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No hay enigmas, si un problema puede plantearse, es que puede resolverse
(Ludwig Wittgenstein)

Lo entretenido de la investigaciéon es que por cada respuesta obtenida una infinidad de

preguntas mas vienen a inquietarte y casi siempre de madrugada

(propia)
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Resumen

La limitacién en el uso de fungicidas para el control de enfermedades en postcosecha de fruta
es un grave problema en el sector fruticola actual. Debido a esto, el uso de estrategias
alternativas como el control biolégico microbiano son fundamentales para la produccién de
fruta de calidad. Sin embargo, el desatrollo de programas de biocontrol eficaces requiere de un
fuerte conocimiento de la capacidad de control y los mecanismos de accién usados por el
agente microbiano que se pretende emplear, asi como de la posibilidad para que éste pueda
ser producido y formulado a nivel comercial. En este contexto, la bacteria Bacillus subtilis cepa
CPA-S8 aislada de la superficie de nectarinas en el Laboratorio de Patologfa de Postcosecha del
Centro IRTA (Lleida) ha demostrado tener una importante capacidad de biocontrol de
enfermedades de postcosecha de fruta de hueso. Su futuro uso a nivel comercial depende del
estudio de su potencial de biocontrol de enfermedades de postcosecha de fruta; asi como del
desarrollo de procesos para su 6ptima produccion y formulacion.

La presente tesis tiene como objetivo fundamental evaluar aspectos clave para el desarrollo de
B. subtilis CPA—8 como agente eficaz de control biolégico de enfermedades de postcosecha de
fruta. Para cumplir con este objetivo, en primer lugar, se realiz6 un andlisis detallado de las
caractetisticas bioldgicas de la cepa CPA-8 como su crecimiento en medio de cultivo,
produccion de endosporas y sustancias antifungicas; asf como su potencial para el control de
importantes podredumbres de postcosecha de naranja, manzana y fruta de hueso (Capitulo 1).
Con estos resultados el siguiente paso fue estudiar el modo de accién usado por B. subrilis
CPA-8 para la supresién de patégenos de postcosecha, concretamente contra Monilinia spp.
causante de la podredumbre marrén en fruta de hueso (Capitulo 2). Mediante la combinacion
de herramientas de analisis quimico, molecular y biologico se determinaron los principales
factores implicados en la capacidad antagénica de la cepa CPA-8 contra Monilinia spp. El
siguiente paso fue optimizar la produccién de B. subrilis CPA-8, para lo cual se desarroll6 un
medio de cultivo de bajo coste que proporcionase un crecimiento alto y mantuviese la eficacia
de biocontrol (Capitulo 3). Primero se buscaron fuentes de nitrégeno y carbono econémicas
entre productos comerciales y subproductos agroalimentarios. Posteriormente se realizé el
escalado de produccién de la bacteria en un bioreactor de 5 Ly se comprobd la efectividad
para el control de Monilinia spp. en melocotones. El paso final fue la formulacién de B. subtilis
CPA-8 mediante secado por atomizacion (Capitulos 4 y 5). Este método fue seleccionado por
dos motivos, por un lado porque ésta es una técnica de secado viable para formulacion de
bacterias a bajo coste y en base a los resultados obtenidos en el capitulo 1 sobre la capacidad
de la bacteria para producir endosporas resistentes al calor y eficaces contra patgenos de
postcosecha de fruta. Primero se realiz6 un estudio comparativo del efecto de la atomizacion
sobre la supervivencia de B. subrilis CPA-8 y del agente de biocontrol Pantoea agglomerans
CPA-2 (Capitulo 4). Posteriormente se realizd una evaluacion de las sustancias
protectoras/material de soporte més adecuadas para la atomizacién de la cepa CPA-8, y de
los mejores productos atomizados se evaluaron los distintos medios de rehidratacién y la
actividad antifingica; asi como su vida util y efectividad durante conservacion (Capitulo 5).
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Potencial de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta

Los resultados obtenidos en el capitulo 1 indicaron que B. subrilis CPA-8 produce células,
endosporas resistentes al calor y compuestos que tienen una alta actividad antagonica 7 vitro
contra los principales patégenos de postcosecha de fruta Bosytis cinerea, Monilinia laxa,
Monilinia fructicola, Penicillium digitatnm, Penicillinm italicuns y Penicillinm expansum. 1Los tratamientos
de células, endosporas y sobrenadantes libres de células de la cepa CPA-8 mostraron
diferentes niveles de efectividad para el control de podredumbres en naranja, manzana y fruta
de hueso, presentando los mejores resultados contra Monilinia spp. en fruta de hueso con
reducciones de la incidencia de la enfermedad hasta del 100 %. El ensayo de dosis de
diferentes tratamientos de la cepa CPA-8 a 108, 107 y 106 UFC ml fueron efectivos contra
Monilinia spp., de forma similar o mejor que Serenade Max®.

El estudio del modo de accién de B. subsilis CPA-8 (Capitulo 2) demostrdé que los
sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos liquidos tenfan una alta actividad
antifungica 7 vitro contra Monilinia spp. similar a la observada con suspensiones celulares. Los
analisis mediante PCR y bioautografia en TLC de extractos butandlicos de estos
sobrenadantes en comparacién con los de las cepas de referencia de B. subtilis UMAF6614 y
UMAF6639, revelaron la produccion de las principales familias de lipopéptidos antifingicos
conocidos en Bacillus (fengicinas, iturinas y surfactinas), lo que apunté a la antibiosis como el
principal mecanismo de accién implicado en la capacidad de biocontrol de B. subtilis CPA-8.
Las fracciones correspondientes a las fengicinas fueron las responsables de la actividad
inhibitoria de la cepa CPA-8 frente a Monilinia spp. Estos resultados fueron definitivamente
corroborados mediante la construccién de mutantes de B. subtilis CPA—8 defectivos para la
produccion de fengicina interrumpiendo la expresion del gen fenB. Los analisis por PCR 'y
bioautografia en TLC revelaron que los mutantes defectivos de la cepa CPA-8 perdieron la
capacidad de inhibir a Monilinia spp. por su incapacidad para producir fengicinas. Los ensayos
de efectividad en fruta utilizando tratamientos provenientes de los mutantes de la cepa CPA—8
demostraron que éstos habian perdido su capacidad para controlar la podredumbre causada
por Monilinia spp. con porcentajes de incidencia similares a los observados en el control sin
tratar, mientras que los tratamientos con la cepa parental o Serenade Max® presentaron
reducciones de enfermedad de hasta el 100 %. Todos estos resultados demostraron que la
produccion de fengicinas juega un papel muy importante en la efectividad de B. subtilis CPA-8
para controlar la podredumbre marrén del melocotén; y que éste resulta ser el principal
mecanismo de accién implicado en su capacidad de biocontrol.

En la optimizacién de la produccién de B. subuilis CPA-8 (Capitulo 3) los resultados
obtenidos demostraron que se pueden conseguir altos niveles de biomasa (supetiores a
3%10° UFC ml") usando dos medios de bajo coste compuestos por hatina de soja
desengrasada 44 % a 40 g L' como fuente de nitrégeno en combinaciéon con sacarosa a
20 g -1 o melaza a 5 g L1 como fuentes de carbono. Ademas la produccién de la cepa CPA-8
en este medio de bajo coste pudo ser escalada a nivel de laboratorio en un bioreactor de 5 L
de capacidad a 30 °C, con agitacién de 200 rpm y flujo de aire de 100 L h-!, manteniendo las
concentraciones de la bacteria a 3X10° UFC ml. Los ensayos en fruta con tratamientos de la
cepa CPA-S8 crecida en el medio optimizado de bajo coste demostraron que ésta mantenia su
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eficacia de biocontrol contra M. fructicola en melocotones con reducciones de enfermedad de
hasta el 95 %, similar a los tratamientos de la bacteria crecidos en medios de laboratotio. Las
poblaciones de CPA-8 sobrevivieron en heridas de melocotones inoculados,
independientemente de los medios de cultivo utilizados. Estos resultados proporcionan una
base fiable para la produccién de la cepa CPA-8 a nivel industrial.

En la formulacién de B. subtilis CPA—8 mediante secado por atomizacion (Capitulos 4 y 5) los
resultados demostraron que esta bacteria es capaz de sobrevivir a las altas temperaturas del
proceso (32.3 % de viabilidad y 3.3x10° UFC g de concentracion final de producto),
comparado con P. agglomerans CPA-2 utilizada como modelo de bacteria sensible al calor y no
formadora de endosporas que no fue resistente (menos del 2 % de viabilidad). La
supervivencia de la cepa CPA-8 a la atomizacién estuvo directamente relacionada con su
capacidad para producir endosporas resistentes a las altas temperaturas. La resistencia al calor
de la cepa CPA—8 ademas dependi6 de la fase de crecimiento, siendo el cultivo de 72 h, mas
resistente que el de 24 h, probablemente por su mayor contenido de endosporas.

Los tesultados obtenidos en el estudio de la sustancia protectora/material de soporte mas
adecuada para la atomizacion de B. subrilis CPA-8 demostraron que cuatro diferentes
combinaciones de leche desnatada en polvo y MgSO4 provefan una buena recuperacion de
polvo (28-38 %) y contenidos de humedad del 7-13 %. La supervivencia de la cepa CPA-8
varié considerablemente en los atomizados con los cultivos de 24 h y los de 72 h. Las
formulaciones de 72 h mostraron una mayor supervivencia (28-32 %) y con concentraciones
finales entorno a 1.6-3.3X10° UFC g, mientras que la viabilidad de los atomizados de 24 h
fue inferior al 1 %, por lo cual se seleccionaron para su posterior evaluacién. Diferentes
rehidratantes como el agua o tampon fosfato proporcionaron una buena recuperacion de
células viables en las formulaciones de CPA-8 similares a las obtenidas en leche desnatada en
polvo o sacarosa al 10 % por lo que el agua puede utilizarse como rehidratante con la ventaja
a nivel practico que supone. El estudio de la vida util de las formulaciones de la cepa CPA-8
almacenadas a 4 °C (ftio) y a 20 °C (temperatura ambiente) demostré que la viabilidad se
mantuvo o disminuy6 ligeramente entorno a 0.2-0.3 log durante 6 meses de almacenamiento.
Ademas después de 4 y 6 meses de almacenamiento estas formulaciones controlaron la
podredumbre martén causada por Monilinia spp. en nectarinas y melocotones mostrando
reducciones de la incidencia de la enfermedad entre el 90 y 100 %. Los resultados obtenidos
demostraron que la atomizacion podria ser un método de secado adecuado para obtener
formulaciones estables y eficaces de B. subtilis CPA-8.

En conclusion los estudios realizados en esta tesis demuestran el potencial del agente de
biocontrol B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta y sientan
las bases para su postetior implementacion de la produccién y formulacion a nivel comercial
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Resum

La limitacié en I'ds de fungicides per al control de malalties en postcollita de fruita és una
problematica d’elevada magnitud en el sector fructicola actual. Degut a aixo I'Gs d’estrategies
alternatives com el control biologic microbia sén fonamentals per a la produccié de fruita de
qualitat. Malgrat tot, el desenvolupament de programes de biocontrol eficagos requereix d’un
coneixement profund de la capacitat de control i els mecanismes d’accié utilitzats per I'agent
microbia que es pretén emprar, aix{ com de la possibilitat per a qué aquest pugui ésser produit
1 formulat a nivell comercial. En aquest context, la bactéria Bacillus subtilis soca CPA-8 aillada
de la superficie de nectarines al Laboratori de Patologia de Postcollita del Centre IRTA
(Lleida) ha demostrat tenir una bona capacitat de biocontrol de malalties de postcollita de
fruita de pinyol. El seu futur us a nivell comercial depen de l'estudi del seu potencial de
biocontrol de malalties de postcollita de fruita; aixi com del desenvolupament de processos
per a Poptimitzaci6 de la produccié i formulacié.

La present tesi tenia com a objectiu principal avaluar aspectes clau per al desenvolupament de
B. subtilis CPA—8 com agent efectiu per al control biologic de malalties de postcollita de fruita.
Per a complir amb aquest objectiu, en primer lloc, es va dur a terme una analisi detallada de les
caractetistiques biologiques de la soca CPA-8 com ara el seu creixement en medi de cultiu,
producci6 d’endospores i substancies antifungiques; aixi com el seu potencial per al control de
malalties importants en postcollita de taronja, poma i fruita de pinyol (Capitol 1). Amb aquests
resultats, el seglient pas fou estudiar el mode d’acci6 utilitzat per B. subtilis CPA-8 per a la
supressié6 de patogens de postcollita, concretament contra Mowilinia spp. causant de la
podridura marr6 en fruita de pinyol (Capitol 2). Mitjancant la combinacié d’eines d‘analisi
quimic, moleculars i biologiques es van determinar els principals factors implicats en la
capacitat antagonica de la soca CPA-8 contra Monilinia spp. El pas segiient fou optimitzar la
producci6 de B. subtilis CPA=8, en aquest sentit es va desenvolupar un medi de cultiu de baix
cost que proporcionés un creixement alt i mantingués P'eficacia de biocontrol (Capitol 3).
Primer es van buscar fonts de nitrogen i de carboni economiques entre productes comercials 1
subproductes agroalimentatis. Posteriorment es va dur a terme P'escalat de la producci6 de la
bactéria en un bioreactor de 5 L i es va comprovar Pefectivitat per al control de Monilinia spp.
en préssecs. El pas final fou la formulacié de B. subtilis CPA—8 mitjancant I'assecat per
atomitzacié (Capitols 4 1 5). Aquest meétode fou seleccionat per dos motius, d’'una banda
perqué aquesta és una técnica d’assecat viable per a formulacié de bacteries a baix cost 1 per
Ialtra banda en base als resultats obtinguts en el capitol 1 sobre la capacitat de la bactéria per
produir endospores resistents al calor i efectives contra patogens de postcollita de fruita.
Primer es va dur a terme un estudi comparatiu de lefecte de Patomitzacié sobre la
supervivencia de B. subtilis CPA-8 1 de l'agent de biocontrol Pantoea agglomerans CPA-2
(Capitol 4). Posteriorment es va realitzar una avaluacié de les substancies protectores/material
de suport més adequades per a 'atomitzacié de la soca CPA-8, i amb els millors productes
atomitzats es van avaluar diferents medis de rehidratacié i Pactivitat antifingica; aixi com la
vida atil y 'efectivitat durant "'emmagatzemament (Capitol 5).
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Els resultats obtinguts en el capitol 1 demostraren que B. subtilis CPA-8 produeix cel-lules,
endospores resistents al calor i compostos que tenen una alta activitat antagonica z vifro
contra els principals patogens de postcollita de fruita Botrytis cinerea, Monilinia laxa, Monilinia
Sructicola, Penicillinm  digitatum, Penicillinm italicum 1 Penicillinm  expansum. Els tractaments de
cel-lules, endospores y sobrenedants lliures de cel-lules de la soca CPA—8 mostraren diferents
nivells d’efectivitat per al control de podridures en taronja, poma i fruita de pinyol, presentant
els millors resultats contra Monilinia spp. en préssecs i nectarines amb reduccions de la
incidéncia de la malaltia fins al 100 %. L’assaig de dosis de diferents tractaments de la soca
CPA-8 a 108, 107 i 10¢ UFC mL-! foren efectius contra Monilinia spp. de forma semblant o
millor al Serenade Max®.

L’estudi del mode d’acci6 de B. subtilis CPA-8 (Capitol 2) va demostrar que els sobrenedants
lliures de cellules provinents de cultius liquids tenen una alta activitat antifingica i vitro
contra Monilinia spp. similar a I'observada amb suspensions cel-lulars. Les analisis mitjancant
PCR 1 bioautografia en TLC d’extractes butanolics d’aquests sobrenedants en comparacio
amb els de les soques de referéncia de B. subtilis UMAF6614 1 UMAF6639, van revelar la
produccié de les principals families de lipopeptids antifingics coneguts en Baeillus (fengicines,
iturines 1 surfactines), fet que apuntava l'antibiosi com a principal mecanisme d’accié implicat
en la capacitat de biocontrol de B. subrilis CPA-8. Les fraccions corresponents a les fengicines
foren les responsables de l'activitat inhibitoria de la soca CPA-8 enfront de Monilinia spp.
Aquests resultats van ser corroborats definitivament mitjan¢ant la construccié de mutants de
B. subtilis CPA—8 defectius per a la produccié de fengicina interrompent 'expressié del gen
JfenB. Les analisis per PCR 1 bioautografia en TLC revelaren que els mutants defectius de la
soca CPA-8 perdien la capacitat d’inhibir a Monilinia spp. per la seva incapacitat per a produir
fengicines. Els assaigs d’efectivitat en fruita utilitzant tractaments provinents dels mutants de
la soca CPA-8 van demostrar que aquests havien perdut la capacitat de controlar la podridura
causada per Monilinia spp. amb percentatges d’incidencia similars als observats en el control
sense tractar, mentre que els tractaments amb la soca parental o Serenade Max® presentaven
reduccions de la malaltia de fins el 100 %. Tots aquests resultats demostraren que la produccié
de fengicines juga un paper molt important en efectivitat de B. subrilis CPA-8 per a controlar
la podridura marré del préssec; 1 que aquest resulta ser el principal mode d’accié implicat en la
seva capacitat de biocontrol.

En Poptimitzacié de la produccié de B. subtilis CPA—8 (Capitol 3) els resultats obtinguts van
demostrar que és possible aconseguir alts nivells de biomassa (superiors a 3X10° UFC mL-)
emprant dos medis de baix cost composats per farina de soja desengreixada 44 % a 40 g -1
com a font de nitrogen en combinacié amb sacarosa a 20 g L1 o melassa a 5 g L' com a fonts
de carboni. A més a més, la produccié de la soca CPA-8 en aquest medi de baix cost va poder
ser escalada a nivell de laboratori en un bioreactor de 5 L de capacitat a 30 °C, amb agitacié de
200 rpm i flux daire de 100 L h-!, mantenint les concentracions de la bacteria a
3X%10° UFC mL-. Els assaigs en fruita amb tractaments de la soca CPA-8 crescuda en el medi
optimitzat de baix cost van demostrar que aquesta mantenia la seva eficacia de biocontrol
contra M. fiucticola en préssecs amb reduccions de la malaltia de fins al 95 %, similar als
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tractaments de la bacteria crescuts en medis de laboratori. Les poblacions de CPA-8 van
sobreviure en ferides de préssecs inoculats, independentment dels medis de cultiu utilitzats.
Aquests resultats proporcionen una base fiable per a la produccié de la soca CPA-8 a nivell
industrial.

