ml

Es importante destacar el hecho de que la concentracion de esporas/ml cuantificada en las
dos pruebas que se muestran en la tabla 5.1 es mayor en el dia 4 que en el dia 5, excepto

para el control en agitacién de la prueba 2.
5.1.3. Evaluacion de agentes antiespumantes

Cuando los fermentadores se pusieron en funcionamiento, resultd evidente que el aceite
comercial de soya era mds efectivo que el aceite Spray Tech®, pues en el medio en que se
adicioné el primero no se presenté acumulacion de espuma mientras que en el segundo si.
De las distintas concentraciones utilizadas, se observo que 0.5ml/l1 (0.05v/v) eran suficientes
y no era una cantidad excesiva, pues en concentraciones muy altas el aceite hacia que la

limpieza del fermentador fuera mas dificil.
5.1.4. Identificacion del microorganismo contaminante

Las placas de PDA que se inocularon a partir de medios contaminados, tanto inoculados
como no inoculados con B. bassiana, no resultaron de utilidad en el aislamiento del
microorganismo. En las que provenian de medios inoculados solo se dio el crecimiento del
hongo entomopatégeno, mientras que en las que se realiz6 un rayado con medio

contaminado que no fue inoculado no se observé crecimiento alguno.

Las placas Petri con agar de recuento estdndar, a diferencia de las de PDA, permitieron
obtener resultados positivos. Al cabo de 3 dias de haber realizado la inoculacién, se
observaron en la superficie del medio gran cantidad de colonias bacterianas con forma
irregular y color crema, asi como dos pequeiias colonias de color anaranjado (figura 5.4).

El centro de tales colonias se ubicaba en la linea de rayado que se realiz6 con el asa.
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Figura 5.4. Placa con ARE en el que se observo crecimiento bacteriano. Se distinguen dos tipos de

colonias.

Con ayuda de un microscopio 6ptico fue posible observar que las colonias color crema
estaban formadas por bacterias de morfologia cocoide, mientras que las colonias
anaranjadas estaban formadas por bacilos. La forma de los cocos correspondia a la forma
del microorganismo que contaminaba los fermentadores, mientras que el bacilo claramente

era distinto de éste.

Mediante la tincién de Gram, se determiné que los cocos eran Gram+, pues su color morado
los hacia contrastar claramente con los bacilos, cuyo color rojizo los identific6 como Gram-
(ver figura 5.5). Gracias a la tincion se observd ademds que los cocos tenian una tendencia
a agruparse en conjuntos racimosos. Cuando se agregd una gota de peréxido de hidrégeno a
una de las colonias color crema, en la prueba de la catalasa, se observé de inmediato una
violenta formacién de burbujas. La misma prueba con una de las colonias anaranjadas

resulto en una minima formacién de burbujas, ademds de muy lenta.
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Figura 5.5. C¢élulas bacterianas observadas al microscopio luego de realizarles la tincion diferencial

de Gram. Nétense los cocos Gram+ y los bacilos Gram-. Aumento: 1000x.

5.2 FASE 11

5.2.1. Evaluacion de la fermentacion sumergida de Beauveria

bassiana

En los seis ensayos cuyos resultados se describen a continuacién la contaminacion
bacteriana no causé los problemas que se presentaron en la fase I. Aunque generalmente en
el dia dos se detecté un minimo nivel de crecimiento de la bacteria cocoide, para los dias
tres y cuatro practicamente habia desaparecido, mientras que la concentracion de esporas de

B. bassiana habia aumentado exponencialmente.
5.2.1.1. Evaluacion de diferentes medios de cultivo

El desarrollo del hongo entomopatdgeno fue muy diferente en todos los sustratos, como se
muestra en figura 5.6. En la primera evaluacién (dia dos) la mayor concentracién se

presentd en el tratamiento 2 donde se utilizé como fuente de nitrégeno peptona, mientras
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que el medio quimicamente definido presentaba el menor desarrollo del microorganismo.
La evaluacion del ultimo dia de cultivo mostré6 que la proliferacion fue mejor en los
tratamientos 3 (2,77x10® esporas/ml) y 5 (1,96x10® esporas/ml), donde se usé como fuente

de nitrégeno extracto de levadura y cebada molida respectivamente.

En el tratamiento con triptona se observé en todas las evaluaciones un nivel considerable de

contaminacion por bacterias de diversa morfologia, incluyendo cocos y bacilos.

1,00E+09

1,00E+08

—&— Triptona
—#i— Peptona
Extracto de levadura
Extracto de malta
== Cebada molida
—@— Definido
Control

1,00E+07 -

1,00E+06 -

Esporas/ml

1,00E+05

0 2 3 4

Dias de cultivo

Figura 5.6. Evolucion de la concentracion de esporas de B. bassiana en siete medios liquidos de

diversa composicion (tratamientos) durante cuatro dias de cultivo.
5.2.1.2. Evaluacioén de diferentes relaciones FC:FN

Al analizar la curva de crecimiento del hongo durante este ensayo (figura 5.7) se observa un
comportamiento muy similar entre los tratamientos, aunque el control se desarrolla en una
proporciéon mucho menor. La mayor concentracién para todos los dias de evaluacion se
presenta en el tratamiento 2, que estadisticamente es el tnico con un mejor rendimiento que
todos los demds para el dia final del ciclo de cultivo, cuando se determiné una

concentracién de 3,35x10® esporas/ml (figura 5.8).
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Figura 5.7. Evolucion de la concentracion de esporas del hongo B. bassiana en medios de cultivo

con diferentes relaciones FC:FN durante cuatro dias de cultivo.
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Figura 5.8. Concentracién de esporas de B. bassiana en medios con distintas relaciones FC:FN

luego de cuatro dias de cultivo.
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5.2.1.3. Evaluacion de distintas concentraciones y relaciones FC:FN

El crecimiento del hongo en los seis primeros tratamientos de este ensayo fue muy
parecido, como se observa en la figura 5.9. Al cabo de cuatro dias de cultivo, el
rendimiento de los diversos tratamientos fue similar, pues aparte del control solo el
tratamiento 1 fue estadisticamente inferior a los demds (figura 5.10). Entre los restantes
cinco tratamientos no se presentd diferencia estadistica, de manera que se puede considerar
que la produccion fue basicamente la misma. Sin embargo, resulta interesante notar que los
tratamientos 1 y 4, en los cuales se utiliz6 la més baja concentracion de sacarosa (12,5 g/l),

presentaron los menores rendimientos al final de la semana.

