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Medios de cultivo no convencionales para la produccion de Bacillus
thuringiensis

Non-conventional growing media for production of Bacillus

thuringiensis
Gino Francesco Olivieri Salas*, Pedro José Fragoso Castilla®
RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo contribuir al desarrollo de nuevos medios de cultivo
naturales o complejos de bajo costo, elaborados a partir de residuos industriales, que sean
optimizados a nivel de laboratorio para aumentar significativamente la produccién de
biomasa al proporcionar fuentes mejoradas de carbono, nitrdgeno y otros
macronutrientes. Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo Grampositivo esporulado
ampliamente utilizado en el 95% de los productos de control biolégico a nivel mundial
en la gestion integrada de plagas. Se caracteriza por su capacidad para producir proteinas
con un alto potencial insecticida, conocidas como proteinas Cry y Cyt, las cuales exhiben
una alta especificidad hacia los insectos y una baja toxicidad para los seres humanos y el

medio ambiente.

Ademas, debido al desarrollo de resistencia por parte de los insectos o vectores a los
agroguimicos convencionales, se ha observado un aumento en los costos asociados. Sin
embargo, en el caso de la produccién de Bt, la materia prima se compone de componentes
limitados, y los costos asociados representan aproximadamente del 35 al 59% del costo
total de produccion. Por lo tanto, se llevaron a cabo evaluaciones de 20 medios de cultivo
no convencionales utilizando residuos industriales generados en el departamento del
Cesar. Para el estudio se utilizaron cinco (5) aislamientos de Bt, provenientes del cepario
del Grupo de Investigacion Parasitologia Agroecologia Milenio de la Universidad
Popular del Cesar, con seguimiento del conteo de esporas, densidad éptica y biomasa por
peso seco durante un periodo de 144 horas. Los resultados demostraron que el lactosuero
y el agua de maiz presentan un alto potencial nutricional en comparacion con otros

medios, lo que sugiere un mayor rendimiento productivo de Bt a escala industrial.

4 Microbi6logo, Maestria en Ciencias Ambientales, Universidad Popular del Cesar, Investigador, Grupo de
investigacion Parasitologia y Agroecologia Milenio, correo-e: ginoolivieri@unicesar.edu.co.

SBacteriologo, magister en ciencia y tecnologia de alimentos, Doctor en Medicina Tropical, Docente del programa de
microbiologia, Grupo de investigacion Parasitologia y Agroecologia Milenio, Universidad Popular del Cesar correo-
e: pedrofragozo@unicesar.edu.co.
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PALABRAS CLAVES: Esporas, proteinas cry, Bacillus thuringiensis, lactosuero, control

bioldgico.
ABSTRACT

This study aims to contribute to the development of new low-cost natural or complex
culture media, made from industrial waste, that are optimized at the laboratory level to
significantly increase biomass production by providing improved sources of carbon,
nitrogen and other macronutrients. Bacillus thuringiensis (Bt) is a sporulated Gram-
positive bacillus widely used in 95% of biological control products worldwide in
integrated pest management. It is characterized by its ability to produce proteins with high
insecticidal potential, known as Cry and Cyt proteins, which exhibit high specificity

towards insects and low toxicity for humans and the environment.

Furthermore, due to the development of resistance by insects or vectors to conventional
agrochemicals, an increase in associated costs has been observed. However, in the case
of Bt production, the raw material is composed of limited components, and the associated
costs represent approximately 35 to 59% of the total production cost. Therefore,
evaluations of 20 unconventional culture media were carried out using industrial waste
generated in the department of Cesar. For the study, five (5) Bt isolates were used, from
the strain collection of the Milenio Agroecology Parasitology Research Group of the
Popular University of Cesar, with monitoring of spore count, optical density and biomass
by dry weight during a period of 144 hours. . The results demonstrated that corn whey
and water have a high nutritional potential compared to other media, suggesting a higher

productive yield of Bt on an industrial scale.

KEYWORDS: Spores, cry proteins, Bacillus thuringiensis, whey, biological control.
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Introduccion

Se estima que para el 2050 habrian alrededor de 10 mil millones de personas en
el mundo, por lo tanto, es necesario cumplir con las necesidades poblacionales que
aumentaran la demanda total de alimentos del 35% al 56% es decir un 21% mas de lo que
hoy se conoce. Esto a su vez, hace que sea un desafio mantener la seguridad alimentaria
mundial con los planes y manejo integrado de plagas que se mantienen en el mercado
(Kumari, P., et al. 2022).

Asi mismo, una plaga se define como un ser vivo (Animal, planta o
microorganismo) que logre aumentar su poblacion a niveles anormales, afectando directa
o0 indirectamente a otras especies (Duarte., 2012). En la agricultura; plagas son todos
aquellos organismos patdgenos que representan una amenaza para la seguridad
alimentaria mundial, con miles de especies como: virus, bacterias, hongos, nematodos e
insectos (Guégan, J.-F., 2023). Por ello, la literatura afirma, que las plagas son un
problema para la salud pablica al ser vectores de enfermedades tropicales en animales y
humanos. (Bebber et al., 2014; Piper, A. M., et al. 2019; Guégan, J.-F., 2023).

Ademas, en la agricultura las plagas o estresantes bioticos, son los causantes del
25% al 30% de las pérdidas mundiales, que econdmicamente oscilan entre los $ 40 mil
millones de dolares anuales (Jaiswal, D. K., et al. 2022; Kumari, P., et al. 2022;). Entre
estas, se datan la del cereal més cultivado del mundo, estimandose una reduccion entre el
16% al 41% de la produccidn global del cultivo de maiz, representando asi una amenaza
para la seguridad alimentaria mundial, anclado a miles de especies de virus, bacterias,

hongos, nematodos e insectos (Bebber et al., 2014; Yang, X., et al 2023).

Los insectos representan el 60% de las especies en la tierra, la mitad son
herbivoros y dos tercios de las especies, son escarabajos devoradores de hojas
(Coleoptera) o las orugas (Lepidoptera), limitando el crecimiento y produccion de las
plantas, causando enormes pérdidas economicas considerables por el rendimiento de los
cultivos cada afio. El orden Lepidoptera, incluyen mas de 150,000 especies, entre estas
estan las polillas y mariposas, como especies de insectos mas sorprendentes y hermosos,
tambien las plagas mas graves en la agricultura mundial (Kanost et al., 2016; Wielkopolan
& Obrepalska, 2016; Evangelista, 2024)
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Actualmente, se referencia el uso de 5200 millones de libras de pesticidas en todo
el mundo (Khan, A. R., et al. 2022). No obstante, el uso de insecticidas quimicos brindo
muchos beneficios en la agricultura y la salud, como el control de plagas y enfermedades
tropicales. Aunque por ser un quimico se demostré que seria potencialmente peligroso,
afectando la salud humana y la naturaleza (Martinez 1990; Mall, Larsen y Martin 2018).
Por tal razdn, se afirma que el uso indiscriminado de estos incide directamente en la salud
y el ambiente; produciendo efectos negativos en los nichos ecoldgicos (Puerto y Suarez
2014; Pérez et al., 2022).

Asi que, estas malas practicas durante muchos afios ha generado que
aproximadamente 500 especies de artropodos o insectos como Aedes sp y Culex sp,
vectores antropofilico nocturno causantes de enfermedades virales emergentes (Giraldo.,
et al. 2008; Benelli 2015% Jallouli, W., et al 2020), entre las que encontramos dengue,
zika, chikungunya, fiebre amarilla, fiebre del valle del Rift, paludismo, encefalitis
japonesa, filariosis linfatica y fiebre del Nilo occidental, las cuales pueden ser
transmitidas a humanos y de un animal a otro (Arenas 2012; Ragavendran, Mariappan, y
Natarajan 2017), creen mecanismos de resistencia a mas de 2 tipos de insecticida, el cual
ha llevado que se aumente la dosis y a su vez los costos (Escobar et al., 2004; Benelli.,
2015b; Jallouli, W., et al 2020; Collins, et al., 2022).

De lo anterior, es importante enfatizar, el impacto que ha generado estas
actividades antropogeénicas, resultando en la persistencia de 20 a 30 afios que tienen los
agroguimicos en el ambiente y la salud, teniendo comportamientos recalcitrantes,
favoreciendo la disrupcion endocrina y el desencadenamiento de carcinogénesis
(Cheremisinoff, N. P., & Rosenfeld, P. E. 2011; Wang, R., et al. 2021). Ya que, dentro
de sus caracteristicas mas relevantes esta su alta insolubilidad en el agua, es decir
completamente hidrofobico, dandole la particularidad de ser volatil y transportarse junto
al polvo con el viento (Seong, K. M., et al., 2019; Falakdin, P., et al. 2022).

Swezey et al., en 1983, Sefialo que el uso indiscriminado de insecticidas quimicos
deja trazas, porque en 1967 a Nicaragua no pudo exportar carne a EE. UU por altos indice
de Diclorofenil Tricloroetano (DDT). Afios anteriores, la Who en 1980 informd sobre los

restos de plaguicidas que superaron 42 veces su concentracion en leches maternas,
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sobrepasando los limites tolerables segin la OMS” (Martinez 1990). Ademas,
investigaciones como la de Castro Ramirez, 1., et al., en 2022, que encontraron rastros de
pesticidas en 88 muestras de sangre de nifios en edad escolar de la ciudad de Salamanca,
20 anos después del desastre en Tekchem, detectandose heptacloro en el 100% de los

nifos.

Colombia, debido a su situacion geografica y a las politicas de transicién
agroecoldgica, se proyecta como una potencia en el mercado internacional bajo los
principios de la sostenibilidad, soportada en la corriente holistica para la obtencion de
alimentos sanos, llegando a competir con paises como Brasil (Hoyos, A. M. G. 2021). Y
para ello, debe cumplir con los estandares de calidad en el control integrado de plagas,
teniendo en cuenta todos los aspectos del cultivo, para mitigar el uso de insecticida
sintéticos e implementar nuevos mecanismos amigables con el ecosistema (Castafieda y
Consuelo 2016; Nicoletti M. 2020; Hoyos, A. M. G. 2021).

Los bioinsecticidas, son un tipo de plaguicida o agente controlador de plagas,
caracterizado por el uso de organismos vivos o productos naturales, y se dividen por la
naturaleza de su principio activo en: (i) microorganismos; (ii) bioquimicos; y (iii)
semioquimicos (Chandler et al., 2011; Arthurs, S., & Dara, S. K. 2019). Por lo tanto, los
grupos microbianos mas utilizados como biopesticida son; bacterias, hongos, virus,
nematodos y protozoos (Arthurs, S., & Dara, S. K. 2019).

En 1950, el uso de plaguicidas quimicos y bioplaguicidas (a base de
microorganismos), se le Ilamo; manejo integrado de plagas (MIP), ya que juntos lograban
una interaccién positiva mas contundente contra el manejo de plagas (Peralta y Palma
2017). No obstante, el uso de plaguicidas quimicos puede causar efectos negativos a la
salud humana y el medio ambiente (Peralta y Palma 2017; Arthurs, S., & Dara, S. K.
2019).

