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RESUMEN

El chocho andino, Lupinus mutabilis Sweet, es una leguminosa con gran valor
nutricional debido a su alto contenido de proteina. Sin embargo, posee
limitaciones durante su cultivo debido al ataque de enfermedades fungosas,
especialmente la antracnosis. Esta enfermedad producida por el hongo
Colletotrichum acutatum, causa pérdidas elevadas a lo largo del cultivo y en
poscosecha. Sumado a esto, el uso de agroquimicos sintéticos posee
limitaciones de efectividad, ademas de generar impactos negativos en la salud
humana y el ambiente. Actualmente, el mercado local y mundial, tiene una
limitada oferta de bioproductos agricolas, por lo que el desarrollo de programas
para su produccién y formulacion es un factor clave como alternativa en el control

de enfermedades.

Estudios preliminares desarrollados con la bacteria Bacillus subtilis cepa Ctpx
S2-1, aislada de Salcedo, provincia de Cotopaxi, demuestran su potencial para

controlar infecciones causadas por Colletotrichum acutatum.

El objetivo de este trabajo fue optimizar un medio de cultivo de bajo costo para
la produccién de Bacillus subtilis CtpxS2-1, efectivo para el control de
Colletotrichum acutatum en chocho andino. Para ello, se establecieron los
pardmetros de crecimiento de la bacteria en un medio 6ptimo para la produccién
de lipopéptidos (MOLP), seguidamente, se desarrollé un medio de cultivo de bajo
costo utilizando subproductos agroindustriales. A continuacion, se escal6 la
produccion a nivel de biorreactor. Los resultados demostraron que Bacillus
subtilis CtpxS2-1 desarrollada en el medio de bajo costo, tuvo un nivel
produccion =10’ UFC mL? similar al obtenido en el medio MOLP.
Adicionalmente, se demostro su efectividad in vitro e in vivo, en la inhibicion de
Colletotrichum acutatum. De esta manera, la investigacion brinda una base para
el desarrollo de formulaciones y procesos a industriales utilizando un medio de
cultivo de bajo costo en la produccion de Bacillus subtilis CtpxS2-1, como
biocontrolador de Colletotrichum acutatum en chocho andino.
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ABSTRACT

Andean lupine Lupinus mutabilis Sweet is a legume with high nutritional levels.
However, there are limitations in crop production due to fungal diseases, such as
anthracnose. Lupine anthracnose, caused by Colletotrichum acutatum results in
low crop production. At the same time, the use of conventional agricultural
chemicals to control this type of diseases has been limited. In consequence, the
development of biological products is an attractive way to improve crop
production levels. However, there are not supply of these products in local and
world market. Therefore, their development is an important factor as an

alternative way to control crop diseases.

Previous studies of Bacillus subtilis strain S2-1 isolated from Salcedo in the
province of Cotopaxi, have shown high levels of inhibition in vitro against

Colletotrichum acutatum.

The objective of this research was to optimize a low-cost culture medium to
produce Bacillus subtilis CtpxS2-1 and its metabolites, assuring its effectiveness
to control the incidence of Colletotrichum acutatum in Andean lupine. To do this,
growth parameters were established in an optimum culture medium for
lipopeptide production (MOLP). Then, a culture medium was developed using low
cost agroindustrial by-products as nutritional sources. Production was developed
in a 5 liters bioreactor and results showed that Bacillus subtilis CtpxS2-1 grew in
a cheap culture medium, maintained a production of 10" CFU mL™! resembling
the production obtained in MOLP. Bacillus subtilis' effectiveness was
demonstrated in vitro and in vivo in the inhibition of Colletotrichum acutatum.
Consequently, the research provides a reliable base for the development of
formulations and processes at an industrial level using a low-cost culture medium
for the production of Bacillus subtilis as a biocontrol agent of Colletotrichum

acutatum in Andean lupine.
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Introduccién

El cultivo del chocho, es considerado de importancia econdémica en Ecuador,
Peru y Bolivia (Jacobsen y Sherwood, 2002, p. 14.). En Ecuador, la superficie
cultivada de chocho asciende a 4200 ha en monocultivo y 1760 ha en asociacion
con otros cultivares. Esta baja produccion tiene rendimientos en cosecha de 3.74
qq ha' de acuerdo a estudios de Suquilanda (2010, p. 135), y se debe
principalmente al ataque de plagas y enfermedades, ausencia de semilla de
calidad y manejo deficiente del suelo (Moncayo, Barrera, Caicedo, Peralta, y
Rivera, 2000, p.7). Dentro de las enfermedades, la antracnosis, causada por el
hongo Colletotrichum spp. (Insuasti, 2001, p. 24), es una de las mayores
limitantes en produccion tanto en el Ecuador como a nivel mundial, la cual
produce pérdidas en rendimiento del grano de hasta el 100% como lo afirman
estudios de Murillo y otros (2006, p. 26) y Talhinhas, Baroncelliy Le Floch, (2016,
p. 5). Por su parte, en el Ecuador, estudios de Falconi, Visser y van Heusden
(2013, p. 819) han identificado a la especie Colletotrichum acutatum como la

causante de la antracnosis en chocho ecuatoriano.

Actualmente, McDonald (2010, p.15) afirma que la demanda por alimentos
organicos y con baja o nula residualidad de pesticidas sintéticos ha aumentado
significativamente por la tendencia en la poblacion al consumo de productos
saludable. Por esto, el control de enfermedades durante la produccion agricola
se encamina a minimizar el uso de productos quimicos que pueden ser
ineficientes y llegan a generar resistencia de los patdgenos (Lozano, 2010),
provocar toxicidad humana y animal, y repercutir negativamente en el ambiente
(Rubio y Fereres, 2005, p. 2). Por lo que deben ser reemplazados con productos
bioldgicos u organicos (Krishna y McSpadden, 2006, p. 12-13). En la practica, el
manejo de enfermedades agricolas, se ha extendido a la necesidad de crear
productos biologicos, especialmente de origen microbiano, que sean eficientes,
gque no provoquen resistencia en los patdgenos ni tengan residualidad,
adicionalmente, que sean aptos para ser industrializados y aplicados de forma
comercial (De Bach, 1964).



Dentro de los productos bioldégicos comerciales disponibles en el mercado
mundial, segun Fravel (2005, p. 338), gran parte de éstos son elaborados a base
a bacterias del género Bacillus. Diversos estudios ademéas han demostrado que
diferentes especies de este género, tienen efectividad para controlar
enfermedades agricolas como Colletotrichum acutatum en frutas citricas
(Kupper, Gimenes-Fernandes y Goes, 2003, p. 251) y en manzanas (Kim, Lee,
y Chae, 2015, p. 1954; Moreira, Nesi y May De Mio, 2004, p. 30) con reducciones
de hasta el 80% (Kim, Lee, y Chae, 2015, p. 1954). En el chocho, estudios de
conducidos por Yanez, Falconi, Grijalva, Oliva, y Castafieda (2015, p. 42)
demostraron que diferentes aislados nativos de Bacillus subtilis provenientes de
zonas productoras de chocho y sus metabolitos reducen la antracnosis en un
100% en postcosecha. Estudios adicionales conducidos por Claudio y Falconi
(2015, p. 46) han demostrado que varias de estas cepas, tienen capacidad para

reducir infecciones causadas por C. acutatum en semilleros y en campo.

En base a las evidencias de la efectividad de Bacillus subtilis para el control de
antracnosis en el chocho andino, el objetivo del presente trabajo fue optimizar la
produccion de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y sus metabolitos a través de estudio de
medios de cultivo de bajo costo y escalado de la produccion, con su validacion
in vitro e in vivo. Esto se realiza tomando en cuenta la escasa oferta en el pais
de bioproductos, especificamente a base de Bacillus subtilis sumado a las

actuales tendencias del mercado de consumo de alimentos.



Objetivo General

Optimizar el proceso de produccion de la bacteria Bacillus subtilis CtpxS2-1 y
sus metabolitos, a nivel de biorreactor, como linea de base de un programa de
produccion y formulacién a nivel industrial de un producto biolégico para el

control de antracnosis en chocho andino.
Objetivos especificos

Caracterizar el crecimiento de Bacillus subtilis Ctpx S2-1 en el medio de control
MOLP.

Validar un medio de bajo costo para la produccion de Bacillus subtilis Ctpx S2-1.

Escalar la produccion de Bacillus subtilis Ctpx S2-1 en biorreactor en el medio

de bajo costo.



1 CAPITULO I: Marco teérico
1.1 Laantracnosis en el cultivo de chocho en Ecuador

Los cultivares de la leguminosa del chocho estan distribuidos en América del Sur
abarcando los paises andinos desde Colombia a Argentina (Tapia, 2000, p. 66).
Esta leguminosa destaca por su nivel proteico del 15.57% en grano cocido segun
informes de USDA (2015), con un contenido de aminoacidos destacable en
leucina, arginina y lisina como lo afirman Villacrés, Peralta y Caicedo (1998,
p.11), y total de grasay fibra del 2.92% y 2.80% respectivamente (USDA, 2015).
Por estas caracteristicas, la demanda de chocho ha ido en aumento tanto a nivel
nacional como internacional. De esto se conoce que hasta inicios del afio 2000,
s6lo en el Ecuador, existié una demanda insatisfecha del 59% en grano listo para
el consumo (grano desamargado y cocido), por lo que se ha proyectado un
requerimiento nacional anual de 10 600 toneladas. Adicional, el consumo per
capita que se mantiene en el Ecuador oscila entre 0.2-0.4 kg/mes (Caicedo y
Peralta, 1999, p. 2-6) lo que supone un consumo de medio y bajo segun los
requerimientos de 0.8 kg/mes de chocho de acuerdo a Bayona (1989, p. 15).
Para cubrir la demanda se requiere de la oferta de un producto en calidad y
cantidad Optimas, que exigira de asesoramiento técnico, adiestramiento a
productores y esencialmente materia prima sana (Jacobsen y Sherwood, 2002,
p. 37).

En sistemas de monocultivo y con alta humedad, el chocho Lupinus spp. es
afectado por hongos, segun lo corroboran estudios de Frey y Yabar (1983) y
Suquilanda (2010, p. 142). Ademas concuerdan que entre los patdégenos
fungosos, destaca el género Colletotrichum spp., hongo causante de la
antracnosis. Insuasti, (2001, p. 25) describe la antracnosis como una afeccién a
todas las etapas fenologicas del cultivo en el campo y en el almacenamiento de
la semilla en poscosecha. En el Ecuador, el agente causal de la antracnosis es
la especie Colletotrichum acutatum, segun investigaciones de Falconi, Visser y
van Heusden (2013, p. 819). Los estudios realizados por Falconi y colaboradores
(2013, p. 819) y Frey y Yabar (1983), afirman que la infeccion se propaga en el
tallo y continta hacia las hojas y brotes terminales, provocando la decadencia de



primordios florales y como fin, la pérdida de floracién y consecuentemente del
grano. Los sintomas en semillas se observan por su volumen minusculo y
coloraciéon oscura, en etapas de emergencia existen lesiones en los cotiledones
y parte baja del tallo, que se presenta con coloracion naranja-oscura y hace que
la planta se seque y se curve (Insuasti, 2001, p. 25; Madariaga, 2008, p. 45).
Consecuentemente, varios autores han revelado que las pérdidas por
antracnosis en chocho alcanzan tasas que van desde el 50% hasta el 100%
(Falconi, Visser y van Heusden, 2013, p. 819; Murillo, Rivera, Peralta, Mazon y
Vargas, 2006, p. 26; Talhinhas, Baroncelli y Le Floch, 2016, p. 5).

1.1.1 Medidas de control

Para el control de la enfermedad existen diferentes técnicas divididas en dos
grupos: técnicas de manejo tradicional y técnicas de manejo alternativo. Dentro
de las técnicas tradicionales se incluye a todo tipo de control quimico con
productos sintéticos (Peralta et al., 2012, p. 15) mientras que los controles
alternativos comprenden técnicas de control fisico y técnicas de control bioldgico.

A continuacién se explican los tipos de controles mencionados.
1.1.1.1 Control por técnicas de manejo tradicional

La aplicacion de fungicidas quimicos ha sido la medida de control mas extendida
para reducir la antracnosis en chocho. Las recomendaciones de productos
guimicos segun Peralta et al., (2012, p. 15) contienen como ingredientes activos
Benomil, Carbendazim, Clorotalonil, Difenoconazol y Propineb. Mientras que
estudios de Thomas, Sweetingham y Adcock (2008, p. 1075-1076) han
demostrado reducciones en la severidad de la enfermedad hasta del 80% en
semillas inoculadas con el patdgeno mediante el uso de Azoxystrobina, con

similar efectividad en el uso de Clorotalonil, Mancozeb y Oxicloruro de cobre.
1.1.1.2 Control por técnicas de manejo alternativo
. Calor seco

La erradicacion de la antracnosis en semilla de chocho a niveles nulos, se ha

demostrado con el uso de calor seco con el afan de buscar tratamientos



alternativos amigables con el ambiente (Falconi y Yanez, 2016 y Thomas y
Adcock, 2004, p. 537). Segun estudios de Thomas y Adcock (2004, p. 538), se
aprecian mejores resultados con exposiciones de semilla a 60°C por 7 dias y a
65°C por 4 dias, sin afeccion en la viabilidad y con reducciones de la enfermedad
significativas = 100%. De la misma manera, Falconi y Yanez (2016) demuestran
el uso de calor seco 65°C durante 8 y 12 horas con inhibicién de la transmision
de la enfermedad en un 75% y 85% respectivamente, mostrando incluso

incrementos en el nivel de emergencia de las semillas.
. Control bioldgico

El control biol6gico se ha caracterizado por el uso de microorganismos con
potencial antagodnico frente a los causantes de enfermedades en cultivares, se
afirma que su uso tiene gran potencial contra enfermedades fungosas (Droby,
Wisniewski, Macarisin y Wilson, 2009, p. 137). La base del control biol6gico con
antagonistas naturales de una enfermedad, es la reduccion de la poblacién de
los fitopatdgenos, afirma De Bach (1964). De estudios de Spadaro y Gullino
(2004, p. 186) se conoce que los microorganismos antagonistas para el control
de enfermedades fungicas incluyen hongos filamentosos, hongos tipo levadura,
levaduras y bacterias. De éstos, su accién antagonica con el patégeno puede
ser en conjunto o individualmente por antibiosis, adherencia al patégeno,
competencia por nutrientes, competencia por espacio, induccion de resistencia
en el huésped, disminucion de patogenicidad o impedimento de la formacién de
in6culo (Spadaro y Gullino, 2004, p. 186-187; Teixidd, Torres, Vifias, Abadias y
Usall, 2011, p. 366).

