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Resumen

La comercializacion de aguacate colombiano en mercados internacionales es afectada
principalmente por la alta prevalencia de enfermedades fungicas que se desarrollan en la etapa
postcosecha. Entre las mas frecuentes se encuentran la antracnosis y la pudricion peduncular,
causadas por Colletotrichum sp. y Lasiodiplodia sp., respectivamente. Este trabajo tuvo como
objetivo evaluar el potencial antagonico de aislamientos bacterianos en el control de
enfermedades poscosecha de frutos de aguacate Hass. Inicialmente, se evalué la actividad
antagonica de 14 aislamientos bacterianos frente a Colletotrichum gloeosporioides y
Lasiodiplodia sp. mediante enfrentamientos duales. Los aislamientos FRB003-7, HOB002-72,
FLB009-175, HOB009-258 y HOBO008-290 presentaron un mayor potencial antagonico
generando un mayor halo de inhibicion in vitro. Posteriormente, se demostré la actividad in
vivo de las bacterias por medio de evaluaciones en fruto con infeccion artificial de los dos
patogenos en estudio. Como resultado se pudo determinar que la aplicacion del aislamiento
Bacillus sp. HOB008-290 genero una proteccion a los frutos inoculados del 51% y 100% frente
a Colletotrichum gloeosporioides y Lasiodiplodia sp. respectivamente. Finalmente, se empleo
la metodologia de un factor a la vez para determinar fuente de carbono y nitrogeno adecuadas
para incrementar la produccion de endosporas en fermentacion sumergida a partir del
aislamiento Bacillus sp. HOB008-290, encontrando que la sacarosa y la caseina incrementaban
la produccion de endosporas hasta alcanzar una concentracion de 3x10° esporas/mL. De esta
manera, se comprobd la actividad del aislamiento HOB008-290 contra los dos patdgenos de
interés con eficiencias comparables a las del fungicida comercial Prochloraz (Sportak®) y se
logré un aumento en la produccién de endosporas por parte de la bacteria.

Introduccién

El aguacate (Persea americana Mill.) es una importante fruta climatérica subtropical
caracterizada por una cascara verde y una pulpa cremosa y mantecosa [1]. Este fruto ha tenido
una creciente aceptacion por parte de los consumidores del mundo gracias a su contenido
nutricional, a las diferentes opciones para su consumo en fresco y procesado y su uso en la
industria cosmética [2]. EI comercio mundial de aguacates frescos genera enormes ingresos, en
Su mayoria provenientes de exportacion. En 2018, se generaron aproximadamente USD $5,6
mil millones a partir de 6,4 millones de toneladas de productos de aguacate a nivel mundial y
de esto, 2,4 millones de toneladas se destinaron a exportaciones [1]. Esto ha despertado el
interés de paises como México, Republica Dominicana, Pert, Chile y Colombia, los cuales han
enfocado sus esfuerzos en aumentar el area cultivada y la calidad del aguacate obtenido con el
propdsito de cubrir la demanda mundial [3]. Entre enero y mayo del 2020, Colombia logré
vender al exterior 30.344 toneladas de aguacate hass, lo que represent6 un incremento de 26,4%,
respecto al mismo periodo del afio anterior [4]. En este sentido, el rapido aumento del area
plantada con aguacates en Colombia requiere el desarrollo y la implementacidn de tecnologia
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adecuada para planificar y gestionar los cultivos de manera sostenible [5]. Con esta finalidad,
uno de los desafios mas importantes que enfrenta la industria del aguacate es el manejo de
enfermedades postcosecha en pulpa y pedunculo como la antracnosis causada por hongos del
género Colletotrichum sp. y Dothiorella aromatica, y la pudricién del extremo del tallo causada
principalmente por Thyronectria pseudotrichia, C. gloeosporioides, D. aromética, Phomopsis
perseae y Lasiodiplodia theobromae. Con porcentajes de incidencia del 29% y 15%, la
antracnosis y la pudricion del extremo del tallo respectivamente, generan rechazos
econdmicamente representativos del aguacate de exportacion [6]. El control de estas
enfermedades postcosecha se ha venido realizando con el uso de fungicidas protectantes como
benomilo, mancozeb, carbendazim y tiabendazol [7]. Sudafrica y otros paises exportadores de
aguacate aplican imidazol (procloraz) como fungicida comercial en la empacadora para el
manejo del fruto durante el almacenamiento y el transporte [8]. Sin embargo, el uso de estos
productos se ha visto cada vez mas limitado debido a la generacion de patdgenos resistentes y
al efecto adverso que pueden presentar para la salud humana y el medio ambiente [9]; ademas
de que existen exigencias fitosanitarias y aduaneras en los paises extranjeros, focos de
exportacion, que obligan a los productores colombianos a migrar hacia nuevos métodos de
manejo postcosecha. Actualmente el control biolégico se ha convertido en una estrategia
efectiva para combatir las principales descomposiciones de frutas después de la cosecha. Por
ejemplo, Granada et. al reportaron la efectividad del extracto de la bacteria Serratia sp. ARP5.1
para el control de las infecciones de podredumbre postcosecha en aguacate causadas por C.
gloeosporioides [10]. De ahi, en el presente trabajo se propone evaluar bacterias antagonistas
de la coleccion de microorganismos CIB pertenecientes al género Bacillus sp. para ser
empleadas en el control de enfermedades en postcosecha de aguacate Hass, al mismo tiempo
que, se mejore su produccion a escala de Erlenmeyer. Lo anterior debido a que la transicién e
integracion del uso de bioplaguicidas requiere de un incremento de la factibilidad técnica y
economica del bioproceso [11].

Objetivos

Objetivo general

Evaluar el potencial antagonico de aislamientos bacterianos en el control de enfermedades
postcosecha de frutos de aguacate Hass.

Objetivos especificos

- Seleccionar los aislamientos bacterianos con el mayor potencial antagonista in vitro
frente a los principales patdgenos postcosecha de frutos de aguacate Hass.

- Evaluar la efectividad in vivo de las bacterias antagonistas en el control de enfermedades
postcosecha en frutos de aguacate Hass.