Los biopesticidas son una alternativa econémica y ambiental desde hace mas de
60 afios, ya que contiene caracteristicas mas selectivas y eficaces tratandose de un
controlador bioldgico de insectos como los lepiddpteros, coledpteros, dipteros, entre otros
(Argblo y Loguercio 2014; Martemyanov et al., 2016; Khan, A. R, et al. 2022).
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El control bioldgico, es el uso de organismos benéficos, antagonistas 0 enemigos
naturales para el control de plagas, conocidos como fitopatdgenos o parasitoides,
entomopatogenos, predadores entre otros, que suelen ser ventajoso porgqué; son
econdmico, selectivo y sin efecto negativo para el ser humano o la naturaleza. Logrando
el equilibrio del ecosistema (Duarte 2012; Khan, A. R., et al. 2022).

Los microorganismos entomopatdgenos son una diversidad de organismos
biolégicamente microscopicos que debido a sus caracteristicas infecciosas se utilizan
como control biolégico (Jaiswal, D. K., et al. 2022). En los cuales, se encuentran los
hongos entomopatdgenos como: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Lecanicillium lecanii y Paecilomyces fumosoroseus (Arthurs, S., & Dara, S. K. 2019;
Bava, R., et al., 2022).

Estos tienen 2 fases, una parasitica y otra saprofitica. La parasitica tienen la
capacidad de penetrar a través de la cuticula del insecto, coloniza los tejidos y secreta
sustancias toxicas. En la fase saprofitica el hongo crece fuera del cuerpo del hospedero
(Schapovaloff, Angeli, Urrutia y Lopez 2015; Bava, R., et al., 2022).

De los virus se resaltan principalmente los de la familia Baculoviridae incluye los
géneros Nucleopolyhedrovirus (NPV), que ataca Lepiddpteros e hymendpteros); La
familia Reoviridae son los virus de la poliedrosis citoplasmica (CPVs), de interés como
bioplaguicida porque ataca Lepiddpteros y Dipteros) y La familia Poxviridae, que se
encuentran clasificados en la subfamilia Entomopoxvirinae, que se caracterizan por
formar cuerpo de inclusion (OBs), denominados esferoides, con capacidad de atacar a
Lepiddpteros y Coledpteros (Cuartas y Villamizar 2016; Arthurs, S., & Dara, S. K. 2019;
Reid, S., et al., 2023).

Los nematodos entomopatdgenos como: Heterorhabditis spp. Poseen 20 especies
y Steinernematidae spp. (Rhabditida) aproximadamente 90 especies. En simbidsis con
bacterias del genero Xenorhabdus, son endoparasitos obligados y letales contra insectos,
penetrandolos e infectandolos a través de la cuticula, liberando bacterias en el hemocele
generandole como resultado la muerte por septicemia (Labaude y Griffin 2018; Paza, V.,
& Tarasco, E. 2023).
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En cuanto a las bacterias, son organismos mas ampliamente utilizados en
investigaciones de este tipo. Los géneros Photorhabdus y Xenorhabdus son letalmente
potentes en simbiosis con los nematodos. Por otra parte, especies del género Bacillus sp
son capaces de formar toxinas de caracter proteico y esporas extremadamente virulentas.
Castagnola y Stock., 2014; Noureldeen, A., 2022).

Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo Grampositivo esporulado, caracterizado
por su alto potencial insecticida. Desde su descubrimiento en 1902 por Ishiwatta y
Berliner en 1911, hasta sus primeros ensayos para el control biologico en 1920,
transcurrieron 18 afios donde se pudo haber hecho cientos de pruebas y ensayos, en un
mundo del cual se conocia poco de su gran espectro insecticida (Rabinovitch et al. 2017;
Zhao, X., et al. 2023). Luego en Francia durante 1938 se comercializo el primer
insecticida basado en Bt para controlar las polillas de la harina de maiz (Ibrahim., et al.
2010; Gu, J., et al. 2021).

En la actualidad, este microorganismo es el mas utilizado como bioplaguicida, se
encuentra en la mayoria de los productos de control bioldgico a nivel mundial con valores
econdmicos aproximados a los doscientos once millones de ddlares (~211 000 000 USD)
(kersh, et al., 2016; Li et al., 2017; Martinez A., et al., 2020). Bt permanece
enzooticamente en los insectos intensificando su propagacion con los cambios
ambientales (Fonseca et al., 2013; Gu, J., et al. 2021).

Y su capacidad insecticida varia del tipo de cristal parasporal, que debido al pH
alcalino del intestino genera una toxina que rompen la pared intestinal del insecto
formando poros, causandole la muerte a un amplio espectro de insectos perjudiciales para
los seres humano y para los cultivos (Pathaichindachote, et al., 2013; Vasquez et al., 2015;
Biggel, M., et al 2022; Zhao, X., et al 2023).

Estas proteinas insecticidas para el control de plagas, son conocidas como
Endotoxinas y exotoxinas (Gomis, Scaramal y Ferré 2018). Estas a su vez, son de alta
especificidad para los insectos, y baja toxicidad para los seres humanos, y el ambiente
(Palma, Muiioz, Berry, Murillo, y Caballero 2014; Gu, J., et al. 2021). Existen
investigaciones donde se informa que la actividad de las proteinas CryA sobre células

cancerosas en humanos son positivas. (Garcia et al. 2018; Santos, et al., 2022).
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Como se dijo anteriormente, Bacillus thuringiensis fue descubierto por Ishiwata
entre (1901) y (1902) en Japon, cuando trabajaba sobre las larvas del gusano de seda
(Bombyx morii) denominandolo Bacillus sotto. Luego se le llam6 B. thuringiensis,
cuando fue aislada de larvas enfermas de la polilla Ephestia kuehniella entre (1909 y
1915) por Berliner en Turingia Alemania, cuando aln se desconocia la nomenclatura de
Ishiwata (Sauka., 2017; Gu, J., et al., 2021; Gonzalez-Vazquez et al., 2021).

No obstante, Mitani y Watari en 1916, demuestran su patogenicidad debido a un
filtrado toxico de toxina preformada en cultivo esporulado. Gallegos (1985). Asi mismo,
como bioplaguicida lleva mas o menos 6 décadas en el mercado y es empleado entre el
90 al 95% de los productos de control biologico a nivel mundial (kersh, et al., 2016; Li et
al., 2017; Jallouli, W., et al., 2020).

Macroscopicamente, el género Bacillus posee diversa o finitas caracteristicas
coloniales, y esto difiere por el tipo de especie, los componentes del medio de cultivo y
otras variables relacionadas a las condiciones de incubacion. Asi bien, aunque existan
estas diferencias, para muchos investigadores las colonias en medio de rutinas son faciles
de reconocer. Sumado a esto, en medios de cultivo como el agar sangre, incubado a 37°
C en un rango de 24 a 36 horas, Bt bajo distintas variables, genera caracteristicas que
puedan no considerarse completamente necesarias como tipicas de la especie, aunque
suelen tener colonias de 1 a 7 mm de didmetro con formas circulares e irregulares de
bordes enteros u ondulados, con hemolisis ausente, leve, marcada, parcial o completa, de
colonias con texturas mate, granulosa, algodonosa o costrosa, y colores que varian de
beige o gris crema a blanquecino, ademas de pigmentacion caracteristicas de sub-especies
como: pigmentos negros, marrones, naranjas, rosados o amarillos, que tienden ser
elevadas, efusas y convexas (Tufts J, SD et al., 2014; Logan & Vos, 2015).

Bt posee una distribucién cosmopolita, ya que se encuentra presente en: suelo,
agua, aire, insectos muertos, mamiferos insectivoros y tejidos humanos en
descomposicion. (Alva y Vargas 2015; Belousova et al., 2021). Es aerdbica y tambien

crece en anaerobiosis facultativa, a temperaturas con rango entre 10-45°C, en el suelo su

16



aislamiento esta entre 102 y 10* unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/gr)
(Viana et al., 2021).

Microscopicamente es un bacilo Gram positivos, de 1 a 1,2 um de didmetro por 3
a 5 um de largo, de borde redondeados, que se encuentran solas, en par o en cadenas
cortas, con flagelacion peritrica, esporas elipsoidales, centrales no deformes, esporangios
que no se extienden de manera evidente y con cristales paraesporales adyacentes con
forma bipiramidal, cuboide, esférica, ovoide, plana-rectangular y heteromorfias, la cual
se encuentran menos brillantes que las esporas en presencia de luz o en microscopia de
contraste de fase, ademas ostenta un genoma entre 2,4x10-6 y 5,7x10-6 pares de bases
(pb) (Vazquez et al., 2015; Logan & Vos, 2015; Viana et al., 2021).

Taxondmicamente Bt pertenece al reino Eubacteria, filo Firmicutes o Bacillota,
clase Bacilli, orden Bacillales, familia Bacillaceae, género Bacillus y el grupo Bacillus
Cereus en cuya divisién se encuentran especies como B. anthracis, B. cereus, B
thuringiensis (Bt), B. mycoides, B. pseudomycoides y B. weihenstephanensis. Sin
embargo, las 3 primeras especies de este grupo para algunos autores son patovares de una
misma especie, pero, las diferencias filogenéticas y fenéticas de este grupo solo respaldan
su estado genérico (Carrera, 2010; Xu et al., 2014; Logan & Vos, 2015).

En la clasificacion de Bacillus sp, el anélisis molecular para describir diferencias
entre estas especies, han sido de gran utilidad, pero se quedan cortos al deducir
caracteristicas genéticamente precisas, como en el caso del analisis de restriccién de
ADNr amplificado (ARDRA), que es sensible para reconocer nuevos taxones y poco
eficiente para hacer distinciones en especies estrechamente relacionadas (Logan & Vos,
2015). Este tipo de problematicas tambien se presentan con técnicas de secuenciacion del
ADNIr 16S, que, ademas, de sesgarse en los resultados de las secuencias internas, tambien
se efectlan en las secuencias adyacentes, ya que son secuencias multiples de cistrones de
ARNr de una sola cepa. Otro de los métodos pocos estudiados para la clasificacion de
Bacillus es el uso de fagos, pero los resultados de estos fagovares por lo general no son

similares a los serovares de tipo flagelar H (Logan & Vos, 2015).

De lo anterior se destaca que el género Bacillus sp, hoy en dia posee mas de 90

especies, que se caracterizan por ser quimioheterotrofos, quimioorganotroficos,
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quimiolitotrofos facultativos, prototrofos y auxotrofos, ademas de habilidades
fisiologicas que les permite ser psicrdfilas, termdfilas, aciddfilas, alcalofilas, tolerantes a
las sales como las halofilas y formadores de endosporas. (Koneman, E. W. 2008; Logan
& Vos, 2015).

Hasta la fecha, del género Bacillus se habla del poco o nulo potencial patégeno
que posee entre sus especies, excepto B. anthracis y otras especies que pueden causar
infecciones e intoxicacion alimentaria. Por otro lado, Bt es una de las especies mas
representativas de las cinco lineas taxondmica de Bacillus, debido a su alta patogenicidad
en los invertebrados (Logan & Vos, 2015).

Bt tambien posee capacidades quitinoliticas, que junto con la liberacion de
enzimas AHL lactonasa obtiene funciones de biocontrol en el ecosistema, que suelen ser
importantes para el control de hongos. Ademas, esta propuesto en la agricultura sostenible
como un biofertilizante, al tener caracteristicas de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), antagonista y productor de sideréforos que pueden lograr

generar oportunidad, confianza y ecoseguridad (Logan & Vos, 2015; Khan et al., 2022).