1,00E+09
— —&—FC:FN 2:1 [baja]
1,00E+08 _ —8—FC:FN 2:1
[media]
= FC:FN 2:1 [alta]
£ 1,00E+07
17} .
s FC:FN 1:1 [baja]
2
¢ 1,00E+06 =¥—FC:FN 1:1
w [media]
—8—FC:FN 1:1 [alta]
1,00E+05
Control
1,00E+04 —H

0 2 3 4
Dias de cultivo

Figura 5.9. Evolucién de la concentracion de esporas del hongo B. bassiana en medios de cultivo

con diferentes relaciones FC:FN y diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno.
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Figura 5.10. Concentracién de esporas de B. bassiana en medios con distintas relaciones FC:FN y

diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno luego de cuatro dias de cultivo.

5.2.1.4. Evaluacion de diferentes temperaturas de cultivo y condiciones

de luminosidad

La temperatura influy6 de manera muy evidente en el desarrollo del hongo en los
fermentadores. La figura 5.11 muestra la concentraciéon del entomopatégeno en los
diferentes tratamientos a través del tiempo. La temperatura mas baja (18°C) provoco un
lento crecimiento, que al final serfa incluso superado por el control en agitacion. La
temperatura intermedia (23°C) hizo que B. bassiana creciera de una manera similar a como
lo hizo en ensayos anteriores, alcanzando la madxima concentracién en el cuarto dia de
cultivo. Algo muy diferente ocurrié cuando la temperatura de cultivo fue mas alta (28°C),
pues el hongo alcanzé la mayor concentracién en el medio tan solo tres dias después de

haber sido inoculado, disminuyendo ésta en el dia cuatro como se observa en la figura 5.11.
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Figura 5.11. Evolucién de la concentracion de esporas del hongo B. bassiana en medios de cultivo

con diferentes temperaturas.

A diferencia de lo ocurrido con la temperatura, la condicién luminica en que se llevé a cabo
el crecimiento parecié influir muy poco o nada en el desarrollo del hongo. En los
tratamientos que tenian temperatura media y alta, la variable luz/oscuridad no provocé
diferencias significativas en la concentraciéon. Por otra parte, aunque si se observaron
ligeras diferencias entre los tratamientos luz/oscuridad a baja temperatura y también ligeras
diferencias entre luz/oscuridad control, posiblemente intervinieron otros factores que seran
discutidos més adelante. En la figura 5.12 se observa el crecimiento promedio en luz y

oscuridad.
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Figura 5.12. Evolucién de la concentracion de esporas de B. bassiana en medios de cultivo liquidos

bajo dos condiciones luminicas.
5.2.1.5. Evaluacion de distintos valores de pH

En la figura 5.13 se observa claramente que el desarrollo del hongo en los fermentadores fue
muy similar sin importar el pH inicial. Estadisticamente, al analizar las concentraciones de
los cuatro tratamientos de este ensayo en el dia 4, no se encuentran diferencias entre los

mismos, excepto con el control en agitacion.

1,00E+09
1,00E+08
E 4 00E+07 | $—pH 4.8
@ —B—pH 55
[e]
S oH 6,2
& 1.00E+06 Conal
1,00E+05
1,00E+04 ¥

0 2 3 4
Dias de cultivo

Figura 5.13. Evolucién de la concentracion de esporas del hongo B. bassiana en medios de cultivo

con diferentes valores iniciales de pH.
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En la figura 5.14 se muestra el comportamiento del pH en los cuatro tratamientos de este
ensayo. Aunque en un principio se encontraban distanciados, el pH de los tres tratamientos
converge a un valor similar hacia el final del ciclo de cultivo, aproximadamente 4,5. El pH

del control en agitacion no desciende tanto como los demads, finaliza con un valor de 5,1.

6,5
6 .
——1438
_ 55| =— .55
* 5 6,2
/’\\ Control
4,5 \Ni
4

0 2 3 4
Tiempo de cultivo (dias)

Figura 5.14. Evolucién del pH en los tratamientos en los que se evalud el efecto de este pardmetro.
5.2.1.6. Evaluacion del crecimiento de diferentes cepas

Las evaluaciones realizadas el dia 2 mostraron un crecimiento similar de las 3 cepas en este
ensayo, aunque se presentd una pequefia diferencia significativa entre GHA y D0101. En
los siguientes dias, sin embargo, el comportamiento cambié. Para el dia 3, la concentracion
de la cepa Sar fue muy superior a las de las otras dos, entre las cuales no se observo
diferencia estadistica. Al llegar al dltimo dia de cultivo, la cepa Sar alcanz6 el doble o més
de la concentracion de las otras cepas. Entre DO101 y GHA no se presentd diferencia

significativa. La evolucion de las cepas se presenta en la figura 5.15.
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Figura 5.15. Rendimiento de diferentes cepas de B. bassiana cultivadas en medio liquido.

5.2.2. Bioensayo sobre broca del café

Al cabo de 10 dias de incubacién de las brocas tratadas con blastosporas de B. bassiana se
observo que la mayoria de los individuos se hallaban cubiertos en mayor o menor medida
con una capa blanca algodonosa. Del total de brocas tratadas, un 86.7% mostraba
colonizacion externa por parte de las estructuras del hongo. Una de las placas control
presenté dos individuos muertos con la misma capa blanca; los datos del bioensayo se

presentan en la tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Resultados del bioensayo de infeccién de brocas con un cultivo liquido de B.

bassiana después de 10 dias de inoculado.