La produccion y formulacion de bioproductos para control biolégico ha sido muy
estudiada en las dos ultimas décadas, sin embargo su uso no se ha extendido
entre los agricultores y es muy limitado debido entre otros a las regulaciones del
mercado, el modo de accion reducido en comparacion con tratamientos quimicos
y costos de produccion elevados, lo cual limita la disponibilidad en el mercado
de estos productos (Droby et al., 2009, p. 138; Kohl et al., 2011, p. 66; Spadaro
y Gullino, 2004, p. 188 ; Teixid6 et al., 2011, p. 368).



En granos como el frejol se ha estudiado a cepas de Bacillus, Trichoderma,
Pseudomonas y Rodhococcus como agentes de biocontrol de los patdégenos
Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina, Fusarium solani y Colletotrichum
sp. (Corréa, Moura, Denardin, Soares y Schafer, 2008, p. 156 ; El-Bendary,
Hamed, y Moharam, 2016, p. 173; Toghueoa et al., 2016, p. 8).

1.2 Control biolégico microbiano con Bacillus spp.
1.2.1 Caracteristicas de Bacillus subtilis y sus metabolitos

Bacillus subtilis, se ha descrito por Maruo y Yoshikawa (1989, p. 135) como una
rizobacteria de la familia Bacillaceae y género Bacillus, que habita el suelo y las
raices de las plantas, presenta caracteristicas de bacteria Gram positiva,
catalasa positiva, aerobio estricto, productor de endosporas y biofilm. Estudios
de Stein (2005, p. 845) aseguran que Bacillus subtilis destaca como productor
de moléculas bioactivas con capacidad antifungica, debido al contenido de
sustancias antibioticas. Como lo aseveran estudios de Cheng, Su, Gong, Wamg
y Yu, (2008, p. 180), los lipopéptidos, son considerados los metabolitos
secundarios con mayor potencial biocida de la bacteria. Peypoux, Guimand,
Delcambe, Das y Lederec, (1978, p. 3992) han definido a los lipopéptidos
producidos por B. subtilis como lipoproteinas ciclicas y los han agrupado en las
familias fengicinas, iturinas y surfactinas. En el caso de las iturinas y fengicinas
se ha demostrado que tienen un potencial alto para inhibir el crecimiento de
hongos filamentosos provocando inhibiciéon en la germinacién de sus esporas
como lo aseguran Vanittanakom, Loeffer, Koch y Jung (1986, p. 888). La

surfactinas ademas actiian como biosurfactantes y en la formacién de biofilms.

Desde el punto de vista practico para implementacion de procesos de produccion
de Bacillus subtilis, los lipopéptidos antifungicos dependen directamente de
diversos factores intrinsecos propios de estas bacterias y extrinsecos
principalmente relacionados al uso de medios de cultivo para el crecimiento de
la bacteria segun afirmaciones de Pryor, Gibson, Hay y Gosset, (2007, p. 63-65).
Ademas, para Fawcett, Eichenberger, Losick y Youngman (2000, p. 8063), la

sintesis de lipopéptidos esta controlada por los genes que intervienen en la



esporulacion, por lo que en Bacillus subtilis, la produccion de lipopéptidos es
directamente proporcional a la produccion de endosporas y células vegetativas
bacterianas. Otro punto favorable dentro de la implementacion de procesos de
produccion de Bacillus subtilis, es su produccién de endésporas. El conjunto de
investigaciones de Rodriguez, Gamboa, Hernandez y Garcia (2005, p. 64);
Tortora y Funke, (2007, p. 425) y Stainer y Villanueva (1996, p. 509) han descrito
gue la formacién de enddsporas en este tipo de bacteria, le confiere el potencial
para resistir a condiciones extremas como calentamiento, congelacion,
desecacion, radiaciéon UV, radiacion ionizante, agentes oxidantes, sustancias
quimicas téxicas y tiempo, durando incluso décadas. Las enddsporas, son
células en estado de latencia que poseen una membrana impermeable formada
por peptidoglucano segun lo afirman Stainer y Villanueva (1996, p. 510). Es asi
que, como lo aseguran Curtis y colaboradores (2008, p. 485), la formacion de
una enddspora por cada célula vegetativa, en etapas de escasez de nutrientes y
en situaciones extremas, permite que la bacteria sobreviva, dando cabida a que
Su resistencia pueda ser aprovechada para procesos de industrializacion que

frecuentemente destruirian a las células vegetativas.

En adicion, el potencial de Bacillus subtilis como controlador biol6gico también
proviene por la competencia de espacio entre patdégeno - antagonista, y la
generacion de respuestas de “inmuno estimulacién” en la planta huésped
(Ongena, Henry y Thonart, 2009, p. 58). Por ultimo, durante su crecimiento el
tiempo de llegada a la fase estacionaria es reducido, lo cual conlleva a la
produccion de metabolitos secundarios antifngicos con mayor facilidad (Tejera,
Heydrich y Rojas, 2012, p. 117).

1.2.2 Bacillus subtilis para el control de antracnosis

El uso de Bacillus subtilis para el control de antracnosis causada por
Colletotrichum acutatum ha sido demostrado en estudios previos en citricos
(Kupper, Gimenes-Fernandes y Goes, 2003, p. 251) y en manzanas (Kim, Lee,
y Chae, 2015, p. 1954 vy Moreira, Nesi y May De Mio, 2004, p. 30) con
reducciones de hasta el 80% en la enfermedad en semillas y plantulas (Kim, Lee
y Chae, 2015, p. 1954). En el chocho estudios de Yanez, Falconi, Grijalva, Oliva,



y Castafieda (2015, p. 42) demostraron la efectividad de diferentes cepas del
género Bacillus para la reduccion de la antracnosis causada por diferentes
patégenos de poscosecha en semillas, para C. acutatum se tuvo reducciénes de
la enfermedad in vivo e in vitro del 100%.

Dentro de la especie Bacillus subtilis, la cepa CtpxS2-1 ha demostrado un
potencial antagonico alto para inhibir el crecimiento de Colletotrichum acutatum
y otros hongos fitopatdgenos de Lupinus mutabilis en semillas (Yanez, Falconi,
Grijalva, Oliva y Castafieda, 2015; Oliva, 2015, p. 42). Esta cepa fue aislada del
suelo y filésfera de zonas con cultivos de Lupinus mutabilis ubicadas en el canton
Salcedo, provincia de Cotopaxi, las cuales mantenian plantas de chocho sanas
con bajo o nulo manejo agroquimico (Yanez, Falconi, Grijalva, Oliva y
Castafneda, 2015, p. 42). La cepa CtpxS2-1, su biomasa y sus sobrenadantes
libres de células, demuestran capacidad in vitro de inhibir a hongos fitopatégenos
de L. mutabilis que incluyen Ovularia y Fusarium spp. (Grijalva y colaboradores
2015).

1.3 Produccién de microorganismos para control biolégico

De acuerdo a Droby y colaboradores (2009, p. 137-145) el uso de
microorganismos antagonistas posee un gran potencial para controlar
enfermedades por hongos. Tomando en cuenta la efectividad antagénica de un
microorganismo frente a un patdégeno, la seleccion del mismo requiere el
cumplimiento de aspectos descritos por (Droby et al., 2009; EI Ghaouth, Wilson

y Wisniewski, 2004 y Wilson y Wisnewski, 1989) en los que se toma en cuenta:

e Conocimiento de los mecanismos de accion antagonica.

e Amplio rango de efectividad tanto para patdégenos y cultivos.

e Adaptable en sus requerimientos de nutrientes.

e Genética estable.

e Efectivo en concentraciones bajas.

¢ Resistente a condiciones adversas de temperaturas y almacenamiento.
e Alta viabilidad y estabilidad luego de almacenamiento como formulacion.

e Facilidad de aplicacion.
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e Seguro para humanos, animales y otros microorganismos.
e No téxico para el huésped.

¢ Resistente a agroquimicos usados en campo.

e Compatible con agroquimicos y tratamientos fisicos.

¢ Resistente a procedimientos de procesado comercial.

¢ Indicado para patentar y registrar para su uso comercial.

Una vez se ha realizado la seleccion de cepas potenciales de acuerdo a El
Ghaouth y colaboradores (2004) y Wilson y Wisnewski (1989), se sigue con
pruebas de su efectividad en laboratorio, pruebas de adaptabilidad en campo y/o
para la elaboracion comercial, optimizacién de la produccion (procesos de
produccién) y formulacién estable para su aplicacién, todo esto adicionado a
estudios de riesgos ambientales y sanitarios, econémicos, registros comerciales
y demés (Koéhl et al., 2011, p. 67; Teixido et al., 2011, p. 400).

1.3.1 Proceso de produccion

Los procesos de produccion de agentes para biocontrol, incluyen medios de
cultivos los cuales Hernandez et al. (2003, p. 25) de acuerdo a sus caracteristicas
fisicas los clasifica en cultivos liquidos y solidos, mientras que por su
composicion nutrimental, Zhang y Greasham (1999, p. 407) los divide en medios
de cultivo complejos y medios de cultivo quimicamente definidos. La produccién
de bacterias para biocontrol, es descrita por Tortora 'y Funke (2007, p. 267) como
un proceso de produccién realizado generalmente en medios de cultivo
sumergidos, en bacterias del género Bacillus las producciones de los ultimos
afios se han venido realizado de mejor manera en medios de cultivo liquidos
(Helmuth, 2000, p. 15). En este caso, Stanbury y colaboradores (1995, p. 93)
sugieren tomar en cuenta los parametros de calidad biologica de los
componentes del medio de cultivo, asi como el nivel de nutrientes que éste

pueda aportar con el fin de satisfacer los requerimientos del microorganismo.
1.3.1.1 Bacterias en cultivos sumergidos

En escala semi-industrial e industrial, Garcia, Quintero y Lopez-Munguia (1993,

p. 562) afirman que la produccién de bacterias en cultivos sumergidos se realiza
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mediante fermentadores de torre o tanques agitadores. Para Primo (1995, p.
1102), el proceso garantiza buenos rendimientos al inyectar aire estéril desde el

fondo para el caso de microorganismos aerobios.

Durante el crecimiento bacteriano en medios liquidos, se distinguen cuatro
etapas que representan el comportamiento de microorganismos a través del
tiempo, estds se aprecian en la Figura 1 e incluyen, de acuerdo a Hernandez,
Alfaro y Arrieta (2003, p. 47-48) y Prieto y Navarro (2011, p. 16), las siguientes
fases:

Fase lag: adaptacién del microorganismo a las condiciones del cultivo.

Fase logaritmica: maxima velocidad de crecimiento, minimo tiempo de

generacion, consumo de los nutrientes del medio.

Fase estacionaria: acumulacion y liberacion de metabolitos de importancia. No
hay aumento de biomasa por agotamiento de nutrientes o por presencia de

desechos de la fase exponencial que impiden el crecimiento.

Fase de declive: reduccion del nimero de células viables del cultivo.

FASE ESTACIONARIA

\C\n._c‘»q%\
~~

Log NUMERQ DE BACTERIAS

T T
8 12

TIEMPOQ (horas)

Figura 1. Etapas del crecimiento de bacterias en medios liquidos.

Tomado de (Prieto y Navarro, 2011, p.16)
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1.3.1.2 Pardmetros de produccion

Para un crecimiento adecuado durante la produccion se tomara en cuenta las
condiciones externas e internas que afecten el crecimiento de Bacillus subtilis,

como se explica a continuacion.
. Factores extrinsecos - ambientales.

Temperatura: Estudios de Jacques et al. (1999) para Bacillus subtilis indican un
rango de temperatura optima de crecimiento en medios liquidos de 25 a 37 °C,

con Optimas a 30°C segun investigaciones de Yanez et al. (2011).

Oxigeno: segun sus requerimientos de oxigeno, Maruo y Yoshikawa (1989)
clasificaron a Bacillus subtilis como aerobio estricto, mientras que Nakano y
Zuber (2002) aseguran que es capaz de crecer en condiciones de anaerobiosis

cuando se encuentra en condiciones de fermentacion.

Humedad: en ausencia de agua el crecimiento para la mayoria de

microorganismos es nulo (Romero, 2007).
. Factores intrinsecos
Factores propios del medio de cultivo y biologia del microorganismo.

Potencial de hidrégeno (pH): para Jacques et al. (1999) el crecimiento de
Bacillus subtilis en medio liquido es 6ptimo a pH=7, Pryor y colaboradores (2007)
aseveran que el pH influye directamente en la produccion de endosporas y

metabolitos antifingicos de la bacteria.