De BT se ha identificado 69 serotipos, 84 serovares de antigeno flagelar H y 13
grupos subantigenico que tienen actividad insecticida especifica posicionandose como
uno de los grupos microbianos mas seguros conocidos para esta actividad (Argdlo y
Loguercio 2014). También conserva méas 300 holotipos y 73 familias categorizada (Xu et
al., 2014). El cual, en condiciones adversas, espértula y produce endosporas para
sobrevivir durante afios, décadas o incluso siglos (Evdokimov et al., 2014; Logan & Vos,
2015).

En su ciclo de vida BT tiene dos caracteristicas importantes: La reproduccion que
se da a través de fision binaria y el desarrollo de esporas, el cual se da en siete etapas, tal

como aparece en la tabla 1 y Figura 1.

Fases Etapas Detalles

| Formacion de filamentos
axiales

I Formacion de tabiques
paraesporal
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Engrosamiento de tabiques

Primera  aparicion  de
cristales paraesporales y

lisis celular

paraesporal formacion de una
preespora
v Pared celular primordial,
Y, corteza y capas de esporas
Formacion de esporas acompariadas  por la
VI transformacion del
nucleoide de la espora.
VII Maduracion de esporas y | Liberacion de escora y

cristal paraesporales

Tabla 1: desarrollo de esporas en BT (lbrahim et al., 2010; Gonzélez - Vazquez et al., 2021).

Figura #1. Ciclo de vida. Tomado (Federici, Park y Sakano 2006).

Durante la esporulacion, BT produce grandes cantidades de cuerpos de inclusion

paraesporal que puede tener el 40% del peso seco de una célula esporulada (Tetreau et

al., 2021). Una proteina cristalina nociva para larvas de insectos o especies de otros

phylum (Palma et al., 2014). Los cristales se componen de glicoproteina 6-endotoxina,

una proteina grande de 130 - 140 Kda, normalmente insoluble que se activa cuando es

ingerida y hace contacto con las proteasas del intestino medio de los insectos.

Obviamente, esto solo se lleva a cabo cuando los cristales se disuelven a un pH mayor o

igual a 10, similar al pH de los intestinos de los insectos, favoreciendo asi su especificidad
en el hospedador (Saldafia, Blas y Muro 2014; Xiao, Y., & Wu, K., 2019; Tetreau, G., et

al., 2021).
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Sin embargo, la produccion de cristales proteicos parasporal, llamado delta —
endotoxinas inicia con la acumulacion y degradacion del PHB (poli-B-hidroxibutirato) en
ausencia de elementos nutricionales esenciales, durante el proceso de esporulacion en el
ciclo y-aminobutirico de la fase estacionaria; Logrando ayudar a estabilizar las proteinas
para su proceso de cristalizacion (Bernhard, 1986). En contraste con, Wang et al., (2016),
los cuales afirman, que no se encuentra una correlacion especifica entre la acumulacion

de PHB, con la esporulacién y la formacion de cristales paraesporales.

En consecuencia, el proceso de esporulaciéon se activa cuando Bt toma la ruta
metabdlica del &cido tricarboxilico en la fase vegetativa o muerte (Navarro y Pérez 2014).
No obstante, durante las fases de crecimiento y muerte de las células vegetativas de
Bacillus thuringiensis (Bt), se activa un proceso crucial para la formacién de esporas,
donde la regulacion de genes especificos, como el operdn del ciclo 2-metilcitrato, juega
un papel muy importante. Aunque factores de transcripcion como cCPa, aBrB y ccPC
afectan la expresion génica de este operdn durante estas etapas, se afirma su implicacién
directa sobre el proceso de esporulacion, lo que subraya la importancia de comprender
mecanismos moleculares para mejorar el control de la produccion de esporas, con amplias

implicaciones en biotecnologia y agricultura (Zheng et al., 2020).

Por lo tanto, de la figura #2 se afirma, que, desde la fase estacionaria hasta la fase
vegetativa 0 muerte, se inicia la sintesis de proteinas insecticidas para el control de plagas
conocidas como; d&-endotoxinas, la cual se divide en: Endotoxinas (Cry y Cyt) y
Exotoxinas (Vip, SIP, Mtx y Bin) (Gomis et al., 2018; Liu, L., et al., 2021). Tambien se
debe agregar que, las Cry se sintetizan durante la fase de esporulacion, las Vip 3 (Pinos,
D., etal., 2021).

Maédulo 1 Maédulo 2 Médulo 3
Etapa Crecimiento vegetativo Transicion Esporulacion
Via metabolica EMP GABA TCA
Bacillus PHB Espora y Proteina Cry

Compuesto clave

Figura # 2. Embedded-Meyerhof-Parnas (EMP), ciclo y-aminobutirico de transicion (GABA) y ciclo de acido tricarboxilico
(TCA). PHB mmmmmm Espora s Bacijus s Glucosa s

1Figura 2 Sintesis de proteinas. Tomado de: (Navarro y Pérez 2014).
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Estos cristales parasporales son altamente toxicas contra insectos de los érdenes;
Lepidoptera (polillas y mariposas), Diptera (moscas y mosquitos), Coledptera
(escarabajos) e Himenoptera (abejas y avispas), en menor medida son afectados los
ordenes Homdptera (cigarras, pulgones y cochinillas) y Mallophaga (piojos). Como esté
en la figura #3 (Romero et al., 2017; Dominguez A., et al., 2020). Y pueden actuar
sinérgicamente con algunos metabolitos como; quitinasas, acil-homoserina lactona
lactonasa, lipopéptidos y ciertos antibioticos (Djenane et al., 2017; Martinez A., et al.,
2020).

Desde 1981 cuando Schnepf y Whiteley hizo la identificacion y clonacion del
primer gen de la proteina Cry BT ha tenido gran impacto comercial; ya que ahora se
conocen mas de 700 secuencias del gen, con al menos 78 grupos, 53 subgrupos, y mas de
200 miembros dividido en 3 subfamilias o0 dominios como las mosquitocidas (Etx_Mtx2),

las Toxin_10y las alfa-helicoidales (Palma, et al., 2014; Dominguez A., et al., 2020).

Las proteinas Cry se han convertido en un gran dominio en el control bioldgico
de plagas con actividad ante un diverso orden de insectos o una amplia gama de
invertebrados. Ademas, existen investigaciones donde se informa la actividad de las

proteinas CryA sobre células cancerosas en humanos (Garcia et al., 2018).

Las toxinas Cry y Cyt hacen parte del grupo de toxinas formadoras de poros (PFT).
De los cuales existen dos grupos: (i) las toxinas a-helicoidales, que forman el poro
transmembranal, y (ii) las toxinas de barril B, que se insertan en la membrana (Bravo,
Gill, y Soberén 2007). Estas a su vez poseen actividad toxica contra una amplia gama
insectos como: Diptera: (Tabanidae, Tephritidae, Nematocera, Sciaridae y
Platystomatidae); Hemiptera: (Aphidoidea); Homoptera: (Aphididae); Lepidoptera:
(Noctuidae, Plutellidae). Coleoptera, Hymenoptera, Rhabditida, Gastropoda. Como esta
en la figura #3. Tambien; Nematodo de nudo de raiz, Meloidogyne incognita en cebada y
especies de trematodos, Schistosoma mansoni y Trichobilharzia szidati (Trematoda:

Schistosomatidae) como aparece en la figura # 3 (Ben 2014).

21



DIPTERA
. Cry 1A-C; Cry2A

“a/ \\ Cry4A-B; Cry10 Cry11A-B
= § =Y\ Cry16A Cry19A-B: Cry20A COLEOPTERA
/‘;V:\‘ |Cry24C; Cry27A
Cry1A-K; Cry2A ¥ A Cry32B-D; Cry39A N Cry1B, I: Cry3A-C; Cry7A
Cry7B; Cry8D . CryddA; CrydTA Cryd8A, \ Cry8A-G: Cry9D; Cry14A Cry18A;

Cry9A-C, E; Cry15A 3 Cry49A Cyt1A-B; Cyt2A-B /| | Cry22A-B; Cry23A Cry34A-B;
Cry22A; Cry32A; y J/ \! | Cry35A-B; Cry36A Cry37A;
Cry51A /8 /_/” /,/’ Cry43A-B; Cry55A CytlA; Cyt2C
~__ 6-endotoxina
T - _—

RHABDITIDA I ) \f/ CELULAS CANCEROSAS

CrySAB; CrysAB /778 14 0\
Cry12A; Cry13A, b\
Cry14A; Cry21A
CrySSA

N O\ Cry31A
| Cry41A Cry42A

GASTROPODA
Cry1Ab
Figura #3. Vista resumida que muestra el espectro del huésped conocido de Bt 5-endotoxinas (Cry y Cyt)

Figura 3. Espectro de organismos afectados por BT. Tomado de: (Ben 2014).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 30 toxinas Cyt. Pathaichindachote et
al., (2013). Las proteinas Cyt se dividen en tres familias diferentes (Cytl, Cyt2 y Cyt3)
con actividad toxica contra insectos como: Diptera, Lepidoptera y Coleoptera. Por otra
parte, las Cyt2C tienen actividad contra nematodos. Mas auln, las proteinas Cyt, Tiene la
capacidad de reducir los niveles de resistencia de los insectos al sinergizar la actividad
insecticida de otras toxinas Cry o Vip3 (Palma et al., 2014).

Por la similitud de aminoacidos, el grupo de las proteinas Vip se clasifican en:
Vipl, Vip2, Vip3 y Vip4. Donde las proteinas Vipl y Vip2 poseen alta actividad
insecticida contra algunos coledpteros e insectos chupadores de savia (Hemiptero), Las
proteinas Vip3 tienen actividad insecticida contra lepidopteros, se sintetizan y secretan
en la fase vegetativa bacteriana (Pinos, D., et al., 2021). Las proteinas Vip4 tienen
hospedador desconocido hasta la fecha (Palma et al., 2014).

Las proteinas Sip, secretadas por B thuringiensis, son la unica toxina con alta
letalidad demostrada contra larvas de coledpteros como: Tenebrionidae y Leptinotarsa
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae). E inhibe el crecimiento de Diabrotica
undecimpunctata howardi (Coleoptera: Chrysomelidae) y D. virgifera virgifera (Palma
et al. 2014).
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Las toxinas Bin y Mtx, muestran toxicidad contra lepidépteros, hemiptero,
dipteros, nematodos (parasitos humanos y animales, y vida libre; Rhabditida) y algunos
caracoles (Palma et al (2014). Ademas, por su similitud las toxinas binarias (similar a
Bin) y similar a mosquitocida (Mtx-like) de Bacillus thuringiensis estan relacionadas con

las toxinas Bin y Mtx de Sphaericus (Xu et al., 2014).

Estas delta-endotoxinas, ofrecen beneficios significativos con respecto a los
insecticidas quimicos, pero el hecho de que se fumigue directamente sobre los cultivos,
presenta muchos contratiempos. Ya que, esta técnica tiene baja estabilidad, se inactiva
facilmente cuando esta expuesta a la luz visible, su periodo de efecto residual es limitado,
tiene una baja velocidad de destruccion, ademas de ser vulnerable a los factores
ambientales y del suelo, lo que ha afectado mucho su venta comercial (Xiao, Y., & Wu,
K., 2019).