Tratamiento ~ 1.25x107esporassml ~ Control
Repeticion 1 2 3 4 5 6 1 2
Brocas parasitadas 13 11 14 13 12 15 2 0
Promedio 13 1
Porcentaje de mortalidad 86.7 % 6.7 %

Cuando se examinaron los insectos con ayuda de un estereoscopio, se observéd que la capa
blanca era diferente entre los individuos. En algunos casos se trataba de un crecimiento
micelial filamentoso muy espeso, mientras que en otros tenfa una apariencia polvosa en

forma de pequefos granulos (figura 5.16).

Figura 5.16. Adultos de la broca del café con crecimiento externo del hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana al cabo de 10 dias de haber sido inoculadas. Obsérvese el

crecimiento micelial (A) y la esporulacion (B). Aumento: 20X.
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6. DISCUSION
6.1. FASEI

6.1.1. Elaboracion de los fermentadores

El uso de fermentadores o biorreactores con control automdtico de las condiciones de
cultivo es la técnica mas adecuada para producir microorganismos a gran escala. Pese a
esto, los cultivos discontinuos (batch) pueden ser utilizados de igual manera para verificar y
corregir cuando sea necesario las metodologias de laboratorio y asi dar paso al escalado del
proceso (Taborsky, 1992). Los fermentadores disefiados y utilizados en esta investigacion
constituian un sistema discontinuo, aunque no totalmente cerrado, donde Beauveria

bassiana se desarrollaba bajo el efecto de distintos pardmetros ambientales.

Los fermentadores industriales requieren de una gran cantidad de equipo especializado para
garantizar el optimo desarrollo del microorganismo de interés. Generalmente se trata de
estructuras cilindricas dotadas de una gran cantidad de vdlvulas, tuberias y controles, las
cuales forman parte de sistemas como el de enfriamiento, esterilizacion, control de
temperatura, control de pH, aireacién y agitacion (Madigan et al., 2004). En los
fermentadores elaborados como parte de este proyecto, muchos de estos sistemas no
existian, ya fuera por la dificultad de instalarlos o porque debido a la naturaleza del
fermentador no eran necesarios. Los fermentadores eran esterilizados dentro de autoclaves
industriales, de manera que no contaban con equipo para la esterilizacién y enfriamiento.
El control de la temperatura era externo, pues los cultivos se realizaron en un cuarto de
crecimiento con control ajustable de la temperatura. El pH del medio de cultivo era
monitoreado, aunque no se ajustaba automaticamente. Lo que si necesitaron ambos tipos de
fermentadores fue un sistema que permitiera el ingreso de aire estéril al sistema, y ademads
una adecuada agitacion del medio. Esto se logré mediante la bomba de aire, los filtros de

membrana y los tubos o varillas del sistema de aireacion.

Debido al pequeiio volumen de los fermentadores (1 litro), la sola presién con que ingresaba
el aire era suficiente para agitar el medio de cultivo, que circulaba hacia arriba en la zona

central de los fermentadores y descendia en el espacio cercano a las paredes del contenedor,
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para luego subir nuevamente. Aunque la mayoria de los fermentadores de escala industrial
utilizan dispositivos de agitacion mecdnicos, denominados impulsores, existe otro tipo de
fermentadores que llevan a cabo la agitacion del medio mediante la inyeccion de aire en la
base de los mismos. A estos dltimos se les denomina fermentadores de torre o “air lift”
(Taborsky, 1992). Este mismo principio fue el que se utilizé en la elaboracién de los
fermentadores, aunque debido a la forma de los mismos se necesitd de un flujo de aire
mayor que el utilizado normalmente, pues se dice que el disefio para este tipo de agitacion
deberia ser el de un cilindro largo y delgado, y las botellas y erlenmeyers utilizados no

tenian esa forma.

6.1.2. Pruebas con los sistemas de cultivo

En las pruebas realizadas durante la primera fase la contaminaciéon fue el mayor
impedimento para el desarrollo del hongo. Gracias a las pruebas 2 y 4 quedo claro que esta
contaminacion no provenia del aire introducido por las bombas, pues incluso en los medios
que se mantuvieron como un sistema cerrado se observé contaminacién. Ademds, los filtros
utilizados para esterilizar el aire que entraba a los fermentadores tenian poros de 0.2pum, un
tamafno menor al de casi la totalidad de las especies de bacterias conocidas, por lo que es

muy poco probable que la contaminacion se haya originado del aire.

Mediante esta serie de pruebas se llegé a la conclusién de que la bacteria contaminante
estaba presente siempre en los fermentadores en forma de biofilms, en los cuales un
porcentaje de los individuos que los conformaban eran capaces de resistir al proceso de
autoclavado. Aunque el tiempo de esterilizacién en la autoclave era de 25 minutos,
probablemente no se alcanzaban la temperatura y presion establecidos para asegurar la

muerte de absolutamente todo microorganismo.

Los materiales utilizados en la construccién de los fermentadores tipo I eran plastico
(polipropileno) y latex, ademds del silicon usado para sellar; se trataba de materiales con
superficies porosas hasta cierto grado, de manera que constituian un sustrato ideal para la

colonizacién bacteriana. En contraste, en los fermentadores tipo II se cambid el
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polipropileno por vidrio, y lo que antes habian sido mangueras se cambid por tubos de
vidrio, de manera que la tnica superficie porosa presente en este segundo tipo de
fermentadores era el tapon de hule. Probablemente este cambio en los materiales fue lo que
provocé la gran disminucién en el grado de contaminacién, permitiendo ademds un

adecuado crecimiento de Beauveria bassiana.