Potencial de oxidoreduccion (Eh): para Koneman y Allen (2008, p. 839), en un
medio de cultivo, Eh se encuentra relacionado con el pH y la concentracion de
oxigeno del medio, por lo tanto indica el potencial de transferencia de electrones
por oxidacion o reduccién desde el medio hacia el microorganismo que se
desarrolle en él, de esta manera, Adams y Moss (2008, p. 29) afirman que las
bacterias aerobias, que obtienen energia por oxidacion, presentan mayor
requerimiento de oxigeno como aceptor de electrones y demandan mayor Eh, a

diferencia de las bacterias anaerobias, cuyo proceso es inverso.
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Requerimientos nutricionales: un medio de cultivo idéneo para el crecimiento
de microorganismos debe proporcionar como elementos base agua, gases,
iones, fuentes de carbono y nitrégeno, asi como oligoelementos y factores

organicos de crecimiento (Forbes B., 2007, p. 93 y Garcia, 2004, p. 58)

Carbono: los estudios de Garcia (2004, p. 58) y Murray, Rosenthal y
Pfaller, (2009, p. 65) consideran al carbono indispensable para la sintesis
de componentes celulares, lo cuales pueden ser sintetizados a partir del
metabolismo de CO:2 en bacterias autotrofas, o mediante el consumo de

compuestos organicos en bacterias heteroétrofas.

Nitrégeno: es utilizado en la sintesis de proteinas, material celular,
constituyentes celulares y material genético (Murray, Rosenthal y Pfaller,
2009, p. 66). Las investigaciones de Jacques et al. (1999) han demostrado
gue la produccion de sustancias con capacidad biocida en Bacillus subtilis

mejora mediante el uso de peptonas.

Oligoelementos: iones importantes los constituyen K*, Na*, Mg?*, Ca?*,
CI*” asi como componentes enzimaticos Fe?*, Zn?, Mn?
(Murray, Rosenthal y Pfaller, 2009, p. 67). En Bacillus subtilis la
produccién de metabolitos y células totales, aumenta en bajas
concentraciones de sales disueltas con cationes Fe?*, Zn?*, Mn?* y Mg?*
(Tabbene et al., 2009).

Factores de crecimiento: son aquellos no sintetizados por el
microorganismo, pueden ser aminoacidos, vitaminas y otros (Ingraham,
1998, p. 567).

1.3.2 Produccion a bajo costo

Hernandez, Alfaro y Arrieta (2003, p. 48) y Tortora y Funke (2007, p. 857)
coinciden en que la produccion de microorganismos a escala industrial se ve
limitada por el uso de medios complejos, que satisfacen las necesidades
nutricionales del microorganismo, proporcionan una alta productividad, pero su

costo es alto a gran escala. Para ilustrar, Makkar y Cameotra (2002, p. 428) y
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Miller y Churchill, (1986, p. 127) han aseverado que un medio de cultivo
representa hasta un 30% del costo de produccion durante procesos de
fermentacion de bacterias en medios liquidos, ademas como lo afirman
Hofvendahl y Hagerdal (2000, p. 87) el uso de medios complejos como peptonas,
extracto de levadura o sales, resulta muy costoso debido a la cantidad de
nutrientes que contienen y su tipo de produccién. Es por ello, que Fox y Bala
(2000, p. 235) aseguran que una produccion a bajo costo deberia cubrir los
requerimientos nutricionales con el fin de que el microorganismo puede
mantenerse y desarrollarse a niveles adecuados con resultados que permitan un
proceso de produccién a nivel industrial a precio bajo. En general, Zhang y
Greasham (1999) mencionan a los subproductos agroindustriales como materia
prima barata disponible en el mercado y apta para la elaboracion de medios de
cultivo, siendo fuentes importantes de carbono y nitrégeno. Sin embargo, para
Stanbury, Whitaker y Hall (1995), la limitacion de este tipo de materia prima se
resume en que pueden contener otros materiales ajenos a su composicion
debido a su origen, asi como sustancias toxicas 0 metabolitos extrafios que

perturben el desarrollo de la bacteria.
Los subproductos mas utilizados incluyen:
. Fuentes de nitrogeno

— De origen animal: provenientes de carne roja o carne de pescado seca,
previa molienda. Reis, Servulo y De Franca (2004) estudian el aporte de
aminoacidos en gran cantidad y de un alto valor biolégico que éstas

fuentes constituyen.

— De origen vegetal: Ewe, Wan-Abdullah, y Liong (2010) han utilizado
como fuentes a subproductos de soya (tortas, harinas), ya que aportan

proteina 40% y carbono 35%, vitaminas y minerales.
. Fuentes de energia

— Melazas: es un subproducto de la obtencion de azucar de cafia. Sus

azucares son altamente fermentables y posee vitamina B y minerales, los
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estudios de KiBeom, Sang-Kee y Yun (2013) afirman que la cantidad
optima de melazas en medios de cultivo, logra un rapido crecimiento

celular y la produccién de metabolitos secundarios.

— Lactosuero: al ser un subproducto de la leche, Yanez et al. (2012b) lo
describe como una fuente rica en lactosa y por lo tanto alta en carbono,

proteinas solubles, minerales, vitaminas, y grasa.

1.3.3 Escalados de produccion

Tanque de fermentacion

Depdsito para el caldo de cultivo

Esterilizador del caldo

Depdsito para la introduccién

del indculo

Inyector de aire

Esterilizador del aire

Nebulizador del aire

Agitador

Calefaccion-rafrigeracion para

B ] regular la temperatura

FVPTITTTTrrerRy P J Sensor para la regulacion auto-

—t matica de la temperatura

- ] ] 11 y 12 Sensor para la regulacién auto-
/

&N -

ol 11
1 o 12

Do~ n

-
o

matica del pH y O,

Figura 2. Esquema de biorreactor.

Tomado de (Primo, 1995, p. 1102).

Un escalado de produccion segun Hernandez, Alfaro y Arrieta (2003, p. 37) inicia
con el crecimiento de un cultivo puro en un medio determinado para realizar un
starter o inéculo. A partir de ello, Hernandez et al. (2003, p. 47) y Waites y
colaboradores (2001, p. 293) coinciden en que el uso de biorreactor (Figura 2)
supone el crecimiento a escala piloto para determinar la velocidad de crecimiento
del microorganismo, sus niveles de produccién de biomasa viable, efectividad y
optimizacion de las condiciones de crecimiento. Posterior, y conociendo la

dinamica de crecimiento del microorganismo, los estudios afirman que es
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pertinente realizar la produccion industrial con las condiciones optimizadas
previamente y procurando costos y tiempos de produccion minimos. Una vez
que la produccion se haya realizado a escala industrial, se comprueba la
efectividad del microorganismo respecto al patbgeno como lo afirman Hernandez
et al. (2003, p. 39) y Waites y colaboradores (2001, p. 293).
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2 CAPITULO II: Métodos

2.1 Caracterizacion del crecimiento de Bacillus subtilis y produccién de

metabolitos en medio de control
2.1.1 Mantenimiento de antagonista y patégeno

La cepa de Bacillus subtilis CtpxS2-1 fue mantenida rutinariamente en medio de
NYDA (caldo nutritivo 8 g L1, extracto de levadura 5 g L1, agar 20 g L-1 y dextrosa
10 g L) por 24 horas a 30°C y conservada a largo plazo en criocongelaciéon a
-80°C en el banco de cepas del Centro de Investigacion, Estudios y Desarrollo
de Ingenierias (CIEDI) en criobolas de acuerdo a los métodos descritos en el
Anexo 1.

Los aislados patogénicos de Colletotrichum acutatum fueron obtenidos a partir
de muestras vegetales con sintomas de patogenicidad y cultivos esporulados
anteriores, se muestred y sembro en agar papa dextrosa PDA (39 g L-1; almidén
de papa, agar y dextrosa), con posterior incubacién por 5-7 dias a 20°C. Los

aislados puros fueron conservados en refrigeracion a 4°C.
2.1.2 Modelizacion del crecimiento

La modelizacion del crecimiento se realiz6 siguiendo los protocolos disefiados
por Yanez et al. (2011). Se cuantificd el crecimiento de cultivos bacterianos de
Bacillus subtilis CtpxS2-1 de 0 a 48 horas con muestreo cada 2 horas en medio
MOLP (Peptona 30 g L'1; Sacarosa 20 g L; Extracto de levadura 7 g L'1; KH2POa4
1.9 g L'1; CuS0O4 0.0001 mg Lt; FeClz.6H20 0.0005 mg L1; Na2MoO4 0.004 mg
L-1; KI 0.0002 mg Lt; MnSO4.H20 3.6 mg L; MgSOa4 0.45 g LY; ZnS04.7H20
0.14 mg L; HaBOs3 0.01 mg L?%; CeHsO7 10 mg L1; pH=7) (Jacques et al, 1999).

Se estimé la produccion de UFC mL* mediante dilucién y plateo en medio NYDA.

Los datos obtenidos en UFC mL™! se transformaron a Logio UFC mL1 y la curva
se modeliz6 con el modelo matematico de Baranyi y Robets (1994), que
especifica la variacién de concentraciones Logio UFC mL en funcién del tiempo,
para ello se analizaron los datos en el software de crecimiento predictivo

ComBase®.
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La ecuacién de Baranyi y Robets (1994) establecid los pardmetros de
crecimiento de acuerdo a las ecuaciones 1,2y 3.

1 1 .

y() =yo + HmaxA(t) . In [em“maxA(t) - m] (Ecuacion 1)
= “Himaxt Ao To

Ay =t+1/p,  In (e K + 1+q0) (Ecuacion 2)
1 .

A=In (1 + g) /T (Ecuacion 3)

Donde y(t) es el logaritmo natural de la concentracion de células en el tiempo
t(h); yo es el logaritmo natural de la concentracion de células en tiempo 0; pmax
es la tasa maxima de crecimiento especifico (ht); A(t) es la variable integral
desde el tiempo 0 al tiempo t(h); m es el pardmetro relacionado con la curvatura
después de la fase exponencial; ymax €s el logaritmo natural de la maxima
concentracion de células, qo es el estado fisioldgico de la célula al tiempo Oy 4

es la duracién de la fase de latencia.

2.2 Validacién de un medio de bajo costo para la produccion de Bacillus
subtilis CtpxS2-1

Se disefid un medio de cultivo de bajo costo en base a los resultados y estudios
obtenidos por Gallardo et al. (2015) y Yanez y colaboradores (2012b). El
crecimiento de Bacillus subtilis CtpxS2-1 en el medio MOLP fue comparado con
el crecimiento en el medio de bajo costo HSC40-ME2 a base de harina de soya
40g L1, melaza2glLl, KH2PO41.9 gL'y sales de MOLP (Jacques et al., 1999)
CuSO04 0.0001 mg L*%; FeCls.6H20 0.0005 mg L; Na2MoOas 0.004 mg L*; K
0.0002 mg L; MnS04.H20 3.6 mg L1; MgS0a4 0.45 g L'; ZnS04.7H20 0.14 mg
L1; H3BO3 0.01 mg LY; C6H807 10 mg L?

2.2.1 Produccion de células totales y endosporas

La cuantificacion de produccion de endosporas y células vegetativas se realizo
utilizando el método disefiado por Jacques et al. (1999) y los protocolos
disefiados por Yanez et al. (2011) para cuantificacion de bacterias y endosporas

producidas en medios liquidos.
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Se partié de cultivos bacterianos de 24, 48 y 72 horas en medio MOLP (Jacques
et al., 1999) y medio de bajo costo, obtenidos a 30°C y 150 rpm (High
Performance Shaking Incubator Labnet International 311DS ®). Se tomaron por
duplicado muestras de cada medio. La concentracion de células totales se
cuantific6 mediante dilucion y plateo en medio NYDA. Para endosporas, se
realiz6 previamente una eliminacion de células vegetativas con bafio maria a 80
°C, 15 — 20 minutos y se cuantificé mediante dilucion y plateo en medio NYDA.
Los resultados obtenidos en UFC mL™* se transformaron a Logio UFC mL™* para
tener uniformidad en la varianza. Los datos fueron analizados en el software de
analisis estadistico SAS® Institute Inc, Cary, NC, USA, sometidos al andlisis de
varianza ANOVA con el posterior analisis de variabilidad de datos utilizando la

prueba Student Newman Keuls (SNK) con nivel de confianza del 95%.
2.2.2 Tincion de células y endosporas bacterianas

Para comprobar de forma cualitativa la pureza del cultivo y presencia de esporas
bacterianas, para cada medio de cultivo se realizo tincidn con verde la malaquita-
fucsina, se sigui6 la metodologia de Wirtz, modificada por Shaefer y Fulton de
acuerdo a las especificaciones de McGinnis (2012). Se utilizaron los medios de
cultivo luego de realizado el proceso para cuantificacion de endosporas como se
explico en el apartado 2.2.1. y se observo en microscopio (Olympus ® CX31) en

aumento 100X.
2.2.3 Extraccion y caracterizacion de metabolitos antifungicos

Se utilizaron cultivos bacterianos obtenidos en medio MOLP y medio de bajo
costo de 24, 48 y 72 horas de incubacioén a 30°C, 150 rpm (High Performance
Shaking Incubator Labnet International 311DS ®). El sobrenadante libre de
células (SLC) fue separado de la biomasa mediante centrifugacién a 5000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5804R ® A4-44) 15 minutos a 4°C. La extraccion de
lipopéptidos se realizd en mezcla del SLC con n-butanol en relacion 1:1, en
frascos cerrados, con agitacion de 200 rpm por 12 horas (Boeco Universal Orbital
Shaker PSU-10i ®). El sobrenadante obtenido fue separado de la fraccién

acuosa y se cuantific6 su volumen, se dej6 evaporar en agitaciéon (Cabina
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extractora de gases BIOBASE® FH 1800) y posteriormente fue resuspendido en
metanol absoluto calidad HPLC en proporcion 1:10 metanol- sobrenadante. El

extracto de lipopéptidos concentrado fue almacenado en tubos Falcon a 4°C.