De lo anterior se puede afirmar que, es preferible crear técnicas destacables sobre
la produccidn celular de Bacillus thuringiensis, para asi poder garantizar su productividad
y aplicabilidad directa sobre los cultivos. Ya que dentro de sus ventajas esta la durabilidad
y eficacia en campo de hasta 90 dias con poca luz solar; y permanecer en larvas muertas

hasta la germinacion de sus esporas (Viana et al., 2021).

No obstante, sacando provecho de las caracteristicas morfofisiologicas de Bt al
ser estables y amigables con el ambiente, le genera la particularidad de comportarse como
una fabrica natural de esporas, la cual en cuyo proceso desencadena simultaneamente la
sintesis de delta-endotoxinas (Xiao, Y., & Wu, K., 2019; Tetreau, G., et al., 2021). A
sabiendas que este proceso tambien se puede activar a través de las proteasas presentes

en el sistema digestivo de los insectos (Xiao, Y., & Wu, K., 2019).

Debido a su alta demanda en el mercado, grandes industrias en paises como china,
estan en la vanguardia de nuevos productos que en el mercado pueden ser faciles de
adquirir, pero a precios elevados porque su produccion es muy costosa ya que muchas
veces las materias primas son de nutrientes limitados y los costos representan alrededor
del 35 al 59% del costo total de produccion (Li, Chen, & Yu 2017). Sumado a esto la falta
de metodologias optimizadas con materiales de bajo costo que impliquen la formulacion

de medios de cultivos (Pineda y Vélez 2018).
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Un medio de cultivo es una matriz liquida, solida o semisolida; compuesta de
nutrientes disponibles con factores de crecimiento y componentes que crean las
condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos (Oberhardt et al., 2015).
En distintas areas de la ciencia se utilizan para el aislamiento, mantenimiento,
reproduccion e identificacion, a una temperatura y tiempo determinado por la

microbiologia del microorganismo (Bomar et al., 2011; Lagier et al., 2015).

Para su clasificacion, los medios de cultivo suelen tener diferentes estados fisicos:
liquidos, semisdlidos y solidos. Y para diferente finalidad: Selectivos, no selectivos,
enriquecido y diferenciales. A demas pueden clasificarse por su composicion, como:
Naturales o complejos (Sangre, suelo, frutas, etc.) o medios sintéticos (componentes son
extrapuros) (Kiyoshi K., 2014; Yao & Asayama., 2017).

Por otra parte, los medios de cultivo no convencionales son naturales o complejos
de bajo costo, que pueden estar compuestos de residuos industriales, optimizado a nivel
de laboratorio para que nutrientes como las fuentes de carbono, nitrdgeno y los
macronutrientes afecten significativamente la produccion eficiente de biomasa, proteina,

enzimas y esporas (Devidas et al, 2014).

En cuanto a requerimiento nutricional; los microorganismos necesitan
condiciones Gptimas para una alta produccion de metabolitos secundarios. Algunos iones
metalicos son cofactores en holoenzimas e influyen en la actividad de las proteinas
enzimaticas, modificando los procesos metabdlicos de los organismos. Algunos iones

metalicos pueden estimular o suprimir la sintesis de estos metabolitos (Liu et al., 2015).

Estudios afirman que entre los minerales como: MgSO 4 - 7TH2 O, CaCl 2 - 2H 2
O,MnSO4-H20,CuSO4-5H20,FeCl3yZnSO 4- 7TH 2 O. El Mg y el Cu son los
metales mas importantes para la biosintesis de toxinas (Liu et al. 2015; Quan et al. 2016).
Mg 2+, Fe 2+, K2+ y Mn 2+ son fundamentales y esenciales para la produccion de toxina.
Ennouri, et al. (2017). Asi mismo, el Zny Ca poseen excelentes efectos en la formacion
de esporas y endotoxinas. Valicente et al., (2010). Por otra parte; la omision de FeSO4 da
como resultado, reducciones en el rendimiento de algunas proteinas Cry en

aproximadamente un 50% (Liu et al., 2015).
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En Colombia; Escobar et al., En el 2004 hizo un andlisis exploratorio para
optimizar un medio de cultivo para la fermentacion de Bacillus thuringiensis. Escogiendo
de diferentes medios de cultivo, uno optimizado para la fermentacion de una cepa nativa
de B. thuringiensis, teniendo en cuenta materias primas y minerales de bajo costo como:
Melaza fuente de carbono comunmente utilizada, jarabe de maiz como fuentes de
nitrégeno organico, harina de soya (que contiene alrededor de 40% de proteina y 12%
delipidos), el extracto de levadura, caseina, sulfato de amonio como fuente inorganica de
nitrdgeno, y micronutrientes como calcio, potasio, manganeso, hierro y magnesio
propuesto por Pardo, en el (2003). En la cual se obtuvo rendimientos altos, entre 13 g/L

y 16 g/L, a un bajo costo por litro de medio, entre $600 y $670.

Ocampo et al., En el 2008 hizo la Evaluacion del triflumurén y la mezcla de
Bacillus thuringiensis mas Bacillus sphaericus para el control de las formas inmaduras
de Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus en sumideros en Cali, Colombia. Midiendo la
eficacia de los productos en 60 sumideros por un periodo de 90 dias. De los cuales; 20
con triflumurdn, 20 con VectoMax® y 20 sin tratamiento. Como resultado se encontro
que los tratados con VectoMax® presentaron diferencias en el promedio de estadios
inmaduros en ambas especies. El tratamiento con triflumurdn soélo presento diferencias
en los estadios inmaduros de A. aegypti. El efecto residual del VectoMax® fue mayor en

la época sin lluvias.

Khedher, et al., En el 2013 trabajo en la Aplicacion del disefio experimental
estadistico para la optimizacion de la produccién de bioinsecticidas por cepa de Bacillus
thuringiensis sin esporular en medio barato, evaluando los efectos de ocho componentes
del medio en la produccion de delta-endotoxina utilizando; almidén, soja, NaCl,
KH2PO4, K2HPO4, MgSO4, MnSO4 y FeSO4. Observaron una produccion de
deltaendotoxina de hasta 50%. En comparacién con el medio de produccion basal.
Determinando que el uso de medios de cultivo baratos, es una buena alternativa para una

produccion de bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensis.

Nguyen, et al., En el 2014, trabajo en la optimizacion de las composiciones de
medios de fermentacion del lodo de aguas residuales deshidratadas de la manufactura de

cerveza para la produccion de endotoxina delta Bacilus thuringiensis el cual consistio en
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la hidrolisis de lodos de aguas residuales con varios subproductos agricolas como: salvado
de arroz (céascara), harina de soja, harina de maiz) y sales minerales (MgSO4.7H20;
K2HPO4; KH2PO4; MnS04; CaCl2; NaCl). Determinando que el salvado de arroz y el
MgSO4.7H20, CaCl2 tienen una influencia significativa en la fermentacion optimizada,

con un incremento de delta endotoxina del 34% en comparacién con un medio no 6ptimo.

Devidas, et al., En el 2014. Evaluaron diferentes medios de cultivo para la mejora
en la produccion de bioinsecticidas por Bacillus thuringiensis nativo y su aplicacion
contra larvas de Aedes aegypti. Utilizando un medio basal compuesto de 1 L de agua y
NaCl (0,25%), Na 2 HPO 4 (0,1%), (MgSO 4 (0,02%) y MnClI 2 (0,005%) y (pH 7,2).
Con fuentes de carbono y nitrégeno convencionales y no convencionales, como: glucosa,
sacarosa, fructosa, almidon de maiz, manitol, pulpa de raiz de remolacha, pulpa de fruta
de platano, extracto de flor mahua y extracto de levadura (0,5%). obteniendo que la
produccion con guandud y la harina de soja son muy eficaz contra larvas de Aedes aegypti.
Reduciendo 23 veces el costo de produccion utilizando harina de soja. revelando que la

produccidn de bioplaguicidas a partir de medios de prueba es muy econémica.

En el 2014. Fernandez. et al., En su investigacion: Produccion de bioinsecticida
de Bacillus thuringiensis israelensis en dos medios de cultivo contra larvas de aedes
aegypti. Prob6 medios de cultivo propuesto por Maldonado-Blanco, en el (2001).
Ilevando a cabo 2 medios de cultivo, uno a base de jarabe de maiz (1%), sélidos de remojo
del maiz (1%) y extracto de levadura (1%). El otro con harina de soya (1%), sélidos de
remojo del maiz (1%), melaza (1%) y sales minerales. Posteriormente, se obtuvo el
complejo espora-cristal segin el método de (Dulmage et al. 1970), mediante

coprecipitacion con lactosa y acetona.

Blas et al., En el 2015 realizo la investigacion Naranja de Acridina, obtencién de
Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis mutante y produccion de bioinsecticida por
fermentacidn con sanguaza. Aplicando la metodologia de produccion a gran escala de
Abarca et al. (1992), en que: Se utilizd “naranja de acridina” (tetrametilacridina),
compuesto organico cuya formula quimica es 1-7 (dimetil) (9-amino) antraceno; con un
peso molecular de 265 g/mol. Como Agente Mutagénico. Disefiaron y construyeron tres
biorreactores tipo tanque cilindrico aireado agitado (TCAA) de dos litros de capacidad,

con un volumen de trabajo de 1,4 L y flujos de aire de 0,5 vvm a 220 rpm de agitacion.
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Para la obtencion del bioinsecticida tom6 como referencia un medio de produccion a gran
escala (Abarca et al. 1992), adicionando sanguaza, previamente diluida al décimo, en

reemplazo de la fuente nitrogenada.

Untol et al., En el 2015. Realizo la investigacion: Efecto del poder residual de tres
formulaciones con Bacillus thuringiensis h-14 var. Israelensis cultivado en “sanguaza”
sobre el porcentaje de mortalidad en larvas de aedes aegypti. Preparé tres formulaciones
de Bt con sanguaza de harina de maiz morado, maiz morado - carragenina y carragenina
a las concentraciones de 0.5y 2% de ingrediente activo (i.a.), exponiéndose las larvas de
tercer estadio de A. aegypti a 0.1g de cada formulacion; la mortalidad de larvas se registro
mediante observacion directa a las 48 horas de aplicados los tratamientos. Posteriormente
un lote nuevo de 25 larvas de A. aegypti se introdujo en los contenedores a los 10, 20, 30,

40, 50 y 60 dias post aplicacién de las formulaciones.

Castafieda y Consuelo en el 2016. Realizaron la investigacion: Evaluacion del
crecimiento de cuatro especies del género Bacillus sp, primer paso para entender su efecto
biocontrolador sobre Fusarium sp. Para evaluar el comportamiento nutricional de todas
las cepas bacterianas en estudio, se utilizd Medio Minimo de Sales MMS: 1.2 g/L
(NH4)2S04, 0.1 g/L CaCl2-2H20, 0.1 g/L MgS04-7H20, 0.01 g/L FeS0O4-7H20, 0.2
g/L K2HPO4 y 0.1 g/L KH2PO4, ajustado a pH 6,0. El procedimiento para evaluar el
crecimiento de los aislamientos UCMC-TB1, UCMC-TB2, UCMC-TB3 y UCMC-TB4
se realiz6 utilizando espectrofotometria y recuento directo en placa y pruebas de

antagonismo dual en placa para evaluar el efecto controlador contra Fusarium sp.