6.1.3. Evaluacion de agentes antiespumantes.

Con el desarrollo de sistemas de agitacion y aireacion cada vez mas eficientes para procesos
de fermentacion, el control de la espuma se ha convertido en un tema serio. La produccion
de espuma ocurre cuando la tension superficial del medio se baja; la viscosidad alta y la
presencia de moléculas de cadenas grandes ayudan a la formacién de espuma (DeBach,
1984). Aunque los fermentadores utilizados en esta investigacién eran muy pequeios, los
altos rendimientos y el rapido desarrollo del hongo hicieron necesaria, como se observé en
un principio, la adicién de un agente antiespumante. Cabe destacar que en los biorreactores
comerciales, la liberacién de antiespumante al medio se da cuando los sensores del aparato
detectan cierta cantidad de espuma, y no se afladen en un principio al medio como se hizo

en esta investigacion.

En la industria los antiespumantes mds utilizados son emulsiones de silicona, sin embargo,
también se utilizan aceites animales o vegetales (DeBach, 1984). Este ultimo fue el caso del
aceite de soya utilizado que demostré ser mejor que el aceite agricola Spray Tech. A pesar
de que entre sus componentes se encuentra aceite vegetal, el aceite agricola contiene ademas
agentes emulsificantes que probablemente interfirieron con la actividad antiespumante, al
permitir que el aceite se dispersara en el agua. En cuanto a la concentracién que se
demostré ser ideal, puede decirse que 0.05% v/v es un valor razonable, pues Jackson et al.
(2003), reportaron la utilizacion de 0.01% (v/v) del antiespumante #289 de Sigma en un
fermentador de 20 litros para la produccion de Paecilomyces fumosoroseus, concentracion
similar a la utilizada en esta investigacion, considerando la gran diferencia entre las

sustancias utilizadas.
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6.1.4. Identificacion del organismo contaminante

Los resultados obtenidos mediante la tinciéon de Gram y la prueba de la catalasa permitieron
la identificacion presuntiva de la bacteria contaminante, a pesar de la sencillez de las

mismas. Al parecer, se trataba de una bacteria perteneciente al género Staphylococcus.

Como se menciond en los resultados se identificé a la bacteria contaminante como un coco
Gram+. La aireacién del medio que se llevaba a cabo en los fermentadores permitié
descartar la posibilidad de que se tratara de alguno de los géneros de cocos gram positivos
anaerdbicos, pues estos no hubieran creciendo en tales condiciones. Ademds gracias a la
reaccion catalasa + que mostré la colonia cultivada en agar de recuento estdndar se logré
dejar de lado los géneros Streptococcus y Enterococcus, pues estos son catalasa -. Por
ultimo, se observé que la células se juntaban en grupos racimosos, y esta es una
caracteristica del genero Staphylococcus (de ahi deriva su nombre) pues esta bacteria se

divide en dos planos (Todar, 2005).

Resulta importante tomar en cuenta la descripcion de las bacterias del género
Staphylococcus en el dmbito clinico, pues se les caracteriza como bacterias con una gran
habilidad para colonizar dispositivos prostéticos como catéteres y otro tipo de implantes
plasticos. Esta capacidad de formar biofilms en materiales plésticos, gracias a la secrecion
de 4cido teicdico, explica porqué los fermentadores tipo I presentaban tan altos niveles de
contaminacion, maxime considerando que la botella de polipropileno no poseia un

recubrimiento especial como si ocurre con los dispositivos médicos (Todar, 2005).

En la figura 6.1 se presenta una comparacion entre una tincién realizada en la investigacion
y la tincién de un cultivo de Staphylococcus sp. Respecto a la primera es importante
destacar que los cocos aparecen morados y no azules debido a una sobreexposicion al
agente decolorante que se utiliza normalmente en el proceso de tincion; a pesar de esto se

observa claramente el contraste con el color rosado de los bacilos Gram -.
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Figura 6.1. Fotografia de dos tinciones realizadas a cultivos de bacterias. A) Bacterias aisladas en
los medios liquidos de la investigacion. B) Staphylococcus sp (tomado de Hocquet,

2004). Aumento: 1000x.

La marcada disminucién en la concentracién de la bacteria que se observaba conforme el
hongo entomopatégeno se propagaba en el medio pudo ser consecuencia directa del
desarrollo del mismo. Esto porque se sabe que este hongo tiene la capacidad de producir
una amplia gama de sustancias antibidticas, que le resultan indispensables en la naturaleza
para evitar que las bacterias intestinales que se encuentran dentro del insecto que parasita le

obstaculicen su desarrollo y colonizacién (Min-Cho et al, 2006).

Beauveria bassiana produce una amplia gama de metabolitos secundarios que tienen efectos
muy diversos. Algunos como la bassianina y tenellina son sustancias téxicas para el insecto
hospedero, mientras que otras como las beauvericinas y la oosporeina muestran actividad
antibidtica (Carballo y Guharay, 2004; Min Cho et al., 2004). Es posible que durante los
ensayos de cultivo realizados como parte de esta investigaciéon ocurriera la liberacion al
medio de algunas de estas sustancias de naturaleza antibidtica, de manera que para cada
ciclo de cultivo conforme aumentaba la densidad de poblacion del hongo también
aumentaba la cantidad de antibidticos en el medio, provocando una disminucién gradual en
la cantidad de bacterias. La oosporeina, una dibenzoquinona que oxida proteinas y
aminodcidos, tiene un efecto antibidtico especifico sobre las bacterias Gram+ (no afecta

Gram-) (Min Cho et al., 2004). Tomando en cuenta el hecho de la bacteria que
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contaminaba los fermentadores pertenece al grupo de las Gram+, es muy probable que este
metabolito u otro de naturaleza semejante sea la razon de la eliminacion de la bacteria que

se observé hacia el final de cada ensayo.