2.2.4 Caracterizacion de lipopéptidos antifungicos por

cromatografia en capa fina (HPTLC) y bioautografia.

El analisis se realiz6 con extractos de lipopéptidos obtenidos en medio MOLP y
medio de bajo costo a las 24, 48 y 72 h como se describié en 2.2.3. La presencia
de diferentes familias de lipopéptidos antifingicos se determind mediante
analisis cromatografico en capa fina (HPTLC), el posterior analisis de actividad
antifangica se realiz6 con la prueba conjunta HPTLC-bioautografia disefiada por
(Hamburguer y Cordell, 1987) y siguiendo el protocolo establecido por (Yanez et
al., 2012a).

Se corrié un TLC en placas (TLC silica gel plates 60 F2s4 20x20 Merck ®) con
inoculacion de 100 uL de extracto lipopeptidico. Se utilizé un solvente de mezcla
cloroformo:metanol:agua (65:25:4 mL v/v/v). Posteriormente se observo bajo luz
UV identificando las familias de lipopéptidos y se midi6é su factor de retencién
(Rf).

Rf = 5—2 (Ecuacion 4)

Siendo Ds la medida de la distancia recorrida del elemento, y Dd la medida de

la distancia recorrida por el solvente (Vilanova y Sogorb, 2004).

Las placas fueron colocadas en cajas Petri de iguales dimensiones y se afiadi
PDA inoculado con 2X10° conidiasemL! de Colletotrichum acutatum. Se incub6

a 25°C por 7 dias y se verificaron las zonas de inhibicion de crecimiento miceliar.
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2.25 Ensayos de efectividad de Bacillus subtilis CtpxS2-1 en

infecciones latentes e inoculaciones artificiales
2.2.5.1 Viabilidad de semilla

Se evalug el porcentaje de germinacion y emergencia en lotes de semillas de las
variedades INIAP 450 Andino, INIAP ECU-2658 e INIAP F3 (ECU-2658 X ECU-
4815). Previamente las semillas fueron desinfectadas en solucion de hipoclorito
0,05% y fueron sembradas en bandejas de germinaciéon de 50 celdas con
sustrato estéril “Rancho Alegre”. La lectura de resultados se realiz6 a las 2

semanas posteriores a la siembra.
2.2.5.2 Efectividad en semillero

Para evaluar la efectividad de Bacillus subtilis obtenido en medio de bajo costo
contra infecciones latentes e inoculaciones artificiales de Colletotrichum
acutatum, se utilizaron 12 tratamientos con una unidad experimental de 16
semillas por tratamiento (semillero en cajas Petri) y 4 repeticiones. Los 12
tratamientos para semilla desinfectada variedad INIAP ECU-2658 se especifican
en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos utilizados para evaluar efectividad de Bacillus subtilis
CtpxS2-1 contra infecciones latentes e inoculaciones artificiales de
Colletotrichum acutatum.

Tratamiento

CK1 Semilla desinfectada INIAP ECU-2658.

CK2 Semilla desinfectada + Vitavax ® 1g Kg* de semilla.

CK3 Semilla desinfectada + Rhapsody ® 1.5 mL L.

CK4 Semilla desinfectada + sobrenadante filtrado de Bacillus
subtilis CtpxS2-1 de 72 h, 2X107 UFC mL™.

CK5 Semilla desinfectada + cultivo bacteriano de 72 h de Bacillus
subtilis CtpxS2-1, 2X107 UFC mL™.




CK6

Semilla desinfectada + suspension filtrada de biomasa en
tampon PBS de Bacillus subtilis CtpxS2-1, 2X107 UFC mL™.

T1 Semilla desinfectada INIAP ECU-2658 + in6culo de
Colletotrichum acutatum 2x10° conidias mL1.

T2  Semilla desinfectada + Vitavax ® 1g Kg* de semilla + inéculo
de Colletotrichum acutatum 2x10° conidias mL™.

T3  Semilla desinfectada + Rhapsody ® 1.5 mL L + in6culo de
Colletotrichum acutatum 2x10° conidias mL1.

T4 Semilla desinfectada + sobrenadante filtrado de Bacillus
subtilis CtpxS2-1 de 72 h, 2X10” UFC mL?! + inéculo de
Colletotrichum acutatum 2x10° conidias mL1.

T5 Semilla desinfectada + cultivo bacteriano de 72 h de Bacillus
subtilis CtpxS2-1, 2X107 UFC mL* + in6culo de Colletotrichum
acutatum 2x10° conidias mL1.

T6  Semilla desinfectada + suspension filtrada de biomasa en

tampon PBS de Bacillus subtilis CtpxS2-1, 2X107 UFC mL? +

indculo de Colletotrichum acutatum 2x10° conidias mL1.
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El patégeno fue obtenido de cultivos puros de C. acutatum mantenidos en PDA

durante 7-10 dias a 20°C. Se prepar6é una suspension del mismo en

concentracion 2x10° conidias mL* verificada por conteo en camara Thoma y se

traté con ella a la semilla desinfectada durante 4 minutos a 200 rpm. Para el

antagonista, se utilizo el medio de cultivo completo a partir del cual se obtuvieron

el sobrenadante y la biomasa por centrifugacion a 5 000 rpm por 15 minutos,

4°C. Las concentraciones de la bacteria fueron estimadas por medio de dilucién

y plateo.
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La lectura de resultados se realizé a las 2 semanas de iniciado el proceso y se
evalué el porcentaje de germinacion (%G) e incidencia (%l) (Agrios, 2005).

# semillas germinadas

%G =

* 100 (Ecuacion 5)

# total de semillas

# semillas enfermas

%I = * 100 (Ecuacion 6)

# total de semillas

Los datos obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza ANOVA con el
posterior andlisis de variabilidad de datos utilizando la prueba LSD (Minima

Diferencia Significativa) con nivel de confianza del 95%.
2.2.5.3 Efectividad en bandejas de germinacion

Para evaluar la efectividad de Bacillus subtilis obtenido en medio de bajo costo
contra infecciones latentes e inoculaciones artificiales de Colletotrichum
acutatum, se utilizaron los 12 tratamientos especificados en el apartado 2.2.5.2
con una unidad experimental de 98 semillas por tratamiento en bandeja de
germinacion y 2 repeticiones por tratamiento. Para la siembra se utilizé sustrato
estéril “Rancho Alegre” y se mantuvo en el invernadero de la asociacion
ASOPRORQUIDEAS a condiciones controladas de 12 horas luz, humedad 60%.
La lectura de resultados se realiz6 a las 5 semanas luego de la siembra, se
evalu6 el porcentaje de emergencia (%E), porcentaje de severidad (%S) e
incidencia (%l), namero de hojas aéreas promedio (#H) y tamafo raiz (Tr)
(Agrios, 2005).

Tabla 2. Escala visual de severidad de la enfermedad (#S) y su equivalente en
porcentaje del area foliar infectada (%eAFl).

Escala S# 0 1 2 3 4 5
% eAFl 0 10 25 40 70 100

Nota: La severidad se evaluo en 10 plantas por repeticion.
Nota 2: Tabla de severidad adaptada de (Agrios, 2005).
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%eAFI para cada planta .z
0ps = L¥edll paracadaplanta , 4 (Ecuacién 7)
# observaciones
# plantas enfermas .z
0 =
sl # total de plantas germinadas 100 (ECU&CIOFI 8)
# plantas germinadas .z
WE = * 100 (Ecuacion 9)
# total de plantas
#de hojas d da plant . 2
#H = 2 # de hojas de cada planta (ECU&CIOFI 10)
# de plantas observadas
tamaio de raiz de cada planta (cm . .
Tr = Ztaman = planta (cm) (Ecuacion 11)

# de plantas observadas
(Agrios, 2005)

El nimero de hojas y tamafio raiz (cm) fueron evaluados en una muestra de 10
plantas por repeticion. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de
varianza ANOVA con el posterior analisis de variabilidad de datos utilizando la
prueba LSD (Minima Diferencia Significativa) con nivel de confianza del 95%.

2.2.6 Efectividad de Bacillus subtilis en campo

La evaluacion en campo fue realizada en la provincia de Imbabura, ciudad de
Otavalo, parroquia Monserrat. Se utilizaron lotes de semillas de la variedad INIAP
ECU-2658 distribuidas en 3 blogues, 3 tratamientos y 3 repeticiones con una

unidad experimental de 30 plantas

Los tratamientos evaluaron la efectividad para infecciones latentes en semilla de
chocho sin desinfectar utilizando Bacillus subtilis S2-1 obtenido en medio de bajo
costo, en concentracion de inoculacion 108, comparado con Rhapsody ®
(Bacillus subtilis QST-173, Bayer CropScience C.A. Canada) y un testigo sin
aplicacién de tratamiento. Las plantas fueron inoculadas con los bioproductos
cada 15 dias en volumen de 20 mL planta™. Se evallo severidad e incidencia de
enfermedades latentes a las 6 semanas de siembra. La severidad fue evaluada

en 6 plantas por repeticion. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de
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varianza ANOVA con el posterior analisis de variabilidad de datos utilizando la
prueba LSD (Minima Diferencia Significativa) con nivel de confianza del 95%.

2.3 Escalado de produccién de Bacillus subtilis CtpxS2-1 en biorreactor

en el medio de bajo costo
2.3.1 Calibracién del inéculo

El in6culo fue obtenido de cultivos frescos de Bacillus subtilis en triple estria
obtenidos en medio sélido NYDA a las 24 horas de crecimiento, 30°C. La
biomasa fue resuspendida en solucion tampon PBS pH=6,5 y homogenizada
(Fisher Scientific® AnalLog Vortex Mixer 20V 02215365) por 60 segundos. Se
estimd concentracion mediante dilucién y plateo en medio NYDA y se cuantificd
Densidad Optica a 700 nm.

2.3.2 Crecimiento en biorreactor

El escalado de produccion en biorreactor fue realizado en una unidad de 5 L
(Applikon® eZ control) con el medio de bajo costo HSC40-ME2 siguiendo los
protocolos de Yanez et al. (2012b). Se siguieron las indicaciones de calibrado de
acuerdo al manual (Anexo 10) y se autoclavé el medio a 121°C, 15 minutos.
Posteriormente se inocul6é a concentracion 10° con el resuspendido de Bacillus
subtilis CtpxS2-1 del apartado 2.3.1, se afiadi6 antiespumante (Sigma® Antifoam
204) al 0.01% para evitar pérdidas por formacion de espuma. Se estimo la
concentracion de células con muestreo cada 2 horas durante 24 horas, mediante
dilucién y plateo en medio NYDA. La ecuacion de (Baranyi y Robets, 1994) se
utilizé para la modelizacion de la curva de crecimiento a través del andlisis en el

software ComBase ®.
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3 CAPITULO llIl: Resultados y discusién

3.1 Caracteristicas del crecimiento de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y

produccion de metabolitos
3.1.1 Caracteristicas del crecimiento en medio MOLP

En la Figura 3 se presenta el crecimiento de Bacillus subtilis CtpxS2-1 en medio
MOLP. La concentracion de células de la cepa aumenté de 4.87 a 5.72 Log1o
UFC mL1durante las primeras 6 horas. El maximo desarrollo se alcanzé a partir
de las 20 horas con 7.55 Logio UFC mL?. Del andlisis de los datos del
crecimiento de microorganismo en relacion al tiempo mediante el modelo
matematico de Baranyi y Roberts (1994), se observo un crecimiento sigmoideo,
caracteristico de las bacterias de la especie Bacillus subtilis. Los parametros de
crecimiento sigmoideo presentaron una duracion de la fase de latencia (A) de 3.6
horas, tasa maxima de crecimiento (umax) 0.25 (Logi0UFC mL?1)h'1, maxima
concentracion de células (MPD) 7.51 Logi10UFC mL™1, coeficiente de relacion (R?)
0.98 y desviacion estandar (SE) 0.12. Reportes previos en otra cepa de Bacillus
subtilis desarrollados por Yanez, et al. (2011) en medio de cultivo TSB,
corroboran una dindmica de crecimiento de la especie con curvatura sigmoidea,
fase de latencia hasta las 5 horas y un crecimiento maximo hasta las 18 horas

con posterior fase estacionaria hasta las 80 horas.
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Log,, ufc mL-1

Y(t) =yo+ ,UmaXA(t) - 1/mln[emﬂmaxA(t) - 1/em(Ymax_yO]
R2 = 0,989 SE = 0,12

0 10 20 30 40
Horas de incubacion

Figura 3. Crecimiento de Bacillus subtilis cepa S2-1 desarrollada en medio
optimizado MOLP.

a. Condiciones de cultivo a 30°C, 200 rpm, 48 horas.

b. m corresponde a la media de la concentracion de células totales expresada
en Logio0UFC mL™.

c. La linea de tendencia de la curva (---) fue trazada por ajuste de valores
usando el modelo matematico de Baranyi y Roberts (1994). Los parametros
de crecimiento fueron: A=3.6 horas, pmax=0.25 (Logio UFC mL?) hl,
MPD=7.51 Logio UFC mL, R>=0.98 y SE=0.12
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3.1.2 Produccion de endosporas y células totales

La cuantificacion de produccion de endosporas y células totales demostré que
para ambos medios de cultivo, Bacillus subtilis S2-1 tuvo una producciéon de CT
gue se mantuvo a las 24, 48 y 72 horas con una concentraciéon = 10’ UFC mL™.
Del otro lado, la produccion de endosporas aumenté progresivamente en funcion
del tiempo. Estadisticamente la prueba SNK revela una diferencia significativa
tanto en la concentracion de esporas como en la concentracion de células totales
al comparar ambos medios de cultivo Figura 4, exceptuando el valor de las
medias de endosporas a las 24 horas en donde no existe diferencia significativa
entre MOLP y HSC40-MEZ2.