Fatin, et al., En el 2016. Investigo sobre; La actividad de entomotoxicidad de
Bacillus thuringiensis en medio de cultivo de lodos de aguas residuales hacia Bactrocera
dorsalis y su evaluacion histopatologica, utilizando 60% de salvado de trigo con 40%
lodos de aguas residuales y el 60% de paja de arroz con 40% lodos de aguas residuales.
Obteniendo como resultado que los lodos de aguas residuales semisélidas tienen el

potencial de mejorar la actividad de entomotoxicidad de B. thuringiensis.
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Fuentes de Carbono,

Autores

nitrégeno y minerales g/L Gbémez M. | Dulmage | Abarca C. | Beltran L. | Escobar | Ghribi D. | Khedher |Fernandez| Devidas Navarro Liu X. Pineda C.
"| (1989). | HT (1990). (1992) (1998) J. (2004). (2005). B. (2013). | G (2014). | P.(2014). | A. (2014). (2015). (2018)
Extracto de flor de Mahua - - - - - - - - 10 - - -
Extracto de Levadura 0,2 2,0 - 3,46 0,1 5 - 10 - 5,8 - 35,4
Carbohidratos 0,5 30 - 30 - 15 40 - - - 18 54,1
Harina de soya - 20 6 - - - 35 10 - 35 - -
Jarabe de Maiz - - - 20 - - 10 - 9,2 - -
Leche 10 - - - 10 - - - - - - -
Melaza - 18,6 - - 10 - - 10 - - - -
Pulpa de platano - - - - - - - - 10 - - -
Pure de tomate - - 40 - - - - - - - - -
Raiz de remolacha - - - - - - - - 10 - - -
Semilla de algodén - 30 - - - - - - - - - -
Licor o Remojo de maiz - 20 - - - - - 10 - - - -
(NH4)2504 - - - 5,88 0,1 54 - - - - - -
CaCl2 - 0,1 0,056 0,16 - - - - - - - -
CaCo3 - 1,0 - - - 1 - 1,0 - - - -
CoCI2 - - - - - - - - - 0,003 - -
CusSo4 - - - - - - - - - 0,075 0,0006 0,075
FeSO4 0,02 0,02 0,028 - 0,002 0,01 0,012 0,2 - 0,014 0,02 0,014
K2HPO4 - - - 1,029 - 1 1,5 - - - 2,5 -
KCI - - - - - - - - - 3,0 - 3,0
KH2PO4 - - 4,65 1,6 - 1 15 - - - - -
MgS0O4 0,3 0,3 0,06 0,563 0,002 0,3 04 0,3 0,002 0,002 0,025 0,002
MnSO4 0,02 0,02 0,026 0.0034 0,002 0,01 0,012 0,2 - 0,040 0,02 0,040
MnCI2 - - - - - - - - 0,0005 - - -
Na2HPO4 - - - - - - - - 0,01 - - -
NacCl - - - - - 7 11 - 0,025 - - -
ZnS0O4 - 0,02 0,014 - 0,002 - - 0,2 - 7,5 - 7,5

Tabla n°2: Requerimiento nutricional propuestos por autores nacionales e internacionales.
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MATERIAL Y METODOS

Este es un tipo de estudio descriptivo; porque se va a observar y describir el
comportamiento de Bacillus thuringiensis en medios de cultivo no convencionales. Con el
propésito de, presentar un producto amigable con el ambiente, lo que hace que esté

totalmente basado en la linea investigativa de la Bioprospeccion.

El Area de estudio y localizacion es en laboratorio del Grupo de investigacion
Parasitologia y Agroecologia Milenio de la facultad de ciencias de la salud en el programa
de microbiologia donde se aplicaron la mayoria de los exdmenes preliminares y el Centro de
Investigacion para el Desarrollo de la Ingenieria donde se aplicara la produccion a escala,
dentro de la Universidad Popular del Cesar, sede sabana en la ciudad de Valledupar Cesar
(Colombia). Ubicada en las estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta al margen del
rio Guatapuri, en los 10° 29' de latitud Norte y 73° 15' de longitud Oeste. Por el Norte limita
con los departamentos de Magdalena y la Guajira, por el Sur con los municipios de San
Diego, La Paz y el Paso, al éste con la Guajira 'y los municipios de San Diego y la Paz, por
el Oeste con el Magdalena y los municipios de Bosconia y el Copey, con una temperatura

32°C. Ademas, se caracteriza por la produccion ganadera y agricola.

Materiales
Tabla n° 3: Principales materiales utilizado en la parte experimental
Materiales
Nombre Marca
Autoclave All American
Balanza analitica A&D
Biorreactor Bioflo 2000
Cémara de neubauer Boeco
Centrifuaa Hettich
. Espectrofotometro Thermo scientific
Equipos Estufa Haceb
Horno microondas LG
Incubadora Binder
Microsconio Scientific
Potencidémetro Hach
Shaker VWR
Agua residual
Sustratos Cascarilla de arroz

Remoio de maiz
Lacto suero
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Material bioldgico

En el presente estudio se emplearon cinco (5) cepas de Bacillus thuringiensis var.
Israelensis. Proporcionado por la Universidad industrial de Santander (UIS) y el Grupo de
investigacion Parasitologia y Agroecologia Milenio de la facultad de ciencias de la salud en

Universidad Popular del Cesar, Valledupar.

Patrén de Mac Farland

Este procedimiento de hizo con el fin de estandarizar el preinoculo. En el cual, se
prepararon 11 patrones de Mac Farland con un rango de concentracion de 0.5 a 10 pl de
BaCl2 al 1% y H2SO4 al 1%. Luego se determind la turbidez o densidad 6ptica (DO) en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nandémetros (Lahuerta & Pérez-Gracia,
2012; Zapata & Ramirez-Arcos, 2015; Lozano et al., 2018).

Recuperacion de las cepas de Bacillus thuringiensis

Se tom¢ asépticamente una tirilla conservada e impregnada con Bacillus thuringiensis
dentro de un tubo eppendorf, se cortd y se agreg6 en tubos con 3 mililitros (ml) de caldo brain
heart infusion (BHI), para luego incubarse a 30°C durante 24 horas (Navarro-Mtz & Pérez-
Guevara, 2014; Navarro-Mtz et al., 2019; Cappuccino & Welsh, 2019; Zegeye & Aspholm,
2022).

Verificacion y pureza de la cepa

El pre-indculo con cepas de B. thuringiensis, se sembraron en cajas de petri, con agar
tripticasa soya (TSA) e incubadas a 30°C durante 48 horas. Culminado el tiempo de
incubacion se realizaron observaciones de sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas
mediante el uso de colorantes que penetran en las paredes de las células como cristal violeta
y lugol se ejecuta la tincion de Gram. Asi mismo la coloracion de estructuras internas como
las esporas con vapores de verde de malaquita. Ademas de su fisiologia por medio de pruebas
bioquimica como las IMVIC (Brock, 1996; Plasencia y Villanueva 2015; Logan & Vos,
2015; Cappuccino & Welsh, 2019).

30



Estandarizacion del pre-inoculo

Pasadas las 24 horas de incubacion, se tomo una asada de cada tubo y se sembraron
por agotamiento en agar tripticasa soya (TSA), se incubaron entre 28 y 30°C durante 72
horas, y luego se estandarizo la concentracion celular con los patrones de Mac Farland. Para
esto se tomo una colonia de BT y se suspendio en tubos con 9 ml de agua destilada estéril, se
hicieron diluciones seriadas hasta 108, se determiné el nimero de células por mililitros con
camara de neubauer, DO con el espectrofotometro y posteriormente se inocularon por el
método de profundidad en placa con agar (TSA) y se incubaron entre 28 y 30°C durante 18
horas (Zapata & Ramirez-Arcos, 2015; Valtierra et al., 2017; Lozano et al., 2018;
Cappuccino & Welsh, 2019).

Medios de cultivos preliminares.

Los ensayos se realizaron en envases de vidrio de 237 ml (8 Oz) de volumen total con
100 ml de volumen de trabajo en relacion 1/100 para permitir suficiente aireacion
(biorreactores a escala piloto de 100 ml) (Blas 2017; Ballardo 2016; Garcia y Villanueva
2016). Teniendo en cuenta lo anterior; Se prepararon cuatro (4) tratamientos (medios de
cultivo) utilizando diferentes fuentes de nitrogeno y de carbono como: Agua residual,
cascarilla de arroz, licor de maiz y lactosuero. Ademas, de una serie de nutrientes y minerales
propuestos por Vanderkar y Dulmage en 1983, luego modificado por (Navarro et al., 2014).
en la tabla #3.

Inoculacion de medios de cultivos

Luego se esterilizaron a 121°C a 15 ATM de presion por 15 min; se inocularon los
medios de cultivo con 1000 pl de los pre-indculos estandarizados a partir de las cepas 2, 7,
9, 11 y 28 de Bacillus thuringiensis var. Israelensis, proporcionado el Grupo de
investigacion. Posteriormente, se incubaron a 30°C, en constante agitacion orbital de 200
rpm, a un pH ajusté a los 7,2 durante 120 horas. (Navarro et al., 2014; Pineda Lopez & Vélez
Salas, 2018; Bukhari et al., 2022)
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Tabla n°4: Medios de cultivos para bioensayos preliminares.

Medios de cultivos para bioensayos preliminares

. Agua Residual Cascarilla de Zumo de maiz Lacto suero
Medios arroz
1000 ml 1000 ml 1000 mi 1000 mi
Eli‘g/f;ﬁr‘;e 5.8 g/L 5.8 g/L 5.8 g/L 5.8 g/L
KCI 3g/L 3g/L 3g/L 3g/L
MgSO4 7H20 0.2 mg/L 0.2 mg/L 0.2 mg/L 0.2 mg/L
MnSO4 40 mg/L 40 mg/L 40 mg/L 40 mg/L
CaCo3 1g/L 1g/L 1g/L 1g/L
CuS0O4 5H20 7.5 mg/L 7.5 mg/L 7.5 mg/L 7.5 mg/L
ZnS04 7TH20 7.5¢/L 7.5¢/L 7.59/L 7.59/L
FeSO4 1.35 mg/L 1.35 mg/L 1.35 mg/L 1.35 mg/L

Tomado de: (Khedher et al., 2013; Nguyen et al., 2014; Khedher et al., 2014; Vazquez et al.,
2015; Untol et al., 2015; Salazar et al. (2015); Pineda y Vélez 2018) .