En la formulaci6 de B. subrilis CPA—8 mitjancant assecat per atomitzacié (Capitols 4 i 5) els
resultats demostraren que aquesta bacteria és capag¢ de sobreviure a les altes temperatures del
procés (32.3 % de viabilitat 1 3.3%10° UFC g-! de concentraci6 final de producte), comparada
amb P. agglomerans CPA-2 utilitzada com a model de bacteria sensible a la calor i no
formadora d’endospores que no fou resistent (menys del 2 % de viabilitat). La supervivencia
de la soca CPA-8 a I'atomitzaci6 va estar directament relacionada amb la seva capacitat per a
produir endospores resistents a les altes temperatures. La resisténcia a la calor de la soca
CPA-8 a més a més va dependre de la fase de creixement, essent el cultiu de 72 h, més
resistent que el de 24 h, probablement pel seu major contingut d’endospores.

Els resultats obtinguts en I'estudi de la substancia protectora/matetial de suport més adequada
per a l'atomitzacié de B. subtilis CPA—8 van demostrar que quatre diferents combinacions de
llet desnatada en pols 1 MgSO4 proveien una bona recuperacié de pols (28-38 %) i continguts
d’humitat del 713 %. La supervivéncia de la soca CPA-8 fou diferent en els atomitzats dels
cultius de 24 i 72 h. Les formulacions de 72 h mostraven una major supervivéncia (28-32 %o)
y amb concentracions finals al voltant d’1.6-3.3x10° UFC g-!, mentre que la viabilitat dels
atomitzats de 24 h fou inferior a I'l %, fet pel qual les primeres van seleccionar—se per a la
seva posterior avaluacié. Diferents rehidratants como laigua o el tampé fosfat van
proporcionar una bona recuperacié de céllules viables en les formulacions de CPA-8 similars
a les obtingudes amb llet desnatada en pols o sacarosa al 10 % amb el que es dedueix que
laigua pot utilizar—se com a rehidratant amb 'avantatge a nivell practic que aixo suposa.
L’estudi de la vida util de les formulacions de la soca CPA-8 emmagatzemades a 4 °C (fred) 1
a 20 °C (temperatura ambient) va demostrar que la viabilitat es mantenia o disminufa
lleugerament (0.2-0.3 log) durant 6 mesos d’emmagatzematge. A més a més, després de 4 i
6 mesos de conservacié aquestes formulacions controlaven la podridura marré causada per
Monilinia spp. en nectarines i préssecs mostrant reduccions de la incidéncia de la malaltia entre
el 901 100 %. Els resultats obtinguts van demostrar que I'atomitzacié podria ser un métode
d’assecat adequat per a obtenir formulacions estables i efectives de B. subtilis CPA-8.

En conclusi6 els estudis realitzats en aquesta tesi demostren el potencial de I'antagonista
B. subtilis CPA—8 per al control de malalties de postcollita de fruita 1 estableixen les bases per a
la seva posterior implementaci6 de la producci6 i formulaci6 a nivell comercial.
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Summary

Synthetic fungicides are the primary means to reduce losses caused by postharvest
diseases. However, public concern for their negative impact on human health and
environment associated with undesirable chemical residues on fruit and proliferation of
fungicide—resistant isolates have impelled the search for alternative methods. Biological
control using microorganisms has emerged as an effective alternative to control postharvest
diseases and to produce quality fruit free of fungicide residues. However, the development
of a successful biocontrol product requires a strong knowledge about the antagonistic
ability and mechanisms of action used by the microbial agent to disease suppression and the
possibility for its production and formulation to commercial application. In this context,
Bacillus subtilis strain CPA-8 isolated from nectarines surface in the Postharvest Pathology
Laboratory from IRTA centre (Lleida) has shown a significant capacity for biocontrol of
postharvest diseases of stone fruit. Its future use on a commercial level depends on its
antagonistic potential to control fruit postharvest diseases as well as an optimum
production and formulation systems.

This thesis has the main objective to evaluate key aspects involved in development of
B. subnilis CPA—8 as an effective biocontrol agent of postharvest diseases on fruit. To
achieve this objective, first, the CPA-8 growth and production of endospores and
antifungal substances were characterized. Then, biocontrol potential of B. subtilis CPA-8
was tested against the main postharvest decay on oranges, apples and stone fruit
(Chapter 1). Based on these results, the mechanism of action used by CPA-8 to suppress
postharvest pathogens, particularly against Monilinia spp. causing brown rot in stone fruit
was studied (Chapter 2). Based on chemical, molecular and biological analysis the key
factors involved in the biocontrol activity of CPA-8 against Monilinia spp. were identified.
Next step was optimizing B. subtilis CPA—8 production by developing a low cost medium
that provide maximum bacterium growth and maintain its biocontrol efficacy (Chapter 3).
First, different media combining economical nitrogen and carbon sources from commercial
products and by—products were evaluated. Second, CPA—8 production was scaled up in a
5-liter bioreactor and the efficacy to control of Mowuilinia spp. in peaches was evaluated. The
final step was B. subrilis CPA-8 formulation by spray drying (Chapters 4 and 5). This
method was selected because it is a cost effective technique for bacteria preservation and
results of Chapter 1 indicated that CPA—8 was heat resistant by endospores production
capacity. These endospores had also demonstrated good antifungal activity against fruit
postharvest pathogens. First, the role of endospore production by B. subtilis CPA-8 on its
survival to spray—drying process was investigated by comparing CPA—8 with the biocontrol
agent Pantoea agglomerans CPA-2 as model of heat—sensitive and non-spore forming
bacterium (Chapter 4). Finally, catriers/protectants wete evaluated to prepare CPA-8
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formulations by spray drying; and with the best CPA—8 formulations rehydration media,
shelf life stability and biocontrol efficacy during storage were evaluated (Chapter 5).

The results obtained in Chapter 1 indicated that CPA-8 produces cells, heat—resistant
endospores and compounds with high antifungal activity iz vitro against the major fruit
postharvest pathogens Botrytis cinerea, Monilinia laxa, Monilinia fructicola, Penicillium digitatum,
Penicillinm italicum and Penicillinm expansum. Treatment of cells, endospores and cell-free
supernatants of CPA—8 showed different efficacy levels to control fugal decay on oranges,
apples and stone fruit, obtaining the best results against Mowuilinia spp. on stone fruit with
disease reductions up to 100%. Dose tests demonstrated that different CPA—8 treatments at
108, 107 and 106 CFU mL-! were effective against Monilinia spp., similar or better than
Serenade Max®, a commercial biocontrol product based in a B. su#btilis strain. Experimental
evidence suggested that B. subtilis CPA—8 has biocontrol potential to control postharvest
diseases on several fruit types, particularly against peach brown rot.

The mode of action study (Chapter 2) showed that cell free supernatants and butanolic
extracts from liquid cultures of B. subtilis CPA-8 had a strong antifungal activity 7 vitro
against Monilinia spp. similar to that observed with cell suspensions. Fengycin, iturin and
surfactin lipopeptides were identified by TLC in butanolic extracts from cell free
supernatants of CPA—a by comparison with the B. subtilis reference strains UMAFG6614 and
UMAF6639, indicating that antibiosis could be the major factor involved in the CPA-8
biological control ability. TLC—bioautography analysis showed that CPA-8 antifungal
activity was associated only with fengycin lipopeptide. These results were definitively
supported by mutagenesis analysis targeted to suppress fengycin biosynthesis by disruption
of the fenB gene. PCR and TLC-bioautography analysis allowed to identify CPA-8
transformants with reduced or suppressed antifungal activity and to select the defective
phenotype associated with the lack of fengycin bands. Fruit trials confirmed that
fengycin—defective mutants lost their ability to control peach brown rot disease in
comparison with CPA-8 wild type strain or Serenade Max®. Taken together our data
indicate that fengycin-like lipopeptides play a major role in the biological control
potential of B. subtilis CPA—8 against peach brown rot.

The results obtained in Chapter 3 indicate that high production levels of B. subtilis CPA-8
(>3%x10° CFU mL") could be achieved in a low cost medium based on defatted soy flour
44 % (40 g L") with sucrose (20 g L) or molasses (5 g L-!). CPA-8 production in the
optimized low cost medium was scaled—up in a 5-L bioreactor at 30 °C under shaking at
200 rpm and with air flow of 100 L h-! and production was maintained around 3x10°
CFU mlL-!. Fruit trials with cells and cell free supernatants obtained from CPA-8 grown in
optimized medium maintained biocontrol efficacy against M. fructicola in peaches showing
disease reduction up to 95 %, similar to the treatment from bacterium grown in expensive
laboratory media. CPA-8 populations survived in wounds on inoculated peaches, regardless
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of the culture media used. The results could be used to provide a reliable basis for the
fermentation scaling—up process to an industrial level.

The results obtained in Chapters 4 and 5 indicate that B. subrilis CPA-8 is heat resistant to
high temperatures involved in spray—drying process by endospore production comparing
with the heat sensitive and non—spore forming P. agglomerans CPA—2. The 72—h—old CPA-8
cultures spray—dried showed the best survival with 32.3 % viable cells recovery and a final
concentration product of 3.3x10° CFU g1, while CPA-2 viability was lower than 2 %.
Heat resistance of CPA—8 was also depending on growth time, being 72—h—old culture more
resistant than 24-h—old culture, probably due to the higher content of endospores. These
results suggest that endospore production improves CPA-8 resistance to spray—drying
formulation system.

The study of carriers/protectants addition in spray—drying CPA-8 formulations showed
that four different combinations of skim milk and MgSO, provided reasonable recovery
powder (28-38 %) and moisture content (7—13 %). CPA-8 survival varied considerably
among spray—dried 24— and 72-h—old formulations. The 72 h—old CPA-8 culture spray
dried showed the highest survival (28-32 %) and a final concentration product of 1.6-3.3%10°
CFU g, while viability of 24 h—old culture formulations were lower than 1 %. Rehydration
media as water or phosphate buffer provided good recovery of dried cells from CPA-8
formulations as well as skim milk or sucrose both at 10%. This result is a practical
advantage. CPA-8 formulations after 4 and 6 month of storage at 4 °C (cold) or at 20 °C
(room temperature) maintained survival and efficacy to control brown rot caused by
Monilinia spp. on nectarines and peaches achieving disease incidence reductions among 90
and 100 %. Spray drying could be considered a suitable method to obtain stable and
effective formulations of B. subtilis CPA-8.

In conclusion, the studies in this thesis demonstrated the biocontrol potential of B. subtilis
CPA-8 to control postharvest diseases of fruit and established the bases for subsequent
implementation of production and formulation at commercial level.
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Introduccion general
1. Control Biolégico

1.1. Definicién y antecedentes

En la actualidad existe una demanda creciente de los consumidores por alimentos de
calidad, dentro de los cuales las frutas en fresco y sus procesados constituyen un
segmento prioritario por el importante papel que desempefian en la dieta humana
(Kapooria 2007). El concepto de calidad involucra principalmente la disponibilidad de
fruta libre de enfermedades y de residuos quimicos nocivos para la salud humana
(National Research Council 1987), especialmente la infantil (National Research Council
1993). Por esta razén, la producciéon y el manejo de la fruta mediante estrategias
alternativas para reducir o sustituir la aplicacién de productos quimicos sintéticos usados
para controlar enfermedades de postcosecha han adquirido una gran importancia.

Las estrategias alternativas para el control de las enfermedades de postcosecha de fruta
incluyen el uso de atmosferas controladas, medidas profilacticas, incremento de la
resistencia natural, tratamientos de calor y con gases (CO», Ozono, Oy), irradiacion,
pesticidas obtenidos de extractos naturales, productos quimicos de bajo riesgo y control
biolégico. Algunas de estas estrategias se encuentran en fase experimental y resultan
menos factibles de utilizar debido a su elevado coste de aplicaciéon y baja efectividad,
mientras que otras como los fungicidas de bajo riesgo, los tratamientos térmicos (curado)
y el control biolégico solas o combinadas, estan empezando a ser utilizadas a nivel
comercial (Palou e# /. 2001; Usall ez 2/ 2001; Lima ez al. 2006; Torres e al. 2007).

Dentro de las estrategias alternativas, el control biolégico de enfermedades de
postcosecha en frutales usando microorganismos ha sido un area de investigacion muy
activa en los ultimos veinte afios (Droby e a/. 2009). En un sentido amplio, el control
biolégico se puede definir como la reduccién del agente patégeno causante de la
enfermedad por la accion de microorganismos vivos (Baker 1987). En la practica el
control biolégico consiste en el uso de agentes antagénicos, usualmente aislados de la
superficie de los frutos o del material vegetal, que al ser estimulados 7 situ o
reintroducidos artificialmente actian contra las poblaciones del patégeno suprimiendo o
disminuyendo asi el desatrollo de las enfermedades de postcosecha (Barkai—-Golan 2001).
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1.2. Microorganismos antagonicos

En las dltimas dos décadas, el estudio de diversos microorganismos para el control de
enfermedades de postcosecha de fruta ha avanzado intensamente (Teixid6 e¢f a/. 2011). Varios
microorganismos, especialmente levaduras y bacterias, han sido descritos como agentes
efectivos en la reduccién de las podredumbres de postcosecha de fruta de hueso (Wilson y
Pusey 1985; Larena et al. 2005; Guijatro et a/ 2006), peras y manzanas (Leibinger ef al. 1997,
Chand—Goyal y Spotts 1997; Vifias ¢ al 1998; Lima ez al. 1999; El Ghaouth e a/. 2000;
Janisiewicz ef al. 2001; Torres et al. 2005; Sugar y Basile 2008; Zhang ez al. 2006, 2008), citricos
(Teixid6 ez al. 2001; Zheng ez al. 2005; Nunes ¢z al. 2009) y fresas (Karabulut ef a/. 2004).

Las principales ventajas del control mediante microorganismos frente a otros sistemas de
control se pueden resumir en:

¢ Son mas seguros en comparacién con los principales productos quimicos utilizados
actualmente, porque tienen menos riesgos de toxicidad ya que no se acumulan en los
alimentos.

4 Son mas persistentes en el iempo, proporcionando un control mas eficaz.

4 Producen un efecto insignificante en el balance ecolégico de la planta debido a que sélo
interactiian sobre las especies patdgenas contra las que son aplicadas, sin interferir sobre el
resto de la microbiota natural existente, ni favorecer la aparicion de enfermedades nuevas
(Griffiths 1981).

4 Son compatibles con otros sistemas de control con los que se pueden aplicar conjuntamente.

Los inconvenientes que limitan la utilizacién de microotganismos como agentes de biocontrol
son:

4 Similar a los productos quimicos, el elevado coste que supone la determinacion de la
inocuidad del microorganismo antagonico en la salud humana y animal.

¢ En general, un espectro de accién muy especifico si se comparan con los productos
quimicos de sintesis. Ademas, los agentes de biocontrol generalmente reducen las pérdidas
causadas por la enfermedad a niveles aceptables aunque raramente eliminan la enfermedad
completamente (Janisiewicz 1991).

¢ Igual que las moléculas quimicas la existencia de dificultades en cuanto al paso de los
agentes de biocontrol del laboratorio al mercado, sobre todo, debido a la inefectividad que
éstos presentan al ser sometidos a las condiciones incontroladas de campo.

¢ La falta de impulso econdémico necesario para el desarrollo de una tecnologia adecuada
que permita un uso efectivo de los antagonistas (Wisniewski y Wilson 1992).

¢ A diferencia de los productos quimicos, problemas en la formulacién y vida util debido a
que son seres vivos que han de sobrevivir a las condiciones de limitaciéon de nutrientes y
condiciones limitadas de temperatura, desecacion, actividad de agua (), etc.

¢ Problemas en el registro de las formulaciones.
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1.3. Desarrollo de un agente de control biolégico

1.3.1. Criterios de seleccion de un antagonista ideal

A la hora de seleccionar un microorganismo como agente para control biolégico en
postcosecha, ademas de estudiar su poder inhibitorio se han de tener en cuenta muchas
caracteristicas. Segun Wilson y Wisniewski (1989) un antagonista ideal de patdgenos de
postcosecha para el desarrollo de productos comerciales ha de ser:

¢ Genéticamente estable.

¢ Efectivo a bajas concentraciones.

¢ Poco exigente en sus requerimientos de nutrientes.

¢ Capaz para sobrevivir a condiciones ambientales adversas (incluyendo bajas
temperaturas y almacenamiento bajo condiciones controladas).

<

Eficaz contra una amplia gama de patégenos en diferentes tipos de frutas.

<

Capaz de reproducirse en medios de crecimiento econémicos.

<

Prestarse a la formulacién y almacenado por largos periodos sin perder capacidad de
control.

Facil de aplicar.

Resistente a productos quimicos utilizados en postcosecha.

No perjudicial para la salud humana.

* & o o

Compatible con los procedimientos de procesado comercial.

Adicionalmente, el uso de agentes microbianos de control biolégico contra enfermedades
de postcosecha de fruta demanda un amplio conocimiento de los mecanismos de accion a
través de los cuales éstos actian (El Ghaouth e /. 2004). A pesar del gran numero de
investigaciones sobre los microorganismos antagbnicos sus mecanismos de acciéon no han
sido completamente dilucidados (Janisiewicz y Korsten 2002). Los mecanismos utilizados
por los agentes microbianos de biocontrol suelen son diversos e incluyen la reduccién
directa de las poblaciones de los patégenos, proteccion en la superficie de la fruta por
competencia por nutrientes y espacio, produccién de antibidticos e inhibidores de
crecimiento de patégenos e induccién de procesos de resistencia secundaria en el huésped
(Compant et al. 2005).