6.2. FASEII

A lo largo de todas las pruebas que se realizaron en esta segunda etapa de la investigacion
se obtuvieron muy buenos rendimientos en los fermentadores (figura 6.2), tomando en
cuenta que se trataba de sistemas muy sencillos. Como se puede observar en las curvas de
crecimiento presentadas con anterioridad, en la mayoria de los casos la concentracién de
esporas que se obtuvo en los fermentadores era aproximadamente diez veces la
concentracion obtenida en los controles en agitacion, con valores que rondaban los 400
millones (4x10%) de esporas por mililitro de medio de cultivo. Esto indica claramente que
las condiciones que se presentaban dentro de los fermentadores favorecian el desarrollo del
hongo en mayor manera que las condiciones de aquellos cultivos que se encontraban en

agitacion.

Figura 6.2. Fotografia de un cultivo liquido de B. bassiana al cabo de tres dias de inoculado, que

ilustra las altas concentraciones obtenidas en los fermentadores tipo II. Aumento: 400x.
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El oxigeno disuelto en el medio es un nutriente esencial para aquellos organismos que se
desarrollan en condiciones aerdbicas. Se trata de un nutriente que es muy poco soluble en
medios liquidos, de manera que debe ser aportado continuamente al cultivo; esto puede
realizarse mediante agitaciéon o aireacion forzada (Madigan et al., 2004). Cuando un
microorganismo se cultiva en medio liquido utilizando cristaleria de laboratorio en
agitacién, como por ejemplo un erlenmeyer, se sabe que la tasa de transferencia o transporte
de oxigeno (OTR por sus siglas en inglés) al medio es muy lenta, pues la interaccién entre
las dos fases estd limitada a la superficie del liquido (Taborsky, 1992). Esto era lo que
ocurria con los controles, donde esa menor cantidad de oxigeno daba como resultado el
lento crecimiento del hongo. Mediante la disminucion del volumen de liquido dentro del
erlenmeyer hubiera sido posible aumentar la OTR, pero con el fin de mantener todos los
tratamientos bajo las mismas condiciones esto no se hizo. En los fermentadores en cambio,
el oxigeno era inyectado al medio por la bomba de aire, credindose una mayor OTR gracias a
la formacion continua de burbujas que ascendian desde el fondo del liquido. La tasa de
aireaciéon utilizada en la investigacion era bastante alta, si se compara con otras
investigaciones similares; este parametro, representado como v/v/m, describe la relacion
entre el volumen de aire que entra al sistema cada minuto y el volumen de liquido presente

en el mismo (Lozano et al., 2007).

6.2.1. Evaluacion de diferentes medios de cultivo

Algunos hongos, como el fitopatdgeno Colletotrichum truncatum, deben crecer
vegetativamente y luego diferenciarse para producir conidias. Este tipo de hongos requieren
el agotamiento de los nutrientes esenciales para que se desencadene la esporulacion, de
manera que se benefician con los bajos niveles de nutrientes presentes en los medios pobres.
Otras especies de hongos, por el contrario, se benefician de los medios nutricionalmente
ricos con una acumulaciéon éptima de biomasa, como es el caso de aquellos que producen
blastosporas (Vega et al., 2003; Jackson, 1997). B. bassiana se encuentra dentro de este
grupo, y como se observé en los diferentes tratamientos con medios complejos, la
produccién de esporas ocurria practicamente en el momento en que el sistema era

inoculado.
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Las marcadas diferencias de desarrollo que se presentaron en los distintos tratamientos de
este ensayo tuvieron su origen en la variada naturaleza de las sustancias que se agregaron
como fuente de nitr6geno y otras sustancias, pues la fuente de carbono fue igual para todos.
La peptona es un digerido enzimdtico de tejidos animales que han sido hidrolizados en
aminodcidos y péptidos; este producto se utiliza cominmente como una fuente de nitrégeno
orgdnico en medios de cultivo microbiolégicos para una gran variedad de hongos vy
bacterias. La triptona es un digerido pancredtico de caseina, proteina que se obtiene de la
leche. El extracto de malta es la porcion soluble en agua de la cebada molida, la cual fue
utilizada en su forma menos procesada en uno de los tratamientos. EIl contenido de
carbohidratos de este extracto es muy alto, de los cuales gran cantidad son azucares
reducidos como la maltosa. El extracto de levadura es un derivado de células de levadura
(Saccharomyces) soluble en agua. A diferencia de las peptonas de origen animal, el proceso
de manufactura de este producto implica la autolisis de las células, es decir, la hidrélisis de
las células es llevada a cabo por enzimas enddgenas de las levaduras. Carbohidratos,
aminodcidos, péptidos, vitaminas y micronutrientes son algunos de los componentes de este

concentrado (BD Bionutrients, 2006).

El porcentaje de nitrégeno que hay en cada una de las sustancias evaluadas es muy variable
y probablemente jugé un papel decisivo en el rendimiento final de cada tratamiento. Como
se puede observar en la tabla 6.1, el extracto de malta contiene la menor concentracién de
nitrégeno, lo cual provocd que en este medio se diera el crecimiento méds pobre de B.
bassiana, incluso menor que el control. A pesar de que la triptona posee un alto contenido
de nitrégeno, el reactivo utilizado pertenecia a un lote viejo del CICAFE, que habia sido
abierto en el 2005. Probablemente, la antigiiedad del reactivo, ademds de provocar la
pérdida de cualidades del mismo, fue la causa de la gran contaminacién (mucho mayor que
en otros tratamientos) que se presentd en este medio de cultivo. La peptona es la sustancia
que presenta un mayor porcentaje de nitrdgeno, con un 16%. Si se analiza la curva de
crecimiento para este ensayo, se puede observar que esta sustancia fue la que permitié un
desarrollo mas rapido del hongo al inicio del cultivo, pero para los dias 3 y 4 este disminuy6
de manera notable. Puede ser que otro tipo de nutrientes que se necesitan en pequefias
cantidades, los micronutrientes, no se encontraban en la peptona en las cantidades

necesarias para satisfacer las necesidades del microorganismo conforme pasaba el tiempo.
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La gran diversidad de componentes del extracto de levadura, asi como su alto contenido de
nitrogeno crearon el balance necesario para que fuera en este sustrato donde ocurriera el
mayor desarrollo del hongo. De igual manera, al tratarse de un material poco procesado,
probablemente la cebada poseia tales caracteristicas, que la convirtieron en el segundo

mejor sustrato.