Pardmetros de produccion en cultivos

Asimismo, se realizaron observaciones microscopicas y Opticas diarias con el
propdsito de verificar esporulacion y formacién de cristales y lisis celular. Como lo propuso
(Beltran et al., 1998; Navarro et al., 2014; Pineda Lépez & Vélez Salas, 2018)

Recuento de esporas

Durante las 120 horas que los medios de cultivo estén en incubacion a temperatura
controlada entre 28 y 30°C en constante agitacion orbital a 250 rpm, y un pH ajusté a los 7,2.
Se tomaron alicuotas cada 24 horas, a la que se le determino recuento de esporas en cdmara
de neubauer por el metodo de Breed, utilizando la siguiente formula (Navarro et al., 2014;
Valtierra et al., 2017; Pineda Lopez & Vélez Salas, 2018; Navarro-Mtz et al., 2019)

C = N° esporas-celulas x10*xdil

Donde:

C =Cél/mL
N= Numero de células presentes en 1 mm2 (0.1 pL)
Dil= Factor de dilucion
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Determinacién de la biomasa

Pasada las 120 horas de produccion, se tomaron 100 ml de cada biorreactor y se
centrifugaron a 2000 RPM por 10 minutos, se lavé 2 veces el sedimento. Posteriormente el
sedimento se llevo a deshidratacion en horno a 105 °C durante un tiempo de 24 horas,
obteniéndose biomasa seca en gramos por litro (Avignone 1990; BLAS et al., 2011; Navarro
etal., 2014).

Produccion de cepa y medio de cultivo seleccionado a escala piloto

Luego de conocer el medio de cultivo con mejor rendimiento en la produccion de
biomasa y esporas. Este se fermento a escala de 1 Litro durante 144 horas en constante
agitacion, con parametros como: pH de 7,2, Temperatura a 30 °C, oxigeno, entre otros que
genera las condiciones necesarias para el crecimiento de Bacillus thuringiensis, en un
biorreactor proporcionado por el Centro de Investigacion para el Desarrollo de la Ingenieria
de la universidad popular del cesar (Logan & Vos, 2015; Valtierra et al., 2017; Pineda L6pez
& Vélez Salas, 2018; Navarro-Mtz et al., 2019).

Recuento de esporas

Durante las 144 horas que el medio de cultivo estuvo en el biorreactor. Se tomaron
alicuota cada 24 horas, a la que se le determinaron recuento de esporas en camara de neubauer
(Logan & Vos, 2015; Valtierraet al., 2017; Pineda L6pez & Vélez Salas, 2018; Navarro-Mtz
etal., 2019).

Determinacién de la biomasa

Pasada las 144 horas de produccién, se tomaron 100 ml del biorreactor y se
centrifugaron a 2000 RPM por 10 minutos, se lavo 2 veces el sedimento con agua destilada
estéril. Posteriormente el sedimento se deshidrato en un horno a 105°C durante un tiempo de
24 horas, obteniéndose biomasa seca en gramos por litro (Avignone 1990; BLAS et al., 2011;
Navarro et al., 2014).
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Pureza de cultivo a escala piloto

Culminado el tiempo de incubacion se realizaron observaciones de sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas mediante el uso de colorantes que penetran en las paredes de
las células como cristal violeta y lugol se ejecuta la tincién de Gram. Asi mismo la coloracion
de estructuras internas como las esporas con vapores de verde de malaquita. Ademas de su
fisiologia por medio de pruebas bioguimica como las IMViC (Brock, 1996; Plasencia y
Villanueva 2015; Logan & Vos, 2015; Cappuccino & Welsh, 2019). Cuya caracteristicas
microbioldgicas sera acuerdo a la morfologia propuesta en la tabla # 4 y fisiologia en la tabla
#5.

Tabla n°5: Caracteristicas morfologicas de Bacillus thuringiensis.

Caracteristicas morfol6gicas

Macroscopica Microscopica
Forma Consistencia
AGAR EN Borde Color Forma Bacilos
SUPERFICIE Elevacion | Luz transmitida
Superficie Luz reflejada
MEDIO SEMISOLIDO Movilidad .,
- Agrupacion Cadenas
Turbidez
CALDO Sedimento Tinciéon de Gram
Gas Estructuras .,
Tincién de espora
Color

Tomado de: (Narvaéz 2015; Logan & Vos, 2015; Cappuccino & Welsh, 2019).

Tabla n°6: Caracteristicas bioquimicas de Bacillus thuringiensis.
Caracteristicas bioquimicas

Sulfuro, indol Motilidad Prueba de catalasa
rojo de metilo (prueba MR) Azucares
Voges-proskeur (Prueba VP) Glucosa
Utilizacién del citrato Sacarosa
Hidrolisis de almidon Fructosa
Gelatina hidrolizada Lactosa
Caseina hidrolitica Xylose
Prueba Oxidasa Manitol
Ureasa Tres azlcares y hierro (TSI)

Tomado de: (Narvaéz 2015; Logan & Vos, 2015; Dhawan 2018; Cappuccino & Welsh, 2019).

Para el analisis de datos se utilizé el programa Statgraphycs®, en donde se determind las
variables influyentes para la produccion de biomasa, con gréaficas de superficie de respuesta

y graficas de contornos.
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Figura n°4: Representacion grafica de la metodologia
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RESULTADOS Y DISCUSION

Medio de cultivo éptimo para el crecimiento de Bacillus thuringiensis a nivel de

laboratorio mediante la cuantificacion de esporas.
Patron de Mac Farland

Se preparé el patron de Mac Farland para obtener el rango de concentraciones en
valores de absorbancias (Abs) y numero celular para luego estandarizar el pre inoculo de los

medios de cultivo. En la Tabla #6

Tabla n°7: Estandarizacion del patron de Mac Farland

N° PATRON ABSORBANCIAS CONCENTRACION  ABSORBANCIA

MAC FARLAND PATRON PATRON cel/ml OBTENIDA
0.5 0,05 1.5x108 0.056
1.0 0.1 3 x108 0.179
2.0 0.2 6 x108 0.253
3.0 0.3 9 x108 0.378
4.0 0.4 12 x108 0.456
5.0 0.5 15 x108 0.566
6.0 0.6 18 x108 0.678
7.0 0.6 21 x108 0.780
8.0 0.8 24 x108 0.860
9.0 0.9 27 x108 0.958
10 1.0 30 x108 1.150

De la Cruz, Bautista, Jing, & Teves. En el 2015, hicieron algo similar al inocular
larvas de Aedes y Culex. Asi mismo, estandarizaron la escala de macfarland estandar en el
aislamiento, identificacion y evaluacion de la entomotoxicidad de Bacillus thuringensis en
larvas de Culicidae, Aedes y Culex. Midiendo la mortalidad por dosis de diferentes
densidades bacterianas en Aedes y Culex. Inoculandolos con ayuda de los patrones de
turbidez de McFarland 0,5, 1, 2, 3 etc. Obteniendo como resultado densidades bacteriana de
1.5x108, 3x108, 6x108, 9x10® cel/ml sucesivamente para indicar la tasa de mortalidad

promedio de ambas larvas.
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Recuperacion de las cepas de Bacillus thuringiensis

Para desarrollar este estudio se recuperaron las tirillas con cepa de Bacillus
thuringiensis var israelensis en tubos falcon de 10ml con 3ml de caldo BHI a una temperatura
entre 28 y 30°C, la cual mostro una turbidez progresiva a partir de las 48, como se muestra

enlafigurady5

Figura n°5: Tubos falcdn 24 horas de Figura n°6: Tubos falcén 48 horas de
incubacion incubacién

Estandarizacion del pre-indculo de los cultivos de B. thuringiensis

En latabla # 7 se indica el nimero de esporas recuperadas en 1 ml junto con la Abs y
el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en comparacion con el rango de
concentracion del patron de Mac Farland. Obteniendo como resultado una aproximacion de
los tubos 4,5 y 6 de la escala de Mac farland y de los nimeros de esporas por ml con UFC

por ml.

Tabla n°8: Comparacién de la concentracién celular con el patron de Mac Farland.

Cepa UPCBT Mazali;érlnan q I\'AA‘:: If:rtlr;j: q Esporas/ml UFC/ml
2 4 aproximado 0.510 13.5x108 14x10°8
7 4 aproximado 0.540 14.7x108 15x10°8
9 4 aproximado 0.446 11.4x108 13x108
11 5 aproximado 0.527 14.3x108 18x108
28 6 aproximado 0.678 18x108 22x108
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En comparacion con Olubusola, Odeniyi, Olakunle & Adeola. En el 2017, utilizaron
como indculo; 1.5x108 células/ml, equivalente al patrén 0,5 de McFarland estandar, medidos
en una Abs de 640 nm con ocho cepas de Bacillus thuringiensis aisladas del suelo y aguas
residuales, puestas en condiciones dptima para el crecimiento celular y la acumulacion de
PHA con un rendimiento de 0,33 g/L y 0,40 g/L peso-seco con salvado de maiz, mazorca de
maiz y salvado de trigo para la produccion de PHA.

Igualmente, Turnbull, Sirianni, LeBron, Samaan, Sutton, Reyes, y Peruski. En el
2004, utilizaron inoculos con patrones de turbidez equivalente a un McFarland estandar de
0.5 para determinar los efectos de agentes antimicrobianos sobre 76 aislamientos de Bacillus
anthracis, B. cereus, B. thuringiensis y B. mycoidesderivados. Resistentes a la tetraciclina,
azitromicina y eritromicina en fuentes clinicas y ambientales. Donde se obtuvieron como
resultado, rango de 3x108 a 20x10® UFC/ml, en comparacion con 1x108 a 3x108 UFC/ml de

la cepa control estandar de mcfarland.
Pureza de las cepas de B. thuringiensis

La pureza de las cepas que se utilizaron para la inoculacion de los medios de cultivo,
se hizo a través de las caracteristicas macroscopicas aisladas en agar TSA y microscopicas
dando como resultado una semejanza entra las cepas 2, 7, 9, 11 y 28. (Tabla #8 y anexo #9)

Tabla n°9: Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de B thuringiensis.

Capas Macroscopica _ Microscopica .
UPCBT Tincion de Gram Verde de malaquita
Colonias de color crema, Bacilos no deformes con
2 secas, de forma irregular | Bacilos Grampositivo esporas  centrales 'y
y bordes lobulados terminales
Colonias de color crema, Bacilos no deformes con
7 secas, de forma irregular | Bacilos Grampositivo esporas  centrales y
y bordes lobulados terminales
Colonias de color crema, .
: Bacilos no deformes con
9 secas, de forma irregular, : -
Bacilos Grampositivo esporas  centrales y
bordes lobulados vy .
terminales
entero
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Colonias de color crema, Bacilos no deformes con
11 secas, de forma irregular | Bacilos Grampositivo esporas  centrales y
y bordes lobulados terminales

Colonias de color crema,

28 secas, de forma irregular,
bordes lobulados vy
entero

Bacilos no deformes con
Bacilos Grampositivo esporas  centrales y
terminales

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas son muy similares a las descrita
por Rabinovitch, Vivoni, Machado, Knaak, Berlitz, Polanczyk, & Fiuza. En el 2017, donde
afirman que son Bacilos Grampositivo no deformes con esporas centrales y terminales. Con
colonias de color crema, brillantes, planas, elevadas, secas o0 mate, de forma irregular, bordes
lobulados y entero. Que ademas pueden estar fuertemente asociada a las condiciones del
cultivo.

En cuanto a la caracterizacion bioguimica, se encontré que todas las cepas son
negativos para la prueba de produccion de sulfuro, utilizacion de indol y citrato. Ademas,
fueron positivo para el rojo de metilo (Rm), voges-proskauer (VP), hidrolisis del almidén,
hidrélisis de la gelatina, hidrdlisis de la caseina, hidrolisis de la urea, prueba de catalasa y

oxidasa. Presentes en la tabla #9.