- Determinar las fuentes de carbono y nitrégeno adecuadas para incrementar la formacién
de endosporas a partir de bacterias antagonistas a escala erlenmeyer.
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Marco Tebrico

El aguacate (Persea americana Mill) es una especie de planta de la familia Lauraceae que
incluye tres razas geograficas y cultivares resultantes de la hibridacion de dos 0 mas razas,
siendo el aguacate Hass el cultivar mas comercial en el mundo [12]. El aguacate es una fruta
energética con alto valor nutricional que aporta practicamente todas las vitaminas requeridas
por el organismo; a excepcién de la vitamina B12, presente solo en el reino animal. También,
contiene acido ascorbico, vitamina B6, 3-caroteno, potasio y magnesio [13]. Aproximadamente
el 80% de la fruta comestible de aguacate consiste en agua (72%) y fibra dietética (6,8%) y ha
sido reconocida por tener una amplia gama de efectos positivos en la salud [14].
Adicionalmente, contiene diferentes niveles de aceite en la pulpa, por lo que se usa ampliamente
en las industrias farmacéutica y cosmética, y para obtener aceites comerciales parecidos al
aceite de oliva, al tener una composicion similar de acidos grasos [15].

Debido a sus diferentes propiedades y aplicaciones, esta fruta tiene una demanda mundial en
alza. De acuerdo con el sistema FAOSTAT de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura -FAO, en el afio 2017 el mayor productor del mundo de aguacate
fue Meéxico con 2 millones de toneladas, seguido de Republica Dominicana (643 mil toneladas),
Peru (487 mil toneladas) y Colombia (403 mil toneladas). El pais se logro posicionar en el tercer
lugar en relacion con el area cosechada con 6% del area mundial. Se estima que existen
alrededor de 13.000 productores nacionales en cerca de 18.113 unidades productivas cuya
principal actividad econémica se deriva de este cultivo [16].

La produccion y exportacion de los aguacates debe realizarse de manera sostenible, mediante
la implementacidn de practicas de manejo fitosanitario que permitan que el producto cumpla
los requisitos de admisibilidad en los mercados estratégicos definidos. Sin embargo, existen
limitaciones que implican una disminucion de la calidad de los aguacates y, por tanto, de la
productividad de esta industria. La vida postcosecha de los aguacates se ve afectada por hongos
patdgenos, responsables de enfermedades importantes como la antracnosis y la podredumbre
del tallo que, generan serias pérdidas durante las exportaciones. La antracnosis se caracteriza
por presentar lesiones oscuras y hundidas, circulares elipsoidales, con grandes cantidades de
esporas formando masas compactas de color salmoén, naranja o rosadas [17]; en el caso de la
pudricion del extremo del tallo, los sintomas son la descomposicién, decoloracion y
ablandamiento de la fruta, e internamente los haces vasculares pueden oscurecerse [18]. El
control de estas enfermedades se ha logrado mediante la aplicacion previa a la cosecha de
aerosoles fungicidas. Estos fungicidas, particularmente el oxicloruro de cobre y el captafol,
dejan residuos visibles de pulverizacién en la fruta cosechada, que no se eliminan facilmente
mediante los procedimientos estandar de empaque. Esto da como resultado el rechazo del 11,5
al 19,4 por ciento de la fruta para exportacién [19]. Por su parte, la aplicacion del procloraz, un
fungicida imidazol no sistémico, se ha visto restringida puesto que La Agencia de Proteccién
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Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha definido el metabolito procloraz menor 2,4,6-TCP
como un probable carcinbgeno humano (Grupo B2), que figura como un contaminante
prioritario [20].

Teniendo en cuenta el efecto adverso que pueden generar los productos de sintesis quimica
sobre la salud humana y el medio ambiente, la industria de los bioinsumos esta intentando
encontrar soluciones alternas a esta problematica y migrar hacia alternativas mas seguras y
ecoldgicas. En este aspecto, la accidn antifingica de los aceites esenciales de plantas esta bien
documentada y se ha informado de su uso en el manejo de la antracnosis en aguacate [21].
También, ha sido exitosa la aplicacion de antagonistas después de la cosecha [9];
especificamente, las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) constituyen
una alternativa al uso de fertilizantes y agroquimicos para mejorar la produccion de especies
como el aguacate (Persea americana). Dentro de los PGPB se encuentran los Bacillus sp. que,
al ser reconocidos como microorganismos seguros para su aplicacion en la industria alimentaria
y para el desarrollo de productos fitosanitarios naturales [22], son el género méas explotado, con
un 85% de los productos bacterianos, debido a su gran versatilidad metabolica que le permiten
llevar a cabo el control bioldgico de plagas y enfermedades por diversos mecanismos [11].

Los mecanismos de accion se pueden dividir en: produccion de compuestos antimicrobianos,
como son peéptidos de sintesis no ribosomal (NRPs) y policétidos (PKs); produccién de
hormonas, capacidad de colonizacién, formacion de biopeliculas y competencia por espacio y
nutrientes; sintesis de enzimas liticas como quitinasas, glucanasas, protesasas y acil homoserin
lactonasas (AHSL); produccion de compuestos organicos volatiles (VOCs); e induccion de
resistencia sistémica (ISR) [23]. De este modo, los Bacillus sp. inducen diversas caracteristicas
fisiologicas en el metabolismo de la planta huésped sin causar efectos adversos sobre el medio
ambiente y la salud humana [22]. Por ejemplo, L. Korsten y E.E. De Jager, demostraron en su
estudio la produccion de antibidticos u otras sustancias inhibidoras por B. cereus,
B.licheniformis y B. subtilis contra varios patdégenos de la postcosecha de aguacate, utilizando
la técnica de cultivo dual y el método indirecto de placa de agar. Adicionalmente, segun los
autores, fue probable que B. subtilis haya inhibido a los patdgenos mediante competencia por
nutrientes [24].