1.3.2. Etapas y factores en el desarrollo de un agente de biocontrol para la
obtencién de productos comerciales

La identificacién, desarrollo y comercializacion de un producto biolégico es un proceso
largo y costoso (Droby et al. 1998, 2000; Blachinsky ez 2/ 2007) que en las etapas iniciales
demanda al investigador una inversién considerable de tiempo para desarrollar un
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"concepto de producto” y resolver los posibles obsticulos para la comercializacién. Para
que un microorganismo se convierta en un agente de control biolégico y se pueda
comercializar como un producto comercial mas, es necesaria la colaboracién entre grupos
de investigacion y empresas del sector agricola y alimentario; y ha de seguirse una serie de
etapas (Figura 1) que demuestren principalmente: (1) la efectividad de microorganismo
frente al patdgeno, (2) la bioseguridad del antagonista seleccionado tanto para el hombre,
como para el ambiente, y para los organismos que no ha de controlar, (3) la posibilidad de
obtener productos de alta viabilidad y estables a un bajo coste, (4) la posibilidad de
patentar y registrar para un uso comercial, (5) la factibilidad de comercializarlo como un
producto con un rango de efectividad amplio y de facil aplicaciéon (Droby ez a/. 2009).

Identificacion y
caracterizacién del modo de él Bioensayos in vitroe in vivo I
accion

I Pruebas piloto I I Pruebas comerciales I

Aislado-cepa
seleccionado

Escalado de produccion y Registro para uso I

formulacion

Ensayos I Patente H 1

toxicologicos

A 4

Bioproducto

Figura 1. Etapas y factores en el desarrollo de un bioproduto (adaptado de Droby ez a/. 2009).

Adicionalmente, una vez descubierto el antagonista, y con el objetivo de incrementatr su
uso practico se ha de seguir trabajando en otras estrategias para mejorar su efectividad
como: la manipulacién del ambiente nutricional, desarrollo de mezclas de antagonistas y
combinacién con otros sistemas de control.

1.4.Situacién actual y perspectivas de futuro en el control biolégico de
enfermedades en postcosecha de fruta

En los pasados 20 afios, a pesar del gran nimero de investigaciones realizadas en la
bisqueda y aplicacién de agentes microbianos efectivos en la reduccién de las
podredumbres de postcosecha de fruta, pocos de estos agentes han sido implementados a
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nivel comercial; y comparado con el desarrollo de sistemas bioldgicos para el control de
patégenos del suelo esta area sigue siendo muy joven (Droby ez a/. 2009; Teixidé e al.
2011).

Actualmente, los productos biolégicos disponibles en el mercado son Bio—Save®10 y 11
LP (Jet Harvest Solutions, Longwood, Florida USA) (Janisiewicz y Korsten 2002)
formulados a base de Pseudomonas syringae ESC10 y ESC11 registrados en USA por la
Environmental Protection Agency (EPA) para el control de podredumbre en citricos,
cerezas, manzanas y peras; Shemer WGD (AgroGreen Minrav, Israel y en proceso por
Bayer Cropscience) autorizado para su uso en Israel, Turquia, Italia y USA a base de la
levadura Metschnikowia fructicola (Kurtzman y Droby 2001) para tratamientos de campo y
lineas de empacado contra podredumbres de citricos, uva, fresas, frutas de pepita y hueso;
y a nivel europeo, Boni Protect® (BioFem GmbH, Alemania); a base de
Aureobasidium pullulans para el control de podredumbres de frutas de petita; Nexy
(BioNext sprl, Bélgica) a base de Candida oleophila y autorizado para control de P. expansum
y B. cinerea en manzana y pera. Dentro del grupo de trabajo de Patologia de Postcosecha
del Centro IRTA de Lleida se han desarrollado dos agentes de control bioldgico:
Candifruit un formulado liquido a base de la levadura Candida sake CPA-1 (Vifas et al.
1998; Usall ez al. 2001) para el control de enfermedades de frutas de pepita y Pantovital
un formulado en polvo a base de la bacteria Pantoea agglomerans CPA-2 para el control de
las principales podredumbres de citricos y frutas de pepita (Nunes ef /. 2002; Plaza et al.
2004; Cafiamas e¢f al 2008a). Ambos microorganismos estan preparados para ser
comercializados y pueden obtenerse bajo previa demanda.

2. Bacillus subtilis como agente de control biolégico

2.1. Caracteristicas practicas

Bacillus subtilis (Conh) pertenece a la familia Bacillaceae, género Bacillus y sus caracteristicas
son: bacilo Gram—positivo, catalasa—positivo, aerobio estricto (ain que puede crecer en
via anaerdbica), productor de endosporas, de antibiéticos y matriz extracelular (biofilm)
que comunmente se encuentra en el suelo. En cultivo en placa, las colonias son de color
blanco, opacas, con consistencia viscosa, margen ondulado, elevacién plana y forma
irregular. En el microscopio electrénico de barrido (Scanning Electronic Microscope,
SEM) se observa que las células son bacilates y presentan flagelos peritricos que le
permiten el movimiento.

El potencial de B. subtilis se basa en su capacidad para producir una amplia gama de
moléculas bioactivas, que muestran fuertes propiedades antifungicas, junto con una baja
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toxicidad, alta biodegradabilidad y caracteristicas amigables con el medio ambiente en
comparacién con los pesticidas quimicos (Chen ez a/. 2008). Adicionalmente, la capacidad
para formar endosporas, que le proporciona un alto nivel de resistencia a condiciones
ambientales extremas, hace que estas bacterias sean buenas candidatas para el desarrollo
de bioproductos (Errington 2003; Ongena e# a/. 2009).

B. subtilis se ha utilizado durante décadas para la elaboracién de suplementos alimentos
(probidticos) para animales y humanos asi como de medicinas (Cutting 2011).
Actualmente, un gran nimero de cepas de B. su#btilis y sus metabolitos como enzimas son
usadas a nivel comercial en elaboracion de alimentos, medicamentos, cosméticos y
productos biolégicos de uso agricola y para bioremediacién (Ongena y Jacques 2008). En
agricultura, B. subtilis junto con otras especies del género Bacillus representan
aproximadamente la mitad de los bioplaguicidas disponibles cometcialmente en el
mercado mundial (Fravel 2005). En USA B. subtilis se encuentra dentro del grupo de
sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) y diferentes productos comercializados
bajo el nombre de Serenade® (B. subrilis QST 713; AgraQuest Inc., California, USA) son
utilizados para el control de enfermedades fungicas en vegetales, frutas, frutos secos y
cultivos viticolas. A nivel Europeo, Serenade® es comercializado por la BASF
(Ludwigshafen, Alemania) y su principio activo B. subtilis cepa QST 713 esta incluida en el
Anexo 1 de la UE.

En las condiciones de postcosecha, B. subtilis fue la primera especie bacteriana descrita
como agente de biocontrol de la podredumbre marrén del melocotén causada por
Monilinia fructicola (Pusey y Wilson 1984). Estos trabajos incluso brindaron una base para
los principios del control biolégico microbiano usados en estas dos décadas.
Actualmente, algunas cepas de B.subtilis 'y su estrechamente relacionada
Bacillus amyloliguefaciens sp. nov., nom. rev. estan siendo estudiadas y testadas en aplicaciones
de postcosecha de fruta en ensayos piloto y a nivel comercial (Obagwu y Korsten 2003;
Arrebola et al. 2010b; Casals e al. 2010; Osman e a/. 2011). Adicionalmente, algunos
estudios han evaluado el potencial del producto comercial Serenade® para el control de
podredumbres en melocotén (Restuccia e a/. 2000); y otros como Kodiak® and Epic®
formulados a base de las cepas GB03 y GB07 de B. subtilis contra la podredumbre
causada por P. digitatum en naranjas (Zhang y Dou 2002).

2.1.1. Produccién de moléculas bioactivas: lipopéptidos antifingicos

Un significativo nimero de cepas de B. subtilis se han identificado como verdaderas
microfabricas de una amplia gama de compuestos bioactivos potencialmente inhibidores
del crecimiento de hongos fitopatégenos (Stein 2005). Esta capacidad de B. subtilis se
relaciona a que un promedio entre el 4 y el 5 % del genoma se dedica a la produccién de
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antibiéticos (Stein 2005). Los compuestos producidos por B. subtilis son moléculas
bioactivas de naturaleza quimica compleja que tienen una fuerte capacidad antibidtica y
antifingica (Ongena y Jacques 2008). Los grupos principales estin constituidos por
antibidticos como zwittermicin—A (He ez al. 1994; Hsich e al. 2008), kanosamina (Stabb e 4/
1994) y lipopéptidos (Ongena y Jacques 2008). De estos tres grupos, los lipopéptidos son los
compuestos mas estudiados por su alta actividad biocida, el potencial biotecnologico y las
posibles aplicaciones en biocontrol (Chen ez a/. 2008).

Los lipopéptidos son proteinas ciclicas sintetizadas a partir de complejos multienzimaticos
largos (Stein 2005). Su estructura quimica comprende una parte ciclica constituida por un
unico acido graso que tiene ligados de 7 a 10 o—aminoacidos (Akpa e a/. 2001). Estan
agrupados en tres familias: surfactinas, iturinas y fengicinas (Peypoux e al 1978;
Razafindralambo ef a/ 1993; Peypoux et al. 1999) (Figura 2). La familia de surfactinas son
heptapéptidos que tienen un acido graso @—hidroxilo con una cadena de atomos de carbono
de 13 a 16. Son poderosos surfactantes con excepcionales propiedades emulsificantes y
espumantes usados en bioremediacion y biotecnologia (Jacques 2011). No son fungitdxicas
por ellas mismas pero muestran actividad antifingica en sinergismo con iturina A
(Maget—Dana ez a/. 1992). La familia de las iturinas (principalmente iturina A y C,
bacillomicina D, F, L. y LC y micosubtilina) al igual que las surfactinas son heptapéptidos con
un acido graso f—amino de Cis+ a Ci7 de largo, que tienen actividad antifingica e inhibitoria
del crecimiento de un amplio rango de patégenos de plantas (Romero ¢f a/ 2007a); y la familia
de las fengicinas (principalmente fengicina A y B) son decapéptidos con un anillo interno de
lactona en la fraccién peptidica y un acido graso B—hidroxilo de Ci4+—Cis que pueden ser
saturados o insaturados. Las fengicinas son menos conocidas que las iturinas y surfactinas,
pero mantienen una actividad fungitéxica fuerte, especialmente contra los hongos
filamentosos (Vanittanakom ez /. 1986; Romero ¢z al. 2007b).

(@) ne (b) ©

Figura 2. Estructura representativa de lipopéptidos de las familias (a) surfactina; (b) iturina y
(c) fengicina (Peypoux ez a/. 1999; Bonmatin ez al. 2003; Dufour ez a/. 2005).
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2.1.2. Produccion de endosporas

Las endosporas son producidas de forma natural por determinados grupos de bacterias como
un medio para sobrevivir a las condiciones ambientales extremas y durante largos petiodos de
tiempo (Nicholson e¢f a/ 2000). Las bacterias formadoras de endosporas normalmente estan
dentro de los géneros Gram positivo Bacillus y Clostridium, aunque un gran numero de otros
géneros menos conocidos también son formadores de endosporas. La especie formadora de
endosporas mas estudiada es B. subtilis; utilizada como un sistema modelo en estudios
bioquimicos, fisiologicos y genéticos. La esporulacion en B. subtilis particularmente es una
herramienta valiosa para entender vatios procesos bacterianos, como la regulacion
transcripcional y el ciclo celular a nivel molecular (Errington 2003; Madigan y Martinko 2000).
Las endosporas producidas por B. su#btilis son estructuras de reposo (no reproductivas) que se
caractetizan por tener un estado metabdlico practicamente detenido. La estructura de la
endospora bacteriana, intrinseca a la supervivencia, contiene un cromosoma condensado e
inactivo y capas adicionales alrededor, incluyendo una corteza rica en peptidoglicano y una o
mas capas de material proteico como envoltura de la espora (Henriques y Moran 2007)
(Figura 3). En conjunto estos elementos, protegen la endospora de la escasez de nutrientes,
desecacién, temperaturas extremas de calor (normalmente hasta 80-85 °C en la mayoria de las
especies), agentes oxidantes, radiacion UV y gama, la exposicion a solventes, detergentes, el
peréxido de hidrégeno y enzimas como la lisozima (Nicholson ez /. 2000).
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Figura 3. Ciclo de esporulacion de B. subtilis (Ertington 2003; Cutting 2011).
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En condiciones naturales extremas para la supervivencia en el suelo, materia vegetal o el aire,
las células vegetativas sufren una serie de complejos cambios genéticos, metabodlicos y
estructurales denominados esporogénesis. Estos cambios les conducen a la diferenciacion, en
su interior de una célula durmiente (la endospora). La célula madre (la célula vegetativa
original que generd la endospora) finalmente se autolisa, liberando la endospora, que es capaz
de permanecer en estado ctiptobidtico durmiente, varios decenios e incluso siglos. Las
endosporas son facilmente diseminadas por el aire y cuando caen en un medio liquido, como
el agua, se desencadena su rapida germinacion y se reinicia la actividad metabolica, de modo
que cada endospora genera una nueva célula vegetativa, capaz de divisiéon binaria (Sharp y
Pogliano 2002).

En condiciones artificiales de crecimiento (cultivo liquido o solido), cuando los niveles de
fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo caen por debajo de un umbral, constituye una sefial
bioquimica que indica a las células vegetativas que se avecina un largo periodo de privacion de
nutrientes y se desencadenan procesos genéticos y fisiologicos para la produccion de
endosporas  (Errington 2003). Desde el punto de vista biotecnoldgico, la produccién de
endosporas otorga a la especie excepcionales ventajas ecolégicas y resulta ser una caracteristica
tremendamente atractiva debido a que facilita su conservacién por perfodos largos como
producto formulado (Zhang y Dou 2002).

2.1.3. Correlacion entre lipopéptidos, células vegetativas y endosporas

En cuanto a la eficiencia de lipopéptidos, células vegetativas y endosporas, a pesar de que
varios estudios han descrito el potencial biocida por separado, atn se conoce poco acerca de
como cada uno de estos componentes contribuyen en forma global a la eficacia final del
microorganismo (Touré ez al. 2004; Ongena y Jacques 2008). De la informacién existente, los
lipopéptidos como la iturina A, fengicinas y surfactinas, producidos z vitro, podrian tener una
accion inmediata sobre poblaciones de patogenos después de la aplicacion; asi mismo podtia
set incrementada mediante la secrecién adicional de lipopéptidos 7 sitn por crecimiento de las
células vegetativas y endosporas presentes en el medio (Pryor ¢f 4/ 2007). Adicionalmente el
efecto de la combinacion de ambos podrfa ser necesaria para maximizar la eficacia del
microorganismo (Pryor ez al. 2007).

Otro punto a considerar en el desarrollo de productos efectivos a base de B. subtilis es el hecho
que durante el proceso de produccion las concentraciones de células vegetativas, endosporas y
lipopéptidos se expresan en diferentes niveles y son codependientes entre si y de las
condiciones del cultivo (Jacques ¢f a/ 1999). Esto se debe a que la regulacién de sintesis de
lipopéptidos esta controlada por la expresion de genes que controlan el proceso de
esporulacién (Fawecett e a/ 2000). Por ejemplo, en cultivo liquido los mayores niveles de
produccién de surfactinas ocurren en la fase de crecimiento exponencial entre las 0 a 20 h,

1
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cuando las concentraciones de nutrientes son altas; a diferencia de las iturinas y fengicinas
cuyas concentraciones mas altas se expresan en la fase estacionaria a partir de las 48 h, cuando
el microorganismo ha entrado en la fase estacionaria, ha dejado de multiplicarse y se encuentra
produciendo altas cantidades de endosporas porque los nutrientes son escasos (Rahman e @/,
2000).

2.2. Modo de accion

Autn cuando el modo de accién contra los patégenos de plantas mas ampliamente descrito
para B. subtilis es la antibiosis a través de lipopéptidos antifungicos, otros mecanismos menos
conocidos como competencia por espacio e induccién de defensas secundarias en el huésped
han sido también descritos (Ongena ef a/. 2005a, b). Avances recientes muestran que este
microotrganismo y sus lipopéptidos no sélo pueden actuar como 'antagonistas' al inhibir el
crecimiento de los patégenos, sino también como 'bloqueadores' del crecimiento mediante
competencia y como 'inmuno estimuladotes' por reforzar la resistencia del huésped (Ongena
et al. 2005a).

2.2.1. Antibiosis: iturinas, fengicinas y surfactinas

En cuanto a los mecanismos de antibiosis usados por B. subtilis, el efecto de las iturinas ha sido
el mas estudiado por su fuerte actividad biocida contra un amplio rango de patégenos del
suelo, foliares y de postcosecha (Gueldner e a/ 1988; Romero ¢f a/. 2007b). Las fengicinas,
especialmente A y B han demostrado tener una fuerte actividad antifingica como las iturinas,
pero mas especifica contra los hongos filamentosos (Ongena ef /. 2005b). A pesar de que los
mecanismos de acciéon de fengicinas son menos conocidos en comparacion con otros
lipopéptidos, diversos estudios han demostrado que interactian facilmente con componentes
principales de la membrana del patdégeno como el ergosterol alterando la estructura y la
permeabilidad de forma dosis dependiente (Vanittanakom ez a/ 1986; Touré ef al. 2004); y
otros estudios demuestran que actian de manera sinérgica con las iturinas (Romero ¢ a/.
2007b; Liu et al. 2011). Las surfactinas no tienen actividad antifingica por si solas pero actian
en sinergismo con iturina A (Maget—Dana ez a/. 1992).

