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Se probaron y seleccionaron aislados microbianos obtenidos en el departamento del Cesar y se
seleccionaron dos aislados por su capacidad sobresaliente como antagonista y uno como
entomopatégeno (Trichoderma reesei, Trichoderma sp., 'y Beauveria bassiana,
respectivamente). Se disefiaron métodos de fermentacion en sustrato sélido y fermentacion
liguida o sumergida, de acuerdo con el rendimiento de cada aislado en la produccién de
conidias. Estos métodos se optimizaron de manera satisfactoria.

En una primera etapa la produccién de los microorganismos se hizo bajo condiciones de matraz.
Se evaluaron diferentes fuentes de carbono, nitrégeno y sus respectivas concentraciones por el
método de “un factor a la vez”. Se emplearon ademads disefios de superficie de respuesta
(Plackett-Burman, disefio de maximo ascenso, y Box-Behnken). Dichos disefios abarcan un
conjunto de técnicas avanzadas de disefio de experimentos (DOE) que ayudan a entender mejor
y optimizar la respuesta, en este caso, rendimiento de conidias. Para el caso de Beauveria
bassiana el método de propagaciéon mas eficiente fue en medio liquido, el cual alcanzé un
rendimiento promedio de 2,4x10° conidias/mL™ a los 4 dias de fermentacién. Para los aislados
de Trichoderma la fermentacion liquida no resulté ser adecuada, por lo cual se usé un medio
solido a base de sustrato de arroz y otros compuestos definidos por las metodologias ya
mencionadas. Con el uso de sustrato de arroz los aislados de Trichoderma alcanzaron
concentraciones promedio de 2,1x10° conidias/g luego de 8 dias de crecimiento. El modelo se
validé en condiciones de biorreactor para el hongo Beauveria bassiana, mostrando un
rendimiento de 2,2x10'° conidias mL? luego de 6 dias, en un volumen final de 3L.

La segunda etapa, la cual estd en proceso, se ha enfocado en establecer una metodologia de
formulacion que permita la conservacion de los microorganismos y puedan llevarse
masivamente a campo. Se estan evaluando formulaciones tipo de emulsién con el fin de facilitar
su uso por parte del agricultor o técnico de campo. Para alcanzar dicho objetivo se propagaron
los microrganismos con las metodologias estandarizadas. Luego se prepararon emulsiones agua
en aceite (W/0) con la ayuda de un emulsificador de alta velocidad. Entre los excipientes usados
se encuentran benzoato de sodio, goma xantan, Tween 80, acido lactico, agua y aceite vegetal
de bajo costo. La emulsién y el fermentado liquido se combinaron en una relacién 1:1 (50mL de
fermentacion del hongo y 50mL de emulsion) y se almacenaron a temperatura ambiente. Se
realizé seguimiento de viabilidad en diferentes tiempos (0, 8, 15, 20, y 30 dias). Luego de ajustar
la formulacion y de resultados negativos en términos de concentracion del hongo, se logré una
emulsiéon que ha conservado adecuadamente las conidias del hongo por 15 dias. Con los
resultados de esta primera fase de formulacion se tomaron los datos hallados y se estd llevando
a cabo una segunda etapa de formulacién usando disefios de experimentos (Plackett-Burman,
Disefio factorial 3x3) con el fin de evaluar diferentes variables implicadas en la formulacién. Se



disefiaron 2 tipos de formulacién una liquida tipo emulsién y una sélida tipo polvo mojable para
los microorganismos Beauveria bassiana y Trichoderma reesei, ambos casos llevan un mes
aproximadamente en evaluacién con resultados promisorios que permitirdn ajustes en el
modelo del disefio experimental.

Palabras Clave:

Fermentacién, optimizaciéon, hongos, biocontrol, disefio de experimentos, formulaciones,
biorreactor.



En el presente informe se detallaran los resultados relacionados con las actividades a cargo que
van desde la etapa de la formulacién de los microorganismos de interés (Periodo de ejecucién
2019-2020). En esta parte se centrd en evaluar los hongos en dos tipos de formulaciones, solida
tipo polvo mojable y liquida tipo emulsion mediante el cual el ingrediente activo ya sea conidias
o micelio se mezcla con ciertos materiales inertes, tales como vehiculos, solventes,
emulsificantes o gelificantes, y otros aditivos que pueden ser nutrientes o estimulantes. Estos
materiales favorecen la longevidad del hongo ya sea protegiéndolo del medio ambiente,
aumentando su vida util o mejorando su viabilidad y ayudan a su desarrollo una vez aplicado en
el suelo. Las tecnologias de identificacidon, evaluacién y fermentacién, son fundamentales para
determinar si el microorganismo seleccionado, en teoria altamente eficaz, pueda convertirse en
un bioinsumo viable, de aqui que durante el proceso se hayan usado herramientas estadisticas
para predecir y calcular puntos éptimos de produccién y conservacién de los microorganismos.
En esta etapa de desarrollo, es clave lograr el escalado eficiente del proceso basado en los
elementos fundamentales de requerimientos nutricionales y fisicos de cada microorganismo,
teniendo en cuenta no solo la cantidad de biomasa a obtener sino también la produccion de
metabolitos secundarios y/o enzimas u otros componentes para dar un valor agregado al
producto final.

La implementacién de estas técnicas que van desde conocer el microrganismo hasta llevarlo a
una formulacién son los objetivos que se estan desarrollando con el propdsito de potenciar y
mejorar la produccion de estos bienes agricolas que pueden ir paulatinamente sustituyendo los
agroquimicos sintéticos y potenciar que se proteja la vida en todas sus expresiones: la de
consumidores que acceden a alimentos mas sanos, la de agricultores y campesinos que laboran
en ambientes menos contaminados y la de polinizadores, biocontroladores y microorganismos
benéficos, fundamentales para la productividad de los agroecosistemas.



Objetivos

e Determinar los medios apropiados para la propagacién y formulacion de los
microorganismos de interés.



PROPAGACION DE MICROORGANISMOS Y FORMULACION
1. PROPAGACION DE MICROORGANISMOS
Disefio simple: Un factor a la vez (fuente de carbono y nitrégeno) Beauveria bassiana.