Al contrastar los valores obtenidos, el medio HSC40-ME2 tuvo una produccion
ligeramente superior de células totales con una media de 7.08 Logio UFC mL*a
las 48 y 72 horas, en comparacion con el medio MOLP con concentracion media
6,90 Logio UFC mL'a las 24, 48 y 72 horas, a pesar que ambos medios de
cultivo fueron inoculados a una misma concentracion. De la misma manera, la
produccion de endosporas en el medio MOLP es inferior respecto a la que se
tiene en el medio de bajo costo, con valores a las 72 horas de 5.60 y 6.12 Logio
UFC mL*! respectivamente. La tendencia de concentraciéon en células totales
permite inferir, que la misma se mantiene con el tiempo, mientras que en
endosporas, la produccion aumenta en funcién del tiempo. Estudios de Rahman
et al. (2006) corroboran que la produccion de endosporas aumenta a partir de
las 48 horas como mecanismo de defensa en ausencia o decremento de la

disponibilidad de nutrientes.
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Figura 4. Nivel de produccién de endosporas y células totales de Bacillus
subtilis S2-1 en medio de bajo costo HSC40-ME2 (a) y medio MOLP (b).

a. o Células totales. m Endosporas.

b. Los datos corresponden a la media de 2 repeticiones de cada

tratamiento.

c. Las letras diferentes en cada barra simbolizan diferencias significativas

de acuerdo a la prueba LSD (p<0.05).
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3.1.3 Pureza de cultivos por tincién de células y endosporas

bacterianas.

Para ambos medios de cultivo, se observan las estructuras caracteristicas de
Bacillus spp. Figura 5. La presencia de esporas confirman la identificacion y
pureza del género y su coloracion verde se debe al uso de colorante de contraste

verde de malaquita, que penetra en la espora por calor (Forbes, 2007).

(@)

(b)

Figura 5. Produccion de endosporas y células totales de Bacillus subtilis S2-1 en
medio de bajo costo HSC40-ME2 (a) y medio MOLP (b).

a. La flecha sefala las esporas tefiidas de color verde en células vegetativas rosa.

b. Observacion en microscopio Olympus ® CX31 en aumento 100X.
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3.2 Validacion de un medio de bajo costo
Efectividad in vitro de Bacillus subtilis contra Colletotrichum acutatum

3.2.1 Identificacion de metabolitos antifungicos y su efectividad

contra Colletotrichum acutatum mediante bioautografia.

Los extractos lipopeptidicos obtenidos a las 24, 48 y 72 horas de desarrollo de la
bacteria en medio optimizado para produccién de lipopéptidos MOLP (Jacques et
al.,, 1999) y en medio de bajo costo HSC40-ME2, demuestran la presencia de
diferentes familias de lipopéptidos antifungicos, éstas se determinaron mediante
andlisis cromatografico en capa fina (HPTLC) el cual demostré la presencia de
familias de lipopéptidos ciclicos: fengicinas, iturinas y surfactinas Figura 6.
Posteriormente la prueba conjunta de HPTLC-bioautografia Figura 7, revelo que
las fracciones correspondientes a fengicinas mostraron una alta inhibicion de
crecimiento miceliar del patdégeno a diferencia de iturinas y surfactinas, con
inhibicién nula. La inhibicion del crecimiento en la fraccion de fengicinas, aumenté
de manera progresiva en funcién al tiempo de incubacién de la bacteria, con un
méaximo a las 72 horas con factor de retencién (Rf) ~0.20. Los resultados
demuestran que la actividad antifungica debida a las fengicinas producidas por la
bacteria en el medio de bajo costo fue igual que aquella producida en el medio
optimizado. Estas evidencias soportan que la actividad antifangica del agente de
biocontrol Bacillus subtilis estd basada en la produccion de lipopéptidos como
fengicinas como lo demuestran estudios previos de Yanez y colaboradores
(2012a) y brinda una base fiable para el desarrollo de procesos de produccién a

nivel industrial usando medios de bajo costo.
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Figura 6. Andlisis cromatografico en capa fina HPTLC y medida del factor de
retencion (Rf) de extractos lipopeptidicos de Bacillus subtilis Ctpx S2-1.

a. Extractos obtenidos en medio MOLP y medio de bajo costo HSC40-ME2 a las
24,48 y 72 horas de desarrollo de la bacteria.

b. Extractos lipopeptidicos obtenidos a las: a) 24 horas, medio MOLP, b) 24 horas,
medio HSC40-MEZ2, c) 48 horas, medio MOLP, d) 48 horas, medio HSC40-MEZ2,
e) 72 horas, medio MOLP y f) 72 horas, medio HSC40-ME2.

c. fen (fengicinas), itu (iturinas) y sur (surfactinas).
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Figura 7. Prueba conjunta HPTLC-bioautografia de extractos lipopeptidicos de
Bacillus subtilis S2-1 contra Colletotrichum acutatum.

a. Extractos producidos en medio MOLP y medio de bajo costo HSC40-MEZ2.
b. Las flechas sefialan las zonas de inhibicion.

c. Extractos lipopeptidicos obtenidos en: a) 24 horas, medio MOLP, b) 24 horas,
medio HSC40-ME2, c) 48 horas, medio MOLP, d) 48 horas, medio HSC40-ME2,
e) 72 horas, medio MOLP y f) 72 horas, medio HSC40-ME2.
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Efectividad in vivo de Bacillus subtilis contra Colletotrichum acutatum

3.2.2 Efectividad para infecciones latentes e inoculaciones

artificiales
3.2.2.1 Viabilidad de la semilla

Todos los lotes de semillas utilizados en laboratorio, demostraron una viabilidad
apta, con niveles de emergencia =90% e incidencia de enfermedades latentes
menor =19% Figura 8. Se selecciond la variedad INIAP ECU-2658-2 por sus
niveles de germinacion, tolerancia a la antracnosis comprobada, variedad de
semilla de uso mas frecuente entre los agricultores Ecuatorianos (INIAP, 2016)

y disponibilidad de la misma.

100% T
90% {
80% +
70% +
60% f
50%
0% +
30% +
20% §

10% + S

N

0% -+

INIAP 450 ECU 2658
Figura 8. Viabilidad de lotes de semilla INIAP.

a. m%E: porcentaje de emergencia,i# %l: porcentaje de incidencia de
enfermedades latentes.

b. Los tratamientos se realizaron en bandejas de germinacion de 50 sitios
hasta las 2 semanas desde la siembra.

c. Las letras diferentes en cada barra simbolizan diferencias significativas de
acuerdo a la prueba estadistica LSD (p<0.05).
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3.2.2.2 Efectividad en semillero

La efectividad para infecciones latentes (Figura 9a) presento similitud estadistica
en germinacion para los 5 tratamientos que abarcan a semilla desinfectada
(CK1), semilla desinfectada con tratamiento quimico Vitavax ® (CK2), semilla
desinfectada con tratamiento biolégico Rhapsody® (CK3), semilla desinfectada
con tratamiento de 2X107 UFC mL* de Bacillus subtilis S2-1 obtenido en medio
de bajo costo como sobrenadante filtrado (CK4), y como cultivo bacteriano
completo (CK5). La suspension de biomasa (CK6) presenté diferencia
significativa en la germinacion con niveles menores a los otros tratamientos, que
fue de =17%. Para enfermedades latentes, los tratamientos presentaron
similitudes estadisticas de efectividad para control de la incidencia =50%, el
tratamiento CK3 tuvo una incidencia del 0% y por lo tanto efectividad superior
para el control de la enfermedad. En inoculaciones artificiales, los mejores
resultados de control de incidencia de la enfermedad fueron los obtenidos con
tratamiento T6 (Semilla inoculada con Colletotrichum acutatum 2x10° conidias
mL1 + suspension filtrada de biomasa en tampén PBS de Bacillus subtilis S2-1,
2X107 UFC mL?) con niveles de control de la enfermedad de =95%, seguido de
los tratamientos con Vitavax (T2), Rhapsody® (T3), y cultivo bacteriano completo

(T5) con similitud estadistica para el control de enfermedad mayor al =50%.

A pesar de haber utilizado semilla con viabilidad previamente comprobada, los
niveles de germinacion se redujeron en un 40%. Esto indica que al estar las
semillas en cajas selladas, la ausencia de oxigeno o los altos niveles de
humedad, pudieron afectar sus niveles de germinacion. Sin embargo, los niveles
de incidencia de enfermedades latentes y con inoculacion artificial, fueron

estadisticamente similares en la mayor parte de los tratamientos.
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Figura 9. Efectividad de Bacillus subtilis cepa S2-1 obtenida en medio HSC40-
ME2.

a. Efectividad para (a) infecciones latentes en semilla desinfectada y (b)
inoculaciones artificiales de Colletotrichum acutatum en semilla desinfectada.

b. m%G: porcentaje de germinacion, Il %l: porcentaje de incidencia.
c. Los tratamientos se especifican en el apartado 2.2.5.2.

d. Los datos corresponden a la media de tres repeticiones por cada
tratamiento. Las letras diferentes en cada barra simbolizan diferencias

significativas de acuerdo a la prueba estadistica LSD (p<0.05) Anexo 3
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Semillas germinadas sanas

Semillas enfermas y con baja
germinacion

Semillas germinadas enfermas
g B, v y

i

Semillas sanas y con baja

germinacion

Figura 10. Resumen del tipo de germinacion obtenido para infecciones
latentes e inoculaciones artificiales de Colletotrichum acutatum en semilla

desinfectada.
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3.2.2.3 Efectividad en bandejas de germinacién

Las pruebas de efectividad de Bacillus subtilis CTPX S2-1 para infecciones
latentes e infecciones artificiales en bandejas de germinacion (Figura 11), fueron
realizadas a condiciones controladas en invernadero con 12 horas luz. Para
todos los tratamientos se obtuvo similitud estadistica en el control de la incidencia
de la enfermedad. Se tuvo un control =95% en enfermedades latentes, que
disminuy6 al =85% para los tratamientos con inoculaciones artificiales. La
emergencia fue de hasta el 65% en los controles con y sin inoculacion, y se
redujo hasta el 16% en el resto de tratamientos. Los menores niveles de
emergencia se obtuvieron en los tratamientos con inoculacion artificial. Esto
puede sefialar que a pesar de tener una severidad e incidencia reducidas en
ambos casos, la enfermedad afecta a la semilla reduciendo su capacidad de
emergencia. En la mayor parte de los tratamientos en los que hubo baja
emergencia, se constatd la existencia de semillas muertas en sus primeras
etapas de germinaciéon. Estudios conducidos por Claudio y Falconi (2015) y
Grijalva, Yanez y Falconi (2015), realizados en semilla de chocho con aplicacion
de cepas de Bacillus subtilis obtenido en medio de laboratorio MOLP y medio
liquido NYDA respectivamente, demostraron que la germinaciéon y emergencia
de plantulas no se vio afectada por la aplicacion de la bacteria, sin embargo cabe
destacar que los medios de cultivo fueron elaborados con componentes de
origen comercial. La baja viabilidad puede deberse a la presencia de metabolitos
desconocidos provenientes de los componentes utilizados en la elaboracion del
medio de cultivo de bajo costo. Stanbury, Whitaker y Hall (1995) afirman que la
materia prima utilizada para elaborar medios de bajo costo, al tener un origen
agroindustrial desconocido y no destinado para uso en laboratorio, puede
contener sustancias toxicas o metabolitos extrafios que limitan el desarrollo

celular.