2.2.2. Otros mecanismos: competencia, induccion de defensas secundarias

Recientes investigaciones han arrojado luz sobre el hecho de que los lipopéptidos también
pueden influir en la capacidad de B. subtilis contra los patégenos utilizando mecanismos de
accion por competencia e induccién de defensas secundarias en el huésped (Ongena ez a/.
2009). Asi por ejemplo, se ha demostrado que las surfactinas cumplen un importante papel en
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la colonizacion de cepas de Bacillus mediante produccion de peliculas en la interface aire—agua
(Chollet-Imbert e a/ 2009), en entramado (Julkowska ez 4/ 2005) o en la formacién de
biopeliculas en las raices (Bais ¢ al. 2004; Branda ez al. 20006). La posible aplicacién de esta
caracteristica para el control de patdgenos de postcosecha ha comenzado a discutirse en
recientes trabajos con B. amyloliguefaciens (Arrebola et al. 2010a). Nuevos trabajos sobre el
potencial de fengicinas han desctito que éstas actian como inductores de defensas en el huésped
solas o en sinergismos con otros lipopéptidos (Ongena ¢f a/. 2005b; Ongena y Jacques 2008).

2.3. Aplicacion y perspectivas en postcosecha

Los avances en el uso de B. subtilis para el control de enfermedades en postcosecha de fruta se
estan dirigiendo a explorar aspectos fisioldgicos y genéticos de la especie en cuanto a la
multiplicacién celular, produccién de endosporas y antibioticos, procesos biotecnolégicos de
fermentacion liquida y solida, eficiencia postaplicacién de extractos puros y concentrados de
lipopéptidos y dinamica poblacional sobre la supetficie de la fruta para produccion i situ de
sustancias antifingicas (Pryor es a/ 2007). Se estudia el potencial de cepas de B. subtilis
productoras de lipopéptidos activos en la supresion de patégenos de postcosecha; asi como la
posibilidad de incorporarlas en sistemas de manejo integrado con otras estrategias de control
considerando sus caracteristicas de baja toxicidad, alta biodegradabilidad y amigables con el

medio ambiente comparadas con los productos quimicos sintéticos (Chen e a/ 2008;
Arrebola et al. 2010b; Osman ef a/. 2011; Casals e# a/. 2010).

2.4. El agente de control biolégico B. subtilis cepa CPA-8

La cepa CPA-8 de B. subtilis fue aislada de la superficie de nectarinas provenientes de campos
expetimentales de Lleida y pertenece a la coleccién de microorganismos del Laboratotio de
Patologia de Postcosecha del Centro IRTA de Lleida (Figura 4) (Casals ¢f a/. 2010). Esta cepa
fue identificada como miembro del complejo de especies de B. subtilis mediante analisis parcial
de su 16S rADN comparado con las cepas tipo depositadas en la NCCB (Casals ez a/. 2010).
La cepa CPA-8 presenta una gran capacidad de inhibicién para controlar la podredumbre
marrén en nectarinas y melocotones causada por Mowilinia spp. sola o combinada con otras
estrategias alternativas de control como agua caliente (Casals ez @/ 2010) o curado (Casals ez /.
2012).
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Figura 4. B. subtilis cepa CPA-8. En (@) cultivo con tinciéon de Gram y de
endosporas bajo microscopio 6ptico de luz. Las flechas sefialan las células
vegetativas (Cél Veg) y endosporas (Endo). En (b) bacilos de la cepa CPA-8
crecidos sobtre la superficie de nectarinas y observados bajo un microscopio
electrénico de barrido (SEM).

3. Produccion de agentes de control biolégico

La produccién de agentes de control biologico es un paso esencial para su uso comercial
como bioproductos (Droby et al. 2009). Un factor clave a considerar es el desatrollo de un
medio de cultivo econémico que permita la obtencién de grandes cantidades de un agente
microbiano a un precio bajo manteniendo la eficacia de control biologico (Patifio—Vera ez al.
2005; Teixid6 ez al. 2011). Los componentes de un medio de bajo coste deben satisfacer los
requerimientos basicos para la produccién de biomasa y metabolitos, al proporcionar un
suministro adecuado de energfa para el mantenimiento de la biosintesis y el mantenimiento
celular (Stanbury ez al. 1995). Un medio econémico debe proporcionar también una base
solida para ampliar el proceso de produccién a nivel industrial. El uso de productos
comerciales o subproductos provenientes de las industrias agroalimentarias como fuentes de
nitrégeno y carbono, han sido empleados para la formulacién de medios de bajo coste debido
a que son sustratos baratos que permiten el crecimiento de agentes microbianos (Zabriskie
et al. 1980). Sin embargo, la presencia de productos indeseables y los problemas de falta de
homogeneidad en los sustratos de bajo coste y subproductos puede limitar su uso en un
proceso industrial (Zhang y Greasham 1999).

14



Introduccion general

3.1. Crecimiento bacteriano (metabolismo celular)

En microbiologia, la palabra crecimiento se define como un incremento en el nimero de
células, consecuencia de la divisiéon celular (Madigan y Martinko 2006). En condiciones
artificiales, el crecimiento bacteriano (metabolismo celular) depende de la capacidad de la
célula para utilizar los nutrientes del medio de cultivo y sintetizar los compuestos
macromoleculares de las estructuras celulares y los compuestos de bajo peso molecular
necesarios para vivir y reproducirse (Waites ¢ @/ 2001). Por otro lado, el crecimiento se ve
altamente influenciado por las condiciones ambientales y el entorno (Ward 1991).

3.2. Factores que afectan el crecimiento bacteriano

3.2.1. Factores extrinsecos

Los factores extrinsecos son propios del ambiente e incluyen temperatura, humedad y tension
superficial de oxigeno. Estos parametros pueden influir sobre el crecimiento de las bacterias
que corresponden a los cambios producidos en el ambiente que las rodea, modificando su
estructura y mecanismos de funcionamiento para poder sobrevivir en las nuevas condiciones.

¢  Temperatura. Las bacterias pueden crecer en un amplio rango de temperaturas, desde
aquellas cercanas al punto de congelacién hasta el punto de ebullicién del agua. Segun el
margen de temperatura de crecimiento las bacterias se dividen frecuentemente en cinco
grupos: termofilas que crecen a temperaturas elevadas entre 50 y 80 °C; termétrofas
que tienen temperaturas Sptimas entre 42 y 46 °C; mesofilas que crecen bien en un
margen intermedio entre 30 y 37 °C; psicotrofas capaces de crecer a temperaturas
minimas entre —5 y 5 °C y psicroéfilas que crecen a temperaturas minimas entre —15 y
5°C. La temperatura 6ptima de crecimiento estd normalmente cerca del final del
intervalo de temperaturas utilizadas por el microorganismo; y por encima de esa
temperatura la velocidad de crecimiento decae rapidamente, debido al incremento de la
tasa de muerte microbiana (Ward 1991). Estudios realizados por Jacques e a/. (1999)
demostraron que la temperatura 6ptima de B. subtilis en medio liquido se encuentra
entre 25y 37 °C.
La adaptacién del microorganismo a temperaturas que no son sus Optimas de
crecimiento representa: (1) una variacién en la estabilidad térmica de sus proteinas, asi
por ejemplo, se observa una mayor resistencia al calor en las proteinas de
microorganismos termoéfilos (Koffer y Gale 1957) y (2) una variacién en la composicion
lipidica celular. De modo que a medida que disminuye la temperatura aumenta el
contenido relativo de 4acidos grasos insaturados en los lipidos celulares incluida la
membrana, produciéndose un cambio en el grado de fluidez de la misma (Marr y
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Ingrahan 1962). En el caso de B. subtilis varios estudios han demostrado que la resistencia
a altas temperaturas (40-60 °C) esta correlacionada con la produccién de diversas
proteinas de estrés (Hecker ez al. 1996; Movahedi y Waites 2000), pequefias proteinas
solubles en acido (Fairhead ¢ 2/ 1993) y de endosporas (Nicholson ez a/. 2000).

Humedad. La humedad relativa del ambiente que rodea al microorganismo esta
relacionada de una forma muy estrecha con la actividad de agua de los mismos. De
hecho, la humedad relativa es esencialmente una medida del agua de la fase gaseosa que
rodea al microorganismo (Waites e¢f a/. 2001).

Tension superficial de oxigeno. Por el uso del oxigeno, los microorganismos se
pueden clasificar en: aerobios estrictos que requieren la presencia de oxigeno para
crecer, usandolo para su metabolismo y no llevan a cabo fermentacién; anaerobios
estrictos que no llevan a cabo fosforilacién oxidativa y la presencia de oxigeno resulta
toxica; anaerobios aerotolerantes que respiran anaerObicamente, pero pueden
sobrevivir en presencia de oxigeno; anaerobios facultativos que pueden llevar a cabo
tanto la fermentacion como la respiracion aerdbica, en ausencia o presencia de oxigeno;
y microaeréfilos que crecen bien a bajas concentraciones de oxigeno, pero no resisten
altas concentraciones. Durante el crecimiento, la aireacion del medio de cultivo permite
la aportacion del oxigeno necesatio para la respiracion y eliminacién del COz producido
por el metabolismo de los sustratos carbonados.

B. subtilis ha sido ampliamente descrito como aerobio estricto, pero recientes estudios
han demostrado que también puede crecer anaerébicamente mediante la utilizacion de
nitratos o nitritos como electrones aceptores o por fermentacion en ausencia de
electrones aceptores (Nakano y Zuber 2002). El paso de metabolismo aerobio a
anaerobio, en B. subtilis esta regulado principalmente a nivel transcripcional y en algunos
casos por modulacién de actividad enzimatica (Nakano y Zuber 2002). La disponibilidad
o ausencia de oxigeno en cultivos liquidos de B. subtilis esta estrechamente relacionada
con la produccién de sustancias antifingicas y endosporas (Pryor e al. 2007).

3.2.2. Factores intrinsecos

Los factores intrinsecos son la expresion de las propiedades fisicas y la composicién quimica

del medio de cultivo, asi como las propiedades biolégicas del microorganismo. Entre éstas se

incluyen:

¢
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indefinido. Las bacterias pueden crecer sélo en o sobre los materiales con un adecuado
contenido de agua libre y la tolerancia a la falta de agua (desecacion) puede ser tolerada en
diferentes grados dependiendo de la especie bacteriana (Singleton 1999).

Generalmente cuando los microorganismos crecen a a, por debajo de la optima, su
tolerancia a otros factores limitantes se ve reducida. Asi por ejemplo a bajas a, los
intervalos de pH en los cuales pueden crecer los microorganismos son mas pequefios. Lo
mismo ocutre con la temperatura, de manera que a valores bajos de a, el minimo de
temperatura al que puede crecer un microorganismo aumenta (Mossel ¢f al. 1995).

¢ pH. Cada microorganismo tiene un rango de pH dentro del cual es posible el crecimiento
y generalmente posee un pH éptimo muy bien definido. La mayoria de los ambientes
naturales tienen valores de pH de 5.9 y los organismos habituales son los que presentan un
pH éptimo equivalente. La mayoria de bactetias crecen sobre un intervalo de pH con un
optimo cercano al neutro (pH=7). Por otro lado, la mayorfa de bacterias no pueden
desarrollarse en pH 4cido por debajo de pH 4.5-5 (Tortora et al. 2007). En B. subtilis el
pH tiene un significativo efecto durante el crecimiento en medio liquido. Estudios
realizados por Jacques ¢f a/. (1999) demostraron que el pH 6ptimo de B. su#btilis es de 7.
Adicionalmente la producciéon de endosporas y lipopéptidos antifungicos estan
estrechamente relacionados con los cambios de pH durante fermentacién liquida
(Pryor et al. 2007).

4 Potencial redox. La clasificacion de los microorganismos como aerobios, microaerobios,
anaerobios facultativos y anaerobios estrictos, se basa en el potencial redox (Eh) necesario
para su metabolismo y multiplicaciéon (Hewitt 1950). El potencial redox es un indice de su
grado de oxidacion, es decir de la tendencia intrinseca a oxidarse y de la concentracion de
sustancias oxidantes, reductoras y del pH del medio o composicién quimica del mismo. El
potencial redox y la presion del oxigeno influyen en el crecimiento de las bacterias. Para la
produccién de biomasa a niveles altos, el oxigeno disuelto debe estar por encima de la
concentracion critica, que varfa en funcién de la bacteria y del medio de crecimiento

(Ward 1991).

¢ Requerimientos nutricionales. Los microorganismos necesitan agua, carbono,
nitrogeno, minerales, a veces factores de crecimiento, y si son aerobios oxigeno pata
formar su biomasa y como fuente de energfa para la sintesis y mantenimiento celular. La
composicién elemental de la mayoria de microorganismos es muy similar (Greashan y
Herber 1997; Costa et al. 2002a; Hernandez 2003), y en consecuencia puede utilizarse
como punto de partida para disefiar un medio de fermentacion éptimo.

Fuentes de carbono. Uno de los requerimientos mas importantes para el crecimiento
microbiano es el carbono (Waites ez a/. 2001). Este elemento constituye la estructura basica

de la materia viva; y es necesatio para todos los compuestos organicos que forman una
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célula viva. El 50 % del peso seco de una célula bacteriana tipica es carbono, como
elemento mayoritario de sus macromoléculas. En B. subtilis, se ha demostrado que diversas
fuentes de carbono simples o complejas como glucosa o sacarosa influencian el
crecimiento celular y la biosintesis de antibidticos (T'abbene ez a/. 2009).

Fuentes de nitrégeno. Ademas del carbono los microorganismos necesitan otros
clementos para la sintesis del material celular, principalmente proteinas, DNA, RNA y
otros constituyentes celulares importantes como el ATP. El nitrégeno es el segundo
elemento mas abundante de una célula bacteriana y constituye cerca del 14 % de su peso
seco (Waites ef /. 2001). La mayoria de las bacterias utilizadas en procesos industriales
pueden asimilar fuentes organicas e inorganicas. El nitrégeno organico puede ser aplicado
en forma de aminoacidos, urea, fuentes proteicas detivadas de subproductos o destilados
de carne y levaduras (Stanbury et al. 1995). Las bacterias descomponen las proteinas
presentes en estas fuentes y reincorporan los aminoacidos en las proteinas recién
sintetizadas y otros compuestos que contengan nitrégeno. Otras bacterias utilizan el
nitrégeno proveniente de los iones de amonio (NH4*) o nitrato (NO37) que se encuentran
en fuentes inorganicas como amonio, sales de amonio o nitratos (Tortora ez a/. 2007). En
B. subtilis diversas fuentes de nitrégeno como la peptona tienen un significativo efecto en la
produccion de sustancias antifungicas particularmente (Jacques ez a/. 1999; Tabbene ¢ al.
2009).

Elementos traza o oligoelementos. Las bacterias requieren cantidades muy pequefias
de elementos minerales, como hierro, cobre, molibdeno, magnesio y cinc; denominados
elementos traza u oligoelementos (Waites e a/. 2001). Los oligoelementos son esenciales
en las actividades enzimaticas, y por lo general actian como cofactores. En B. subtilis 1os
oligoelementos han sido ampliamente referidos como factores importantes para su
crecimiento y la produccién de sus metabolitos (Cooper e al. 1981). Varios autores han
descrito que los cationes Mn?*, Fe?t, Mg?* y Zn?*" provenientes de sales inorganicas
disueltas en el medio de cultivo a concentraciones milimolares (mM) pueden incrementar
la produccion de células y metabolitos en diferentes cepas de B. subrilis (Abdel-Mawgoud
et al. 2008; Tabbene e¢f al. 2009).

Factores de crecimiento organicos. L.os compuestos organicos esenciales que un
organismo no puede sintetizar se conocen como factores de crecimiento organico. Al
igual que los oligoelementos se necesitan en pequefias cantidades e incluyen las
vitaminas, aminoacidos y purinas. Las vitaminas son los factores mas comuinmente
utilizados y actian como coenzimas (Waites ez 2/ 2001). Muchas bacterias pueden
sintetizar la totalidad de sus propias vitaminas y no dependen de fuentes externas,
pero algunas son incapaces de hacerlo, por lo cual deben ser suplementadas. Las
vitaminas mas cominmente requeridas por los microorganismos son tiamina, biotina,
piridoxina y cobalina (Davis 1996).
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B. subtilis es capaz de sintetizar importantes vitaminas como la riboflavina (vitamina
B»), biotina, 4dcido fdlico y cobalina, que se utilizan como aditivos en fabricacion de
alimentos para animales y humanos (Cutting 2011).

3.3. Medios de crecimiento: liquidos y s6lidos

La composicién y concentracién de nutrientes en el medio de cultivo debe ser adecuada
para el microorganismo especifico que se desea desarrollar, junto con otros factores como
el pH. En el caso de las bacterias, algunas pueden crecer casi en cualquier medio de
cultivo; otras requieren medios especiales y muy pocas no pueden crecer en ninguno de
los medio existentes hasta ahora (Tortora ef a/. 2007).

En general, se pueden distinguir cultivos liquidos y sélidos en funcién de las
caracteristicas del medio y cultivos discontinuos y continuos en funcién de la
disponibilidad de nutrientes en el medio (Hernandez 2003). En funcién de la
composicién y concentracion de nutrientes los medios de cultivo pueden ser medios
quimicamente definidos o medios complejos (Zhang y Greasham 1999).

3.3.1. Medios de cultivo quimicamente definidos

Los medios de cultivo quimicamente definidos tienen como principal ventaja su
estandarizacion y estabilidad en el tiempo debido a que se conoce su composicién
quimica exacta. Sin embargo, estos medios suelen reservarse para el crecimiento de
bacterias (particularmente autétrofas) a nivel de laboratorio ya que la produccién obtenida
con ellos no suele ser elevada (Zhang y Greasham 1999; Hernandez 2003).

3.3.2. Medios complejos (produccion de bajo coste)

Los medios complejos que generan una alta productividad de microorganismos contienen
ingredientes de origen natural cuya composicibn no es completamente conocida.
Generalmente los substratos utilizados son fuentes de nitrégeno organico como extracto de
levaduras, carne o plantas o digeridos de proteinas de estas y otras fuentes (Tortora ez ai.
2007). Estos substratos satisfacen los requerimientos de energfa, carbono, nitrégeno y azufre
de los microorganismos y propotcionan aminoacidos, oligoelementos, vitaminas y factores de
crecimiento organicos para una alta produccion (Crueger y Crueger 1993; Tortora ef al. 2007).
Sin embargo, estos substratos tienen un elevado coste para ser utilizados en la produccion a
nivel industrial, por esta razon se recurre al uso de subproductos provenientes de las industtias
alimenticia y agricola que puedan brindar un balance nutricional adecuado (Zabriskie ef 4,
1980; Waites e al. 2001).
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Los subproductos usados en el medio de cultivo deben satisfacer los requisitos basicos de
cada microorganismo para la produccion de biomasa y metabolitos, al proporcionar un
suministro adecuado de nutrientes y energfa para la biosintesis y el mantenimiento celular
(Stanbury e¢f a/. 1995). Ademas, un medio de bajo coste debe proporcionar una base sélida
para el escalado de produccion a nivel industrial.