Teniendo como base las condiciones estandarizadas se tomd el protocolo establecido para
validar las condiciones de crecimiento, para ello se partié de la siguiente informacidn: Se realizé
un diseio simple para la seleccion de la fuente de carbono y nitrégeno. Se evaluaron 6 fuentes
de carbono, glucosa, extracto de malta, lactosa, glicerol 85%, almidén y puré de papa,
modificando algunas de las ya reportadas (Feng, Liu, & Tzeng, 2000) y ademads teniendo como
criterio el bajo costo para una produccion industrial. Se pesaron; 1,25 g de cada fuente de
carbono en 50 mL de agua. El medio de cultivo base consistié en una solucién de extracto de
levadura y extracto de malta. (1,25 g de ambos en 800 mL de agua), ajuste del pH del 6,5. Se
tuvo en total 18 erlenmeyer bafleados, 3 por fuente de carbono, cada erlenmeyer se llend con
20 mL del medio base (extracto de levadura y extracto de malta), mas 1 mL de la suspension del
hongo y 5 mL de la fuente de carbono, el montaje se llevé a agitacién en shaker a 130 rpm para
hacer lectura a las 72 horas, con temperatura promedio de 25°C. El control consistié en el medio
base sin fuente de carbono. Una vez se hallé la mejor fuente de carbono se evalud con
suplemento de las 5 fuentes de nitrégeno, nitrato de potasio, sulfato de amonio, proteina
aislada de soya, extracto de levadura y urea. De cada fuente de nitrégeno se pesd 0,25 g
suspendidos en 50 mL de agua en frasco ambar. Se tuvo un medio de cultivo base con extracto
de malta, puré de papa (fuente de carbono escogida de acuerdo al nivel de concentracién de
conidios/mL): Se pes6 0,625 g de extracto de malta, y 3,125 g (puré de papa), estos pesos se
suspendieron en 500 mL de ADE con ajuste del pH a 6,5. Se tuvo en total 18 erlenmeyer
bafleados, 3 por fuente de nitrégeno, cada erlenmeyer se llend con 20 mL del medio base
(extracto de malta y puré de papa), mas 1 mL de la suspensién del hongo y 5 mL de la fuente de
nitrogeno, el montaje se llevd a agitacidn en shaker a 130 rpm para hacer lectura a las 72 horas,
con temperatura promedio de 25°C. El control consistié en el medio base sin fuente de
nitrégeno.

Evaluacidon de cribado (Plackett-Burman) Beauveria bassiana.

El disefio de Plackett-Burman es una herramienta para rastrear y determinar rapidamente las
variables importantes que tienen una influencia significativa en la respuesta de produccidn. Este
método es muy util para detectar los factores mas importantes de una larga lista de factores
candidatos. En este trabajo, se reunieron diferentes pardmetros de cultivo que estan
directamente relacionados con el crecimiento de Beauveria bassiana (tamafio del inéculo, pH



inicial, la temperatura de incubacidn, y el tiempo de incubacién) y los componentes del medio
(extracto de malta, puré de papa, proteina aislada de soya, sulfato Magnesio y cloruro de
Calcio). Cada factor se examinara sobre la base de Plackett-Burman disefio factorial: -1 y +1 para
el nivel bajo y alto, respectivamente, como se muestra a continuacién en la tabla 1. (Ji, Li, Xin,
Wang, & Cao, 2015).

Tabla 1. Atributos del disefio Plackett-Burman

Factores Bgio  |dle Unideades Continug
Mialta 035 |20 gL Si
Papa 25 1.3 gL Si
Sova 0.3 20 gl 1
MMagnesio 100 |1000 |ul S
Calcio 100 |1000 |ul S
Temperatura (210 (280 |°® S
Cinocul expé (0.1 30 comidiasiml. [ S§i
pH 3.3 1.3 Si
Tiempo 30 |60 d Si

Evaluacion Diseiio de maximo ascenso (Steepest Ascent) Beauveria bassiana.

El disefio de Mdaximo ascenso es un método mediante el cual se procede secuencialmente a lo
largo de un camino de respuesta, es decir un ascenso en las variables de respuesta, con el fin de
observar algunas variaciones en la estandarizacion del medio de cultivo permitiendo ver
significativamente las variables influenciadas por la produccién de conidias. Para este disefo se
realizaron 4 experimentos con 3 réplicas, las variables en evaluacién fueron el puré de papa,
proteina aislada de soya y temperatura con las caracteristicas que se muestran en la tabla 2, se
incubo en shaker a 130 rpm, pH 5,5, por 3 dias, estas condiciones ya establecidas en los disefios
anteriores.

Tabla 2. Atributos del disefilo de maximo ascenso.

Run 2%, X3 X6 Conidial production. mL*

1 6 1.5 23 X,: Potato mashed (g L)

2 8 2 25 X;: Isolated soy protein (g L)
3 10 25 27 XT( O

4 12 3 29

Optimizacidn por superficie de respuesta (Box-Behnken) Beauveria bassiana.

Un disefio de Box-Behnken es un tipo de disefio de superficie de respuesta que no tiene un
disefio factorial o factorial fraccionado incrustado, Los disefios de Box-Behnken tienen
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combinaciones de tratamiento que estan en los puntos medios de los bordes del espacio
experimental y requieren al menos tres factores continuos, con él se busca determinar los
niveles dptimos de las 3 variables independientes hallas en el disefio Plackett- Burman para
Beauveria bassiana (puré de papa, proteina aislada de soya y la temperatura). La tabla 3
muestra el disefio de la matriz y los datos del experimento con lectura de concentracién a los 3
dias donde la variable respuesta es la concentracién de conidias.

Tabla 3. Atributos del diseio de Box-Behnken.

Factores Bagjo |4dle | Unidades |Continmuo
Pure papa 30 160 |gL 5

Prot. soya 20 30 |gL 5
Temperatura (240|300 |°C S
Respuestas Unidades

Concet. comidias | conidias'mlL

Condiciones de crecimiento Trichoderma sp.