Para todos los tratamientos, las plantas obtenidas a las 5 semanas, demostraron
una correlacion entre el nUmero de hojas y tamario raiz Figura 12. Se obtuvieron

plantas con mayor vigor en los controles y en el tratamiento quimico.
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Figura 11. Efectividad de Bacillus subtilis cepa S2-1 obtenida en medio
HSC40-ME2, en bandejas de germinacion.

a. Efectividad para (a) infecciones latentes en semilla desinfectada y (b)
inoculaciones artificiales de Colletotrichum acutatum en semilla desinfectada.

b. Los tratamientos se especifican en el apartado 2.2.5.2.

c. m%E: porcentaje de emergencia, 1l %I: porcentaje de incidencia, @_%S:
porcentaje de severidad.

d. Los datos corresponden a la media de dos repeticiones con unidad
experimental de 98 plantas. Las letras diferentes por cada tipo de barra
simbolizan diferencias significativas de acuerdo a la prueba estadistica LSD
(p<0.05) Anexo 6
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Figura 12. Namero de hojas y tamafio raiz medidos en plantas de chocho a
las 6 semanas de crecimiento.

a. Los tratamientos se especifican en el apartado 2.2.5.2.

b. Resultados para (a) plantas con infecciones latentes en semilla
desinfectada y (b) plantas con inoculaciones artificiales de Colletotrichum
acutatum en semilla desinfectada.

c. »#H: Media de nimero de hojas aéreas, mTr: Media de tamafio raiz (cm).

d. Los datos corresponden a la media de dos repeticiones con una muestra
de 10 plantas por repeticion. Las letras diferentes en cada barra simbolizan
diferencias significativas de acuerdo a la prueba estadistica LSD (p<0.05).
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3.2.3 Efectividad de Bacillus subtilis en campo

Los resultados de campo no mostraron diferencias significativas tanto en
germinacion, incidencia y severidad de la enfermedad al aplicarse Bacillus
subtilis S2-1 o Rhapsody en comparacion con el testigo absoluto Figura 14. Los
niveles de germinacion superaron el 70% en las primeras 3 semanas de siembra,
mientras que la incidencia alcanzé niveles del 80% con una severidad progresiva
que mermé el 100% de la produccion en la 5ta y 6ta semana de siembra. El
principal factor abiotico influyente en este caso fue el exceso de pluviosidad de
la zona que segun datos del INAMHI en los meses de siembra que fueron de
abril a junio, se extendié a 1200 mm, mientras que los requerimientos del chocho
se sitan en 350-800 mm segun Suquilanda (2010). Esto favorecio el crecimiento
de hongos fitopatégenos como Colletotrichum acutatum que afecté a toda la
plantacién, como se evidencia en una muestra tomada de la misma en la Figura
13. Por otro lado, es posible la variabilidad de la poblacion de Bacillus subtilis
S2-1 durante su adaptacion al campo, lo cual desemboca en su ineficiencia para
controlar al patégeno en condiciones en que el cultivo es mas proclive a
infectarse. La reduccién de la poblacion de la bacteria puede deberse
principalmente a la varianza de los factores bidticos y abioticos del lugar
(temperatura, humedad, radiacién, pluviosidad) y por lo tanto su poblacién se
reduce a niveles nulos o casi inexistentes como lo afirman estudios previos de
Kohl et al., (2002) y Magan (2001). Al no tratarse de una cepa nativa del lugar,
es mas probable que sufra estrés, lo que impide su adecuada adaptacién segun

lo afirma Magan (2001).
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Figura 13. Planta de chocho con tratamiento de B. subtilis S2-1 a las 6
semanas de crecimiento en campo afectada por Colletotrichum acutatum.

a. Las flechas indican las lesiones caracteristicas de la enfermedad de
acuerdo a las especificaciones de Talhinhas, Baroncelli, y Le Floch (2016)
con coloracibn naranja en la parte baja y media del tallo, muestra
estrangulamiento del mismo.
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Figura 14. Efectividad en campo de Bacillus subtilis cepa S2-1 obtenida en
medio HSC40-ME2.

a. Tratamientos de B. subtilis (S2-1), Rhapsody ® (Rhap) y testigo absoluto
sin tratamiento (S/N).

b. Experimento realizado campo durante 6 semanas.

c. m%E: porcentaje de emergencia, Il %I: porcentaje de incidencia, %S:
porcentaje de severidad.

d. Los datos corresponden a la media de tres repeticiones por tres bloques
con unidad experimental de 30 plantas. Las letras diferentes en cada tipo de
barra simbolizan diferencias significativas de acuerdo a la prueba estadistica
LSD (p<0.05).
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3.3 Escalado de produccion
3.3.1 Crecimiento en biorreactor

La Figura 15a representa el crecimiento del aislado S2-2 de Bacillus subtilis en
medio HSC40-ME2 a escala de biorreactor de 5 litros. La concentracion de
células de la cepa aument6 de 5.36 a 6.34 Logio UFC mL* durante las primeras
6 horas de crecimiento. Del analisis y ajuste de los valores en base al modelo
matematico de Baranyi y Roberts (1994), se tiene un crecimiento sigmoideo,
caracteristico de la especie, y se calculan pardmetros de crecimiento con una
duracion de la fase de latencia (1) de 3.77 horas, tasa maxima de crecimiento
(umax) 0.4 (Log10UFC mL™?) h'1, maxima concentracion de células (MPD) 7.35
LogioUFC mL%, coeficiente de relacion (R?) 0.98 y desviacion estandar (SE)
0.12. La ausencia de oxigeno disuelto a partir de la 6ta hora de desarrollo versus
el crecimiento bacteriano obtenido, evidencia que Bacillus subtilis a pesar de ser
descrita como una bacteria aerobia, puede crecer en condiciones de
anaerobiosis, como lo confirman estudios de Nakano y Zuber (1998). El maximo
desarrollo celular se alcanzé a partir de las 22 horas con 7.43 Logio UFC mL™* lo
cual corresponde con un aumento del pH de 5.42 a 5.64. La comparacion del
crecimiento entre MOLP y HSC40-ME2, muestra una concentracion inicial de
células de 4.87 y 5.34 Logio UFC mL, y una concentracion final a las 24 horas
de 7.51y 7.34 Logio UFC mL* respectivamente. Esto demuestra que el nivel de
produccion de Bacillus subtilis, utilizando materia prima de bajo costo como
medio de cultivo, es similar que al producir la bacteria en un medio de cultivo
comercial. Se deduce que la bacteria es capaz de asimilar el nitrégeno disponible
en la harina de soya, teniendo niveles de produccion similares al del medio
MOLP y por la tanto se afirma que la harina de soya representa una buena fuente
de nitrdgeno de bajo costo en reemplazo de la peptona que se utiliza en el medio
MOLP, esto lo avala estudios de Jacques et al. (1999); Pryor et al., (2007); Yanez
et al., (2012b) y Younis, Hezayen, Nour, y Shabeb (2010). En el mercado existe
disponibilidad y accesibilidad a harina de soya y melaza, lo cual representa
facilidad para escalar la produccion a nivel industrial. Respecto a la cantidad de

materia prima utilizada, en altos niveles de melaza es posible la inhibicion del
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crecimiento de la bacteria, por un pH demasiado bajo, como se demostré en
estudios previos de Costa y colaboradores (2001), y Yanez et al., (2012b). El uso
de sales de en el medio de bajo costo se debe a que las sales, como ya se ha
mencionado, son indispensables en la produccién de metabolitos , y por lo tanto
SuU Uso es preciso para lograr niveles adecuados de produccion de metabolitos
antifiingicos en la bacteria debido a su potencial uso como fungicida biologico.
La cantidad y tipo de sales afiadidas, fue exactamente el mismo que el utilizado
en el medio MOLP, por lo que se puede asociar directamente el nivel de

produccion con la presencia de las sales minerales.
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Figura 15. Crecimiento de Bacillus subtilis cepa S2-1 desarrollada en medio de
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bajo costo y medio optimizado.

a. Crecimiento en medio de cultivo: (a) HSC40-ME2, y (b) MOLP.

b. (w) Bacillus subtilis cepa S2-1; (A) pH; (e) oxigeno disuelto DO,,(--) linea de
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3.3.2 Costos de produccion

Los costos de produccion para cada medio de cultivo se detallan en la Tabla 4y
Tabla 5, los costos fueron calculados en base a los precios estimados de materia
prima sumados a los costos de servicios basicos para una produccion a escala
de biorreactor de 5 litros. La tarifa de servicios basicos Tabla 3 incluye el uso de
5 litros de agua para un escalado a 5 litros mas el consumo eléctrico del
biorreactor Applikon ® durante 72 horas de trabajo. Los cargos fijos en los
servicios basicos son aplicados a industrias de capacidad media segun la EEQ
y son independientes del nivel de consumo del servicio. Se recalca que el costo
de los reactivos y subproductos utilizados puede variar de acuerdo a la casa

comercial de adquisicion o del proveedor de los subproductos.

Tabla 3. Costo de servicios basicos para una produccion a escala de biorreactor
de 5 litros durante 72 horas.

Servicios Basicos

U $/u Para5L U Subtotal Cargo fijo Total
Agua 1 m3 $0,72 0,005 m3 $ 0,00 $2,10 $210
Energia 1 Kwh $0,08 16,56 Kw $1,29 $4,13 $542

Total Servicios  $7,53
Nota: Tarifas de acuerdo a la EPMAP y EEQ.

Tabla 4. Costos de produccion a escala de 5 litros en medio MOLP.

MEDIO MOLP

Material Presentacibn u Precio/lu Para5L u  Subtotal
Peptona 500 g $92,00 150 g $ 27,60
Ext. Levadura 500 g $87,00 10 ¢ $1,74
Sacarosa 1000 g $ 180,00 35 ¢ $6,30
KH2PO4 500 g $124,00 95 ¢ $2,36
Otras sales 23 g $0,57

Subt. (1) $38,56
Servicios (2) $7,53
Total (1+2)  $ 46,09

Nota: Las tarifas pueden variar de acuerdo a la casa comercial

Nota 2: El costo de “otras sales” ha sido estimado como el 24% del costo de
KH2PO4, al constituir el 24% de todas las sales utilizadas.



Tabla 5. Costos de produccién a escala de 5 litros en medio HSC40-ME2.

MEDIO HSC40-ME2

Material Presentacion u Precio/lu Para5L u
Harina de soya 1000 ¢ $ 3,80 200 ¢
Melaza 1000 g $1,80 10 ¢
KH2PO4 500 g $124,00 95 g
Otras sales 23 ¢
Subt. (1)

Servicios (2)

Total (1+2)

Nota: Las tarifas pueden variar de acuerdo a la casa comercial

Subtotal
$0,76
$ 0,02
$2,36
$0,57
$ 3,70
$7,53

$11,22
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Nota 2: El costo de “otras sales” ha sido estimado como el 24% del costo de

KH2POa, al constituir el 24% de todas las sales utilizadas.

Tabla 6. Costos de produccion versus productividad en medio MOLP y medio

HSC40-ME2 para una produccion de un litro.

Medio Costo $/L  Producciéon UFC mL1

MOLP: Peptona 30 g L1; Sacarosa 20 g

L; Extracto de levadura 7 g L%; $9,22 3,24E+07

KH2PO4 1.9 g L + sales.
HSC40-ME2: Harina de soya 40 g L?;

Melaza 2 g L'1; KH2PO41.9g Lt + $2,24 2,19E+07

sales.

La comparacion entre el costo de produccion versus la productividad en ambos

medios de cultivo Tabla 6, refleja que el medio de bajo costo HSC40-ME2

mantuvo una productividad similar a la obtenida en el medio de laboratorio

MOLP, a un costo de produccién 75% menor. Los niveles de productividad se

han establecido de acuerdo al apartado 3.3.1, en base a los resultados de

obtencion de células a escala de biorreactor en ambos medios de cultivo.
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4 CAPITULO IV: Conclusiones y Recomendaciones
4.1 Conclusiones

Caracterizacion del crecimiento de Bacillus subtilis CTPX S2-1 en el medio
de control MOLP.

De acuerdo a la modelizacion del crecimiento de la cepa S2-1 de Bacillus subtilis
en medio MOLP, se concluye que en un medio de cultivo de laboratorio la cepa
S2-1 presenta un crecimiento sigmoideo con niveles iniciales de 4,87 Logio UFC

mL-1 hasta un nivel estimado de 7.50 Logio UFC mL-1,

La actividad antifangica de Bacillus subtilis S2-1 es dependiente de la produccion
de metabolitos secundarios, los cuales tienen relacion directa con la produccién

de endosporas, presentando mayores niveles a las 72 horas de crecimiento.

Validacion de un medio de bajo costo para la produccion de Bacillus
subtilis CTPX S2-1.

De acuerdo a los resultados de andlisis cromatografico HPTLC y prueba conjunta
HPTLC-bioautografia, se evidencia que la actividad antifingica del agente de
biocontrol Bacillus subtilis esta basada en la produccion de lipopéptidos como
fengicinas, cuyo nivel de inhibicion frente a Colletotrichum acutatum fue similar
en medio MOLP y medio HSC40-MEZ2.

La produccion de lipopéptidos de Bacillus subtilis S2-1, con niveles de antibiosis
comparables entre el medio MOLP y el medio HSC40-ME2, esta estrechamente
relacionada con la adicion de sales minerales, las cuales en ambos medios

fueron colocadas en iguales dosis.

Los resultados de efectividad in vivo en semillero y bandejas de germinacion,
demostraron que la biomasa, sobrenante y células de Bacillus subtilis S2-1
obtenido en medio de bajo costo, tuvieron control en la incidencia en
enfermedades latentes e inoculaciones artificiales de Colletotrichum acutatum.
Por lo que su efectividad es comparable al uso tratamientos quimicos Vitavax ®

y biolégicos comerciales Rhapsody ®
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Se concluye que la efectividad de la aplicacién en campo del agente de biocontrol
Bacillus subtilis S2-1 esta estrechamente relacionada a la influencia de factores

bidticos y abioticos, los cuales inciden en la supervivencia de la bacteria.

Se concluye que el uso de subproductos agroindustriales de bajo costo como
melaza y harina de soya en concentracion 40 g L-1y 2 g L respectivamente,

constituyen fuentes de carbono y nitrdgeno comparables a medios complejos.

Escalado de la produccién de Bacillus subtilis CTPX S2-1 en biorreactor en

medio de bajo costo.

El escalado de produccién en medio biorreactor de 5 litros, mantuvo la
produccion de Bacillus subtilis CTPX S2-1 en niveles de 2,19E+07 UFC mL*

hasta las 48 horas de crecimiento.

El uso de subproductos agroindustriales como melaza y harina de soya
representan una reduccion del 75% del costo del uso de medios de laboratorio

comerciales como los utilizados en medio MOLP.

Se concluye que es posible un escalado a nivel industrial tomando como base la
alta productividad de Bacillus subtilis S2-1 y el mantenimiento de su capacidad
de control de Colletotrichum acutatum, al ser producido en un medio a base de

subproductos agroindustriales (harina de soya y melaza).
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4.2 Recomendaciones

Como agente de biocontrol, es recomendable el uso de la cepa CtpxS2-1
después de las 48 horas de crecimiento. Esto asegura su efectividad tomando
en cuenta que su nivel de produccion de lipopéptidos aumenta en funcion del

tiempo.