Tabla n°10: Caracterizacién bioguimicas de las cepas de B. thuringiensis.

Prueba Cepas UPCBT
2 7 9 11 28
Sulfuro - - - - i
Indol - - - - -
Motilidad + + + + +
Rojo de metilo (prueba MR) + + + + +
Voges-proskeur (Prueba VP) + + + + +

Utilizacion del citrato

Hidrolisis de almidon + + + + +
Gelatina hidrolizada + + + + +
Caseina hidrolitica + + + + +
Ureasa + + + + +

Triple azucar hierro (TSI) AJA AIA AIA A/A A/A
Prueba Oxidasa + + + + +
Prueba Catalasa + + + + +
Prueba lecitinasa + + + + +

(+) Reaccion positiva, ( - ) Reaccion negativa, (A/A) Acido/Acido.
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La utilizacién del citrato, produccion de sulfuro e indol fueron negativo ya que estas
cepas no tienen la capacidad de desdoblar estos sustratos al igual que las cepas aisladas por
Dhawan y Manish en el 2018 cuando aislaron trece especies de Bacillus thuringiensis donde
la mayoria de los aislamientos bacterianos resultaron positivos para la prueba de hidrolisis
MR, VP, catalasa, almidon y gelatina. Negativos para la prueba de utilizacién de indol,
sulfuro y citrato.

Para la fermentacion de carbohidrato, las cepas de Bt fueron capaz de fermentar la
glucosa, xilosa, manitol, sacarosa y fructosa, produciendo acido evidenciado por el cambio

de color producto del rojo de fenol al virar de color rosa a color amarillo (Tabla #10).

Tabla n°11: Fermentacion de azucares por Bacillus thuringiensis

Cepas Glucosa Sacarosa Xilosa Manitol Fructosa
2 + + + + +
7 + + + + +
9 + + + + +
11 + + + + +
28 + + + + +

( +) Reaccidn positiva, ( - ) Reaccion negativa.

Por otra parte, de acuerdo a la caracterizacion y los asilamientos de cepas para la
produccion produccion de toxinas con Bacillus thuringiensis realizados por Dhawan y
Manish en el 2018. La fermentacion de carbohidratos como lactosa y xilosa en muchos
aislados resultaron negativos. Mientras que los demas carbohidratos fueron positivos. No
obstante, hay cepas que pueden llegar a desdoblar ciertas azucares, como en el caso de Gomaa
que en el 2012, aisl6 treinta cepas de Bacillus thuringiensis y Bacillus licheniformis para
determinar la produccién de quitinasa, obteniendo actividades quitinoliticas altas, utilizando
medio de quitina coloidal con caseina como fuente de nitrogeno y glucosa, sacarosa,
galactosa, arabinosa, rafinosa, manosa, maltosa, fructosa, lactosa, xilosa, almidon y celulosa

a una concentracion del 0,5% como fuentes de carbono.

Seleccion de medio del cultivo 6ptimos.

Para determinar el medio de cultivo éptimo en la fermentacion de Bacillus
thuringiensis en los medios de cultivo preliminares, se tuvo como referencia la produccion

de biomasa obtenida en el grafico #1 y latabla #11y 12.
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Tabla n°12: Biomasa de Bacillus thuringiensis en medios de cultivos preliminares

Biomasa expresada en mg/ml

Matriz UPCBT UPCBT UPCBT UPCBT UPCBT
2 7 9 11 28
Agua de maiz 19,2 21,3 19,8 18,8 19,8
Cascarilla de arroz 17,8 18,8 14,3 13,5 17,3
Agua residual 9,5 8,3 7,2 7,7 7,8
Lactosuero 21,7 28,8 20,8 22,5 25,5
Tabla n°13: Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacion
Lactosuero 5 2387 A
Agua de maiz 5 19,802 B
Cascarillade arroz 5 16,37 B
Agua residual 5 8,100 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Con relacion de los datos estadisticos de la tabla #12, Hay una diferencia significativa

de los medios, demostrando que el tratamiento a base de lactosuero fue el medio mas
productivo.

Grafica n°l: Produccion de biomasa de Bacillus thuringensis en los medios de cultivos
preliminares
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Observando la tabla #11 y 12. El agua de maiz fue el segundo medio con mejor

produccion al ser tratado con la cepa UPCBT 7. Estas evidencias estan acordes con lo
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aportando por Escobar et al (2004), Fernandez et al (2014) y Untol et al, (2015); demostrado
que el medio de cultivo a base de maiz, es un factor clave en la produccion de Bacillus
thuringiensis; ya que es muy econdémico, rico en nitrégeno y factores de crecimiento para el

buen desarrollo del microorganismo.

En relacion con la mascarilla o salvado de arroz, el tratamiento con la cepa UPCBT
7 de Bacillus thuringiensis como aparece en la tabla #10 fue altamente productivo,
Igualmente Nguyen et al, (2014). Afirma, que el salvado de arroz, el MgS04.7H20 vy el
CaCly, tienen una influencia significativa para incrementar el rendimiento y produccion de
delta endotoxinas en un 34%.

A pesar de que el agua residual aporto muy poca biomasa como se observa en la tabla
#11 y el grafico #1, es muy productiva al no estar mezclada con algun coadyuvante. A
diferencia de los estudios reportados por Khanh et al (2009), el cual empleo agua residual de
la industria del almidén como materia prima para la fermentacion de Bt, en combinacion de
coadyuvantes ricos en carbono y NaOH, obteniendo como resultado un medio de cultivo
Optimo para la produccion de esporas y sintesis de proteinas insecticidas, debido a la
concentracion de diferentes componentes disponibles para su crecimiento. Ademas, segun
Brar et al. (2006). la inclusion de las formulaciones de Bacillus thuringiensis a partir de aguas

residuales es un éxito en el futuro, debido a ventajas obtenidas de resultados destacados.

El medio de cultivo a base de lactosuero al ser tratado con la cepa UPCBT 7 presento
la maxima produccion frente a los demas medios de cultivo, como se establece en el grafico
#1 y la tabla #10; convirtiéndolo en el medio de cultivo éptimo para la produccion a escala.
Estos resultados estan acordes con los de Mehta et al (2017)., Salazar et al (2015). Y Poveda
y Elpidia (2013), quienes afirman, que el lactosuero es un sustrato rico en carbohidratos,
vitaminas y minerales que lo hacen un medio de cultivo con alto potencial para la produccion

de Bacillus turingiensis

En comparacion a otros sustratos Zghal et al. (2018), hicieron una investigacion que
constaba sobre la produccién de bioinsecticida con Bacillus thuringiensis a base de
subproducto agricola con gachas y harina de soja. Logrando como resultado la produccién

Optima de £48.52 mg/L del medio del cultivo.

Produccion de cepas en medios de cultivos preliminares.
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Para determinar la productividad de las cepas en medios de cultivos, se realizé conteo
de células cada 24 horas durante 5 dias. Obteniendo que las cepas 2, 7, 9, 11 y 28 de Bacillus
thuringiensis tuvieron un desempefio significativo con valores de celulas/ml en medios de
cultivo a base de agua de maiz, agua de arroz, agua residual tratada y lactosuero, como

aparece en el grafico#2y 3.

En el trascurso de esta investigacion se logro evaluar la cinetica de crecimiento a
traves del conteo de celula en camara de neubauer, obteniendo resultado que aparese en la

grafica #2

Grafica n°2: Cinetica de crecimiento de B thuringiensis en los medios de cultivo
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Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis en medios no convencionales
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Grafica n°3: Crecimiento de las cepas en los medios de cultivo
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La cepa 2 llego a dar una produccion de 3,22x10%! cell/ml en el medio a base de agua
de maiz, 1,80x10% cell/ml en el medio a base de cascarilla de arroz, 1,72x10* cell/ml en el
medio a base de agua residual y 3,33x10*! cell/ml en el medio a base de lactosuero, durante
las primeras 72 horas de produccion. La cepa 7 llego a dar una produccion de 3,69x10
cell/ml en el medio a base de agua de maiz, 2,10x10*cell/ml en el medio a base de cascarilla
de arroz, 1,70x10%* cell/ml en el medio a base de agua residual y 3,79x10%! cell/ml en el

medio a base de lactosuero, durante las primeras 72 horas de produccion.

La cepa 9 llego a dar una produccion de 3,26x10* cell/ml en el medio a base de agua
de maiz, 1,63x10% cell/ml en el medio a base de cascarilla de arroz, 1,28x10*! cell/ml en el
medio a base de agua residual y 3,14x10*! cell/ml en el medio a base de lactosuero, durante
las primeras 72 horas de produccion. La cepa 11 llego a dar una produccion de 2,48x10*

cell/ml en el medio a base de agua de maiz, 1,65x10*! cell/ml en el medio a base de cascarilla
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de arroz, 1,11x10" cell/ml en el medio a base de agua residual y 3,43x10'* cell/ml en el

medio a base de lactosuero, durante las primeras 72 horas de produccion.

La cepa 28 llego a dar una produccion de 3,61 x10*! cell/ml en el medio a base de
agua de maiz, 1,66x10*! cell/ml en el medio a base de cascarilla de arroz, 1,47x10* cell/ml
en el medio a base de agua residual y 3,68x10*! cell/ml en el medio a base de lactosuero,
durante las primeras 72 horas de produccion. Se obtuvo la curva de crecimiento de las 5 cepas
de Bacillus thuringiensis a partir de la fermentacion del microorganismo en los distintos
medios de cultivo, determinando la cinética de crecimiento del microorganismo en sus tres
fases durante 120 horas. La fase de latencia se produjo en un tiempo de 0 a 24 horas, la fase
exponencial o logaritmica de 24 a 72 horas aproximadamente y la fase estacionaria de 72 a
120 horas.

A diferencia de Navarro et al., (2014). donde la fase exponencial de Bacillus
thuringiensis en la construccién de un modelo biodindmico para estudios de produccién de
proteinas Cry fue de 0 a 12 horas y su fase estacionaria de 12 a 24 horas. En el que no se
observo la fase de muerte ya que seglin Rabinovitch et al. (2017). EI microorganismo tiene
dos fases durante el desarrollo celular: la division de células vegetativas y la formacion de

esporas.

Obteniendo que la cepa #7 de Bacillus thuringiensis tuvo mayor desempefio con un
promedio de 1,29x10* celulas/ml, en el medio de cultivo a base de lactosuero, como aparece
en el grafico #4. Que muestra la media para cada columna de datos, el error estandar de cada
media, el cual es una medida de la variabilidad de su muestreo, el error estandar al dividir la
desviacion estandar mancomunada entre el nimero de observaciones en cada nivel. La
grafica también muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales, sus intervalos se

traslaparan un 95,0% de las veces.
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Grafica n°4: Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher
Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Por otra parte, se hizo la tabla ANOVA de los datos obtenidos en el grafico #3, para
descomponer la varianza de los datos en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro de grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0,329466, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro de grupos. Puesto que el valor
P de la raz6n F es mayor o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las 20 variables con un nivel del 95,0% de confianza. En
contraste con Khedher et al., (2014) donde determinaron las variables influyentes en la
produccion de toxinas de Bt, utilizando el disefio factorial Plackett-Burman en 12
experimentos para evaluar el efecto de ocho parametros potenciales. Realizaron un analisis
de regresion mdaltiple de los datos con el analisis estadistico, como resultado, el efecto de
regresion fue estadisticamente altamente significativo entre las variables con [(P> F) <0.01]
a 97.7% del nivel de confianza.