Se realizd la optimizacidon de las condiciones de cultivo para incrementar la produccion de
conidias en fermentacién sélida a partir del aislamiento Trichoderma sp. Para esto, se tomd
como punto de partida un medio basico que contenia: 30 g de arroz como sustrato y fuente de
carbono, 9 mL de agua destilada (30% p/v), 0.105 g de CaCos (0.03% p/p). Se investigd el efecto
de la adicidon de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, asi como el efecto de diferentes
concentraciones de indéculo y diferentes volumenes de agua. Se utilizaron diferentes
metodologias de optimizacién para determinar los principales factores del medio.

Disefio simple: Un factor a la vez Trichoderma sp.

Se realizaron fermentaciones en estado solido a escala erlenmeyer del aislamiento, utilizando el
medio base descrito anteriormente. Se evaluaron inicialmente como fuentes de carbono
soluciones de: glucosa, extracto de papa, glicerol, sacarosa, lactosa y maltosa; a las
concentraciones de 5, 15 y 30 g/kg de arroz. Posteriormente, luego de definir la fuente de
carbono y la concentracidn de partida, se evalud la influencia de la adicidn de diferentes fuentes
de nitrégeno en la produccién de conidias por parte del hongo.

Evaluacion de cribado (Plackett-Burman) Trichoderma sp.

Los factores lactosa, sulfato de amonio, carbonato de calcio, agua, cloruro de magnesio y el volumen de
inéculo fueron seleccionados para optimizar la produccion de esporas de Trichoderma sp. en
fermentacién en estado sdlido. Cada factor fue evaluado en un nivel alto, medio y bajo.
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Optimizacion por superficie de respuesta (Box-Behnken) Trichoderma sp.

Un disefo (BBD) fue empleado para identificar el valor dptimo de los tres factores mas
influyentes (Lactosa, calcio y agua). En este disefio, las combinaciones de tratamiento se
encuentran en los puntos medios de los bordes del espacio de proceso y en el centro. Los
rangos de lactosa (4, 8, 12 g/kg), carbonato de calcio (0.1, 0.3, 0,5 g/kg), agua (10, 20, 30 mL/30
g arroz), fueron seleccionados de acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos del
disefio PB y un factor a la vez.

2. FORMULACION
Primera fase
Fermentacion liquida de Beauveria bassiana.

Suspension del hongo: Esta se realizd tomando un cuadrado de 1 cm? aproximadamente del
hongo (Beauveria bassiana) conservado a 4°C en medio de cultivo PDA en caja de Petri (Figura
1). De aqui se llevd a un tubo falcon con 25 ml de agua destilada estéril, y se hizo lectura de la
concentracion en la cdmara de Neubauer. El inoculo inicial para los experimentos siempre en
base de 10° conidias/mL™.

Figura 1. Cultivo de Beauveria bassiana en PDA para inoculo en medio liquido.

La preparacion para el medio liquido fue la siguiente:

Puré de papa: 16 g/L

Proteina Aislada de Soya: 8 g/L
Extracto de malta: 2 g/L
Cloruro de calcio: 100 uL
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Sulfato de Magnesio: 10 uL
Se ajusté el pH a 5,5.

Se sirve en erlenmeyer aproximadamente 25 mL del medio y se realiza el inoculo del
microorganismo. El proceso de fermentacién se lleva a cabo durante 3-4 dias en agitacién de
130 rpm y 26°C. (Figura 2).

Figura 2. Fermentacion liquida de Beauveria bassiana.

Fermentacion Solida de Trichoderma sp.
En erlenmeyer de 250 mL se agregaron 30 g de arroz mas 13 mL de agua y se envid a estilizacién
por 15 min. Previamente se debe tener esterilizada una soluciéon stock de cada uno de los
siguientes componentes:

v’ Sulfato de amonio 20%

v’ Lactosa 20%

v" Carbonato de calcio 5%

En 3 tubos Falcon de 50 mL se agregd para cada Trichoderma:
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v 750 plL de Lactosa

v 225 ulL de Sulfato de amonio

v" 300 pL de Carbonato de calcio

v" 275 plL de inoculo de cada microorganismo en 1x108 conidias/mL*

Suspension del hongo: Esta se realizéd tomando un cuadrado de 1 cm? aproximadamente de las 3
cepas de Trichoderma sp conservado a 4°C en medio de cultivo PDA en caja de Petri (Figura 3a).
De aqui se llevd a un tubo falcon con 25 ml de agua destilada estéril, y se hizo lectura de la
concentracion en la cdmara de Neubauer. El inoculo inicial para los experimentos siempre en
base de 10° conidias/mL™.

Figura 3. a. Cepas de Trichoderma sp para inoculo. b. Erlenmeyer con sustrato de arroz para
inoculo de Trichoderma sp.

13



Metodologia de formulacion en proceso de estandarizacidn.

Luego de varios montajes con diferentes componentes se presenta a continuacién una de las
formulaciones que mejores resultados a presentado. Para la preparacion de la emulsion se tuvo
los siguientes componentes para un volumen final de 500 ml en una relacién 1:1 (350 agua: 350
aceite vegetal):

v' Goma xantana 0,05%
v' Benzoato de sodio 0,5%
v' Tween 80%

En la fase acuosa de 250 mL de agua destilada estéril (ADE) se agregan la goma xantana, el
benzoato de sodio, el Tween 80 de modo que queden en las concentraciones indicadas para un
volumen final de 700 mL de emulsién. En este proceso se ajustd el pH a 5,5 con acido lactico al
25%. Luego se llevé a emulsificador a 2500 rpm durante 5 min agregando los 250 mL de aceite
vegetal. (Figura 4). Se envaso en frascos de vidrio de 200 mL previamente esterilizados. (Figura
5). A cada recipiente se le realizan pruebas de pureza, la cual tiene como finalidad establecer la
proporciéon del agente biolégico en la fermentacién e identificar los microorganismos
contaminadores, contribuyendo a mejorar el proceso de produccién, para ello se prepard cajas
con PDA sin acidificar, luego se tomé la dilucién 10, 107, previamente preparadas y se sembré
por duplicado. Se tomaron 100 pl y se siembran en la superficie de las cajas con PDA y se
esparcen de manera homogénea. Las cajas sembradas se incubaron a temperatura ambiente
con el fin de desarrollar unidades formadoras de colonias, se hizo seguimiento durante 7 dias
para asegurar el crecimiento del microorganismo de interés y de cualquier tipo de contaminante
de haberlo. El porcentaje de pureza se calculd de la siguiente manera:

%P — UFC del Hongo evaluado 100
o UFC Totales *

De verse colonizacion completa del microorganismo en estudio se reporta el 100%. Se considera
gue las fermentaciones deben tener un porcentaje de pureza mayor al 90% (Velez et al., 1997).
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Figura 4. Emulsion aplicada a la fermentacion de Beauveria bassiana y Trichoderma sp.
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Figura 5. Frascos con emulsidon y microorganismos para almacenar
Segunda fase

De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera fase de formulacién se tomaron algunos de
los valores experimentales usados y se disefié un experimento para los hongos en evaluacion.
En esta fase se esta evaluando dos tipos de formulacién: Liquida y Solida tipo polvo mojable.

1. Formulacién liquida tipo emulsidn.

Mediante el disefio Plackett-Burman se planted el disefio experimental para el hongo Beauveria
bassiana presentado en la tabla 4. Se tuvieron en total 15 corridas de los experimentos es decir
15 emulsiones con diferentes caracteristicas dadas por las combinaciones de los factores en
evaluacién. La variable respuesta es la viabilidad de conidias en el tiempo. Se evaluaron
diferentes tiempos (0, 15 dias, 20 dias, 1 mes y se sigue con periodos intermitentes).

Nota: Se repite la metodologia de la primera fase, pero siguiendo los atributos presentados en
la tabla 4.

Tabla 4. Atributos del disefio Plackett-Burman para formulacion liquida de Beauveria bassiana.

FACTORES Variable Respuesta
% Goma Xantan %Tween % Benzoato de Sodio pH Aceite wablh.d a-d de
conidias
Nivel alto 0,1 0,75 1,5 6 2
Nivel bajo 0,05 0,25 0,5 5 1
Puntos 0,075 0,5 1 55 15
medios
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2. Formulacién Solida tipo polvo mojable.

Para la formulacién solida se puso en crecimiento el hongo Trichoderma reesei (Cesar) y el
Hongo Beauveria bassiana ambos en sustrato de arroz siguiendo el protocolo establecido en la
fase 1. Luego de 5 dias de crecimiento en el sustrato sdélido se trituro el arroz en un molino para
tener una masa de los hongos a una concentracién de 1x102 conidias/ml™* (Figura 6). Luego de
este procedimiento se pasd a combinar 15 gramos de los hongos con los distintos gramos
especificados en la tabla 5 hasta tener un peso total por experimento de 300 g (Figura 7). En
total se montaron 9 experimentos por hongo para evaluacién de viabilidad en distintos tiempos
(0, 15 dias, 20 dias, 1 mes y se sigue con periodos intermitentes).

Tabla 5. Atributos del disefio 3x3 para la formulacidn solida de los hongos Beauveria bassiana y
Trichoderma reesei.

Gramos  gramos de Masa final Hongo + PESO

Experimento de benzoato de Tig)::gl(;?l') Hol\:;za:l(gzln (BS,T +Harina de TOTAL (g)
hongo sodio (BS) ! Arroz)
1 15 3 6 24 276 300
2 15 3 12 30 270 300
3 15 3 18 36 264 300
4 15 6 6 27 273 300
5 15 6 12 33 267 300
6 15 6 18 39 261 300
7 15 9 6 30 270 300
8 15 9 12 36 264 300
9 15 9 18 42 258 300

Figura 6. Triturado en molino de los hongos Beauveria bassiana y Trichoderma reesei.
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Figura 7. Formulacién solida de los hongos Beauveria bassiana y Trichoderma reesei en sustrato
sélido con harina de arroz.
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PROPAGACION DE MICROORGANISMOS
1. Beauveria bassiana.

Diseno simple: Un factor a la vez (fuente de carbono y nitrégeno) Beauveria bassiana.

Los resultados obtenidos en esta fase mostraron que el hongo Beauveria bassiana tuvo mas
afinidad, con el puré de papa como fuente de carbono, la concentracién de conidias al adicionar
puré de papa presentd diferencias significativas con respecto a los demds tratamientos
evaluados, alcanzando una concentracidon de 2,2x108 conidias/mL con respecto al tratamiento
control el cual, alcanzé una produccion de 2,5x10°conidias/mL. Teniendo en cuenta estos

resultados, se selecciond el puré de papa como fuente de Carbono para la produccion de
conidias. Todo este andlisis en un periodo de 3 dias. (Figura 8).

3.00E+08
2.50E+08 a
2.00E+08 %
1.50E+08

1.00E+08

Concentracion conidias/mL1

5.00E+07

c c c c c
0.00E+00 T — — —

Puré de Glicerol E.Malta Glucosa Lactosa Almidon Control
papa
Fuentes de Carbono

Figura 8. Efecto de fuentes de Carbono sobre el crecimiento del hongo Beauveria bassiana a las
72 horas de fermentacion en medio liquido.
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Proteina Aislada de Sulfato de Amonio Extra(J:IO de Urea Control
Soya Levadura
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Figura 9. Efecto de fuentes de Nitrégeno sobre el crecimiento del hongo Beauveria bassiana a
las 72 horas de fermentacién en medio liquido.

Luego de determinar la fuente de carbono que favorecié al crecimiento del hongo, se procedio a
evaluar las fuentes de nitrégeno, para ello se utilizaron diferentes fuentes de nitrégeno: nitrato
de potasio, sulfato de amonio, proteina aislada de soya, extracto de levadura y urea. El andlisis
estadistico mostrd diferencias significativas entre el tratamiento con proteina aislada de soya y
las otras fuentes de nitrégeno evaluadas. El tratamiento con proteina aislada de soya presenté
la mayor concentracion de conidias al dia 3 de fermentacién liquida 1,51x108 conidias/mL, de
aqui que se eligiera para realizar las préximas evaluaciones con dicho compuesto (Figura 9).