Tabla 6.1. Contenido de nitrégeno de algunas sustancias utilizadas comuinmente para la

elaboracion de medios de cultivo.

Extracto Extracto
Sustancia Triptona Peptona
levadura malta
Porcentaje de
13.3% 16% 10.9% 0.3%

Nitrégeno

Fuente: Oxoid, 1998; BD Bionutrients, 2006.

6.2.2. Evaluacion de diferentes relaciones FC:FN

Para este ensayo se decidi6 que los medios a evaluar serian dos, uno era el medio que
permitié el mayor rendimiento en el primer ensayo, compuesto por azucar y extracto de
levadura, y el otro era un medio nuevo en el que ademas del azucar se combino el extracto
de levadura con peptona como fuente de nitrogeno. Esta combinacidén se eligié al observar
que durante el ensayo anterior el hongo crecié inicialmente con mayor velocidad en el
medio con peptona, posible evidencia de una rapida disponibilidad de nutrientes en este

sustrato, a pesar de que globalmente no fue el mejor.

Después de cuatro dias de cultivo, fue en el nuevo medio con peptona y extracto de levadura
donde ocurri6 el mejor desarrollo del hongo, como se observa en la figura 5.7. Este ha sido
usado en otras ocasiones para la fermentaciéon sumergida de B. bassiana, aunque a
diferencia de la presente investigacion, la fuente de carbono utilizada ha sido glucosa o
dextrosa, recibiendo el medio el nombre de YPG o YPD respectivamente (Hegedus et

al.,1992; Haraprasad et al., 2001).
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Durante la realizacion de este y el siguiente ensayo se hizo referencia a la relacion entre la
cantidad de fuente de carbono y la cantidad de fuente de nitrégeno que se utilizaba en cada
tratamiento, designada como FC:FN. Cabe destacar que no se trataba de la relacién C:N
como tal, pues debido a la falta de tiempo y equipo necesario, era muy dificil determinar la
concentracion exacta de cada uno de estos elementos en el medio, por lo que se indicaba la
relacion entre las sustancias que se usaban como fuente de los respectivos elementos. Vega
et al. (2003) realizaron un estudio similar donde utilizaron concentraciones de carbono altas
y bajas (36 y 8 g/l respectivamente) y distintas relaciones C:N (10:1, 30:1 y 50:1) para
evaluar el rendimiento de varios hongos entomopatégenos. Encontraron que en general, el
mejor crecimiento se presentaba en medios con alta concentracion de carbono y relaciones
C:N de 10:1. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en esta investigacion, pues
de manera similar, los mejores rendimientos se obtuvieron en el medio con un relacién
FC:FN mas pequefa, y aunque no se observaron grandes diferencias provocadas por la
concentracion, los tratamientos con concentraciones medias y altas permitieron obtener

rendimientos superiores a aquellos con bajas concentraciones de carbono.

6.2.3. Evaluacion de diferentes temperaturas de cultivo y

condiciones de luminosidad

Con base en los resultados arrojados por este ensayo, la variable luz/oscuridad no pareci6
tener un efecto importante en el desarrollo del hongo en estudio. Aunque se observd una
pequena diferencia entre los tratamientos 1 y 2 (con temperatura de cultivo de 18°C) y los
tratamientos 7 y 8 (controles), ésta pudo obedecer a otros factores diferentes. En el caso de
los controles en agitacion, durante el transcurso de los 4 dias de cultivo se presenté un
problema con el agitador orbital, de manera que el control en oscuridad debié ser colocado
en otro equipo en el cual no se pudo regular la velocidad de agitacién. Esta diferencia de
agitacion probablemente originé la variacion en el desarrollo. Por otra parte, los
tratamientos que se mantuvieron a baja temperatura presentaron un desarrollo muy lento del
hongo, como se observa en la curva de crecimiento. Debido a esto, ocurrié un mayor
desarrollo de las bacterias que normalmente estaban presentes a muy bajas concentraciones
en ambos fermentadores, pero el grado de contaminacién fue mayor en el tratamiento 2 (en

oscuridad) provocando posiblemente un mayor impedimento en el crecimiento del hongo.
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Contrariamente a lo ocurrido con la luminosidad, la temperatura tuvo un efecto
determinante en el crecimiento del hongo, lo cual se evidenci6 al ser la concentracion del
hongo en el medio estadisticamente diferente para las tres temperaturas. Al igual que ocurre
con otros organismos, las tasas de desarrollo de los hongos entomopatégenos varian
dependiendo de la temperatura, de acuerdo a las caracteristicas de la cepa, incluso dentro de
una misma especie (Shimazu, 2004). Beauveria bassiana puede ser encontrado en un
amplio rango de temperaturas que va desde los 15°C a los 30°C (Godoy et al., 2007), sin
embargo, numerosos estudios han demostrado que un ndimero considerable de aislados de B.
bassiana presentan la mayor tasa de crecimiento a 28°C, un poco por encima del rango
comuin de otros entomopatdgenos, que se ubica entre los 20°C y 25°C (Shimazu, 2004).
Esto concuerda con los resultados obtenidos, pues es evidente que la cepa utilizada en la
investigacion result6 favorecida en su desarrollo por la temperatura mas alta evaluada, que
fue de 28°C. En investigaciones realizadas en el pasado se han utilizado distintas
temperaturas para llevar a cabo la produccion de B. bassiana; éstas por lo general se han
mantenido dentro de un rango estrecho, con valores un poco por encima y por debajo de
28°C. Holder et al. (2007) y Dalla et al. (2005) cultivaron el hongo a 26°C, Hegedus et al.
(1990) utilizaron la temperatura de 27°C, Vega et al. (2003) obtuvieron buenos resultados a

28°C, mientras que Solis et al. (2006) realizaron la fermentacion a 30°C.