Las principales ventajas que presenta el uso de subproductos son: el coste bajo, la alta
disponibilidad y el beneficio medioambiental al ser productos reciclados que se incorporan
nuevamente en la cadena alimenticia. Los inconvenientes mas importantes son: la
composicién quimica vatiable comparada con la composicién definida de los productos
puros, que implica poca homogeneidad en el medio de cultivo (Zhang y Greasham 1999); y la
posible presencia de productos téxicos o metabolitos que pueden afectar al crecimiento del
microorganismo (Stanbury e a/. 1995; Zhang et al. 1996).

Los subproductos de bajo coste cominmente utilizados para la producciéon de bacterias
incluyendo una amplia variedad de aislados de B. subrilis son:

¢ Concentrados proteicos de origen animal. Los concentrados proteicos de otrigen
animal provienen de la desecacién y molturacién de desechos de pescado y carne. Son
fuentes proteicas de gran valor biol6gico y alto contenido de aminoacidos esenciales.

4 Subproductos de soja. Los subproductos de desecho provenientes de elaboracién de
alimentos a base de soja son considerados como excelentes sustratos para la produccion
industrial de bacterias benéficas y sus metabolitos. Esto se debe a que contienen elevados
porcentajes de proteinas (40 %), carbohidratos (35 %), vitaminas y minerales.
Subproductos de la soja como diferentes tipos de harina desengrasada, leche, licor y
molturas de soja son utilizados para la produccion industrial de bacterias benéficas y sus
metabolitos incluido B. subtilis (Reis et al. 2004; Yu ez al. 2008; Ewe ez al. 2010).

¢ Melazas. Es un subproducto proveniente de la elaboracién del aztcar a partir de la cafia
de azicar y en menor grado de la remolacha azucarera. Debido al bajo coste y a su
composicién rica en azucares fermentables (principalmente de sacarosa en un 50 %),
sustancias nitrogenadas, vitaminas del grupo B y abundantes minerales como hierro,
tosforo, potasio, zinc, sodio, cobre y magnesio constituye una de las fuentes de carbono
mas utilizadas para la produccion industrial de microorganismos (Costa ef a/ 2001; Younis
et al. 2010). Los medios constituidos por melaza en combinaciéon con otras fuentes de
nitrégeno proveen de nutrientes y energia necesarios para un rapido incremento y
mantenimiento celular.

¢ Lactosuero. Es el liquido resultante de la coagulacién de la leche durante la fabricacion de
quesos. Es un medio rico en nutrientes: lactosa como fuente de carbono, sales minerales,
vitaminas solubles, proteinas solubles y algo de grasa (Scott 1991).
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4 Subproductos de los cereales. Se obtienen a partir del proceso de fabricacién de harina
de trigo. La principal diferencia entre los productos de trigo es el porcentaje de almidén y
fibra que los componen.

3.4. Pasos del proceso de produccién

Los microorganismos usados como agentes de biocontrol, especialmente las bactetias,
generalmente se producen mediante cultivo liquido sumergido (Stanbury ez @/ 1995; Tortora
¢t al. 2007). Los pasos o etapas en el desarrollo del proceso de produccion se muestran en la
figura 5 y son:

Desarrollo de la inoculacion Bioreactor aescala
industrial
Bioreactor a
Frasco en agitacion escalapiloto
Sobrenadante
r | libre de células
Cultivo 3 —! !
almacenado Y -_—> b E—
5 -
_——
Cultivo fresco sk | % g : Separacion del cultivo
3 So¥s - (centrifugacién)
= L] W
N
Biomasa
Esterilizacion del medio L Produccion final

Formulacion del medio
Materiales componentes del medio

Figura 5. Esquema del proceso de produccién en bioreactor. Etapas de escalado de produccion.

¢ Crecimiento del indéculo. Se parte de un cultivo bactetiano puro generalmente
almacenado a baja temperatura (5 °C) o en criocongelacién (—80 °C) el cual se siembra en
medio liquido o sélido con el fin de obtener un cultivo fresco denominado indculo o
cultivo iniciador.

¢ Crecimiento en bioreactor a escala piloto. Constituye una etapa de producciéon a
pequefia escala con el objetivo de conseguir velocidades de crecimiento altas para disponer
de niveles elevados de biomasa viable y en un estado fisiolégico adecuado para ser
utilizada como inéculo en la siguiente etapa. En esta etapa se realiza la producciéon de la
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bacteria en un medio igual o similar al que se utilizard en la produccién a nivel industrial
(Ward 1991; Waites e a/. 2001).

¢ Crecimiento a nivel industrial. En esta etapa se trabaja con un medio y condiciones de
fermentaciéon o crecimiento optimizadas que permitan tener producciones con altos
rendimientos de masas de células viables y metabolitos (Ward 1991; Waites ef a/. 2001).

¢ Obtencion del producto final y su efectividad. Las etapas de recuperacion y
purificacién representan una parte muy importante en el proceso de produccién de
una bacteria; ya que se desea recuperar el maximo del producto, con el mayor grado de
pureza y en un minimo de tiempo y coste. Después de la produccion los componentes
del cultivo, dependiendo del compuesto de interés sélido (biomasa) o liquido
(sobrenadante) se pueden separar mediante centrifugacion o filtracion (Hernandez
2003). En el caso de los agentes de biocontrol, otro punto a considerar es su
efectividad, es decir comprobar que la bacteria y sus metabolitos contintian siendo
activos contra el patdgeno.

4. Formulacion de agentes de control biolégico

4.1. Bases para la formulaciéon de agentes de biocontrol

Junto con la produccién, la formulacién de agentes de control biolégico es otro de los
pasos esenciales para su uso comercial. Las formulaciones microbianas deben ser eficaces
contra los patbégenos de forma similar a los microorganismos en fresco, ademas deben
mantener su viabilidad durante largos periodos de almacenamiento (vida util) y ser faciles
de manipular y aplicar (Rhodes 1993).

La principal diferencia en la formulacién de agentes de biocontrol frente a los quimicos es
que en el primer caso se estd hablando de microorganismos vivos, por lo que durante el
proceso se ha de garantizar las condiciones necesarias para mantener la viabilidad durante
toda la vida 1til del producto. El trabajo con microorganismos implica un gran numero de
problemas técnicos que pueden conducir a la pérdida de viabilidad, inactivacién e incluso
muerte durante el proceso de formulaciéon (Rudge 1991).

La pérdida de viabilidad de los microorganismos después de la formulacién y durante el
almacenamiento y distribucion es un problema afiadido. Los productos formulados
deberfan poder almacenarse entre 2 y 4 afios sin perder su actividad y sin suponer unas
condiciones estrictas de almacenamiento (Rhodes 1993). Igualmente importante es
conseguir que el material de envase y aplicacion sean similares a aquellos a los que el
productor estd acostumbrado, de modo que el paso de productos quimicos a biolégicos
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sea lo menos drastico posible. De este modo, preferiblemente el producto envasado debe
tener el tamafio y la forma estandar (Butt ¢z 2/ 1999), debe aplicarse mediante las técnicas
y equipos ya existente y debe tener los mismos canales de distribucion de los
agroquimicos.

4.2. Tipos de formulacion

Las formulaciones de los agentes de biocontrol se pueden realizar por diferentes métodos
divididos principalmente en liquidos y sélidos, consistiendo en guardar el microorganismo
fresco simplemente comprimido y conservado a 4 °C hasta complejos sistemas como la
liofilizacién, atomizacion, lecho fluido y conservacién en atmosfera de nitrogeno (Powell
1992; Morgan ez al. 20006).

4.2.1. Formulaciones liquidas

El principal inconveniente de las formulaciones liquidas es que necesitan normalmente ser
almacenadas y distribuidas bajo temperaturas de refrigeracion y tienen una vida comercial
bastante corta.

Se pueden distinguir dos tipos:

¢ Formulaciones en base oleosa. Consisten en la mezcla de un cultivo procesado con un
aceite vegetal y emulsionantes que favorezcan su dispersion en agua. Un ejemplo de este
sistema serfa el Dipel ESNT, un bioinsecticida formulado de Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki, en el cual el ingrediente activo estd encapsulado y después suspendido en una
base oleosa (Butt ef a/. 1999).

¢ Formulaciones en base acuosa. En las cuales después de la produccion del
microorganismo, se separa la biomasa y se resuspende en un medio liquido que puede
contener estabilizantes, adherentes, surfactantes, colorantes u otros nutrientes adicionales
(Abadias ez a/. 2003). Estos coadyuvantes cumplen varias funciones, como optimizar la
actividad del ingrediente activo, mejorar las caracteristicas del producto formulado durante
su aplicaciéon y mantener la estabilidad e integridad fisica de la formulacién durante el
proceso de aplicacion (Rhodes 1993).

42.2. Formulaciones solidas

La preservacién de los microorganismos en estado sélido mediante diferentes métodos de
secado se ha utilizado durante décadas, debido a que proporcionan una vida util larga. El
principio es que la eliminacién del agua ralentiza el metabolismo de las células, previene la
acumulacién de productos téxicos y disminuye la desnaturalizacion de las proteinas. Esta
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alternativa es usada con éxito en bacterias, levaduras y hongos. Sin embargo, no todos los
microorganismos muestran el mismo comportamiento y muchos de ellos tienden a perder
viabilidad durante el proceso de deshidratacion y su postetior almacenamiento debido a las
altas temperaturas de secado y al estrés osmotico y oxidativo especialmente cuando se
almacenan a temperatura ambiente (Teixeira ez @/ 1995; Gardiner ez a/. 2000; Silva et a/. 2002).

Para evitar o disminuir los dafios causados por el proceso de secado se puede afiadir agentes
protectores durante el crecimiento del microorganismo, o antes del secado. El tipo de
protector depende en gran medida del microorganismo, sin embargo, hay algunos que
parecen funcionar bien con muchas especies. Estos incluyen sélidos no grasos de leche, suero,
trehalosa, glicerol, betaina, adonitol, sacarosa, glucosa, lactosa y polimeros como el dextran y
polietilenglicol (Hubalek 2003). Estudios realizados por Teixid6 ¢f a/. (2006) han demostrado
que la conservacion de microorganismos utilizados como agentes de biocontrol en seco puede
mejorar induciendo la acumulacién de solutos intracitoplasmaticos, de forma que se logre un
equilibrio osmoético entre el interior y el exterior celular. Esto se consigue sometiendo al
microorganismo a un crecimiento en medios de cultivo con baja a, para provocar estrés
hidrico, de forma que se produzcan y acumulen solutos compatibles como
polihidroxialcoholes, carbohidratos o aminodcidos. Otras investigaciones para la obtencion
de formulados a base de Bacillus incluyen el uso de choques térmicos para incrementar la
produccion de endosporas resistentes al calor (Chung ef a/. 2007; Sorokulova ez al. 2008).

La gran mayorfa de formulaciones sélidas incluyen un material de soporte que es el que ocupa
el mayor volumen, por tanto, deben ser baratos, facilmente esterilizables y no toxicos para el
microorganismo. Algunos de estos materiales afiadidos a las formulaciones de las bacterias
son tierras de diatomeas, talco, vermiculita, y otros polimeros como la goma xantano (Morgan
et al. 2000).

La formulacion de microorganismos en estado sélido puede realizarse por diferentes métodos
de embebido en soportes o matrices y secado como:

¢ Adsorcion en turba es un método muy utilizado para la formulacién de inéculos de
Rhizobinm o Psendomonas fluorescens (Mclntyre y Press 1991). La funcién de la turba es la de
dispersante y medio de proteccién de los microorganismos. Sin embargo, esta técnica tiene
como principal inconveniente el hecho de que la turba es un material poco uniforme y de
que la vida 1til de la turba no estéril es muy limitada.

¢ Encapsulacion. Consiste en la inclusion del agente de biocontrol en poliacrilamida o
alginato sodico (Glass 1993). El principal inconveniente de esta técnica es la lenta
hidratacién y liberacion de la materia activa. Como ejemplo de este tipo de
formulacién se podtia citar, la encapsulacion en alginato del Glocladium virens (Soil

Gard) (Lumsden ez a/. 1995).
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4 Matrices de polisacaridos. Consiste en el uso de polisacaridos como la metilcelulosa o la
goma xantano para la desecacion y proteccion de células microbianas. El principal
inconveniente de estas formulaciones es que suelen perder viabilidad durante el
almacenamiento. Con este método se han formulado varios hongos utilizando una matriz
de gluten de trigo (Quimby ez a/ 1999).

¢ Liofilizacion. Es la técnica mas usada para la conservacién de microorganismos
incluyendo colecciones tipo debido a que se puede mantener la viabilidad de los
microorganismos por mas de veinte aflos y no requiere condiciones especiales de baja
temperatura para la conservacién posterior (Champagne ez 2/ 1991; Morgan ef 4.
2006). Consiste en la extracciéon del agua de células congeladas utilizando presion
reducida (sublimacién) dentro de una camara de vacio. En este método el agua de las
células congeladas en estado solido pasa directamente a vapor mediante vacio.
Generalmente, se usan sustancias crioprotectoras como la leche, suero o glutamato de
sodio. El nivel de la viabilidad después de la liofilizacién varfa en funcién de
numerosos factores, incluyendo el microorganismo, asi como la eficacia del agente de
proteccion utilizado durante el proceso.

¢ Atomizacion. La atomizaciéon es un método de secado mas barato usado para
produccién y formulaciéon industrial de cultivos probidticos (Santivarangkna et al.
2007) y esta siendo muy estudiada actualmente para la formulacién de bacterias
probidticas (Chavez y Ledeboer 2007; Golowczyc ¢t al 2010). Debido a que este
método es uno de los puntos a tratar en esta tesis, se explicard con mas detalle en el
préximo apartado.

4 Secado por contacto de aire. En este método de secado el material a secar se
deposita sobre una bandeja, cinta o tambor caliente. El secado puede ser acelerado
mediante vacio o agitacién y la eleccion del tipo de secador va en funcién de la
sensibilidad al calor del material a secar, del ratio de produccién a obtener, de la forma
de alimentacién (liquida, pasta, granulos) y del tiempo y uniformidad del secado que se
quiera obtener. El principal inconveniente de este método es que el secado depende
de la superficie de contacto y el secador suele tener gran tamafio y trabaja en forma

discontinua (Oakley 1997).

4 Secado por corriente de aire. En este método de secado una capa de material a secar
se deposita sobre una cinta que va pasando a través de un tinel de secado donde una
corriente de aire caliente evapora el agua del producto. Este sistema permite trabajar
de forma continua, aun cuando los tiempos de secado son elevados (Oakley 1997).
Secadores de cinta y tanel son utilizados para la producciéon de levadura seca activa

(Reed y Nagowithana 1991).
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¢ Lecho fluido. El microorganismo mezclado con coadyuvantes en forma de pasta se
extrusiona y deposita sobre bandejas perforadas a través de las cuales pasa una
corriente de aire que fluidifica el producto produciéndose el secado. Las principales
ventajas de este método son que se pueden obtener productos de baja humedad en
corto tiempo y a bajos costes de mantenimiento con temperaturas de secado
moderadas (3545 °C). El uso del lecho fluido junto con liofilizacién ha sido desctrito
como exitoso para la conservacion de los agentes de biocontrol Epicoccum nigrum
(Larena et al. 2003a), Penicillinm oxalicum (Larena et al. 2003b) y Penicillium frequentans
(Guijarro ez al. 2006).

¢ Formaciéon de espuma. Hs una nueva técnica de secado que utiliza matrices de
aziicar como protectores para transformar suspensiones microbianas en espuma seca
mecanicamente estable. La espuma es producida por ebullicion, bajo vacio a
temperatura ambiente para inducir un proceso llamado vitrificacién, donde se produce
espuma inmovil y amorfa, no cristalina directamente desde un liquido. La espuma, a
continuacién, es nuevamente secada a temperatura elevada para aumentar su
estabilidad a temperatura ambiente. Este proceso omite la necesidad de congelar
previamente y por lo tanto, elimina los inconvenientes asociados; ademas se puede
usar para secar grandes volumenes, comparado con otras técnicas de evaporacion
similares. Se ha descrito para Lactobacillus acidophilus y Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Escherichia coli, Bordetella bronchiseptica (Bronshtein 2004).

5. La formulacion de bacterias mediante atomizacion

5.1. Conceptos basicos de la atomizacion

La atomizacién es un proceso ampliamente utilizado en la industria alimentaria,
principalmente lactea, debido a que puede producir grandes cantidades de productos
deshidratados a un bajo coste. El secado de microorganismos por atomizaciéon se
remonta a 1920. Desde entonces, muchas investigaciones han estudiado el potencial de la
atomizacion en la preservacion de bacterias y el mantenimiento de cultivos “stock”
(Prajapati ef al. 1987; Teixeira et al. 1995; Bhandari ez a/. 2008). Actualmente, varios
estudios han examinado la posibilidad de utilizar este método por su bajo coste y alto
rendimiento para la preservacién de las bacterias probidticas (Gardiner ez 2/ 2000; Silva
et al. 2002; Corcoran et al. 2004; Chavez y Ledeboer 2007; Riveros ez a/. 2009; Golowczyc
et al. 2010; Peighambardoust ez a/ 2011). Existen pocos estudios sobre el uso de la
atomizacion para la formulacién de agentes de biocontrol (Costa ef a/. 2002b; Larena et al.
2003a, b; Abadias e al. 2005; Guijarro e¢f al. 2006) y la mayoria con niveles de
supervivencia bajos.
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En la atomizacién se produce polvo seco a partir de una suspension o cultivo microbiano
liquido. El producto liquido es bombeado a una velocidad continua a través de una aguja
inyectora o de un sistema centrifugo (atomizado) (Figura 6) en forma de millones de
microgotas (10200 um) dentro de una camara de secado, donde es deshidratado usando
aire caliente a elevadas temperaturas (entre 150-170 °C). Las microgotas atomizadas, se
secan instantaneamente en granulos de polvo por accién del aire caliente que circula a alta
velocidad dentro de la cimara y antes de que lleguen a la base son arrastradas al separador
de polvo (ciclon) para ser recogidas en un dep6sito colector (Bhandari ez /. 2008).