Evaluacién de cribado (Plackett-Burman) Beauveria bassiana.

En la Tabla 6 se muestran los resultados promedio obtenidos en cuanto a el recuento de
conidias, teniendo en cuenta las combinaciones arrojadas por el disefio Plackett Burman para
un total de 12 experimentos que se realizaron por duplicado. Dentro de las variables evaluadas,
se escogieron 3 para continuar la estandarizacién del medio de cultivo, Puré de papa (Xz)
Proteina aislada de Soya (X3) y Temperatura (Xs).
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Tabla 6. Resultados disefio Plackett-Burman para concentracion de conidias/mL™* promedio de
Beauveria bassiana.

Actual levels 2 Conidial production
Run X1 X2 X3 Xa X5 Xg X7 Xs  Xg (conidia mL?)
1 0,8 4 08 04 04 21 2,20E+04 7.5 6 2.4 +0.1 E+08
2 08 12 0,2 4 04 21 4,40E+02 75 6 8.6 £ 0.4 E+07
3 02 12 08 04 4 21 4,40E4+02 55 6 1.4 +£0.2 E+08
4 0,8 4 0,8 4 0,4 28 4,40E+02 5.5 3 3.3+ 2.8 E+08
5 08 12 0,2 4 4 21 2,20E+04 55 3 1.3+0.2 E+08
6 08 12 08 04 4 28 4,40E+02 7.5 3 1.5+ 0.3 E+09
7 02 12 08 4 0,4 27 2,20E+04 5.5 6 2.4 +0.2 E+09
8 0,2 4 0,8 4 4 21 2,20E+04 7.5 3 1.0 £0.05 E+08
9 0,2 4 0,2 4 4 27 4,40E+02 7.5 6 1.4+0.1 E+08
10 0,8 4 02 04 4 27 2,20E+04 5.5 6 2.1+0.1 E+08
11 02 12 02 04 04 28 2,20E+04 7.5 3 1.41 £ 0.0 E+08
12 0,2 4 02 04 04 21 4,40E+02 55 3 9.1+0.7 E+07

X1: Malt extract (g L)

X2: Potato mashed (g L)

Xs: Isolated soy protein (g L?)

Xa: MgSO4 (mM)

Xs: CaCl; (mM)

Xe: T (°C)

X7: Inoculum concentration (conidia mL™?)
Xs: pH

Xo: Incubation time (days)
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Figura 10. Diagrama de Pareto para concentracién de conidias de Beauveria bassiana en medio
de cultivo liquido mediante el Disefio Plackett-Burman.

La figura 10, se relacionan los resultados propiciados en la tabla 5, el diagrama Pareto, muestra
los efectos en orden decreciente de significacién, con una linea para determinar qué efectos son
estadisticamente significativos (Puré de papa (Xz), Proteina aislada de Soya (X3) y Temperatura

(Xe)).
Evaluacion Diseiio de maximo ascenso (Steepest Ascent) Beauveria bassiana.

El disefio experimental Maximo ascenso se utilizd para acercarse a las mejores condiciones de
fermentacion. Tres factores se seleccionaron Puré de papa (Xz), Proteina aislada de Soya (X3) y
Temperatura (Xe). La concentracion de los tres factores se establecié en funcién de su efecto,
con el fin de incrementar y observar la respuesta del hongo en cuanto a la produccién de
conidias. (Tabla 7)

Tabla 7. Resultados disefio Maximo ascenso para concentracion de conidias/mL™* promedio de
Beauveria bassiana.

Run ax, ax3 2 X6 Conidial production. mL*
1 6 1.5 23 1.6 £ 0.06 E+09

2 8 2 25 1.9+0.2 E+09

3 10 2.5 27 2.6 £0.2 E+09

4 12 3 29 2.5+ 0.06 E+09
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Optimizacidon por superficie de respuesta (Box-Behnken) Beauveria bassiana.

Los siguientes puntos dptimos (Tabla 8) fueron los hallados con el disefio del experimento. Con
estos de validé condiciones en biorreactor.

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Concet. conidias

Valor éptimo = 3,41652E9

Tabla 8. Puntos 6ptimos para produccién de conidias de Beauveria bassiana.

Factor Bajo g/I Alto g/I Optimo g/|
Puré papa 8,0 16,0 16,0
Prot. soya 2,0 8,0 7,99998

Temperatura 24,0 30,0 26,4689

Comparativo crecimiento entre cepas de B. bassiana en el medio de cultivo optimizado

Luego de tener las condiciones optimizadas se realizé un comparativo con distintas cepas de B.
bassiana, encontrando un compartimiento muy similar (Figura 11).

3.0E+09
2.5E+09
2.0E+09
1.5E+09
1.0E+09

5.0E+08

Concentracion (conidias/mL-1

0.0E+00 ©
0 2 4 6 8
, Tiempo (dias)
——Uraba -e-Antioquia Cesar

Figura 11. Concentracién de conidias de cepas de Beauveria bassiana de 3 zonas geograficas de
Colombia en medio de cultivo liquido optimizado.
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2. Trichoderma sp.
Disefio simple: Un factor a la vez Trichoderma sp.

Se evalud el efecto de la adicion de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en la
produccién de conidias a partir de Trichoderma sp. CSC11 en fermentacidon en estado
solido. Posterior a la adicion de lactosa como fuente de carbono en cualquiera de las
concentraciones evaluadas 5, 15, 30 gr/kg arroz se pudo observar un incremento en la
produccién de esporas luego de 8 dias de fermentacién, alcanzando valores hasta 4,5X108
+1,7X108, 4,4X108 +7,1X107 y 4,4X108 + 1,4X108 conidias por gr de arroz respectivamente.
(Figura 12).

7E+08 -

6E+08
30 5E+08
[7,]

©
5 4E+08
c

S 3E+08

2E+08

Concentracion de esporas

1E+08

OE+00

Control Glicerol Lactosa Glucosa Maltosa Papa Sacarosa

Figura 12. Evaluaciéon de la adicidon de diferentes fuentes de carbono (Glicerol, Lactosa,
Maltosa, Puré de papa y Sacarosa) a diferentes concentraciones a la fermentacion en
estado sélido del hongo Trichoderma sp.
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Figura 13. Evaluacion de la adicion de diferentes fuentes de nitrégeno (Sulfato de amonio,
area, Extracto de levadura, Proteina aislada de Soya y Nitrato de potasio) a diferentes
concentraciones a la fermentacion en estado sélido del hongo Trichoderma sp.