Ademas, para asegurar su sobrevivencia ante condiciones fisicas desfavorables, Bacillus sp.
tiene la capacidad de inducir el proceso de esporulacion, lo que les da una ventaja competitiva
muy importante en un ambiente como el suelo [25]. Las endosporas exhiben propiedades de
resistencia extraordinarias a la radiacion ultravioleta (UV), los productos quimicos (como el
perdxido y el hipoclorito), el calor extremo y otras tensiones y, estan metabdlicamente latentes
y parcialmente deshidratadas, lo que probablemente permita su supervivencia en entornos
hostiles y libres de nutrientes [26]. Por tanto, las endosporas se han utilizado en productos
comerciales de control biologico debido a la alta estabilidad que les confiere en el tiempo y en
el campo.
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Metodologia

1. Medios de cultivo y reactivos
Los medios de cultivo usados para la activacion y el repique de los microorganismos fueron
Agar y Caldo Tripticasa de soya (TSA y TSB), Agar y Caldo Papa Dextrosa (PDA y PDB).
Merck®. Para las fermentaciones de las bacterias se uso el medio CIB-1 compuesto por: 0,03
gL? MnS0s-H20, 0,041 gL* CaCl,-2H.0, 0,5 gL* KH:PO4, 0,5 gL* KyHPO4 1 gL*
(NH4)2S0s4, 8 gL Extracto de Levadura, 4 gL MgSO4-7H-0, 8 gL Glucosa Anhidra.

2. Microorganismos

Se emplearon los aislamientos bacterianos con potencial antagonista de patdgenos de aguacate
pertenecientes a la coleccion de la Unidad de Fitosanidad y Control Biologico (UFCB) de la
CIB. Estos se reactivaron en 5 mL de medio TSB y se incubaron a 30°C por 24h. Luego, se
repicaron y se conservaron en Agar blando a 4°C vy glicerol a -20°C.  Adicionalmente, se
reactivaron los hongos fitopatégenos Colletotrichum gloesporoides y Lasiodiplodia sp.
pertenecientes a la coleccion de patdgenos de postcosecha de aguacate de la UFCB - CIB. Estos
se reactivaron en PDA y se conservaron a 25°C por 6 dias para luego, ser conservados en agua
destilada esteril.

3. Ensayos de antagonismo in vitro
Los ensayos de antagonismo se realizaron mediante enfrentamientos duales [27]. Para

determinar el efecto inhibitorio, los fitopatdgenos fueron enfrentados con cada bacteria
antagonista en cajas de petri que contenian PDA divididas en 4 cuadrantes, en el centro se
sembré un fragmento del hongo de 5mm y a 3cm de este se sembrd 1cm de las bacterias, una
por cada cuadrante. El control consistio en el crecimiento de un fragmento de hongo sin
bacterias. Posteriormente, se determind el grado de inhibicion que generé cada aislamiento
bacteriano luego de 8 dias de incubacién a 25 °C en una escala de 0 a 3 (0= sin halo de
inhibicion, 1=halo de inhibicion de 0.1cm a 1cm, 2= halo de inhibicion de 1 a 2cm y 3= halo
de inhibicién de 2 a 3cm). Todos los tratamientos se evaluaron por triplicado.

4. Esporulacién de las bacterias con el mayor potencial in vitro
Se prepararon indculos de 6mL de cada bacteria en caldo TSB y se incubaron durante 24h a
25°C y 135rpm. Luego, cada indculo se agrego a erlenmeyers de 1000mL que contenian 200mL
del medio especifico para produccion de endospora CIB-1. Cada Erlenmeyer se incub6 a 30°C
y 300rpm. Para la medicion de endosporas se realizd una tincion verde malaquita siguiendo la
metodologia de coloracion Schaeffer-Fulton. Las observaciones se hicieron por inmersion
durante 4 dias.

5. Pruebas de eficacia in vivo
Los frutos de aguacate Hass sanos y en madurez fisioldgica seleccionados para la inoculacion

se desinfectaron, lavandolos inicialmente con jabon desengrasante, enjuagando y
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sumergiéndolos en hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto. Por Gltimo, se lavaron con
agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Adicionalmente, se prepararon
suspensiones de los hongos Colletotrichum gloesporoides y Lasiodiplodia sp. pertenecientes a
la coleccion de patogenos postcosecha CIB llevandolos en una solucion de Tween 80 (0,05%)
a una concentracion de 1x10* esporas/mL. También, se prepararon suspensiones bacterianas
en agua destilada estéril a 1x10”células/mL. Para el montaje de las pruebas, se tomaron los
frutos desinfectados y se lesionaron por puncién en la superficie de las dos caras laterales
empleando un asa de punta con una profundidad de 0,5mm. Cada fruto fue tratado en una de
las caras con la suspension del aislamiento bacteriano a evaluar o el fungicida Prochloraz
(20uL), se dejaron secando durante 1h y posteriormente fueron inoculados en ambas caras con
el patdgeno seleccionado (20uL). Para el control general del ensayo, se usaron 10 frutos, los
cuales se hirieron por ambos lados y no recibieron ningin in6culo. Cuando los aguacates
alcanzaron la madurez de consumo, se cortaron longitudinalmente para medir el didmetro del
desarrollo de las lesiones que ocasionan las enfermedades postcosecha. Luego, se determind el
porcentaje de proteccion generado por la aplicacion de los aislamientos bacterianos frente al
desarrollo de la enfermedad ocasionada por los patdégenos inoculados. La tabla 1 muestra los
aislamientos bacterianos evaluados y los patdgenos empleados para la infeccion.

Tabla 1. Aislamientos bacterianos evaluados y patégenos seleccionados.

BACTERIAS PATOGENOS
FRBO003-7 |SR14 |Lasodiplodia sp.
HOB002-72 |BR45 | Collectotrichum sp.
FLB009-175 NOTA: cada aislamiento

HOBO009-258 | bacteriano se evaluo frente a
HOBO008-290 | ambos patdgenos inoculados.

Para el andlisis estadistico, se realizé un analisis de varianza y una prueba de comparacion de
medias entre los porcentajes de proteccion de los aislamientos frente a cada uno de los hongos
fitopatdgenos evaluados.