Aguja inyectora

<4=mm Alimentador
{=—=] | ' 4 Aire
Calentador Filtro

Camara

de secado

Colector de polvo
(depurador)
Escape
Bomba del th.ntqador
Colector principal
compresor

de polvo (ciclon)

Figura 6. Esquema del proceso de secado de secado mediante atomizacién por

inyeccion (Devakate ez al. 2009).
Las caracteristicas del polvo atomizado son directamente influidas por el tipo de atomizador
utilizado (Peighambardoust ez 2/ 2011). El atomizador es el encargado de formar las
microgotas y distribuitlas dentro de la cimara de secado. En los atomizadores centrifugos, la
fuerza centrifuga es la encargada de generar las microgotas que salen despedidas hacia los
laterales de la camara y en los atomizadores de inyeccién las microgotas se forman al pasar la
suspension liquida a través de una aguja inyectora por un pequefio orificio. La seleccion del
atomizador se realiza en funcién de las propiedades del liquido que se desea atomizar y de los
requerimientos deseados en el producto final (Peighambardoust ¢z @/ 2011). Con el
atomizador de inyeccién, el polvo obtenido tiene una mayor densidad de particula debido a
que se incorpora menos aire, lo que permite una facil rehidratacién del producto, una mejor
vida atil y una reducciéon de pérdidas comparado con otros atomizadores (Devakate ef /.
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2009). El atomizador de inyeccion a escala de laboratorio es el sistema utilizado en los
estudios de esta tesis.

5.2. Parametros que afectan la viabilidad de las bacterias secadas mediante
atomizacion

La conservacion exitosa de una bacteria obtenida por atomizacién, requiere una evaluacioén de
muchas variables relacionadas con el proceso (temperatura, flujo y el tiempo de exposicion al
calor); con el producto (agentes protectores); con la biologia de la bacteria (especie,
crecimiento en medio de cultivo, fase de crecimiento); con el pre—tratamiento (induccién de
respuestas de estrés o tolerancia, sustancias protectoras) y con las condiciones de
almacenamiento (medios de rehidratacién, condiciones de envasado y de almacenado)
(Chavez y Ledeboer 2007).

5.2.1. Parametros de proceso

¢ Tamaiio de la camara de secado. Cuanto mayor es el volumen de la cimara de secado
mayor es el porcentaje de viabilidad obtenido (To y Etzel 1997). Esto podtia ser debido al
incremento del contacto entre el aire y las microgotas de modo que las células se
deshidratan mas rapido y asi se disminuye el perfodo en el que se producen dafios celulares
(Fuy Etzel 1995).

¢ Temperatura de entrada y salida. Aunque se ha descrito que la temperatura del aire
entrante puede disminuir la viabilidad celular (Mauriello ef a/. 1999), su incremento a
niveles altos no esta directamente relacionado con la inactivacién celular y tiene un
efecto bajo sobre la destruccién bacteriana comparada con la temperatura del aire
saliente (Kim y Bhowmik 1990). Esto puede ser debido a que el grado de inactivacién
de las bacterias durante el secado depende de la combinacién de la temperatura—
tiempo. Varios investigadores han referenciado que el aumento de la temperatura de
salida tiene una influencia importante en la reduccién de la supervivencia después del
secado (To y Etzel 1997; Lian ef al. 2002).
La temperatura de salida es considerada el parametro principal que afecta a la
viabilidad de las bacterias atomizadas. Este parametro depende de la temperatura de
entrada, del caudal de aire, de la velocidad de la tasa de alimentacion, de la
composicién del liquido atomizado, del tamafio de la gota en el atomizador y de la
camara de secado (Santivarangkna ez a/. 2008). Sin embargo, la configuracién adecuada
para estas variables es dificil de calcular previamente, esto puede permitir optimizar el
secado y la obtencién de un producto con alta viabilidad (Roelans y Taeymans 1990).
Muchos investigadores han obtenido mayor viabilidad de las células microbianas a
bajas temperaturas de salida (Bielecka y Majkowska 2000; Desmond e# a/. 2002).
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5.2.2. Parametros del producto (agentes protectores y/o matetiales de soporte)

Los agentes protectores y/o materiales de soporte son sustancias que solas o en combinacién
pueden afiadirse al microorganismo durante su crecimiento, antes o después de atomizar para
aumentar la supervivencia de éste al proceso de secado y el volumen de producto final
(Morgan et al. 20006). El tipo y concentracion de sustancia trasportadora influye en el radio de
supervivencia y en la actividad enzimatica del microorganismo atomizado. Estas sustancias
permiten formar un polvo con el peso suficiente para poder ser recogido en el ciclon.
Matrices alimentarias compuestas por proteinas (gelatina, leche de soja previamente
fermentada) (Lian e a/ 2002; Wang ef al. 2004), polisacaridos (celulosa, almidén, goma
arabiga), azucares, especialmente disacaridos (sacarosa, trealosa) (Crowe 2002), polimeros
(dextran, polietilenglicol, polivinilpirrolidona), polialcoholes (sorbitol), sales (glutamato
monosédico, KCl, MgSOs, K>SO4) y productos lacteos (leche desnatada en polvo, lactosuero)
han sido probados por varios autores (Costa e al. 2002b; Lian ef al 2002; Wang ez al. 2004;
Golowczyc et al. 2010).

5.2.3. Parametros biolégicos

¢ Especie. La viabilidad de distintas especies de un género determinado o incluso
diferentes cepas de una misma especie difiere bajo las mismas condiciones de secado
por atomizacién (Simpson ef al. 2005; Santivarangkna ef a/. 2007). Trabajos recientes
han demostrado que diferentes cepas de probidticos pertenecientes a los géneros
Lactobacillus,  Streptococcus v Saccharomyces tienen diferente grado de tolerancia—
sensibilidad a temperaturas altas entre 45 y 65 °C; y que esto puede ser un buen
parametro para determinar su supervivencia a la atomizacién (Corcoran ef al. 2004;
Goloweczyc ef al. 2010). Respecto a las bacterias del género Baci//us, particularmente de
B. thuringiensis, recientes trabajos han demostrado el potencial de la atomizacién como
método de formulacién basados en su habilidad para formar endosporas resistentes a
altas temperaturas (Prabakaran y Hoti 2008).

¢ Medio y fase de crecimiento (induccion de respuestas al estrés por desecacion y
termotolerancia). El medio y las condiciones de crecimiento afectan en la viabilidad
de los microorganismos durante el secado y el periodo de almacenamiento posterior
(Teixido ef al. 1998a, b). Durante el secado, los microorganismos se enfrentan a una
decreciente actividad de agua (4,) por lo que algunos acumulan solutos compatibles a
fin de mantener el equilibrio osmoético con el ambiente extracelular altamente
concentrado (Abadias ez 2/ 2000). En general, las bacterias de interés comercial no
sintetizan solutos compatibles por lo cual dependen del entorno para obtener los
solutos que puedan ayudar a estabilizar las proteinas y la membrana celular durante
situaciones de estrés osmotico por la baja 4, durante el proceso de secado (Teixidé
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et al. 1998a, b; Morgan ef al. 2000). Se ha demostrado que solutos compatibles como
aminoacidos, aminas cuaternarias (glicina, betaina, carnitina) y aztcares en el medio
incrementan la viabilidad de bacterias probidticas (Kets efal 1996) y agentes de
biocontrol como Candida sake durante el secado (Abadias ¢z a/. 2000). Algunos trabajos
han demostrado que azdcares como la lactosa (Carvalho efa/. 2004) o sales como
NaCl (Teixid6 e al. 2005, 20006) afiadidas al medio de crecimiento mejoran la termo—
tolerancia de las bacterias benéficas Lactobacillus bulgaricus y Pantoea agglomerans,
respectivamente.

La fase de crecimiento celular es un pardmetro importante en el secado por
atomizacion y depende en gran parte del microorganismo (Morgan et al. 2006). En
bacterias probidticas se ha demostrado que cultivos en la tltima etapa de crecimiento
exponencial o en fase estacionaria temprana tienen mayor viabilidad tras el proceso de
secado que la observada en cultivos en fase de crecimiento exponencial (Teixeira ez al.
1995; Van de Guchte ez a/. 2002; Corcoran et al. 2004). Posiblemente el agotamiento de
nutrientes en estas etapas condiciona a las células a desarrollar mecanismos de
respuesta al estrés osmoético que mejoran la resistencia al calor durante el proceso de
secado (Van de Guchte ¢z a/. 2002). En cepas de Bacillus spp., usadas como agentes de
control de plagas y enfermedades agricolas, la obtencién de productos por
atomizacién o lecho fluido se basa en el uso de cultivos en la fase estacionaria donde
la depleciéon de nutrientes ha inducido la produccién de proteinas de estrés y
endosporas resistentes al calor (Sorokulova ez a/. 2008).

Basados en la fase de crecimiento, varios estudios destacan el uso de condiciones
adversas como choques de calor durante el crecimiento para aumentar la tasa de
supervivencia de productos atomizados. Se ha demostrado que la realizaciéon de
choques de calor en L. bulgaricus y C. sake durante la fase de crecimiento exponencial
aumentan la viabilidad después de la atomizacion (Teixeira ez 2/ 1995; Cafiamas e al.
2008b). En bacterias del género Bacillus el uso de tratamientos de calor a temperaturas
subletales entre 40—60 °C durante la fase estacionaria pueden conducir a respuestas de
termotolerancia por aumento en la produccién de endosporas resistentes al calor

(Chung e# al. 2007).

5.2.4. Condiciones de almacenamiento (temperatura y envasado) y medios de
rehidratacion

La temperatura de conservacién del material atomizado tiene una influencia importante
sobre la viabilidad de éste durante el almacenado. Se ha demostrado que formulados de
bacterias atomizadas o liofilizadas permanecen activos durante varios meses cuando se
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conservan a baja temperatura (4 °C) comparados con los almacenados a temperatura
ambiente (25 °C) (Costa ¢t al. 2002b; Wang e al. 2004).

El envasado también es un parimetro importante para la conservacién de un
microorganismo atomizado durante el almacenado. Aunque hay poca informacioén sobre
el efecto del envase sobre la viabilidad celular, algunos estudios con formulaciones solidas
de bacterias acido lacticas y agentes de biocontrol demuestran que estos microorganismos
pueden sobrevivir bien en bolsas plastificadas, botellas de vidrio y frascos de tereftalato
de polietileno (Wang ez a/ 2004). El envasado incluye otros aspectos importantes
relacionados con la supervivencia (vida util) como la atmésfera de envasado y humedad
de la muestra. Sistemas de envasado al vacio han demostrado mejorar la viabilidad de las
bacterias probidticas con nitrégeno o aire en algunas bacterias probidticas (Chavez y
Ledeboer 2007). El contenido de agua—humedad residual es un parimetro importante
para la estabilidad de los microorganismos atomizados (Wang e# a/ 2004; Santivarangkna
et al. 2007). El contenido de humedad residual 6ptimo depende de la composicién del
producto atomizado (microorganismos + aditivos), la atmdsfera de almacenamiento y la
especie bacteriana (Wang ¢z a/. 2004). En productos bacterianos la humedad residual
6ptima se ha descrito en torno al 8-12 %. Un exceso de secado puede interferir en el
contenido de agua estructural.

Para su uso el agente de biocontrol ha de rehidratarse. La rehidratacién es considerada un
paso critico en la recuperacién de un microorganismo atomizado. Las propiedades del
polvo junto con el tipo de medio y las condiciones de rehidratacién pueden afectar a la
tasa de supervivencia de los microorganismos atomizados. Las propiedades del polvo
como la mojabilidad, la sumergibilidad, la dispersabilidad y la solubilidad son importantes
en la reconstitucion (Bhandati ez a/. 2008). Diferentes medios de rehidratacién como leche
desnatada en polvo, agua desionizada o tampodn fosfato presentan diferencias en la
supervivencia de las células atomizadas (Costa e al. 2002b; Abadias ez a/. 2005). Otro
factor que debe tenerse en cuenta es la velocidad de rehidratacién. Se ha demostrado que
la rehidratacion lenta puede mejorar la viabilidad, posiblemente porque limita los dafios
en las células por choque osmético (Teixeira ez al. 1995).

5.3. Ventajas y desventajas del secado por atomizacion

La principal ventaja de la atomizacion es el secado de grandes cantidades de liquido de forma
rapida, contintia y a un bajo coste de produccién comparado con la liofilizacién (Tabla 1).
Adicionalmente, los equipos de atomizacion son facilmente accesibles y faciles de manejar. Sin
embargo, en comparacién con otros métodos de secado de microorganismos la atomizacion
ha sido menos desarrollada a nivel comercial. La principal razén son las bajas tasas de
supervivencia en productos debido al estrés térmico y deshidratacién durante el secado (se
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utilizan temperaturas muy elevadas), la baja estabilidad en el almacenamiento postetior y la
dificultad de rehidratacion (Teixeira ef al 1995; Costa et al. 2002b; Ananta ez al. 2005).

Tabla 1. Comparacién de costes de diferente métodos de deshidratacion

con respecto al método de liofilizacién (Santivarangkna ez a/. 2007).

Proceso de secado  Costes fijos (%) Costes de manufacturacion (o)
Liofilizacion 100.0 100.0

Secado al vacio 52.2 51.6
Atomizacion 12.0 20.0

Secado en tambor 9.3 241

Lecho fluido 8.8 17.9

Aire caliente 5.3 17.9

Es obvio que la exposicién a temperaturas altas del aire, que son necesarias para facilitar la
evaporacién del agua durante el paso de las bacterias en la camara de secado, ejerce un
impacto negativo sobre su viabilidad y por lo tanto la actividad en el producto atomizado. Por
otra parte, ya que el agua contribuye a la estabilidad de las moléculas bioldgicas su eliminacion
puede causar cambios irreversibles en la integridad estructural y funcional de la membrana y
las proteinas bacterianas. La preservacién de estas funciones esenciales y la estructura es

fundamental para la supervivencia de las bacterias y la conservacién de su funcionalidad
(Morgan e al. 2006).

Aun asi, este método no se ha descartado para la conservacion y formulacion de productos
microbianos, y en los dltimos afios se han impulsado su uso en bacterias, especialmente
probioticas y con aplicaciones en agricultura (Peighambardoust e /. 2011).
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Obijetivos

La limitacién o prohibicion del uso de fungicidas para el control de enfermedades en
postcosecha de fruta es una problematica de elevada magnitud en el sector fruticola actual,
por lo cual el desarrollo de estrategias alternativas como el control biolégico microbiano es
fundamental para la produccion de fruta de calidad. La implementacién de programas de
biocontrol eficaces, sin embargo, requiere de un fuerte conocimiento de la capacidad de
control y los mecanismos de accioén usados por el agente microbiano que se pretende emplear,
asi como de la factibilidad para que éste pueda ser producido y formulado a nivel comercial.
Por tanto, la presente tesis se ha enfocado en el estudio del potencial de B. subrilis CPA-8 para
el control de enfermedades de postcosecha de fruta mediante un andlisis detallado de sus
caracteristicas biologicas, potencial antagonico, mecanismos de accién y manejo para su
produccion y formulacion, como una primera aproximacion para implementacién dentro de
programas de manejo integrado de fruta. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos
especificos:

1. Determinar la capacidad de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de
postcosecha de fruta.

11. Caracterizacién del crecimiento y evaluacion de la actividad antifingica i vitro de
B. subtilis CPA-8 contra los principales patégenos de postcosecha de fruta.

1.2. Evaluacién de la eficacia de los tratamientos de células, endosporas y sobrenadantes
libres de células de B. subtilis CPA—8 contra podredumbres en naranjas, manzanas y
frutas de hueso.

2. Dilucidar los mecanismos de acciéon implicados en la capacidad antagonista de B. subrilis
CPA-8 contra la podredumbre marrdn causada por Monilinia spp. en fruta de hueso.

2.1. Analisis de la actividad antifdngica 7z vitro de sobrenadantes libres de células
contra M. laxa y M. fructicola; identificaciéon de los compuestos antifungicos
producidos por B. subtilis CPA—8 responsables de su actividad antagénica usando
TLC-bioautografica.

2.2. Determinacion del papel de los compuestos producidos por B. subtilis CPA-8 en el
antagonismo contra Monzlinia spp. con la construccion y analisis de mutantes
defectivos para la produccion de fengicinas a través de PCR, TLC-bioautografica y
efectividad sobre fruta.
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3. Obtencién de un medio de cultivo de bajo coste basado en productos comerciales y

50

subproductos de industrias las agroalimentarias que proporcione un éptimo crecimiento

de B. subtilis CPA-8, a pequefia escala, manteniendo su eficacia de biocontrol.

3.1

3.2.

3.3.

Busqueda de fuentes de nitrégeno y carbono econémicas para el crecimiento de
B. subtilis CPA-8.

Analisis del crecimiento en bioteactor a nivel de laboratotio.

Evaluacién de la efectividad y dindmica de poblaciones de B. subrilis CPA—8 crecido
en un medio optimizado de bajo coste.

Evaluar la atomizaciéon como método apropiado para la formulacién de B. subtilis CPA-8.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Estudio comparativo del efecto de la atomizacién sobre B. subtilis CPA-8 y el agente
de biocontrol Pantoea agglomerans CPA—2 basado en la capacidad de B. subtilis CPA-8
para producir endosporas resistentes al calor.

Busqueda de la sustancia protectora/matetial de soporte mas adecuada para el secado
de B. subtilis CPA-8.

Evaluacién del efecto de los medios de rehidratacion en la recuperacion de células
viables en atomizados de B. subtilis CPA-8.

Evaluacién del efecto de los mejores atomizados obtenidos de B. subtilis CPA-8
sobre la inhibicién de la germinacion de M. fructicola.