Pasadas las 120 horas de produccion, se determin6 la biomasa por el método de peso
seco, dando como resultado; una alta producciéon de la cepa #7 con un valor de 28,8
miligramo (mg) por mililitro (ml), en el medio de cultivo a base de lactosuero. Tal como

aparece en la grafica #4
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En la gréfica #5; se muestra el pH de los medios de cultivo con respecto al tiempo.
Obteniendo que entre las 24 y las 96 horas el pH estuvo fluctuante con diferentes intervalos

dependientes al medio de cultivo.
Grafica n°5: pH de los medios de cultivo preliminares
pH en medios de cultivo
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Inicialmente el pH se ajustd a 7.0, luego de las 24 a las 48 horas, los medios de cultivo
bajaron hasta 4.0, de las 72 hasta las 96 horas se mantuvieron fluctuantes excepto el
lactosuero, pasadas las 120 horas el pH se encontraba estable en todos los medios de cultivo.
Esta investigacion concuerda con la de Abad y Omar (2017). En ella afirman que el pH es
un parametro importante y que, durante el proceso, es necesario ajustar los medios de cultivo
para que no sea menor a un rango de 4,0 a 5,0. Y que, ademas, el pH inicial debe ser de 6,8-
7,2, pero baja posteriormente a las primeras 8-12 h, hasta llegar a un pH de 4,0 a 5,0. Y que

consecutivamente, se incrementaria lentamente, hasta final del proceso, aproximandose a 8,0.

Por otra parte, esta investigacion concuerda con Dulmage (1990); Fernandez (2014);
Nguyen et al. (2014); Untol et al., 2015; Salazar et al. (2015) entre otros. En la utilizacion y
estandarizacion de estas fuentes de carbono y de nitrégenos para la produccién de Bacllus
thuringensis, ya que obtuvieron resultados favorables, estimandolos como medios baratos

con potencial de produccion a escala.
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Estandarizacion del pre-in6culo de los cultivos de B. thuringiensis

En la tabla #13 se indica el nimero de esporas recuperadas en 1 ml junto con la Abs
y el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) en comparacion con el rango de
concentracion del patron de Mac Farland. Obteniendo como resultado una aproximacion del

tubo 5 de la escala de Mac farland y de los numeros de esporas por ml con UFC por ml.

Tabla n°14: Comparacion de la concentracion celular con el patron de Mac Farland.

Patron Abs patron
Cepa Mac Farland Mac Farland Esporas/m| UFC/m
Optima 5 aproximado 0,520 14x108 20x108

Cinética de crecimiento de la produccion a escala en 1 litro de la cepa #7 con medio de cultivo
a base de lactosuero.

Considerando que la cepa #7 fue la que tuvo mejor rendimiento en el medio de cultivo
a base de lactosuero. Se procedio a inocular la cepa 7 a escala piloto en el medio de cultivo
a base delactosuero por 144 horas, a una temperatura de 28 a 30°C y un pH en 7 para la

mayor productividad de Bacillus thuringiensis.

En el grafico #6. Se obtuvo, la curva de crecimiento de la cepa 7 en el medio a base
de lactosuero, determinando la cinética de crecimiento del microorganismo en sus tres fases
durante 144 horas. La fase de latencia en un tiempo de 0 a 24 horas, en la fase exponencial
llego a dar una produccion de 3,13x10 cell/ml entre 24 a 96 horas aproximadamente, la fase

estacionaria se dio a partir de las 96 a las 144 horas.
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Grafica n°6: Cinética de crecimiento de la cepa 7 en el medio a base de lactosuero
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No obstante, en la gréfica #7; se muestra el pH de los medios de cultivo con respecto
al tiempo. Obteniendo que entre las 24 y las 144 horas el pH estuvo fluctuante con diferentes

intervalos dependientes a la produccion del medio de cultivo.

Grafica n°7
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Pasadas las 144 horas de produccion, se determin6 la biomasa por el método de peso
seco, dando como resultado; la alta produccion de la cepa #7 con un valor de 37,5 miligramo

(mg) por mililitro (ml), en el medio de cultivo a base de lactosuero. Tal como aparece en la
grafica #8
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Grafica n°8: Biomasa del medio de cultivo optimizada
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Por ultimo, estos resultados son comparables a los obtenidos por Avignone y
Mignone (1995). En su investigacion sobre Bacillus thuringiensis crecimiento y toxicidad.
Consideraciones basicas y aplicadas, en el cual indicaron una alta productividad para B.
thuringiensis de 1.6x10*® UFC/ml o 36.8 g/L. Por otra parte, Navarro et al., (2014). En la
construccién de un modelo biodinamico para la produccion de produccion de proteinas Cry
obtuvieron en el formulado 4, una biomasa de 13.07 g/l en un tiempo de 32 horas

aproximadamente.

Igualmente, en la investigacion de Ferndndez et al. (2014). En la produccién de
bioinsecticida de Bacillus thuringiensis israelensis en dos medios de cultivo contra larvas de
aedes aegypti lograron obtener una biomasa de 18.49 g/l. en un tiempo de 72 horas. Asi
mismo, Blas et al. (2014). Evalué el efecto de la naranja de acridina en la produccion de
bioinsecticida, a partir de un medio a base de sanguaza. Con un resultado de 15,7x10° UFC
y una biomasa de 2.78 g/L en un tiempo de 40 horas.

No obstante, el aprovechamiento de los nutrientes en el medio a base de lactosuero
por parte de la cepa 7 puede ser comparado con la investigacion hecha por Salazar et al.
(2015). Cuando evaluaron subproductos industriales para la produccion de la cepa GP139 de

Bacillus thuringiensis y la patogenicidad cuando se aplica a las ninfas de Bemisia tabaci.
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Como resultado se llego a 4,95x108 Cel/ml y una biomasa de 78 g/L de proteina total con el

medio de suero mas sacarosa.

Ademas, se puede decir que el rendimiento del medio de cultivo a base de lactosuero
es por la cantidad de nutrientes disponible que posee, ya que estudios realizados por Poveda
y Elpidia (2013). Afirma que la mayor biodisponibilidad de nutrientes, es debido a que el
lactosuero posee aproximadamente un 90% del calcio, potasio, fosforo, sodio y magnesio
presente en la leche, ademas, es rico en carbohidratos, vitaminas y minerales los cual hace

que el lactosuero sea un medio de cultivo con un potencial de alta produccidn a escala.

Pureza de la cepa de B. thuringiensis producida a escala piloto

La pureza de la cepa que se utiliz6 para la mayor produccion en el medio de cultivo
seleccionado, se hizo a través de las caracteristicas macroscopicas aisladas en agar TSA'y
microscopicas después de las 144 horas de produccion, dando como resultado una semejanza

con la cepa 7 como aparece en la tabla #14.

Tabla n°15: caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la cepa 7

.. Microscopica
Capa Macroscopica — :
Tincion de Gram Verde de malaquita
V /s {
p W A
> 4 % h H <
\?f) J‘ P ¢ —
7 -
.‘ ?( ’/ :
Colonias de color crema, ) o Bacilos no deformes con
secas, de forma irregular ~ Bacilos Grampositivo  egnoras  centrales vy
y bordes lobulados terminales

En cuanto a la caracterizacion bioquimica, se encontré que la cepa es negativa para
la prueba de produccion de sulfuro, utilizacion de indol y citrato. Ademas, fue positiva para
el rojo de metilo (Rm), voges-proskauer (\VP), hidrolisis del almiddn, hidrolisis de la gelatina,
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hidrélisis de la caseina, hidrolisis de la urea, prueba de catalasa y oxidasa. Presentes en la
tabla #15.

Tabla n°16: Caracterizacion bioguimica de B thuringiensis

Prueba Cepa
7
Sulfuro -
Indol -
Motilidad +
Rojo de metilo (prueba MR) +
Voges-proskeur (Prueba VP) +
Utilizacién del citrato -
Hidrdlisis de almidon +
Gelatina hidrolizada +
Caseina hidrolitica +
Ureasa +

Triple azlcar hierro (TSI) AIA
Prueba Oxidasa +
Prueba Catalasa +
Prueba lecitinasa +

(+) Reaccion positiva, ( - ) Reaccion negativa, (A/A) Acido/Acido.

Para la fermentacion de carbohidrato, la cepa 7 de Bt fue capaz de fermentar la
glucosa, xilosa, manitol, sacarosa y fructosa, produciendo acido evidenciado por el cambio

de color producto del rojo de fenol al virar de color rosa a color amarillo (Tabla #16).

Tabla n°17: Fermentacion de azucares por Bacillus thuringiensis

Cepas Glucosa Sacarosa Xilosa Manitol Fructosa
7 + + + + +

( +) Reaccidn positiva, ( - ) Reaccion negativa.
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CONCLUSION

Estadisticamente la diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, determino que
en los resultados obtenidos por el conteo de esporas, todos los medios de cultivos
demostraron no tener una diferencia significativa. Por los tanto, son acto para el desarrollo
de Bacillus thuringiensis, en especial el lactosuero y el maiz, ya que poseen un alto potencial
nutricional disponible para lograr un mayor rendimiento en la produccion de Bt a escala

industrial.

Se logro determinar el medio de cultivo 6ptimo a través de la produccion de biomasa
y la cuantificacion de esporas, durante 120 horas en los 20 tratamiento compuesto de agua
de maiz, agua de cascarilla de arroz, agua residual y lactosuero con 5 cepas de Bacillus
thuringiensis, logrando determinar que el lactosuero fue el medio de cultivo mas productivo
para su crecimiento, teniendo en cuenta variables como el pH, temperatura y disponibilidad

de oxigeno.

La cinética de crecimiento de las 5 cepas de Bacillus thuringiensis en los 20
tratamiento, logro establecer que la cepa 7 fue la que mayor produccién de esporas obtuvo,
en un lapso de 120 horas. No obstante, todas las cepas tuvieron un maximo rendimiento en

la fase exponencial a partir de las 24 hasta las 72 horas de produccion.

Por altimo, se determind la mayor productividad de Bacillus thuringiensis en escala
de 1 litro. Logrando que la cepa 7 en el medio de cultivo a base de lactosuero, a través del
conteo de esporas, diera un maximo rendimiento de 3,13x10%° cell/ml en la fase exponencial,
a partir de las 24 hasta las 96 horas de produccion. A demas, una biomasa maxima de 37,5

mg/ml en un tiempo de 144 horas.
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RECOMENDACIONES

La implementacion de nuevas matrices y combinaciones de las mismas, para lograr

una mayor produccion de bacillus thuringiensis.

La aplicacion de una curva de calibracion para la estandarizacion del pre-inoculo e

inoculo.

La determinacién del crecimiento microbiano a través de la combinacion del peso

seco, conteo celular, conteo de células viables y densidad optica.

La implicacion del perfil fisicoquimico de cada cultivo antes y después de ser

inoculado, para determinar el grado de nutricional degradado.
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