6. Mecanismo de accion de Bacillus sp. 290

Se prepard un indculo de 5 mL de la bacteria a ser crecida en caldo TSB y se incubd durante
24h a 30°C. Posteriormente, se agregé 1mL del indculo en 50mL de medio CIB-1 para ser
incubado a 30°C y 190rpm durante 48h. Pasado dicho tiempo, se tomd una muestra de 2mL de
la fermentacion que se centrifug6é a 12000rpm y 5min. Después de obtenido, el sobrenadante
fue separado del material sedimentado y diluido 1/10 y 1/100 mientras que, el material celular
se ajustd a una concentracion de 1x108 células/mL. También, se prepard una suspension
conidial (10*conidios/mL) de Colletotrichum gloesporoides. crecido en medio PDA. Las frutas
seleccionadas para la inoculacién y los controles se lavaron y desinfectaron con jabon e
hipoclorito de sodio al 1%. Las inoculaciones se llevaron a cabo generando una herida en la
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parte central del aguacate con un asa estéril a una profundidad de 0,5mm. A continuacién, se
colocaron 20pL de cada tratamiento, consistentes en: sobrenadante directo, sobrenadante 1/10,
sobrenadante 1/100, bacteria, y prochloraz; se dejaron secar y se inocularon 20 pL del patégeno
Colletotrichum gloesporoides. Los controles se inocularon de la misma manera, pero con el
hongo y agua en el lado contrario del fruto y cada tratamiento cont6 con cinco repeticiones. Las
frutas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 8 dias y se cortaron longitudinalmente
para medir el didmetro del avance de la infeccidn. Finalmente, con los porcentajes de proteccion
de los tratamientos, se realiz6 se realiz6 una ANOVA y una prueba de comparacién de medias
HSD.

7. Cinética de crecimiento y formacién de endosporas.

Se realiz6 una cinética de crecimiento y formacion de endosporas en erlenmeyers blafeados de
125mL que contenian 49mL del medio CIB-1 sin modificaciones e inoculados con 1mL de la
bacteria, por triplicado. Para la preparacion del indculo, se transfirié una colonia de la cepa
cultivada en TSA a erlenmeyer de 250 mL que contenia 50 mL de TSB y se incub6 a 30°C y
150 rpm durante 24h. Las fermentaciones de la cinética se incubaron durante 48h a 190rpm y
30°C.

8. Evaluacién de fuentes de carbono y nitrogeno.

Se estimo el efecto de la adicion de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en la produccién
de endosporas por parte de Bacillus sp. HOB008-290. Se evaluaron como fuentes de carbono
glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa, glicerol y almidon de yuca, a una concentracion de 8g/L.
Luego de definir la fuente de carbono, se determind la influencia de la adicion de diferentes
fuentes de nitrégeno. Las fuentes de nitrégeno evaluadas fueron extracto de levadura, proteina
aislada de soya, urea, peptona, nitrato de amonio, caseina, extracto de malta, nitrato de potasio
y sulfato de amonio; a la concentracion de 8g/L. En esta fermentacion se tuvo en cuenta la
adicién de la fuente de carbono identificada como la mas adecuada. EI montaje de los
experimentos se realizé en erlenmeyers bafleados de 125 mL con el medio de cultivo base,
CIB-1. Luego, se adicion6 a cada erlenmeyer una concentracion de la fuente de carbono o de
nitrégeno a evaluar y el indculo al 2%, previamente crecido en TSB. En cada experimento se
incluy6 un control absoluto que contenia el medio base sin fuentes de carbono o nitrogeno
adicionadas. Los Erlenmeyer se mantuvieron en incubacion por 52h a 30°C y 190rpm. Los
tratamientos se realizaron por triplicado y luego se determinaron diferencias estadisticas por
medio de una ANOVA con un p>0.05, seguida de pruebas de comparacion de medias HSD.

9. Métodos analiticos

La biomasa en los medio de cultivo se determiné mediante la metodologia de densidad éptica
a 595nm empleando microplacas de 96 pozos y un lector de microplacas BioRad modelo
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680XR., teniendo como referencia la curva patron de McFarland que fue ajustada mediante la
ecuacion:
Y= 2E-10x + 0,0768 con un coeficiente R?=0,9665 (1)

Las densidades de células de esporas se determinaron mediante la técnica de placa extendida,
para lo cual las muestras diluidas en serie se sometieron a choque térmico (80 ° C, 20 min), se
colocaron en bafio de hielo durante 5 min y luego se sembraron en TSA. La variable de
respuesta (densidad de células de esporas) se estimd después de 48h de incubacién a 30°C para
aquellas diluciones que contenian 30-300 UFC/mL [28].

Resultados y analisis
Ensayos de antagonismo in vitro

Se evaluaron 14 bacterias, frente a los hongos fitopatdgenos Lasiodiplodia sp. (SR14),
Colletotrichum gloeosporioides (BR45), Colletotrichum sp. (BR44), Diaporthe sojae (SR34) y
un aislamiento desconocido (SR51), los resultados se observan en la Tabla 2. Entre los cuales
se destaca que el 79% de los aislamientos probados presentaron halos de inhibicién contra
Lasiodiplodia sp., 71% contra Colletotrichum gloeosporioides, 93% contra el aislamiento sin
identificar SR51, 79% contra Diaporthe sojae y 93% contra Colletotrichum sp . El mayor grado
de inhibicion frente a los fitopatdgenos los presentaron las bacterias FRB003-7, HOB002-72,
FLB009-175, HOB009-258 y HOB008-290. De ahi, estas bacterias fueron seleccionadas para
la siguiente fase experimental del proyecto.

Tabla 2. Grado de inhibicion de aislamientos bacterianos frente a fitopatogenos.

Bacteria Lasiodiplodia (SR14) C. gloeosporivides (BR45) NN (SR51) Diaporthe (SR34) Colletotrichum sp. (BR44)

258 + + ++ ++ +

202

rsf08

154b - -
195 + ++
110 +H +
223 + +
183 + +
72 ++ ++
-|'| 43 4
21 +H -
ecf20 +H +

175 + ++

250 + +
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Aunque se evaluaron diferentes patdgenos, en la figura 1 solo se presentan los dos patégenos
que son de mayor interés en la presente investigacion y los enfrentamientos realizados con los
14 aislamientos de la coleccion UFCB-CIB.
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Figura 1. Pruebas de antagonismo. a) C.gloeosporioides control y tratamiento de bacterias aisladas. b)
Lasiodiplodia sp. control y tratamiento de bacterias aisladas.

El hongo Colletotrichum gloeosporioides es uno los patdgenos de plantas mas comunes y de
mayor distribucion en el mundo, causante de la antracnosis, que es considerada la mas
importante enfermedad de frutos en regiones tropicales y subtropicales [29]. Por su parte, en
los ultimos afios, se ha observado una fuerte incidencia de lesiones o chancros en las ramas del
aguacate con presencia de exudaciones blanguecinas que ademas, pueden ocasionar pudricion
del fruto, lo que ha sido atribuido al hongo Lasiodiplodia sp. [30].