Los requerimientos especificos del aislamiento permitieron identificar a la lactosa como
fuente de carbono y el sulfato de amonio como fuentes adecuadas para potenciar la
produccién de conidias a partir de Trichoderma sp. (Figura 13).

Evaluacion de cribado (Plackett-Burman) Trichoderma sp.

Los resultados confirman la influencia estadisticamente significativa de 3 factores sobre la
variable respuesta con un p<0,05. Los resultados son representados en diagrama de Pareto
(Figura 14). El analisis estadistico de las 5 variables muestra que el efecto del agua, el
carbonato de calcio y el cloruro de magnesio fueron significativos sobre la producciéon de
conidias en fermentacién en estado sélido de Trichoderma sp (Figura 14). Por otro lado, el
factor cloruro de magnesio resulté influir de forma negativa. El incremento en la
concentracion de factores como sulfato de amonio, lactosa e indculo no mostré un efecto
significativo en la concentracion de conidias generada en la fermentacion.
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Figura 14. Diagrama de Pareto para concentracion de conidias de Trichoderma sp en medio de
cultivo sélido mediante el Disefio Plackett-Burman.

Optimizacion por superficie de respuesta (Box-Behnken) Trichoderma sp.

Para optimizar la produccion de conidias a partir del aislamiento CSC11 en fermentacién en
estado sélido se utilizéd un disefio Box Behnken con 3 factores. El disefio consistié en 17 puntos
factoriales por duplicado y tres puntos centrales en un orden de corrida aleatorio. El disefio
Box-Behnken permitid identificar los niveles apropiados de cada uno de los factores mas
importantes en la produccidon de conidias a partir de Trichoderma sp. Con el experimento se
identificaron la lactosa, el carbonato de calcio y el agua como factores influyentes en la
conidiogenesis a los niveles 6ptimos de 4 g/kg de lactosa, 0,5 g/Kg de carbonato de calcio y
23,02 mL de agua (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados disefio Box Behnken para concentracidn de conidias/g de Trichoderma sp.

Factor Bajo Alto Optimo

Lactosa 4 12 4
Calcio 0,1 0,5 0,5
Agua 10 30 23,0226
Valor

6ptimo 1,56577X10°
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FORMULACION

Primera fase

Fermentacion liquida de Beauveria bassiana- Fermentacion Solida de Trichoderma sp.

En los diferentes procesos de fermentacidon se encontraron las concentraciones promedio de
conidias presentadas en la tabla 10 y el crecimiento de cada microorganismo en el medio de
fermentacion liquido-sélido (Figura 15-16).

Tabla 10. Concentracién promedio de conidias/mL.

Microorganismo Concentraciéon promedio conidias
Beauveria bassiana 2,1x10° conidias/MI
Trichoderma sp. (Rio de Oro) 2,2x10° conidias/g
Trichoderma reesei. (Cesar) 2,3x10° conidias/g
Trichoderma sp. (Gonzalez) 2,2x10° conidias/g

Figura 15. Colonizacidn en sustrato de arroz de las 3 cepas de Trichoderma sp después de 8 en
fermentacion soélida.
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Figura 16. Fermentacién liquida con crecimiento de Beauveria bassiana

Porcentaje de Pureza.

Se reportd el porcentaje de pureza total de las siembras de los microorganismos en cajas de
Petri durante diferentes periodos de tiempo. (Tabla 11). Los detalles del crecimiento de los

hongos y el control de la emulsién se muestras en las figuras 17 a la 21.

Tabla 11. Porcentaje de pureza de los tratamientos con la emulsion.

Tiempo (Dias) Microorganismo % Pureza
Dia0 Beauveria bassiana 100
Trichoderma sp. (Rio de Oro) 99
Trichoderma reesei. (Cesar) 100
Trichoderma sp. (Gonzalez) 100
Control Emulsion 100
Dia 8 Beauveria bassiana 100
Trichoderma sp. (Rio de Oro) 95
Trichoderma reesei. (Cesar) 100
Trichoderma sp. (Gonzalez) 100
Control Emulsién 100
Dia 15 Beauveria bassiana Sin crecimiento
Trichoderma sp. (Rio de Oro) 100
Trichoderma reesei. (Cesar) 100
Trichoderma sp. (Gonzalez) 100
Control Emulsion 100
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Trichoderma sp. (Gonzalez)

Dia 0

Dia 15

Figura 17. Crecimiento del hongo Trichoderma sp. (Gonzalez) luego de estar en mezcla con la
emulsiéon durante 15 dias.
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Trichoderma sp. (Rio de Oro)

Dia 0

Dia 8

Dia 15

Figura 18. Crecimiento del hongo Trichoderma sp. (Rio de Oro) luego de estar en mezcla con la
emulsiéon durante 15 dias.

30




Trichoderma reesei. (Cesar)

Dia 0

Dia 8

Dia 15

Figura
19.
Crecimiento del hongo Trichoderma reesei luego de estar en mezcla con la emulsién durante 15
dias.
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Beauveria bassiana

Dia 8

Dia 15

Figura 20. Crecimiento del hongo Beauveria bassiana luego de estar en mezcla con la emulsién
durante 15 dias.

Nota: Luego de 15 dias el hongo Beauveria bassiana no presento crecimiento en el medio de

cultivo PDA. Por tal motivo se tendra que modificar componentes de la formulacién que podrian
estar afectando su germinacién.
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Control Emulsiéon

Dia 0

Dia 15

Figura 21. Control de la emulsiéon aplicada a la fermentacion de los microorganismos.

Segunda fase

En esta etapa de experimentacién se evaluaron dos tipos de formulaciones: Solidad tipo polvo
mojable y liquida tipo emulsién.

Formulacién liquida tipo emulsién: Beauveria bassiana.