Evaluacién de la vida util y de la eficacia de control de los mejores atomizados de
B. subtilis CPA-8 contra Monilinia spp. en fruta de hueso.
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Capitulo 1: Caracterizacion y efectividad de B. subtilis CPA-8

Abstract

Biocontrol potential of B. subtilis strain CPA-8 was tested against the main postharvest
diseases of orange, apple and stone fruit. Previously, CPA-8 growth was characterized
and its antifungal activity /# vitro determined against Borrytis cinerea, Monilinia laxa,
M. fructicola, Penicillium digitatum, P. expansum, and P. italicum. In vivo activity against these
pathogens was tested by treating fruits with cells, endospores or cell free supernatants.
CPA-8 treatments cannot control decay caused by P. digitatum and P. italicum on oranges.
The higher concentrations of CPA-8 studied were effective in controlling B. cinerea on
apple, showing grey mold incidence from 70 % to 12.5 % in comparison with 100 % in
the control. However, in general, CPA-8 treatments were not effective in controlling
P. expansum. The best results of CPA-8 treatments were obtained in stone fruit against
M. laxa and M. fructicola where most treatments resulted in brown rot incidence of 0 %
compared with 70 % and 90 % in the control. Based on these results, cultures, cells and
cell free supernatants at different concentrations were tested against M. Jaxa and
M. fructicola on stone fruit. Most bacterial concentrations were effective in controlling
M. laxa and M. fructicola as well as or better than Serenade Max®, in some treatments
showing brown rot incidences of 0 % in comparison with 100 % of control. Bacterial
populations of CPA-8 were maintained stable or increased up to 2-log inside wounds,
showing the ability of the bacteria to colonize injured tissues. Experimental evidence
suggests that B. subtilis CPA-8 has biocontrol potential for control of postharvest disease
on several fruit types.

Keywords: biocontrol = endospores = cell free supernatant * antifungal activity - stone
fruit.

http://dx.doi.org/10.1080/09583157.2010.541554
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Biological control of peach brown rot (Monilinia spp.)
by Bacillus subtilis CPA-8 is based on production of
fengycin-like lipopeptides
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Capitulo 2: Determinacién del modo de accion de B. subtilis CPA-8

Abstract

Bacillus subtilis CPA-8, a strain with demonstrated ability to control Monilinia spp. in
peaches, was studied to elucidate its mechanisms of antifungal activity. Growth inhibition
assays using cell-free supernatants and butanolic extracts showed strong antifungal activities
against Monilinia laxa and Monilinia fructicola. By comparison with the reference B. subtilis
strains UMAF6614 and UMAFG6639, fengycin, iturin and surfactin lipopeptides were
identified by thin layer chromatography in butanolic extracts from cell-free supernatants,
indicating that antibiosis could be a major factor involved in the biological control ability of
CPA-8. TLC-bioautography analysis confirmed the presence of fengycin, iturin and
surfactin lipopeptides but strong antifungal activity could be associated only with fengycin
lipopeptides. These results were definitively supported by mutagenesis analysis
targeted to suppress fengycin biosynthesis by disruption of the B. subtilis fenB gene.
By TLC—bioautography analysis it was possible to identify transformants from CPA-8 with
reduced or suppressed antifungal activity, and this phenotype was associated with the lack of
fengycin bands. Fruit trials confirmed that fengycin—defective mutants and their cell-free
supernatants lost their ability to control peach brown rot disease in comparison with CPA-8
wild type strain or Serenade Max®, a commercial formulation based on B. subtilis.
Furthermore, population dynamics studies determined that CPA-8 fengycin—deficient
mutants survived in wounds in peach fruit equally well as the CPA-8 wild type. Taken
together our data indicate that fengycin—like lipopeptides play a major role in the biological
control potential of B. subtilis CPA—8 against peach brown rot.

Keywords: antibiosis * biocontrol * lipopeptides * Monilinia laxa = Monilinia fructicola *
postharvest diseases.

http:/ /www.springerlink.com/content/71125107q5441424 /
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Production of the postharvest biocontrol agent Bacillus subtilis
CPA-8 using low cost commercial products and by—products
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Capitulo 3: Optimizacién de la producciéon de B. subtilis CPA-8

Abstract

The aim of this research was to identify a low cost medium based on commercial
products and by—products that provided maximum Bacillus subtilis CPA-8 growth and
maintained biocontrol efficacy. Low cost media combining economical nitrogen and
carbon sources such as yeast extract, peptone, soy products, sucrose, maltose and molasses
were tested. Tests were carried out in 250-mlL flasks containing 50 mlL of each tested
medium. Maximum cell growth (>3X10° CFU ml-!) was obtained in defatted soy flour
44 % combined with sucrose or molasses media. Second, CPA-8 production was scaled up
in a 5-L fermenter and CPA-8 population dynamics, pH and oxygen consumption in the
optimized medium (defatted soy flour 44 % — molasses) was recorded. In these tests, there
was a 5—h lag phase before growth, after which exponential growth occurred and maximum
production was 3X10° CFU ml after 20 h. Fruit trials with cells and cell free supernatants
from CPA-8 grown in optimized medium maintained biocontrol efficacy against
Monilinia fructicola on peaches, resulting in disease reductions up to 95 %. CPA-8
populations survived in wounds on inoculated peaches, regardless of the culture media
used. The results show that B. subrilis CPA—8 can be produced in a low cost medium
combining inexpensive nitrogen and carbon sources (40 g L-! defatted soy flour 44 %,
5g -1 molasses plus mineral trace supplements) in shake flasks and a laboratory
fermenter (5 L). The results could be used to provide a reliable basis for scaling up the
fermentation process to an industrial level.

Keywords: biocontrol agent production * defatted soy flour 44 % * molasses * postharvest
diseases " stone fruit * Monzlinia fructicola.

http:/ /www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964411003276
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Endospore production allows using spray—drying as a
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Viviana Yanez—Mendizabal, Inmaculada Vinas, Josep Usall, Teresa Cafiamas,
Neus Teixid6

Biotechnology Letters, doi: 10.1007 /s10529-011-0834-y (en prensa)

http:/ /www.springerlink.com/content/v47174j377x3302x/






Capitulo 4: Desarrollo de la formulacion de B. subtilis CPA-8

Abstract

The role of endospore production by Bacillus subtilis CPA-8 on survival during
spray—drying was investigated by comparison with a non-spore—forming biocontrol
agent Pantoea agglomerans CPA-2. Endospore formation was found to promote heat
resistance in CPA-8 depending on growth time (72-h—old cultures were more resistant
than 24-h—old cultures). The survival of CPA-8 and CPA-2 after spray—drying was
determined after both organisms were grown in optimised media for 24 and 72 hours.
Spray—dried 72—h—old CPA-8 showed the best survival (32.3 %), while CPA-2 viability
was less than 2 %. CPA—8 survival directly related with its ability to produce endospores.
Spray—dried CPA-8 reduced Monilinia fructicola conidia germination similarly to fresh cells,
demonstrating that spray—drying did not negatively affect biocontrol efficacy. Endospore
production thus appears to improve CPA-8 resistance to spray—drying. These results
could be used to provide a reliable basis for the optimisation of the spray—drying
formulation process for CPA—8 and other microorganisms.

Keywords: endospore - formulation = Monilinia fructicola = postharvest biocontrol -
spray—drying.

http:/ /www.springerlink.com/content/v47174j377x3302x/
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Capitulo 5: Desarrollo de la formulacién de B. subtilis CPA-8

Abstract

The aim was to prepare commercially acceptable formulations of Bacillus subtilis CPA—8
by spray—drying with long storage life and retained efficacy to control peach brown rot
caused by Monilinia spp. CPA-8 24— and 72-h—old cultures were spray—drying using
10 % skimmed milk, 10 % skimmed milk plus 10 % MgSOs, 10 % MgSO4 and 20 %
MgSO; as catriers/protectants. All carriers/protectants gave good percentages of powder
recovery (28-38 %) and moisture content (7—13 %). CPA—8 survival varied considerably
among spray—dried 24— and 72-h—old cultures. Seventy—two hours culture spray dried
formulations showed the highest survival (28-32 %) with final concentration products of
1.6-3.3%10° CFU g-!, while viability of 24-h—old formulations were lower than 1 %.
Spray—dried 72-h—old formulations were selected to subsequent evaluation. Rehydration
of cells with water provided a good recovery of CPA-8 dried cells, similar to other
complex rehydration media tested. Spray—dried formulations stored at 4 °C and 20 °C
showed good shelf life during 6 months and viability was maintained or slightly decreased
around 0.2-0.3-log. CPA-8 formulations after 4 and 6 months storage were effective to
control brown rot caused by Mowilinia spp. on nectarines and peaches showing disease
reductions among 90-100 %. The results demonstrated that stable and effective
formulations of biocontrol agent B. subtilis CPA—8 could be obtained by spray drying to
control brown rot on peach.

Keywords: B. subtilis * spray—dried formulation * shelf life * Monilinia spp. * biocontrol
efficacy.
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Discusion general

Ante la creciente demanda por parte de consumidores y productores de fruta para
minimizar o reemplazar el uso de fungicidas, el control biolégico microbiano de
enfermedades en postcosecha ha surgido como una alternativa fundamental para mejorar
la seguridad y calidad de los productos. El control biolégico, no obstante, para ser
incorporado dentro de un plan de manejo integrado de enfermedades debe ser ademas de
efectivo, aplicable a nivel comercial sin aumentar los costes de produccién y los precios
de la fruta en el mercado. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue analizar a
fondo el potencial de B. subtilis cepa CPA-8 para el control de enfermedades de
postcosecha de fruta; asi como los aspectos base para su desarrollo como un producto
biolégico que pueda ser usado a nivel comercial.

Como se muestra en la Figura 1, la secuencia de pasos tratados en esta tesis para el
desarrollo de la cepa CPA—8 como agente de biocontrol de enfermedades de postcosecha
de fruta fueron: el andlisis de sus caracteristicas biol6gicas, capacidad antagdnica y modo
de accién, para con esta informacion, evaluar su produccién y formulacién a bajo coste
como producto comercial.

Aislamiento y seleccion del ABC

Capitulo 1 Caracterizacion del ABC Efectividad in vitro e in vivo
v |

Capitulo 2 Deter: acion del modo de ac
l |

2
Cepa con potencial como ABC
v 2
Optimizacion de la produccion Desarrollo de la formulacion
' v — v

v
Busquedadel Efecto del medio
protector/material { derehidrataciéon
de soporte [ enla
adecuado superviviencia

Mantenimiento de
efectividad de
biocontrol

Supervivencia Vidautily
efectividad de
formulados

al secado por
atomizaciéon

adecuado

Capitulo 3 Capitulos 4y 5

Figura 1. Diagrama de pasos seguidos para el desarrollo de B. subtilis CPA—8 como bioproduto.
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1. Estudio de B.subtilis cepa CPA-8 como agente de
biocontrol de enfermedades de postcosecha de fruta

[ Aislamiento y seleccion del ABC _]

Capitulo 1 Caracterizacion del ABC Efectividad 7z vitro e in vivo

Para desarrollar un programa de control biolégico es indispensable tener un fuerte

conocimiento del microorganismo que se pretende utilizar, por lo cual en esta primera
etapa se estudiaron aspectos propios de la bacteria como su crecimiento, produccion de
endosporas y compuestos antifungicos; asi como su capacidad antagénica y potencial de
control en bioensayos 7 vitro e in vivo sobre la superficie de fruta (Capitulo 1).

1.1. Caracterizacion de la cepa CPA-8 y su actividad antifingica in vitro

Previo al inicio de este estudio, la cepa CPA-S8 identificada como B. subrilis (mediante
analisis parcial 16S rDNA) fue seleccionada entre mas de 200 aislados bacterianos
provenientes de la superficie de nectarinas y melocotones por su capacidad para controlar
la podredumbre marrén causada por M. Jaxa sola o combinada con tratamientos de agua
caliente (Casals ez a/ 2010). Adicionalmente, estudios recientes han demostrado que
tratamientos de curado combinados con CPA-8 son efectivos para controlar la
podredumbre marrén causada por M. fructicola (Casals et al. 2012).

Sobre esta base, se caracterizo el crecimiento de la cepa CPA-8 (curva de crecimiento), la
produccién de endosporas y de sobrenadantes; asi como su actividad antifungica 7 vitro
contra los principales patégenos en postcosecha de fruta: B. cinerea, M. fructicola, M. laxa,
P. digitatum, P. italicum y P. expansum.

La cepa CPA-8 cultivada en un medio convencional de laboratorio (863) present6 una
fase de latencia (lag) estimada de 5.8 h y las concentraciones maximas de células viables
de 1x108 UFC mL-! se obtuvieron a partir de las 18 h y se mantuvieron hasta las 120 h de
seguimiento. Estos datos demostraron que CPA-8 tiene un crecimiento bacteriano tipico
con fase lag, fase de crecimiento exponencial y fase estacionaria. Las producciones de
endosporas resistentes al calor fueron bajas a las 24 y 48 h y a partir de las 72 h se
incrementaron, obteniéndose las maximas concentraciones de 1.5X107 UFC ml! a partir
de de las 96 h hasta las 120 h de seguimiento. Como se ha descrito en numerosos estudios
la esporulacién de B. su#btilis en medio de cultivo es estimulada por la disminucién de
nutrientes durante la fase estacionaria; incrementandose las concentraciones a medida que

166



Discusion general

la edad del cultivo avanza (Nicholson ef 4/ 2000; Errington 2003). En cuanto a la
obtencién de sobrenadantes, se consiguié poner a punto una metodologia eficiente para
la obtencién de sobrenadantes libres de células activas, y se consiguié informacién sobre
la tolerancia de compuestos antifungicos a altas temperaturas.

Los ensayos de actividad antifingica 7 vitro demostraron que las células, endosporas y
sobrenadantes libres de células de la cepa CPA-8 tuvieron una alta capacidad antagénica
contra los aislados patogénicos de B. cnerea, M. fructicola, M. laxa, P. digitatum, P. italicum y
P. excpansum. La actividad antifungica de células y endosporas estuvo siempre asociada a la
formacién de zonas de inhibicién del crecimiento del patégeno y de precipitados blancos
alrededor de la bacteria como se muestra en el ejemplo de la Figura 2.

Figura 2. Actividad antifungica # vitro de células y endosporas de B. subtilis
CPA-8. En (a) efecto de células contra B. dnerea y en (b) endosporas
contra P. expansum. Las flechas muestran la zona de inhibicién de
crecimiento del hongo alrededor de la bacteria y la presencia de
precipitados por efecto de compuestos fungitéxicos producidos por la
cepa CPA-8.

Los sobrenadantes libres de células de la cepa CPA-8 inhibieron el crecimiento de
micelio y la esporulaciéon de todos los patdgenos estudiados entre el 89 y 100 %. Como se
muestra en el ejemplo de la figura 3, la actividad antagénica de sobrenadantes libres de
células fue igual o mejor que la observada con las células y endosporas.

La actividad antagénica de la cepa CPA-8 contra los patégenos de postcosecha
estudiados a través de células fue similar a la descrita para otras cepas de B. subtilis (Pusey
y Wilson 1984; Arras 1993; Touré e al. 2004). La actividad antifingica de las endosporas
aporta nueva informacién sobre el potencial de B. swbtilis para la supresion del
crecimiento de patégenos de postcosecha de fruta. En ambos casos, el hecho de que la
actividad antifingica de CPA—8 estuviera asociada a la formacion de zonas de inhibicién
de crecimiento del patégeno fue el primer indicio de que su capacidad de biocontrol
podia estar relacionada con la producciéon de compuestos antifungicos. Los resultados
obtenidos con sobrenadantes libres de células corroboraron la hipdtesis anterior. En
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general los resultados 7 vitro sugieren que la sintesis de compuestos antifungicos podria
ser el principal modo de accién utilizado por la bacteria para la supresiéon de
enfermedades de postcosecha de fruta como ha sido propuesto por Gueldner e al.
(1988) y Wisniewski y Wilson (1992). Aun cuando los resultados de actividad antagénica
in vitro no pueden extrapolarse directamente a la efectividad de la cepa CPA-8 para el
control de enfermedades en fruta, aportaron informacién importante sobre la bacteria
requerida para los siguientes ensayos de efectividad y estudio del modo de accién.

Figura 3. Actividad antagénica in vitro de B. subtilis CPA-8 contra
M. laxa (micelio y esporulado activo). En (a) el efecto de células; en (b)
de endosporas, en (c) de sobrenadantes libres de células (medio
PDA+sobtrenadantes filtrados) y en (d) el tratamiento control M. laxa
(micelio y esporulado activo) en PDA.

1.2. Evaluacion de la efectividad de B. subtilis CPA-8 en el control de
podredumbres de postcosecha en naranja, manzana y fruta de hueso

La efectividad de B. subtilis CPA-8 en el control de las podredumbres causadas por
P. digitatum vy P. italicum en naranja; B. cinerea y P. expansum en manzana; y M. laxa y
M. fructicola en fruta de hueso fue investigada mediante tratamientos de la fruta con
células, endosporas y sobrenadantes libres de células. Las dosis de los tratamientos fueron
en células de 10° UFC mL-1, en endosporas de 108 UFC mL-1, en sobrenadantes libres de
células puros y diluciones 1:10 de todos estos tratamientos. Si bien las dosis ensayadas
fueron altas para ser aplicadas a nivel practico, sitvieron para aportar la primera
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informacion sobre la efectividad de B. subtilis a nivel experimental. Con este antecedente,
los tratamientos de la cepa CPA—8 a base de células, endosporas y sobrenadantes libres de
células demostraron diferentes niveles de efectividad en la reduccién de la incidencia de
los principales patégenos de postcosecha de naranja, manzana y fruta de hueso.