Los resultados del ensayo de cultivo dual para estos hongos mostraron que los microorganismos
antagonistas inhibieron el crecimiento de micelio con eficiencias variables. Cuatro de los
antagonistas presentaron una inhibicion grado cero (sin halo); sin embargo, los demas
aislamientos de Bacillus fueron capaces de reducir el crecimiento y desarrollo de los patdgenos
con halos de inhibicion entre 1 a 2cm, lo que permite visualizar que los microorganismos
pertenecientes a este género son buenos candidatos en el control bioldgico de fitopatdgenos
causantes de enfermedades en la postcosecha de aguacate.

Esporulacién de las bacterias con el mayor potencial in vitro

Mediante el ensayo realizado para observar si efectivamente habia formacion de endosporas,
se evidenci6 una alta capacidad de esporulacion de los 5 aislamientos bacterianos seleccionados
en las pruebas de antagonismo in vitro. Las esporas aumentaron con el tiempo de fermentacion
y al ser observadas en el microscopio, pudieron distinguirse de la célula vegetativa, como se
muestra en la figura 2.
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Figura 2. Formacion de endosporas después de 4 dias de fermentacion. Aislamientos a) FRB003-7, b)
HOBO002-72, c) FLB009-175, d) HOB009-258 , €) HOB008-290. Células vegetativas tefiidas de rosado,
endosporas tefiidas de verde.

En este sentido, es factible trabajar en un producto bioldgico basado en Bacillus sp. como
controlador de las enfermedades postcosecha en aguacate Hass, pues, ademas de su rapido
crecimiento y capacidad para crecer de manera eficiente en medios de bajo costo, forman
endosporas que pueden sobrevivir en condiciones controladas de laboratorio durante varias
décadas, y tal vez incluso mas en el medio ambiente [31], favoreciendo asi su aplicacion
agricola.

También, con los resultados obtenidos se valida que el medio CIB-1, previamente desarrollado
en la unidad de fitosanidad y control biologico, es apto para la esporulacion del género Bacillus
y que en general, elementos como Ca, Mn, Mg, Fe y Zn en concentraciones apropiadas son
esenciales en la esporulacion ya que estan presentes en las capas de esporas y le permiten resistir
altas temperaturas [28]. Especificamente, los iones divalentes inducen la esporulacion y
aumentan la resistencia térmica de las esporas, el calcio es clave para el desarrollo de resistencia
al inducir genes especificos involucrados en la sintesis de la capa de esporas, y el potasio y el
manganeso estimulan la absorcion de potasio. La adicion de Mn?* al medio de esporulacién
promueve la eficiencia de la esporulacién y aumenta la resistencia al calor himedo al afectar la
composicion de peptidoglicano y la deshidratacion del ndcleo [32]. Sin embargo, se debe
considerar que cada cepa en particular tiene sus propios requisitos y condiciones éptimas por
lo que es relevante estudiar la posibilidad de mejorar el medio de esporulacion empleado.

Pruebas de eficacia in vivo

En este ensayo se pudo determinar la actividad de los aislamientos frente a los patdégenos
inoculados cuando se compararon los resultados con la cara tratada y la cara no tratada tomada
como control, en la cual se observa un mayor de crecimiento de los hongos (Figuras 3 y 4).
Todos los aislamientos evaluados presentaron un nivel de proteccién de los frutos inhibiendo
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el desarrollo de los patégenos Colletotrichum gloeosporioides y Lasodiplodia sp. El fungicida
comercial Sportak® (Prochloraz) presenté mayor actividad inhibitoria evitando completamente
el desarrollo de los patdgenos inoculados con un porcentaje de proteccion de los frutos del
100%. Los aislamientos FRB003-7, HOB002-72, FLB009-175 y HOB008-290 presentaron un
porcentaje de proteccion frente a la inhibicion del desarrollo de Colletotrichum gloeosporioides
en el fruto del 40 al 60%. Los aislamientos bacterianos FLB009-175 y HOBO008-290
presentaron un porcentaje de proteccion frente al desarrollo del patdgeno Lasodiplodia sp.
cercano al 100% igualando el efecto del fungicida Prochloraz. Asi, este ensayo permitio
determinar la actividad inhibitoria de patégenos postcosecha in vivo que pueden presentar las
bacterias pertenecientes a la coleccion CIB seleccionadas y su potencial para escalado y
produccion en masa que permita el desarrollo de un potencial producto para comercializacion.

Figura 3. Registro fotografico. Frutos inoculados con Colletotrichum gloeosporioides y tratados con

los aislamientos bacterianos. La cara izquierda correspoonde al lado inoculado y tratado. La cara
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derecha corresponde al lado inoculado y no tratado (control).

Figura 4. Registro fotografico. Frutos inoculados con Lasodiplodia sp. y tratados con los aislamientos
bacterianos. La cara izquierda correspoonde al lado inoculado y tratado. La cara derecha corresponde al
lado inoculado y no tratado (control).

Los datos del porcentaje de proteccion se analizaron estadisticamente mediante un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95% y un analisis de medias HSD haciendo
uso del software RStudio. Las pruebas de normalidad de los residuales y homogeneidad de
varianza se realizaron a través de las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Los
resultados obtenidos se presentan en las figuras 5 y 6.
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Figura 5. Porcentaje de proteccion de los frutos inoculados con los aislamientos bacterianos
seleccionados frente al desarrollo del patdgeno poscosecha Colletotrichum gloeosporioides. Las letras
sobre las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos con un p< 0.05 por HSD test.
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Figura 6. Porcentaje de proteccion de los frutos inoculados con los aislamientos bacterianos
seleccionados frente al desarrollo del patégeno poscosecha SR14 Lasodiplodia sp. Las letras sobre las
barras indican diferencias significativas entre los tratamientos con un p< 0.05 por HSD test.