La tabla 12 detalla los resultados preliminares del seguimiento hecho por un mes a las 15
formulaciones liquidas del hongo. En amarillo se resaltan aquellas que durante el tiempo
conservan la viabilidad del microorganismo. Los detalles de los experimentos subrayados se
muestran en la tabla 13 Las caracteristicas del crecimiento en la emulsidn se muestran en la
figura 22.
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Tabla 12. Promedio de UFC para el hongo Beauveria bassiana en formulacién liquida tipo

emulsion.

Promedio UFC

Formulacion Microorganismo Experimento Dilucion To 115 130
liquida Beauveria bassiana 1 10° 177 0 0
liquida Beauveria bassiana 2 10° 158 0 0
liquida Beauveria bassiana 3 10° 184 77 35
liquida Beauveria bassiana 4 10° 158 139 129
liquida Beauveria bassiana 5 10° 143 0 0
liquida Beauveria bassiana 6 10° 145 3 0
liquida Beauveria bassiana 7 10° 101 0 0
liquida Beauveria bassiana 8 10° 141 0 0
liquida Beauveria bassiana 9 10° 169 0 0
liquida Beauveria bassiana 10 10° 157 147 130
liquida Beauveria bassiana 11 10° 139 105 0
liquida Beauveria bassiana 12 10° 158 0 0
liquida Beauveria bassiana 13 10° 182 80 0
liquida Beauveria bassiana 14 10° 92 0 0
liquida Beauveria bassiana 15 10° 83 0 0

Tabla 13. Atributos de los experimentos para la formulacidn liquida tipo emulsién para el hongo
Beauveria bassiana.

Experimento xantan % Tween % B. Sodio % pH Aceite: Agua
3 0,15 1 2 5,5 1,5:1
4 0,2 1,5 1 6 2:1
10 0,1 0,5 1 6 2:1
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Figura 22. Ejemplo de crecimiento del hongo Beauveria bassiana en la formulacién liquida tipo
emulsion.

Formulacidn solida tipo polvo mojable: Beauveria bassiana.

La formulacion sdlida en harina de arroz ha permitido la conservacion del hongo B. bassiana
hasta 30 dias, identificando 4 experimentos con potencial a seguir modificando hasta encontrar
puntos ideales de conservacion. En la Tabla 14 se detallan los experimentos resaltados en verde
como aquellos que mostraron mejores resultados, las caracteristicas de estos de muestran en la
tabla 15. En la figura 23 se muestra el crecimiento del hongo en la formulacidn.

Tabla 14. Promedio de UFC para el hongo Beauveria bassiana en formulacién solida tipo polvo
mojable.

Promedio UFC

Formulacién Microorganismo Experimento Dilucién To 115 130
Solida Beauveria bassiana 1 10° 7 0 0
Solida Beauveria bassiana 2 10° 40 37 32
Solida Beauveria bassiana 3 10° 101 41 6
Solida Beauveria bassiana 4 10° 61 35 10
Solida Beauveria bassiana 5 10° 110 45 16
Solida Beauveria bassiana 6 10° 55 0 0
Solida Beauveria bassiana 7 10° 91 25 23
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Solida Beauveria bassiana 8 10° 76 0

Solida Beauveria bassiana 9 10° 87 26 0

Tabla 15. Atributos de los experimentos para la formulacion solida tipo polvo mojable para el
hongo Beauveria bassiana.

Experimento gramos de benzoato gramos Tixosil
2 3 12
4 6 6
5 6 12
7 9 6

Figura 23. Ejemplo de crecimiento del hongo Beauveria bassiana en la formulacién solida tipo
polvo mojable.

Formulacidn solida tipo polvo mojable: Trichoderma reesei.

Al igual que para el anterior microorganismo, para Trichoderma reesei se identificaron 9
experimentos en formulacién sélida que han permitido un buen desarrollo del mismo. Solo 2 de
los experimentos presentaron contaminacién bacteriana en los 30 dias de evaluacién como se
detalla en la Tabla 16. La figura 24 detalla cdbmo se observa el hongo cuando se evalua la
viabilidad en la formulacién.
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Tabla 16. Promedio de UFC para el hongo Trichoderma reesei en formulacion solida tipo polvo
mojable.

Promedio UFC

Formulacién Microorganismo  Experimento Dilucién To T15 130
Solida Trichoderma 1 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 2 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 3 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 4 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 5 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 6 10° 100% 100% 100%
Solida Trichoderma 7 10° 100%  Bacteria Bacteria
Solida Trichoderma 8 10° 100% 100 100
Solida Trichoderma 9 10° 100% 100 100

Figura 24. Ejemplo de crecimiento del hongo Trichoderma reesei en la formulacién solida tipo
polvo mojable.
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Formulacién en medio sélido para evaluaciones en campo.

Tanto para Beauveria bassiana y las cepas de Trichoderma spp. (tabla 17) y de acuerdo con los
resultados obtenidos en las fases anteriores, se establecieron los siguientes puntos para su

produccién.

Tabla 17. Componentes para la formulacion de microorganismos.

Trichoderma reseei
Componentes de la formulacién Cantidad g/kg
Benzoato de sodio 10
Tixosil (Diéxido de silicio) 60
Harina de Arroz 450
Harina de Hongo triturada 500
Beauveria bassiana
Componentes de la formulacién Cantidad g/kg
Benzoato de sodio 10
Tixosil (Diéxido de silicio) 40
Harina de Arroz 450
Harina de Hongo triturada 500

Con las formulaciones solidas producto de la combinacién del microorganismo y los
componentes se tuvieron resultados de viabilidad de hasta 2 meses en estante (Tabla 18).

Algunas de estas formulaciones fueron enviadas a condiciones de campo para su aplicacion.

Tabla 18. Resultado de las formulaciones en el tiempo y su concentracion luego de 2 meses en

estante.