Investigar a profundidad la influencia de la harina de soya y/o melaza sobre la
semilla de chocho previa germinacion, debido a las caracteristicas que se

evidenciaron en la reduccion de la germinacion.

Indagar sobre otros subproductos agroindustriales que constituyan fuentes de
nitrégeno como reemplazo de la harina de soya, ya que al tratarse de una
leguminosa que no se produce en el pais, su disponibilidad y accesibilidad en el

mercado podria verse limitada debido a las politicas de estado.

Se recomienda la aplicaciéon en campo de Bacillus subtilis CtpxS2-1 verificando
que el momento de aplicacion no sea en épocas en que el huésped sea
susceptible al patégeno, para favorecer de esta manera la colonizacién de la
bacteria.

Para garantizar la supervivencia de Bacillus subtilis CtpxS2-1 y reducir la
variabilidad de su poblacion en campo, es recomendable su aplicacion conjunta
con otros microorganismos y/o tratamientos quimicos que beneficien la
efectividad en el control del patégeno y a su vez favorezcan el mantenimiento de

la poblacion del antagonista.

En base a los resultados de viabilidad de Bacillus subtilis CtpxS2-1 obtenido en
medio de bajo costo y a escala semi-industrial, se recomienda investigar
metodologias de formulaciones secas o liquidas, que garanticen la supervivencia
y efectividad de la bacteria luego del procesamiento. El uso de formulaciones en
seco seria viable debido a las caracteristicas de resistencia al calor por formacion

de enddsporas que presenta la bacteria.
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Anexo 1: Procedimiento de preparacion de criocultivos de conservacién de
bacterias en criobolas.

> HOW TO USE

Replace cap and mix
carefully by inverting the
tube to completely distribute
the organism.

Store the inoculated
CRYOBANK™ 1 in a
suitable freezer Detween
~60°C and -80°C. Details
of the tube contents may

8ls0 be recorded on the
4 printed on the Iid of the
storage box. Space is slso
avallsble for recording the
" ) box i
o required,
Remove the CRYOBANK™ The bead moy be dropped
tube from the freezer. If o an appropriste bquid
several tubes are being medium, Alternatively,
removed at once, thawing streak the bead immediately
should be prevented by use over the surface of an
of a cryoblock. Open the aporopriate medum and
vial and remove bead by Incubate under sultable
insering a sterile needle conditions. Discerd the bead
through the hole or by using safely in the manner for
stecile forceps. Infected material Close vial
and refurn it 10 the freezer
a8 300N a8 posidle.
CRYQR
CRYONG
CRYOYY Copan Diagnostics inc.
CRYOD 2055 Jetlerson A
Yol Free (G000 QLE:C:&
e a6 )
CRYQM Color assorsment A vishs Prone: (951 6064757 Fax (YSDS00-802
CRYO'Z Crycblock - 18 well 1 block E-Mal rdoBocpersacom




Anexo 2: Germinacion e incidencia de infecciones latentes e inoculaciones en
cajas de petri (semillero)

s Germinacion (G) INCIDENCIA (1)
@ # de semillas .
+§ germinadas por # de semillas .e.n'fermas
= repeticion. por repeticion.
CK1
% %G # % %l
1R 6 38% 6 38%
2R 8 50% 44% 7 44% 38%
3R 7 44% 5 31%
CK2
% %E # % %I
1R 5 31% 11 69%
2R 10 63% 50% 3 19% 33%
3R 9 56% 2 13%
CK3
% %E # % %I
1R 16 100% 0 0%
2R 4 25%  48% 0 0% 0%
3R 3 19% 0 0%
CK4
% %E # % %]
1R 14 88% 4 25%
2R 0 0% 35% 0 0% 40%
3R 3 19% 15 94%
CK5
% %E # % %I
1R 6 38% 4 25%
2R 8 50% 42% 6 38% 31%
3R 6 38% 5 31%
CK6
% %E # % %]
1R 0 0% 15 94%
2R 6 38% 17% 16 100% 69%

3R 2 13% 2 13%




GERMINACION (E)

INCIDENCIA (1)

S
% # d? plantas # de plantas enfermas
© germinadas por o
= repeticion. por repeticion.
T1
% %E # % %l
1R 1 6% 16  100%
2R 6 38% 21% 14 88% 96%
3R 3 19% 16  100%
T2
% %E # % %l
1R 7 44% 12 75%
2R 4 25% 50% 8 50% 54%
3R 13 81% 6 38%
T3
% %E # % %l
1R 15 94% 6 38%
2R 15 94%  92% 8 50% 38%
3R 14 88% 4 25%
T4
% %E # % %l
1R 3 19% 16  100%
2R 2 13% 23% 9 56% 85%
3R 6 38% 16  100%
T5
% %E # % %l
1R 9 56% 16  100%
2R 4 25% 27% 15 94% 65%
3R 0 0% 0 0%
T6
% %E # % %l
1R 4 25% 3 19%
2R 5 31% 27% 0 0% 6%
3R 4 25% 0 0%




Anexo 3: Andlisis estadisticos de efectividad en semillero

Ihe UNIVARIATE Procedure
Farnable: Germinacion (Germinacion)

Moment:
N 36 | Sum Weights 3§
Mean 032553323 | Sum Obzervations 14.25
5Std Deviation 027000751 | Variance 0.07834821
Skewness 0.74317084 | Kurtosis -0 2242636
Uncorrected 55| 23228125 | Corrected 55 27421875
Coeff Variation | 70.7134763 | Std Error Mean | 0.04665125
Baszic Statiztical Meazures
Location Variability
Mean | 0395833 | S5¢d Deviation 027001
Median | 0.375000 | Variance 0.07835
Mode | 0375000 | Range 1.00000
Interquartile Kange | 034275
Tests for Location: Mul=0
Test Statiztic p Value
Student’st |t £.424046 | Pr= |t 0001
Sien MM 16.5 | Pr== || 0001
Signed Rank |5 2805 | Pr==|5| | <0001
Tesztz for Normality
Test Statiztic P Value
Shapire-Wilk W 0218143 | Pr=W 0.0111
Kolmogorov-Smirnov | I 0168555 | Pr=1) 0.0103
Cramer-von Mises W-5q (0152045 | Pr= W-5q | 0.0124
Anderzon-Darling A-5q | 1017699 | Pr= A-Sq | 0.0093
Quantiles (Definition 5)
Quantile E:timate
100% Max 1.00000
99% 1.00000
05%% 083750
90% 087500
TENG Q3 053125
£0%4 Aedian 037500




f Tests (LSD) for Germinacion

Note: This test controls the Type I compansonwise emmor rate, oot the experimeniwise eITor rate.

Alpha 0.05
Error Degree: of Freedom 24
Error AMean Sqguare 0.057943
Critical Value of t 245380
Least Significant Difference | 040354

Means with the same letter are not
significantl: different.

t Grouping | Mean | N | Tratamiento
A 0.9147 i|T3
B 0. 5000 3| CEK2
B

B 0.5000 i|T2
B

B 04782 3| CES
B

B 04375 1| CKl
B

B 0.4147 3| CES
B

B 0.3542 3| CE4
B

B 0.2708 1| T6
B

B 0.2708 1| T5
B

B 02242 i|T4
B

B 0.2083 i|T1
B

B 0.1667 i| CES




Ihe UNIVARIATE Procedure
Farmable: Incidencia {Incidencia)

Moments
N 36 | Sum Weights 36
Mean 0.46120555 | Sum Observations 16.525
Std Deviaton 037080352 | Variance 0137562
Skemness 030861351 | Kurtosiz -1 3751839
Uncorrected 55 | 124221875 | Corrected 55 4.51467014
Coeff Variation | 20313755 | Std Error Mean | 00615815589
Basic Stanstical Measures
Location Variahbility
Mean | 0.461805 | S6d Deviation 037089
Median | 0375000 | Variance 0.13756
Mode | 0.000000 | Eange 1.00000
Interquartile Range | 0.73000
Tests for Location: Mul=0
Test Statistic p Value
Student’s t t 7470608 | Pr= [t A00a1
Sign M 14.5 | Pr== [A] | <0001
Signed Rank | 5 2175 | Pr== 5] | <0001
Tezts for Normality
Test Statistic p Value
Shapire-Wilk W 0876608 | Pr =W 00008
Kolmogorov-Smirnov | D 0150177 | Br= Db 0.0382
Cramer-von Mizes W-5q | 0.10314]1 | Pr=W-5q| 0.00481
Anderzon-Darling A-Sq | 1401336 | Pr= A-5q | =0.0050
COuanftiles (Definition 5)
Quaniile Eztimate
100% Max 100000
99%% 100000
95%% 100000
90%% 100000
7585 Q3 0.00625
0% Median 037500




The GLM Procedure
t Tests (LSD) for Incidencia

MNote: This test controls the Type I comparisonwise arror rate, not the experimentaise ermor rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 24
Error AMean Square 0.085286
Critical Value of t 2.06380
Least Significant Difference | 042521

Aleans with the zame letter are not
significantly different.
t Grouping AMean | ¥ | Tratamiento
A DA583] 3| T1
A
B A 0B542] 3| T4
B A
B A |C |048875] 3| CEs
B s |C
B A |C [06458) 3| T3
B 4 |C
E |D |& |C |05317) 3| T2
B (D C
B (D (E |C |03958] 3| CE4
B (D (E |C
B (D (E |C |03750)] 3|CK
B (D (E |C
B (D (E C | 03TA0)] 3| T3
D |E |C
D |E |C [03333] 3| CE2
I |E |C
D |E |C [03125] 3|CES
D |E
D (E 00625 3| TG
E 00000 3| CE3




Anexo 4 : Invernadero de crecimiento de bandejas de germinacion,
ASOPRORQUIDEAS, Quito-Ecuador.




Anexo 5: Resultados de crecimiento en bandejas de germinacion

Alta emergencia

Media emergencia

Baja emergencia




Anexo 6: Analisis estadisticos de efectividad en bandejas de germinacion

The UNIVARIATE Procedure
Variable: Emergencia (Emergencia)

MMoments
N 24| Sum Weights 24
Mean 0.32440475 | Sum Obzervations | 7.785714290
5td Deviation 0.21355517 | Variance 004560581
Skewness 1.07358317 | Kurtosis -0.0643511
Uncorrected 55| 3.57463620 | Corrected 55 10480335
Coeff Variation | 658208493 | Std Error Mean | 0.04339177

Baszic Statiztical AMeasures
Location Variability
Mean | 0324405 | Std Deviation 021

[
tad
LA
=Y

Median | 0.265306 | Variance 004561
Mode 0.265306 | Range 070408
Interguartile Range | 027351

Tests for Location: Mul=1
Tes=t Statiztic p Value
Student's t 7441882 | Pr= It 0001
Sign A 12 | Pr == [M| | =.0001
Sizmed Rank | & 150 [Pr==|5| | =000l

Test: for Normality
Test Statistic p Value
Shapire-Wilk W 0.8428220 | Pr =W 00020
Eolmogorov-Smirnov | D 0238551 | Pr=Db 0.0100
Cramer-von Mises W-5q | 0.251318 | Pr = W-5q | =0.0050
Anderson-Darling A-Sg | 1410063 | Pr= A-5q | <0.0050

Quantiles (Definition 5)
Quantile E:timate
100% Max 0806122
908, 0806122
95% 0.734604
90% 0683878
T5% Q3 0438776
S0% AMedian 0.265306




t Tests (LSD) for Emergencia

Note: This test controls the Type I comparisonwise armor rate, not the exparimeniwise eITor rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 12
Error AMean Square 0.021445
Critical Value of ¢ 2.17881
Least Significant Difference | 03171

Mleams with the zame letter are not
significantly different.

t Grouping | Mean | N | Tratamiento

A 046582 2| CEl
A
A 046582 2| T1
A
B A 04786 2| T6
E A
B A C 03878 | 2| CES
B A C
E A C 03724 2| CR2
B C
B C 02653 2| CES
B C
B C 02500 ( 2| CE4
B C
B C pmez| 2|12
B C
B C 01735 2| T3
B C
B C 01684 2| T5
E C
B C 01633 2| T4
C
C 01071 2| CE3




Ihe UNIVARIATE Procedure

Fariable: Incidencin {Incidencia)

Moment:
N 24 | Sum Weights 24
Mean 010060301 | Sum Obzervations | 241449373
Std Deviation 0.11280048 | Variance 001272395
Skewness 1.84531273 | Kurtosis 415744711
Uncorrected 55 | 0.33533831 | Corrected 55 0.20265081
Coeff Variaton | 112122361 | 5td Error Mean 00230253
Bazic Statiztical AMeasures
Location Variabilicy
Mean | 2100604 | Std Deviation 011280
Median | 2.073571 | Variance 001272
Mode | 0000000 | Eange 046667
Interguartile Bange | 014612
Tests for Location: Mul=0
Test Statiztic p Value
Student's t |t 4360276 [Pr= | 0.0002
Sign AL 8.5 | Pr==|M] | =.0001
Signed Fank |5 76.5 | Pr== 5] | =.0001
Tezt= for Normality
Test Statiztic e Value
Shapire-Wilk W 0205267 | Pr =W 0.0004
Eolmogorov-Smirney | D 018623 | Pr=D 0.0301
Cramer-von Mises W-5q | 0.180647 | Pr=W-5q | 00065
Anderson-Darling A-Sg | 1304846 | Pr= A-Sq | =0.0050
Quantiles (Definition 5)
Quantile Eztimate
100% Aax 04666667
99%5 04666667
Q5% 0.3333333
90%a 0. 1875000
5% Q3 0.1461248
S0%% Aedian 0.0785714




t Tests (LSD) for Incidencia

Note: This test controls the Type I comparisonwise armor rate, not the experimentwise emmor rate.