No se evidenciaron diferencias estadistica significativas entre los tratamientos debido a las
desviaciones presentes en el experimento que, se relacionan directamente con la limitacion en
el nimero de unidades asignadas a los diferentes grupos experimentales que dependi6 de la
disponibilidad de frutos, costos del experimento, tiempo y la capacidad de evaluacion.
También, se usdé material experimental no homogeneo por la variabilidad existente en las
caracteristicas de los frutos empleados, principalmente en el estado de madurez. Ademas, no se
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pudo asegurar el control de factores externos como por ejemplo un adecuado manejo durante
el transporte de los frutos dado que, al sufrir golpes se pueden generar puntos de entrada para
otros patdgenos. No obstante, los datos son concluyentes y tienen confiabilidad bajo las
condiciones especificas del experimento realizado. De ahi, los aislamientos FLB009-175 y
HOBO008-290 mostraron un mayor porcentaje de proteccion frente a los patégenos evaluados.
Se selecciond el aislamiento Bacillus sp. HOB008-290 debido a que presenta mayor interés
para el grupo de investigacion por haber sido objeto de estudio en trabajos anteriores, ademas
de que ha demostrado otras caracteristicas como una buena capacidad para formar endosporas
(48 horas), una facil manipulacién y un rapido crecimiento, que pueden ser interesantes en la
industria de los productos biotecnoldgicos a base de bacterias.

Del mismo modo, se puede concluir que los cinco aislamientos seleccionados en los ensyos in
vitro mantienen su actividad a nivel in vivo, lo que significa que todas las bacterias evaluadas
en este proyecto, tienen potencial para ser empleadas en el desarrollo de productos
biocontroladores de plagas en aguacate, corroborando asi la afirmacion de que en el suelo y la
rizosfera se encuentran una gran variedad de microorganismos antagonistas capaces de inhibir
el crecimiento de patogenos [27]. Los resultados también permitieron confirmar que los
aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides y Lasodiplodia sp pertenecientes a la CIB son
patogénicos. Es decir, fueron capaces de producir la infeccion en frutos de aguacate por la
metodologia utilizada.

Considerando que son pocas las investigaciones generadas por grupos Yy centros de
investigaciones del pais que contribuyan al conocimiento y uso de la diversidad de bacterias
endofitas asociadas a especies vegetales en el pais, como el aguacate [33], el trabajo
desarrollado aporta en la basqueda de diversidad de bacterias endofitas que permitan tanto
reducir las pérdidas econdmicas ocasionadas por las enfermedades postcosecha como el uso de
fungicidas quimicos que contaminan el medio ambiente, promueven el surgimiento de
patogenos resistentes e incluso son perjudiciales para la salud.

Mecanismo de accion de HOB008-290 frente a Colletotrichum gloesporoides

Mediante este ensayo se busco dilucidar el modo de accién de la bacteria Bacillus sp. HOB008-
290 frente al patdgeno Colletotrichum gloesporoides. Los resultados permiten concluir que el
mecanismo por el cual la bacteria es capaz de ejercer un biocontrol del organismo fitopatogeno
es complejo, pues no solo estaria relacionado con la produccién de compuestos antimicobianos
presentes en el sobrenadante de la fermentacion, sino también con otros mecanismos como
parasitismo directo, competencia por nutrientes y estimulacion de las defensas del huésped
relacionados directamente con la biomasa y las endosporas. En la figura 7 se evidencia entonces
una reduccion del diametro de crecimiento del hongo fitopatdgeno en las caras en las que se
aplicd el sobrenadante de la fermentacion o la biomasa, en comparacion con las caras no
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tratadas. En este sentido, muy probablemente un biocontrol efectivo esté asociado a la accién
sinérgica de varios mecanismos [23].

Figura 7. Registro fotografico. Frutos inoculados con Colletotrichum gloesporoides y tratados con el
aislamiento bacteriano HOB008-290. SD: Sobrenadante directo de la fermentacion, 1/10 y 1/100:
Sobrenadante de la fermentacion diluido, HOB008-290: Fermentacion ajustada a 1x10° células/mL. La
cara izquierda corresponde al lado inoculado y tratado. La cara derecha corresponde al lado inoculado
y no tratado (control).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas como puede verse en la figura 8. El
sobrenadante libre de células diluido 1 en 100 junto con el material celular (endosporas y células
vegetativas) representaron un mayor porcentaje de proteccion de los frutos. Sin embargo, es
necesario realizar una futura identificacion del aislamiento a nivel de especie y la
caracterizacion de sus metabolitos, puesto que los resultados sugieren que el microorganismo
de estudio produce metabolitos secundarios y compuestos biolégicamente activos con gran
actividad antibiotica, posiblemente iturinas, fengicinas y surfactinas.
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Figura 8. Porcentaje de proteccion de los frutos inoculados con los diferentes tratamientos a partir de
la fermentacion de la bacteria HOB008-290 frente al desarrollo del patégeno poscosecha Colletotrichum
gloeosporioides. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos con
un p< 0.05 por HSD test.

En general, el uso de microorganismos que producen compuestos antifungicos que inhiben la
germinacion de las conidias se ha considerado un medio potencial de control biolégico de las
enfermedades fungicas. Romero et al., determinaron la presencia de antibidticos lipopéptidos
en extractos butandlicos obtenidos de cultivos liquidos de cepas de B. subtilis. Los extractos
lograron reducir con éxito la germinacion de los conidios de P. fusca a niveles similares a los
obtenidos previamente mediante el tratamiento con células vegetativas [34]. Estos resultados
son coherentes con los obtenidos en el presente trabajo donde efectivamente se encontré una
accion controladora tanto por parte de la biomasa como de los sobrenadantes de la
fermentacion, en los que presuntamente hay presencia de compuestos activos.

Después de comprobar que las células vegetales tienen accion controladora sobre el patdgeno
en condiciones in vivo, se define como variable respuesta para la busqueda de los componentes
mas adecuados para el crecimiento de la bacteria, la formacion de endosporas dado que es
sabido que estas son el principal ingrediente activo de los formulados, confiriéndoles una mayor
viabilidad en el tiempo [11]. Actualmente, se encuentran en el mercado varios productos
biolégicos basados en microorganismos del género Bacillus, por ejemplo el producto
Rhapsody® tiene como componente activo la cepa B.subtilis QST173 y el producto Kodiak®
es elaborado a partir de la cepa B.subtilis GB03 [35].