Fecha de Tipo de 3 . . o promedio ufc Promedio

Formulacién | Formulacién Fermentacion | Microorganismo | Dilucién UFC/ml 2

TO | T20 | T30 | T6eO meses

Polvo Beauveria

5-nov-20 mojable Solida bassiana 10° 176 | 135 | 129 | 106 | 1,06E+08
Polvo Trichoderma

5-nov-20 mojable Solida reesei 10° |100% | 100% | 100% | 96% 99%
Polvo Beauveria

10-dic-20 mojable Liquida bassiana 10° 159 | 145 | 136 | 113 | 1,13E+08
Polvo Beauveria

4-ene-21 mojable Liquida bassiana 10° 167 | 156 143 | 128 | 1,28E+08
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El uso de los microorganismos constituye una estrategia potencialmente viable. Hasta hace
algunos afos las investigaciones se habian limitado a la identificaciéon de aquellos
microorganismos importantes en la medicina. Hoy dia las investigaciones incluyendo la presente
estan dirigidas a incrementar la tasa de produccién para muchos mas sectores, como el agricola.
El uso de microrganismos se muestra como una alternativa a solucionar problematicas actuales
y que se conviertan en opciones biocorrectivas como ejemplo para la recuperacion de suelos
degradados (Torres, 2003).

La utilizacion de microorganismos benéficos asociados al ecosistema, ya sea como
controladores biolégicos o como potenciadores de crecimiento vegetal, involucra una serie de
procesos para su produccion masiva. Procesos de los cuales se adelantaron durante el
desarrollo del presente estudio. Desde la preparacién del material y medios de cultivo, asi como
técnicas de asepsia para evitar contaminantes, y hasta la misma preservacién e identificacién de
las cepas trabajadas y cuyo objetivo principal es la obtencidon de un bioinsumo y material
promisorio para probar en condiciones de campo (Velez et al., 1997).

Dentro de los disefos de experimentos empleados se puedo observar como el disefio Plackett-
Burman, el disefio maximo ascenso y el disefio Box-Behnken permitieron evidenciar factores
gue afectaron significativamente la produccién de conidias en los medios de cultivo, tal y como
se reporta en estudios anteriores donde Hallett et al., 1997 pudieron constatar la importancia
de ciertas variables y como por medio de estos se pudieron también identificar puntos éptimos
de produccién.

Si bien las formulaciones en evaluacion han presentado valores fluctuantes, se pudo evidenciar
que las formulaciones sélidas para el hongo Trichoderma reesei mantienen una viabilidad hasta
el momento de evaluaciéon de 30 dias, la formulacién sélida y liquida de Beauveria bassiana
tiene algunos experimentos como base para ajustar el modelo y permitir un mejor crecimiento
del microorganismo en las formulaciones. De acuerdo con estudios realizados por Ruiz et al.,
(2015) las pérdidas de viabilidad de las formulaciones como las presentes en el informe
almacenadas a temperatura ambiente son del 5% y se dan también de acuerdo a las
caracteristicas del microrganismo formulado.

En el presente estudio se muestra una vez mas la enorme capacidad que tienen los
microorganismos, de acd que su identificaciéon y formulacién sea de gran importancia para
asegurar la viabilidad e integridad morfolégica, fisioldgica y genética para su posterior
utilizacidn en produccién y que se mantengan asi las caracteristicas de las cepas evaluadas y se
constituya una nueva via de gran utilidad en la agricultura (Elvira Sanchez-Fernandez et al.,
2013; Khan, Bashir, & Ghosia, 2014).
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El presente estudio expone detalles de los experimentos realizados en el proyecto para
la produccién de microorganismos masivamente y su formulacion.

Se logré comprobar los medios éptimos de produccién para los hongos de interés a
concentraciones sobresalientes con respecto a lo que se reporta en la literatura.

Los montajes de fermentacidon sodlida para las cepas de Trichoderma sp. y la
fermentacion liquida para el hongo Beauveria bassiana permitieron evidenciar la
optimizacidn de los medios de cultivo y reproducibilidad de los mismos en el tiempo.

Se us6 para el proceso de estandarizacion de la formulacién aceite vegetal para la
conservaciéon de los microorganismos en evaluacion, el cual es un ingrediente de bajo
costo que puede facilitar la produccion en serie de esta formulacion para su
comercializacion.

Con 15 dias en almacenamiento emulsién + microorganismo se mostré una respuesta
positiva de las cepas de Trichoderma sp.

La combinacion del hongo Beauveria bassiana mas la emulsidn mostré germinacién
hasta el dia 8 de evaluacion.

La formulacion solida con excipientes ha mantenido la viabilidad de los microrganismos
por mas de 1 mes y se muestra como una de las mejores alternativas para conservar las
caracteristicas microbioldgicas de los hongos en evaluacién.

La formulacidn de los microorganismos se muestra como una alternativa potencial para
su uso cuando sea requerido.

Los bioinsumos como productos de origen biolégico constituyen una de las atractivas
banderas vinculadas a las soluciones sustentables que empresas del sector agro-
biotecnoldgico incorporan para la mejora de las buenas practicas agricolas. Siendo de
importancia en la generacion de conocimiento y la base a futuras investigaciones en el
tema.

Los resultados de estas formulaciones estan encaminadas a la obtencion de bioinsumos
mas estables, amigables y seguros con la salud ambiental y de las personas. Asi mismo
abren la puerta para transferir la tecnologia a empresas del sector agropecuario
generando conocimiento e investigacidon, ademads se convertirse en un insumo para el
desarrollo de las zonas de impacto del proyecto.

Con la experiencia aportada en la ejecucion de la presente investigacidn se puede pensar
en soluciones sostenibles al alcance de las comunidades en problematicas
agroindustriales mediante el uso y aprovechamiento del microbioma de cada regién en
procesos de manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE).

Bajo una mirada integradora de la tematica se plantea la necesidad de incrementar el
trabajo experimental en condiciones controladas de laboratorio y campo. Asi mismo la
calidad de las formulaciones facilitard la instalacion de estos productos definitivamente
en la agricultura extensiva.
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v" la Informacién presentada en el presente informe puede ser considerada un insumo
para el abordaje de esta tematica en cualquier escenario, donde hay un claro impacto
en diferentes actores como: los productores y sus organizaciones, los investigadores en
universidades e institutos, la industria de los bioinsumos, el estado con sus instituciones
y la sociedad toda en sus multiples facetas.
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