En la figura 5.11 se puede observar que a 23°C, la cepa Sar tardé un dia mds en alcanzar una
concentracion de esporas/ml similar a la del tratamiento que se mantuvo a una temperatura
superior, donde la mayor produccién se alcanzé con tan solo 3 dias de cultivo. Por otra
parte, a 18°C ocurrié un crecimiento muy pobre del hongo, tanto que incluso no fue sino
hasta el final que logré igualar el rendimiento del control en agitacién. Esa significativa
diferencia entre el comportamiento a distintas temperaturas se debié al metabolismo del
hongo, que respondié de manera diferente ante las condiciones del entorno. Es probable
que muchas de las reacciones enziméticas que forman parte de la maquinaria celular de esta
cepa se vieran favorecidas por la mayor temperatura de los tratamientos 5 y 6, de manera
que el microorganismo podia crecer mds rdpidamente. En el tratamiento con menor
temperatura, la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas era mucho menor, de
manera que la asimilacién de nutrientes del medio por parte de las células ocurria con

lentitud (Curtis y Barnes, 2001). Algunos investigadores sostienen que la temperatura
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optima de desarrollo de los hongos entomopatégenos varia de acuerdo al origen geografico
del organismo (Shimazu, 2004). Posiblemente esto si se cumple, al menos en algunas
ocasiones, pues el aislamiento de la cepa Sar se llevé a cabo a partir de una broca del café
colectada en un cafetal ubicado en el distrito Sarchi Sur de Alajuela, localidad caracterizada

por altas temperaturas.
6.2.4. Evaluacion de distintos valores de pH

El crecimiento 6ptimo de los hongos entomopatdgenos puede darse en un amplio rango de
pH, mientras que algunos otros tipos de hongos crecen dentro de un rango de pH maés
reducido. Los tres tratamientos utilizados en este ensayo, donde el pH inicial era 4.8, 5.5 o
6.2, no tuvieron un impacto significativo en el crecimiento del hongo, pues este se
desarroll6 de manera muy similar en los medios de cultivo que poseian diferentes pH. De
hecho, si se analiza la curva que muestra la evolucién del pH a lo largo del ciclo de cultivo,
se observa que el pH del medio en los tres tratamientos tendié a igualarse hacia el dltimo
dia, lo cual podria ser indicio de una gran capacidad del hongo para regular el pH del medio
que lo rodea, mediante la liberacion de distintas sustancias. En un trabajo muy similar a
este, de hecho, Jackson et al. (2004) encontraron que el también hongo entomopatégeno
Paecylomices fumosoroseus disminuia de manera natural el pH del medio durante la
produccion de blastosporas, y lo que es mads, al igual que en la presente investigacién no se
presentaban diferencias significativas en el rendimiento después de tres dias de cultivo en

medios con pH inicial de 3.5, 4.0, 4.5 0 6.5.

Hallsworth y Magan (1996), seialan que los hongos entomopatdgenos pueden regular el pH
citos6lico més efectivamente que muchas otras especies de hongos. De igual manera,
pareciera que pueden regular el pH de su ambiente externo para asi crear condiciones que
favorezcan su crecimiento. Se ha propuesto que esto podrian hacerlo mediante procesos
activos, y no difusién pasiva de solutos, tales como la extrusién de protones por el sistema

de transporte de H-ATPasa en la membrana plasmatica (Ypsilos y Magan, 2005).
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6.2.5. Evaluacion del crecimiento de diferentes cepas

Diferentes cepas de una misma especie de microorganismo pueden presentar patrones de
crecimiento muy distintos. Al estudiar el impacto de la nutricién en la produccién de
esporas para varios hongos entomopatégenos, Vega et al. (2003) encontraron un
comportamiento muy distinto entre dos cepas de Beauveria bassiana procedentes de Africa
y Estados Unidos. La cepa estadounidense producia rendimientos de hasta cinco veces los

rendimientos de la otra.

En el caso de las cepas utilizadas en esta prueba, se observaron marcadas diferencias entre
el patrén de esporulacién de la cepa del CICAFE vy las otras dos. Cuando se realizé el
cultivo de los in6culos de las tres cepas en PDA (figura 6.3) se observé un comportamiento
que podria relacionarse con el crecimiento observado en los fermentadores. Tanto la cepa
GHA de Mycotrol como la cepa DO101 de DIECA crecen sobre la superficie del agar como
colonias pequefias que se dispersan y producen una profusa esporulacién color crema, sin
mostrar mucho desarrollo micelial. Por el contrario, la cepa Sar crece generalmente en las
placas como una sola colonia que se expande hacia los bordes, con un profuso crecimiento

micelial que le otorga una apariencia algodonosa, presentando rara vez esporulacion.

Figura 6.3. Morfologia caracteristica de dos cepas de B. bassiana cuando crecen en medio sélido.
A) La cepa D0101 muestra poco desarrollo micelial y una densa esporulacién. B) La

cepa Sar no esporula pero su gran desarrollo micelial le da un aspecto abultado.
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Se sabe que las blastosporas son estructuras producidas de forma vegetativa, pudiendo
considerdrseles como segmentos hifales (Hegedus et al., 1990). Esto podria explicar por
qué Sar, que presenta un mayor crecimiento micelial sobre PDA, rindi6é el doble de
concentracion de blastosporas en medio liquido que las otras cepas, pues estas han sido
seleccionadas como ingrediente activo de bioinsecticidas por su mayor esporulacién, y no

crecimiento micelial, sobre sustrato solido.

6.2.6. Bioensayo sobre broca del café

Las blastosporas producidas en los fermentadores resultaron ser altamente infectivas contra
la broca del café. A pesar de que no se obtuvo una mortalidad absoluta, el 86.7% de
mortalidad ocurrido indica el gran potencial de la cepa Sar para controlar esta plaga. En el
CICAFE nunca se habia realizado un ensayo que pusiera a prueba la virulencia de las
blastosporas de esta cepa, no sus conidias, contra H. hampei. Por esta razén, y a pesar de
que no era parte de los objetivos, la realizacién de la misma resultaba imprescindible,

considerando que se planea escalar el proceso de fermentacion evaluado.