Y
< A
e VY %

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
FACULTAD DE lNGE!\'lERiA

e

Cinética de produccion de biomasa y formacion de endosporas por HOB008-290

La cinética presentada en la figura 9, permite diferenciar un crecimiento vegetativo exponencial
hasta las 18 horas de fermentacion, comenzando a observarse células esporuladas a partir de las
12 horas hasta las 39 horas de fermentacion. También, se puede apreciar una fase lag corta de
aproximadamente 2 horas, esto debido a que la fuente de carbono preferida para muchas
bacterias es la glucosa, que mantiene una tasa de crecimiento mas rapida en comparacion con
otros azucares [36]. Por su parte, la fase exponencial, demuestra la replicacion de la bacteria
entre un lapso de 15 horas posterior a la fase Lag, donde se da un aumento en UFC/mL hasta
alcanzar una concentracion de 5x10°células/mL.
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Figura 9. Cinética de produccion de biomasa y de endosporas a partir de Bacillus sp. HOB008-290 en
fermentacion liquida usando el medio de cultivo CIB-1. Donde la biomasa corresponde a la linea azul y
las endosporas a la linea gris.

Aunque se evidencia una caida de la produccion de biomasa a las 24h, en la curva presentada
no es posible identificar con claridad las fases de latencia y muerte. No obstante, se observa un
descenso que podria estar determinado por el consumo de sustrato, la disminucion de factores
esenciales para la respiracion; aumento en la cantidad de otros metabolitos que pueden ser
sustancias toxicas y variacion del pH hacia la acidez [37]. Es recomendable cuantificar el
consumo de sustrato, de manera que se puedan correlacionar concretamente los parametros mas
relevantes en una fermentacion. No se realizé esta medicién debido a que en el momento del
experimento no se contaba con los medios, ademas de que la finalidad principal era tener una
aproximacion del ciclo de esporulacion de la bacteria en estudio.

En condiciones ideales, el cultivo iniciard la esporulacion a una densidad celular de
aproximadamente 1x10® células/mL. En este estudio, la esporulacion inicié cuando la



UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
FACULTAD DE I~NG ENIERIA

concentracion de células era de 1x10° células/mL, notandose un aumento acelerado de la
formacion de endosporas después de que las células comenzaron a ingresar en la fase
estacionaria. Se logrd una concentracion maxima de esporas de 2x10%° células/mL a las 39h de
fermentacion, lo cual refleja una alta eficiencia de esporulacion gracias a que se obtuvo un
cultivo de alta densidad celular, lo que hace apto el proceso para ser llevado a escala industrial
[38]. A partir de este ensayo se establece un tiempo de fermentacidn de 48h, pues es suficiente
para llegar a una concentracion alta de biomasa y de endosporas.

Evaluacion de fuentes de carbono y nitrégeno

Se evaluo el efecto de la adicion de diferentes suplementos de carbono y nitrégeno en la
produccién de endosporas a partir de Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion en estado
liquido usando el medio CIB-1 como base. La fuente de carbono que favorecio mas la
produccién de endosporas por HOBO008-290 fue la sacarosa. El glicerol puro tambien
incremento la formacion de endosporas; sin embargo, exhibe un costo superior con relacion a
la sacarosa [39, 40]. Se podria usar el glicerol crudo proveniente de la produccion de biodiesel
pero, se conoce que genera factores de estrés derivados de la acumulacion de agentes toxicos
en el medio de fermentacion. De ahi, autores han informado de un deterioro de los parametros
cinéticos en una fermentacion realizada con glicerol crudo en comparacion con el glicerol puro
[41]. Adicionalmente, aunque ambas fuentes exhibieron un comportamiento similar sobre la
produccién de biomasa (Figura 10), sigue primando la sacarosa dado que el glicerol es de dificil
manipulacién debido a sus propiedades fisicas, como la viscosidad.
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Figura 10. Efecto de la adicion de diferentes suplementos de carbono a la fermentacion en estado liquido
sobre la produccion de biomasa por el aislamiento Bacillus sp. HOB008-290. Los colores de las lineas
corresponden a las diferentes fuentes de carbono evaluadas: Rojo: glucosa, amarillo: sacarosa, azul:
glicerol, naranja: maltosa, verde: almidén, morado: sin fuente de carbono y gris: lactosa.
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Los suplementos glucosa, maltosa, lactosa, almidén y el control sin adicion de suplemento de
fuente de carbono al medio base CIB-1, no presentaron un efecto en la produccion de
endosporas por parte de la bacteria en fermentacion en estado liquido, por lo cual no se pudo
observar un incremento significativo en la concentracion luego de su adicion. Teniendo en
cuenta estos resultados, se selecciond la sacarosa a una concentracion de 8g/L como suplemento
de carbono adecuado para favorecer la produccion de endosporas en Bacillus sp. HOB008-290.
Los resultados obtenidos luego de la adicion de sacarosa mostraron diferencias estadisticamente
significativas con los demas tratamientos (Figura 11).
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Figura 11. Produccion de endosporas del aislamiento Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion en
estado liquido. Evaluacion de diferentes suplementos de carbono a una concentracion de 8g/L. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
entre los tratamientos con un p< 0.05 por HSD test.

Los resultados obtenidos a partir de la adicién de diferentes suplementos de nitrégeno
destacaron la caseina como la mejor fuente para la fermentacion de Bacillus sp. HOB008-290.
La adicion de urea afectd negativamente el crecimiento de la bacteria en el medio de cultivo y
por lo mismo, no se alcanzaron concentraciones de endosporas superiores a 1x108
endosporas/mL. Con las demas fuentes de nitrégeno, exceptuando a la peptona y a la proteina
aislada de soya, tampoco se observé un aumento significativo en la formacion de esporas.
Aunque, autores han demostraron que el rendimiento maximo de esporas se obtiene con la
velocidad del agitador de 200 rpm y 30°C en 48h de fermentacién [38], en la figura 12 no se
logra observar la fase estacionaria para los tratamientos evaluados. De ahi, a pesar de que se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 13), se quiso realizar una
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fermentacion més larga, con la finalidad de identificar si después de las 48h la formacion de
endosporas seguia aumentando.
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Figura 12. Efecto de la adicion de diferentes suplementos de nitrogeno a la fermentacion en estado
liquido sobre la produccion de biomasa por el aislamiento Bacillus sp. HOB008-290. Los colores de las
lineas corresponden a las diferentes fuentes de nitrégeno evaluadas. Azul: peptona, vinotinto: extracto
de levadura, naranja: caseina, amarillo: proteina aislada de soya, negro: extracto de malta, morado: sin
fuente de nitrdgeno, verde: sulfato de amonio, rojo: nitrato de amonio, fucsia: nitrato de potasio, café:
urea.