Alpha 0.05
Error Dezrees of Freedom 12
Error Mean Square 0.013123
Critical Value of ¢ 2.17881
Leazt Siznificant Difference | 0.24%6

Means with the same letter are not
significanthy different.

t Grouping | Mean | N | Tratamiento
A 03083 2|Td
A

B A 01667 2| T4

B A

B A 01281 2|T1

B A

B A 01232 2|T5

B A

B A 0l4e] 2 |CEL

B A

B A 00938 2|13

B A

B A 00672 2| CES

B

B Q0aTT| 2| CES

B

B 00556 2|T2

B

B 0455 2| CES

B

B 00357 2 |CE2

B

B 00217 2| CE4




t Tests (LSD) for Severidad

Note: This test controls the Type I compansomwise ermor rate, not the experimentwise ermor rate.

Alpha 0.05
Error Degree: of Freedom 228
Error Aean Square 0002535
Critical Value of ¢ 197042
Least Significant Dhfference | 00314

Means with the same letter are mot
significantly different.
t Grouping | Mean | N | Tratamiento
A 0L09000 | 20| T1

008500 | 20| T4

e

Q06500 | 20 | CE1

[es]

Q04500 | 20| T4

0.03000 | 20| CES

0.02500 | 20| CES

0.02000 | 20| Th

0.01500 | 20| T2

[l el el el el el el el e el Nl

Q01500 | 20| T3

0.01000 | 20 | CE2

0.00500 | 20| CE3

ol R | e o o O (e o ) e v f e e e o | ]

0.00500 | 20 | CE4




t Tests (LSD) for TamaRaiz

MNote: Thiz test confrols the Type I comparisomwise ol Tate, not the experimentwise eITor rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 118
Error Mean Square 01227632
Critical Value of t 187042
Least Significant Dhfference | 02183

Means with the same letter are not
significantly different.
t Crouping | Mean | N | Tratamiento
A 58670 | 20 | CE1

56433 | 20 | CE2

S S

54622 )20 | T2

t

[as]
-
LA
(=11
[
[
L

W|T1

-

-~
LA
—
i
[ )
[

20| T4

50861 | 20 | CE3

50673 | 20 | CE4

[ R ) R w f w ) w

40602 | 20 | TS

L I I I e e I e o 5
=l
=]
-
—
(=1
[}
]
|

48712 20 | CES

|

47423 | 20 | T5

(2l 7] Nal lal B

4.7260 | 20 | CES




t Tests {LSIY for NumHojas

MNote: This test controls the Type [ companisonwise emmor rate, not the experimentwise eITor Tate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 228
Error Mean Square 124.7515
Critical Value of t 187042
Leazt Significant Difference | 65706

Means with the same letter are not
significantly different.
t Grouping | Mean | N | Tratamiento
A 66100 | 20 ) CE1

A
A 45300 | 20 ) CE2
A
A 59400 20) T2
B
B 54850 20 T
D 48650 | 20| T4
D
D 47150 | 20| CE3
D
D E 46650 | 20 ) CE4
D E
D E 45050 20) T3
D E
D E 43.050 | 20) Ta

tri
i
L=
-
=3

CES

L Bl e o s ]
(2]
LA
o
Tl
L=
(=]
=
—
1

35450 | 20 CEA




Anexo 7: Mapa de disposicion de cultivos de chocho en campo.

MAPA DE DISPOSICION DE CULTIVOS DE CHOCHO EN CAMPO. LOCALIDAD OTAVALO, SECTOR MONSERRATH.
VARIEDAD SEMILLA: INIAP 2658 CEPA: S2-1 CONCENTRACION: 1076
FECHA DE INSTALACION: 28-04-2016 REINOCULACION: CADA 15 DiAS DISENO: 3tratamientos.3repeticiones.3bloques

A

: 2
BLOQUE | BLOQUE II BLOQUE 111
2m
r,E, 1R.BI.S2-1 1R.BIl.Rhap 1R.BIII.SN T1.52-1.10r7

T2.Rhapsody.1,5mL/L

T3.S/N

2R.BI.S2-1 2R.Bll.Rhap 2R.BIII.SN

3R.BI.S2-1 3R.BIl.Rhap 3R.BIII.SN

1R.BI.SN 1R.BII.S2-1 1R.BIII.Rhap

2R.BI.SN 2R.BII.S2-1 2R.Blll.Rhap

3R.BI.SN 3R.BII.S2-1 3R.BIlIl.Rhap

1R.Bl.Rhap 1R.BII.SN 1R.BIII.S2-1

2R.Bl.Rhap 2R.BII.SN 2R.BIII.S2-1

3R.Bl.Rhap 3R.BII.SN 3R.BIII.S2-1




Anexo 8: Andlisis estadisticos de efectividad en campo

The UNIVARIATE Procedure
Famable: Sevenidad (Sevendad)
MMoments
N 27 | Sum Weizhis 27
Alean 028332505 | Sum Observations | 755168557
Std Deviation 008447855 | Variance 0.0:0882638
Skewness 0.61522795 | Kurtosis 0.00390438
Uncorrected 55 | 2 40053034 | Corrected 55 0.23208601
Coeff Variation | 333324524 | Std Error AMean 00181826
Basic Statiztical AMeasures
Location Variahility
Mean |0.2833%5 | Std Deviation 008445
Median | 0275000 [ Vanance 000893
Mode |[0.225000 | Kange 037500
Interguartile Range | 0 13000

Mote: The mode displayed is the smallest of 4 modes with 2 count of 3.

Tests for Location: AMul={)
Test Statistie p Value
Student'st |t 15.58606 | Pr = |d 0001
Sign M 1.5 | Pr == |M] | <0001
Signed Bank | 5 189 | Pr==|5| | =.0001
Tests for Normality
Test Statiztic p Value
Shapire-Wilk w 0054542 | Pr=W 0.2757
Eolmogorov-Smirnov | I 0130143 (Pr=D 0. 1500
Cramer-von AMizes W-Sq | 0067633 | Pr= W-kq | =0.2500
Anderzon-Darling A-5q | 0443675 | Pr=A-5q | =0.2500
Cuantiles (Definition =)
Cuantile E:ztimate
100%0 Aax 0. 500000
0% 0. 500000
95% 0.483333
20%% 0410000
5% Q3 0.350000
0% AMedian 0275000




Dependent Variable: Severidad Severided

Sum of
Source DF| Square: |Alean Square | F Valoe |Pr=F
Model 1| 003581811 OO TS0805 X8| 01338
Error M| D19625730 0.0OELT7EI
Correcied Total| 3¢ | 023208601

E-Square | Coeff Var | Koot MSE | Severtdad Mean

013331 | 3101000 OD.0431 0283393
Source DF | Type I 55 | Alean Square | F Valwe |Pr=F
Tratamiente | 1| 0033E1ELL 0LOITR0S05 19| QI33s
Source DF | Type III 55 | AMean Square | F Valoe | Fr=F
Tratamiemte | I| 003381611 Q01TRE0T 19| Q1336

f Tests (LEDY for Severidad
Mote: This test comerls the Type I comparisomydse amar rats, not the sxperimantwise e @k
Alpha 003
Error Degrees of Freedom ¥
Errer Mean Square Lo0E1TE
Crigcal Valne of t 206380
Least Significant Difference 0.0BE

Mean: with the same Letter are zot
sipmificamdy differemt

t Gromping | Meam | N | Tratamiszto

03| 95N

026300 | 9521

oo | i [ ] | e

025093 | 9| Rhaps




Ihe UNITARIATE Procedure
Fartable: Incidencia (Incidencia)

Moments
N 27 | Sum Weights 27
Mean 0.74197531 | Sum Observations | 200333333
Std Deviation | 0.16397639 | Variance 002688826
Skewness 02061628 | Kurtosis -1.1908434
Uncorrected 55| 155633333 | Corrected 55 069909465
Coeff Variation | 220999791 | Std Erver Mean | 003155727
Basic Statistical Measures
Location Variability
Mean | 0741975 | Std Deviation 0.16398
Median | 0.200000 | Variance 0.02689
Mode |[03533333 | Range 0.50000
Interquartile Range | 026567
Tests for Location: Mud=)
Test Statistic P Value
Smudent'st |t 23.51202 [Pr= |t = 0001
Sign 13.5 | Pr==|M]| =.0001
Signed Rank | 5 189 [Pr==|5| | <0001
Tests for Normality
Test Statistic p Value
Shapire-Wilk W 0910162 | Pr=W 0.0230
Kolmogorov-Smirnov | I 0192766 | Pr=1D 0.0107
Cramer-von Mises W-5q | 0.145373 | Pr="W-5q | 0.0250
Anderson-Darling A-Sq | 0831793 | Pr=A-Sq | 00217
CQuantiles (Definition 5)
Quantile Estimate
100% Max 1.000000
909y 1.000000
2504 1.000000
ant 0966667
T5% Q3 0.833333
50% Median 0.800000




Dependent Vartable: Incidencia  Incidencia

Sum of
Source DF | Squares | Alean Square |F Value |Pr=F
Alodel 2| 007144033 003572014 137| 02743
Error 24 | 062765432 0026152245
Corrected Total | 25 | 0.60009455

E-Sguare | Coeff Var | Koot MSE | Incidencia Aean

0102190 21.79542 0161717 0741975
Source DF | Type I 55 | Mean Square | F Value | Pr=F
Tratamiento 2| 007144033 003572016 1.37| 02743
Source DF | Type IIT 5% | AMean Square | F Value [ Pr=F

[

7] 0.2743

..
i

0.07144053 003572016

Tratamiento

t Tests (L5D) for Incidencia

Note: This test controls the Type I comparsonwise smmor rate, not the experimentwize ermor rate.

Alpha 0.05
Errer Degrees of Freedom 24
Error Mean Sguare 0.026152
Critical Value of ¢ 206350
Leazt Significant Difference | 01572

Aleansz with the same letter are mot
significanth: different.

t Grouping | Alean | N | Tratamiento
A 0.TEEE9 915K

A

A 076667 a152-1

A

A 067037 9 | Bhaps




Anexo 9: Plantas de chocho, crecimiento en campo a las 5 semanas de
siembra.




Anexo 10: Especificaciones para el uso de biorreactor Applikon ® Ez.

Encendido del equipo

» Boton posterior del biorreactor.

Preparacion del medio

» Colocar el medio liquido en el tanque de fermentacion.

+ Completar con agua destilada a 5 litros.

« Tapar el tanque con sus herramientas respectivas sin colocar sonda alguna.

Calibracion de la sonda de pH

» Disponer de soluciones a pH 4 y pH 7 en tubos falcon (50 mL).

* Ingresar como operador clave 0000.

* Ingresar en el menu de pH “calibrate” para calibrar la sonda.

» Seleccionar la opcién “2 point”.

» Seleccionar la temperatura de calibrado.

+ Calibrar primero a pH 7.

 Verificar en la pantalla el valor de pH acorde a la solucion utilizada.

» Calibrar a pH 4.

» Verificar en la pantalla el valor de pH acorde a la solucion utilizada.

* Colocar la sonda de pH en el sector respectivo del tanque de fermentacion
tapado.

Esterilizado

* Cerrar el tanque de fermentacién con la sonda de pH colocada y colocar
adicional la sonda de DO:a.

« Tapar todo orificio con papel aluminio.

* Preparar la trampa para muestras, mangueras Y filtros.

* Autoclavar por 15 minutos a 121°C.

» Enfriar hasta menos de 37°C.

Calibracion de la sonda DOz

* Al tanque esterilizado conectar la trampa para muestras, filtros, sonda de
temperatura, sensor de la sonda de DOz, sensor para sonda de pH, manguera
de aire, rotor.

* Ingresar como operador clave 0000.

* Ingresar en el menu de DO: para calibrar la sonda.



Verificar en la pantalla temperatura del medio menor a 37°C.

Ingresar a “manual control” y colocar la valvula en ON durante 15-20 min.
Posterior colocar la valvula en OFF.

Ingresar a “calibrate” e ingresar “set calibration value” en 100.

Verificar los valores de “slope” entre 2,0 -4,0a 25°Cy 1,5-3,0 a 37°C.

Inicio y seguimiento del proceso

Tomar muestra del blanco (medio sin inocular)

Iniciar el programa en computadora conectado al biorreactor.

Verificar los valores de DO2 100%, pH + 7, agitacion a 200 rpm y temperatura
30°C.

Para todas las variables dar clic en “Start control” y “show cotroller output”
verificar en el computador.

Inocular el medio.

Muestrear el medio inoculado (Tiempo cero)

En caso de formacién de espuma durante el proceso colocar antiespumante
0.01%.

Toma de muestray datos

Muestrear cada 2 horas hasta las 24 h incluido el medio sin inocular y el medio
recién inoculado.
Utilizar las muestras para conteo por banco de dilucibn y en

espectrofotometro.

Término del bioproceso, limpiezay apagado.

Concluido el proceso guardar los datos generados en el software de
computadora.

A continuacion apagar el control de sensores de sondas.

Desconectar mangueras, filtros, sensores, rotor, sondas de pH, temperatura 'y
DO:.

Apagar el equipo.

Desechar debidamente el medio de cultivo del tanque.

Lavar sondas y tanque de fermentacion.

Guardar sondas en las respectivas cajas con las seguridades pertinentes

(tapas de electrodos, etc).