El grado de virulencia de B. bassiana sobre la broca del café es muy variable, y depende en
gran parte de la cepa utilizada. En un bioensayo realizado por Haraprasad et al. (2001), se
encontré que incluso dentro de un grupo de aislados que habian sido todos obtenidos de
brocas parasitadas, los niveles de mortalidad fluctuaban desde un 20% hasta un 93%. Otros

factores, ademads de la cepa utilizada, tuvieron un efecto sobre la mortalidad obtenida.

Es sabido que los factores ambientales como temperatura y humedad tienen gran
importancia en la germinacidn, sobrevivencia y penetracion de las esporas en la cuticula del
hospedero (Godoy et al., 2007). El bioensayo con las blastosporas no se realiz6 bajo las
mejores condiciones, de manera que probablemente la mortalidad se vio disminuida por esta
raz6n. La humedad relativa no se mantuvo constante en las placas Petri donde se colocaron
las brocas, asi que seguramente disminuyo con el paso del tiempo pues el papel filtro no se
humedeci6 después del primer dia. Beauveria bassiana provoca mayor mortalidad cuando

la humedad relativa es mads alta, y aunque el valor 6ptimo depende de la cepa, este
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generalmente se encuentra en valores cercanos al 90% (Shipp et al., 2003; Carballo y
Guaharay, 2004). Por otro lado, es importante tomar en cuenta que la temperatura a la que
se llevd a cabo el ensayo (23°C), es ligeramente mds baja que la reportada en otras
ocasiones como optima para la germinacién del hongo, que es de 25°C (Kreutz et al., 2004;

Ekesi et al., 1999; Carballo y Guaharay, 2004).
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7. CONCLUSIONES

e Los envases de vidrio son mds adecuados que los de plastico para la elaboracién de
sistemas de cultivo liquido.

e En la fermentacion sumergida de Beauveria bassiana, el uso de sistemas con
aireaciéon produce rendimientos muy superiores a los obtenidos con sistemas en
agitacion.

¢ El pH inicial del medio de cultivo no tiene efecto significativo en el desarrollo de la
cepa Sar de Beauveria bassiana en medio liquido.

e La condicién luminica en que se lleva a cabo la fermentacién sumergida de la cepa
Sar no tiene efecto significativo sobre el desarrollo de la misma.

e La cepa Sar de Beauveria bassiana crece més rapidamente en medio liquido a 28°C
que a 23°C.

e La cepa Sar del CICAFE produce mejores rendimientos mediante fermentacion
sumergida que la cepa GHA, ingrediente activo del producto comercial Mycotrol, y
que la cepa D0101, ingrediente activo del producto Beauvedieca.

e Las blastosporas de la cepa Sar muestran alta patogenicidad contra la broca del café
en estado adulto.

e Mediante la utilizacién de los fermentadores tipo II disefiados en esta investigacion
se pueden obtener rendimientos que rondan los 500 millones de esporas/ml de

Beauveria bassiana (1a metodologia necesaria se detalla en el Anexo 1).
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8. RECOMENDACIONES

e Evaluar la fermentacién sumergida de Beauveria bassiana utilizando sustancias de
desecho como sustrato.

e Realizar una busqueda de otros posibles agentes antiespumantes y comparar su
efecto sobre el desarrollo de Beauveria bassiana.

e Agregar el agente antiespumante al medio solo cuando se observe formacion de
espuma y no desde un principio.

® Monitorear los niveles de diéxido de carbono y oxigeno disuelto en el medio de
cultivo.

e Utilizar mayor cantidad de fermentadotes para cada tratamiento.

e Realizar un bioensayo sobre broca en el que se compare el efecto de blastosporas
producidas mediante fermentacion sumergida con el efecto de conidias aéreas

producidas mediante fermentacion semisélida.
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10.

ANEXOS

Anexo 1: Metodologia para la produccion de Beauveria bassiana

mediante fermentaciéon sumergida.

Inéculo liquido

1y

2)
3)
4)

5)

Preparar el medio de cultivo para el indculo, disolviendo 3 g/l de extracto de
levadura y 15 g/l de sacarosa en el volumen necesario de agua destilada segin la
cantidad de indculo a utilizar.

Ajustar el pH del medio a 5,5.

Distribuir el medio en erlenmeyers de 100 o 200 ml y autoclavar por 25 minutos.
Una vez frio el medio, inocular cada erlenmeyer con una asada del hongo cultivado
en PDA.

Mantener el indculo en agitacién a 150 rpm y 23°C por 3 dias

Produccion en fermentadores

1y

2)
3)

4)

Preparar el medio liquido, disolviendo 4.2 g/l de extracto de levadura, 8.3 g/l de
peptona y 25 g/l de sacarosa en el volumen necesario de agua destilada segin el
volumen de medio deseado. Agregar 500 ul de aceite de soya por cada litro de
medio y agitar vigorosamente

Ajustar el pH a 5,5.

Distribuir el medio en fermentadores de 1 litro de capacidad anadiendo 800 ml de
medio a cada uno y autoclavar por 25 minutos (los filtros de aire deben autoclavarse
por separado).

Inocular con el in6culo preparado anteriormente que se mantuvo en agitacion por 3
dias. Para esto debe determinarse la concentracién de esporas del mismo mediante
conteo al hemocitémetro, y luego agregar a cada fermentador el volumen necesario

e 4
para obtener una concentracion inicial de 1x10” esporas/ml.
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5) Colocar los filtros de aire en los tubos que corresponden a la entrada y salida de
aire.

6) Conectar los fermentadores inoculados a la bomba de aire, mantener la temperatura
de crecimiento a 23°C.

7) Desconectar los fermentadores al cabo de 4 dias de cultivo y recuperar las esporas

producidas.
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