Considerando que el tratamiento con peptona fue el que alcanz6 una mayor concentracion de
células vegetativas y que, en la lectura de las endosporas se encontrd una alta variabilidad de
los resultados, esta fuente fue incluida junto con la caseina en la evaluacién anteriormente
mencionada. La proteina aislada de soya también evidencié una buena produccion de
endosporas, pero no se tuvo en cuenta puesto que es un producto que se resuspende y genera
ruido en las mediciones por absorbancia de la biomasa. En la figura 14 se aprecia el resultado

de la cinética realizada con las dos mejores fuentes de nitrégeno encontradas y la fuente de
carbono previamente seleccionada.
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Figura 13. Produccion de endosporas del aislamiento Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion en
estado liquido. Evaluacién de diferentes suplementos de nitrégeno a una concentracién de 8g/L. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
entre los tratamientos con un p< 0.05 por HSD test.
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Figura 14. Efecto de la adicion de sacarosa como fuente de carbono, peptona y/o caseina como fuentes
de nitrégeno a la fermentacion en estado liquido sobre la produccion de biomasa por el aislamiento
Bacillus sp. HOB008-290. La linea amarilla corresponde a la caseina y la azul a la peptona.
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Este ensayo permitié confirmar que la mayor produccion de endosporas se alcanza empleando
sacarosa Yy caseina como fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente, con diferencias
estadisticamente significativas con respecto al tratamiento sacarosa-peptona (Figura 15). Al
comparar las figuras 14 y 16, se comprueba que efectivamente cuando se entra en la fase
estacionaria, se dispara la produccion de endosporas. En el caso de la peptona, la fase
exponencial termina a las 44h, mismo tiempo en el que se nota un ascenso acelerado en la
formacion de las esporas y, para la caseina el punto maximo de biomasa es alcanzado a las 29h,
por lo que las esporas empiezan a aparecer con mayor frecuencia y a concentraciones
superiores. También, el experimento permite concluir que a mayor tiempo de fermentacion, se
obtiene una mayor concentracion de esporas. Especificamente a las 93h de fermentacion,
empleando peptona como fuente de nitrégeno la concentracion de esporas correspondid a
4x10'° esporas/mL, mientras que con caseina fue de 7x10° esporas/mL (Figura 16).

4,E+10
4,E+10
3,E+10
3,E+10
2,E+10
2,E+10
1,E+10

5,E+09

Peptona Caseina

Concentracién células (cells/mL)

Tratamientos

Figura 15. Produccion de endosporas del aislamiento Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion en
estado liquido. Evaluacion de peptona y caseina como fuente de nitrégeno a una concentracién de 8g/L,
con sacarosa como fuente de carbono. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las letras sobre
las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos con un p< 0.05 por HSD test.

Es relevante tener conocimiento de todo el comportamiento de la fermentacion, dado que se ha
informado que la produccién de la iturina y fengicina, metabolitos importantes en la accion de
control biolégico, es inducida por inanicién y regulada por los productos de los genes spoOA
asociados con la esporulacidn, de manera que, al final de la etapa de esporulacion, se termina
la produccion de los lipopéptidos [42]. No obstante, es de interés realizar una cinética de la
produccién de estos metabolitos, mediante su identificacion por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).
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Figura 16. Produccion de endosporas del aislamiento Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion en
estado liquido. Evaluacién de peptona y caseina como fuente de nitrégeno a una concentracién de 8g/L,
con sacarosa como fuente de carbono. Los experimentos se realizaron por triplicado. La linea amarilla
corresponde a la caseina y la azul a la peptona.

A continuacion, se presenta un resumen de las condiciones encontradas para aumentar la
concentracion de endosporas de Bacillus sp. HOB008-290 en fermentacion sumergida:

Tabla 3. Condiciones de fermentacion de Bacillus sp. HOB008-290.

Medio Base CIB-1

Fuente de Carbono Sacarosa

Fuente de Nitrogeno Caseina
Velocidad de agitacion 190rpm
Temperatura 30°C

Tiempo de fermentacion 48h
Concentracion de endosporas | 3x10° esporas/mL

Conclusiones

Se estableci6 el efecto inhibitorio de los aislamientos bacterianos pertenecientes a la
Corporacion para investigaciones bioldgicas, frente a C.gloeosporioides y Lasiodiplodia sp.
demostrando que los microorganismos antagonistas previamente aislados de la rizosfera de
plantas de aguacate tienen un alto potencial para ser explotados como controladores biolégicos.
El mejor resultado lo obtuvo el aislamiento HOB008-290 aplicado a una concentracion de
1x10"células/mL. No obstante, es necesario realizar una futura identificacion del aislamiento a
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nivel de especie y la caracterizacion de sus metabolitos, dado que se confirmé que el mecanismo
de accidn responde al efecto sinérgico de la biomasa y de compuestos activos.

Cabe resaltar que los resultados de eficacia a nivel in vivo para la bacteria seleccionada fueron
comparables a los de un fungicida sintético comercial (prochloraz), lo que convierte a este
aislamiento en candidato potencial para el desarrollo de nuevos biopesticidas como agente de
control biolégico. Del mismo modo, se puede concluir que las metodologias empleadas en el
desarrollo del proyecto fueron adecuadas al permitir realizar tanto la evaluacién cuantitativa
como cualitativa de la actividad de las bacterias en frutos de aguacate Hass.

El medio de fermentacion optimizado para la esporulacion de bacterias, CIB-1, desarrollado
por el grupo de investigacion pudo adaptarse a Bacillus sp. HOB008-290 para incrementar su
produccion de endosporas en fermentacion sumergida a escala erlenmeyer a partir de la
modificacion de las fuentes de carbono y nitrogeno. Las condiciones de cultivo establecidas en
este estudio permitieron alcanzar una densidad celular de 1x10° células/mL y una
concentracion de esporas final de 3x10'° UFC/mL a las 48h de fermentacion empleando
sacarosa y caseina como fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente. La alta produccion
de esporas en un corto periodo de incubacion podria representar ahorros en los costos del
bioproceso.
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