Los tratamientos de células, endosporas y sobrenadantes libres de células no controlaron
la podredumbre causada por P. digitatum y P. italicum en naranjas. En contraste, datos
experimentales descritos por Arras (1993) y Arras y D'hallewin (1994) habian demostrado
que tratamientos de B. subtilis son efectivos en el control de podredumbres de citricos,
pero cuando se aplican antes que el patégeno. Al comparar estos resultados con los datos
publicados para otros aislados de B. subtilis en inoculaciones artificiales de naranja con
P. digitatum, se confirma la idea de que se registran niveles altos de incidencia de la
enfermedad cuando los tratamientos bacterianos son aplicados con posterioridad al
patégeno (Zhang y Dou 2002; Leelasuphakul e¢f 4/ 2008) como es nuestro caso.
Adicionalmente, segun lo descrito por Arrebola ef a/ (2010) la eficacia de aplicaciones
preventivas de B. amylolignefaciens en citricos podtia asociarse con la colonizacién
bacteriana y la produccién de compuestos antifungicos (biopeliculas) que protegen la
superficie de la fruta contra la infeccién del patégeno. Sin embargo, la evaluacion del
potencial real de la cepa CPA-8, en este trabajo, intentaba simular al maximo las
condiciones naturales de infeccion de P. digitatum y P. italicum en la fruta (que son
patdgenos que ya se encuentran en pre—cosecha en campo) y el efecto de los tratamientos
en postcosecha.

En manzana, los tratamientos de la cepa CPA-8 controlaron la podredumbre causada por
B. cinerea, mostrando incidencias entre el 70 % y el 12.5 % en comparacién con el 100 %
del tratamiento control y no fueron efectivos en el control de P. expansum. Sin embargo,
los tratamientos de células, endosporas y sobrenadantes libres de células contra B. cnerea
fueron efectivos a concentraciones altas. Ongena ez a/. (2005b) y Touré et al. (2004) habian
publicado resultados similares con tratamientos preventivos de endosporas y extractos de
lipopéptidos para reducir la podredumbre gris en manzana. La falta de eficacia de CPA-8
en el control del moho azul podria estar relacionada con el espectro antimicrobiano de la
bacteria (Vanittanakom ¢ a/. 1986) y su incapacidad para inhibir la germinacién de
esporas (McKeen ¢ al. 1980).

Los mejores resultados de efectividad de la cepa CPA-8 se obtuvieron en fruta de hueso
contra M. laxa y M. fructicola donde la mayoria de los tratamientos de células, endosporas y
sobrenadantes libres de células controlaron la podredumbre causada por ambos
patégenos con reducciones de la incidencia de hasta el 100 % en comparacién con el
tratamiento control (70 % — 90 % de incidencia de podredumbre), como se muestra en el
ejemplo de la figura 4.
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Figura 4. Efectividad de B. subtilis CPA-8 en el control de la podredumbre marrén en nectarinas ‘Big Top’.
Los resultados corresponden al efecto de endosporas a 108 UFC mI-! provenientes de cultivos de 120 h de
incubacién contra (a) M. laxay (b) M. fructicola.

Los resultados en fruta de hueso confirmaron el potencial de biocontrol de B. subtilis contra
M. fructicola ya citado en otros estudios (Pusey y Wilson 1984; Wilson y Pusey 1985; Pusey ¢f a/.
1986, 1988) y proporcionaron nueva informacion sobre la efectividad de tratamientos de
endosporas; ademas del control junto con células y sobrenadantes libres de células contra
M. Jaxa. Los tratamientos de endosporas tuvieron un importante efecto contra M. Jaxa y
M. fiucticola en fruta de hueso, similar al descrito por Leelasuphakul ez a/. (2008) y Touté e al.
(2004) para células y sobrenadantes concentrados libres de células contra patégenos de
postcosecha de citricos y manzanas. El efecto de control de las endosporas de forma similar a
lo que se ha descrito para las células, probablemente se puede relacionar con la produccién
imsitn de células y secrecion de compuestos antifingicos. Desde un punto de vista
tecnologico, la eficacia de las endosporas junto con las células vegetativas y los compuestos
antifingicos hace de esta bacteria un buen candidato para desatrollar un producto biolégico
(Brannen y Kenney 1997; Fravel 2005). Ademas, la eficacia de compuestos antiftingicos,
ampliamente descritos como sustancias con baja toxicidad, alta biodegradabilidad y
caractetisticas favorables al medio ambiente podrtia ser otro punto a favor para el uso de
B. subtilis CPA—8 en comparacion con los plaguicidas quimicos (Chen ez a/. 2008).

Basandose en resultados obtenidos en la fruta de hueso contra Monilinia spp. se decidid
profundizar en esta relacién; optimizando las dosis, el tipo de tratamiento: cultivos
(consistentes en células + endosporas + metabolitos antifungicos en el medio de
crecimiento), células y sobrenadantes libres de células, y comparandolos con el producto
comercial Serenade Max® formulado a base de B. subtilis. Los tratamientos a base de
cultivos y suspensiones celulares fueron evaluados en dosis de 108, 107 y 106 UFC mL-! y los
sobrenadantes libres de células puros y diluidos 1:10. Los diferentes tratamientos fueron
efectivos contra M. laxa y M. fructicola de forma similar o mejor que Serenade Max®;
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siendo los mas efectivos los cultivos con incidencias de la enfermedad del 0 % en
comparacion al 85 y 95 % en los controles. Segun Pryor ez a/. (2007) la mayor eficacia de los
cultivos de la cepa CPA-8 podtfa deberse a la accién combinada de las células vegetativas,
endosporas y compuestos antifungicos presentes en el medio. Respecto a las dosis, en general
la mayorfa de las concentraciones fueron eficaces; y aunque en los tratamientos con células a
106 UFC ml- 1! se observé una ligera disminucion de la efectividad comparada con las dosis
107 y 108 UFC mL- 1, con el resto de tratamientos la reduccién de la enfermedad fue
practicamente total (hasta el 100 %). Estudios en otras frutas de Touré ¢f a/ (2004) y Zhang y
Dou (2002) concuerdan con que las dosis usadas en nuestro estudio son adecuadas para
aplicaciones bacterianas a nivel comercial.

Los resultados del estudio de las poblaciones bacterianas en heridas de frutas tratadas con
cultivos y suspensiones celulares indicaron que las poblaciones bacterianas se mantuvieron
estables o aumentaron hasta 2—log, demostrando una buena capacidad de la cepa CPA-8
para sobrevivir y colonizar los tejidos de fruta lesionados. Hsto sugirié ademas que el
entorno especifico en la superficie de la fruta no representa un medio desfavorable para el
crecimiento de este agente de biocontrol. Aunque todos los tratamientos bacterianos fueron
inoculados en concentraciones similares, las poblaciones provenientes de las frutas tratadas
con cultivos fueron en general supetiores a las alcanzadas con suspensiones celulares o con
Serenade Max®, posiblemente porque la presencia del medio de cultivo ayud6 a la
supervivencia y al crecimiento de la cepa CPA-S sirviéndole seguramente como nutriente.

En conclusion, este primer estudio proporcioné un conocimiento detallado de las
caracteristicas de B. subrilis CPA—-8 y su potencial para controlar enfermedades de fruta. La
informaciéon obtenida apoya que esta bacteria tiene potencial para ser usada como un
agente de biocontrol efectivo de la podredumbre marréon en fruta de hueso y la
factibilidad de que ésta pueda ser desarrollada como formulacién comercial.

2. Estudio del mecanismo de accion de B. subtilis CPA-8

Capitulo 1 Caracterizacion del ABC Efectividad 772 vitro e in vivo

Capitulo 2 Determinacién del modo de accién

El desatrollo comercial de agentes de biocontrol de enfermedades de postcosecha de fruta
tradicionalmente se ha basado en estudios de ecologia microbiana aplicada; sin embargo los
mecanismos de acciéon usados por los agentes de biocontrol para suprimir a los patégenos
aun son poco conocidos. Segin Janisiewicz y Korsten (2002) un conocimiento amplio
sobre los mecanismos de accién de un agente de biocontrol es un requerimiento clave para
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su desarrollo como producto biolégico. Adicionalmente, este conocimiento aplicado en
potenciales agentes de biocontrol ya identificados puede ser util para mejorar su eficacia a
través del desarrollo de métodos apropiados para su produccion, formulacién y aplicacién,
asi como facilitar su distribucion y registro (Wilson y Wisniewski 1989; Droby e a/. 2009).

En la especie B. subtilis se han descrito un gran nimero de cepas como potentes agentes de
control de enfermedades agricolas por su capacidad para producir una amplia variedad de
compuestos antimicrobianos, especialmente lipopéptidos antifingicos (Shoda 2000; Ongena y
Jacques, 2008). Sin embargo, la mayorfa de estudios se han centrado en el potencial de
biocontrol de esta bactetia, y los mecanismos de accién para suptimir enfermedades a través
de compuestos antifingicos aun son poco conocidos (Ongena ez a/. 20052). En condiciones
de postcosecha, han sido pocos los estudios que han discutido el papel de los lipopéptidos
antifungicos producidos por B. subtilis, como iturinas y fengicinas, en la reduccién de
podredumbres de melocotén y manzana (Gueldner ef a/ 1988; Touré ez al. 2004), existiendo
un creciente interés debido a las caracteristicas de los lipopéptidos ya que presentan una alta
actividad antagonica, un modo de accién versatil y son amigables con el ambiente comparados
con los fungicidas quimicos (Ongena e a/. 2009).

En base a la informacién del potencial de B. subtilis CPA—8 para el control de enfermedades
de postcosecha de fruta (Capitulo 1) el siguiente paso en este trabajo se enfocé a dilucidar el
principal mecanismo de accién implicado en su capacidad de biocontrol (Capitulo 2). La
abundante informacién sobre el potencial de compuestos fungitéxicos producidos por
diferentes cepas de B. subtilis, especialmente lipopéptidos, ayud6 ademas a dirigir el analisis a
los aspectos genéticos y fisiologicos implicados en la expresién de genes y en la sintesis de
estos compuestos en la cepa CPA-8.

2.1. Estudio de la actividad antifingica de sobrenadantes libres de células y
caracterizacion de lipopéptidos antifiingicos

En primer lugar se llevaron a cabo ensayos de actividad antifungica 7z vifro con sobrenadantes
libres de células provenientes de cultivos liquidos de B. subtilis CPA-8, los cuales
suministraron la primera evidencia sobre el papel de los lipopéptidos producidos por la cepa
CPA-8 en la supresion de M. laxa y M. fructicola. Los sobrenadantes libres de células y sus
extractos lipopeptidicos (obtenidos con 7butanol) presentaron una fuerte actividad
antifungica contra ambos patdgenos, similar o igual que la observada con suspensiones
celulares. Este hecho concordé con los resultados publicados por McKeen e a/. (1986) sobre
el efecto inhibitorio de extractos etilicos de B. subtilis B-3 contra una amplia gama de hongos
fitopatégenos, incluyendo M. fructicola; y apunté a la antibiosis como principal mecanismo de
accion implicado en el potencial de biocontrol de CPA-8.
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El siguiente paso fue identificar los lipopéptidos producidos por CPA-8 y discriminar su
actividad antifingica. El analisis de los extractos butandlicos de CPA-8 por TLC en
comparacion con los extractos obtenidos de las cepas de B. subrilis UMAF6639 y UMAFG6614
productoras de lipopéptidos utilizadas como cepas de referencia (Romero ef a/. 2007a, b),
mostré la presencia de las tres clases de lipopéptidos: fengicinas, iturinas (iturina A y
bacillomicina) y surfactinas, como se muestra en el ejemplo de la figura 5a.

(a) Cromatograma en TLC (b) Bioautografia en TLC

R.d M. Iaxa2x10° conidias mL! M. fructicola 2x10° conidias mL™*
£ de .

lipopéptidos
stf (0.7)
ituA (0.4)
bacD (0.3)

fen (0.1-0.2)

6639 CPA-8 6614 6639 CPA-8 6614 6639 CPA-8 6614
Figura 5. Identificacién de lipopéptidos producidos por B. subtilis CPA—8 y las cepas de referencia
UMAFG6639 y UMAF6614 mediante analisis de extractos butandlicos en (a) cromatografia de capa fina
(TLC) y en (b) bioautografia (actividad antifingica) contra M. /axa o M. fructicola. Las flechas indican la
posicién de los lipopéptidos surfactina (stf), iturina A (ituA), bacillomicina D (bacD) y fengicina (fen)
en el cromatograma y sus correspondientes zonas de inhibicién del crecimiento de los patégenos.

Los tres tipos de familias de lipopéptidos han sido ampliamente descritos para la especie
por su fuerte actividad antifiungica contra diversos hongos fitopatégenos
(Razafindralambo ¢f a/. 1993; Ongena et al. 2009). Al combinar este ensayo con pruebas
de inhibicién del crecimiento por bioautograffa, los resultados revelaron que la fraccién
correspondiente a fengicinas era la responsable de la actividad antifingica de la cepa
CPA-8 contra M. Jaxa y M. fructicola, mientras que la de iturinas tuvo una limitada accién
inhibitoria y la de surfactinas no mostré ninguna actividad de inhibicién (Figura 5b).
Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la antibiosis constituye el principal
mecanismo de accién de la cepa CPA-8 contra los patégenos de postcosecha. Ademas,
resulta interesante desde un punto de vista practico porque amplia el limitado nimero de
cepas de B. subtilis productoras de fengicina que han sido citadas como potencialmente
bioactivas en la supresién de patégenos de postcosecha, concretamente contra el moho
gris en manzanas (Touré ¢f a/. 2004; Ongena ef al. 2005b).
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2.2. Determinacién del rol de las fengicinas en el potencial de control de
B. subtilis CPA-8 mediante construccion de mutantes defectivos

En base a la identificacién de la fengicina como principal factor implicado en la actividad
antifungica de la cepa CPA-8, la atencién se centré en el desarrollo de una estrategia de
mutagénesis dirigida a inactivar la expresion de los genes que codifican para la sintesis de
fengicinas a fin de clarificar el papel de estos lipopéptidos en la capacidad de biocontrol de
CPA-8. Como se muestra en el ejemplo de la figura 6 con el conocimiento de que la cepa
CPA-S8 sintetiza fengicinas, previa a la construccion de los mutantes defectivos se identifico
la expresion del gen fenB por PCR. Se identifico la expresion de este gen en B. subrilis CPA-8
mediante comparacién con la cepa de referencia UMAF6639. La transformacion de la cepa
CPA-8 a través de bloquear la expresion del gen fenB se realizdé considerando que la
alteracion de este gen, en particular, podria bloquear la expresion de los genes fen A-D que
codifican para la sintesis del complejo multienzimatico de fengicinas Fen A—D o Fen 1-5,
como ha sido descrito por Steller ez a/. (1999).

(a) Cromatograma TLC
sl

-

(b) Amplificacionen PCR del gen fenB

UMAG6639 CPA-8 Mar. UMAGG639  CPA-8

Figura 6. Identificacién de la sintesis de fengicinas y de la expresion del gen fenB
por B. subtilis CPA-8 y la cepa de referencia UMAGG39. En (a) el cromatograma
en TLC mostrando la sintesis de fengicinas y en (b) la expresién del gen fenB que
codifica para sintesis de fengicina B mediante amplificacién en PCR. Las flechas
indican presencia de fracciones de fengicinas en el cromatograma y las bandas del
gen fenB (~1481bp) en el gel de agarosa al 1 % comparadas con el marcador

hyperLadder I (Mar.).
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La mutagénesis constituye un método exitoso para identificar el papel de los antibibticos
producidos por un agente de biocontrol bacteriano en la supresion de enfermedades de las
plantas a nivel molecular (Silo-Suh e a/ 1994; Hokeberg et al. 1998). La inactivacién de la
produccion de antibiéticos por mutagénesis alterando los genes implicados en su biosintesis,
generalmente resulta en la reduccién o la pérdida de la capacidad antagénica bacteriana para
controlar el patégeno (Raaijmakers ¢f 2/ 2002). En postcosecha esta técnica ha sido usada
recientemente con los trabajos de Arrebola ez /. (2010) y Liu ¢f a/. (2011) para la construccion
de mutantes de B. amyloliquefaciens defectivos para la supresion de enfermedades de citricos y
melocoton, siendo nuestra investigacion el primer trabajo sobre fengicinas producidas por
B. subtilis implicadas en el control de Monzlinia spp.

En este trabajo, el uso del protocolo optimizado de electroporacién de protoplastos
desarrollado por Romero e a/ (2006) para transformar las cepas recalcitrantes de B. subtilis
UMAF6639 y UMAFG6614, permitié la construccion de mutantes defectivos para la
produccién de fengicina a partir de la cepa parental CPA-8. Aunque éste es un método
delicado y con frecuencias de recuperacion bajas, fue suficientemente robusto para obtener
transformantes estables de la cepa CPA-8 que pudieron ser manipulados y utilizados en los
ensayos posteriores a nivel molecular, quimico y biologico.

El analisis de los transformantes de la cepa CPA-8 por PCR demostré la integracion del
vector de disrupcion pfenZ—2 en la secuencia del gen fenB que codifica para la sintesis de
fengicina B (Figura 7). El analisis de los extractos de lipopéptidos por bioautografia en TLC
demostrd que los mutantes de la cepa CPA-8 (Figura 7b) perdieron o redujeron su capacidad

PCRYy bioautografia en TLC+ M. laxa 2X10° conidias mL™!
(a) Cepa parental (b) Transformantes defectivos

T *¥3

fenB CPA-8 CPA-8pfenB-1 CPA-8pfenB-I  pfenB-2 CPA-8pfenB-1 CPA-8pfenB-2

Figura 7. Analisis de transformantes de B. subtilis CPA—8 defectivos para la produccion de fengicinas por
PCR en el gel de agarosa al 1 % y bioautograffa en TLC. En (a) la banda del gen fenB (~1481 bp) y la actividad
antifungica de fengicinas de la cepa parental CPA—8 contra M. Jaxa. En (b) la banda gen ferB con el vector de
disrupcion pfen2—2 (~423 bp) y la pérdida de actividad antifingica de los transformantes defectivos CPA-8
pfenB contra M. /axa. Las flechas indican las zonas de inhibicién o pérdida de inhibicién del crecimiento del
patbgeno.
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antagonica contra M. Jaxa y M. fructicola comparados con la cepa parental (Figura 7a) debido a
que dejaron de producir fengicina. Estos resultados corroboraron la importancia de la
produccién de fengicina en la actividad antagénica de B. subtilis CPA-8 contra ambos
patbgenos y permitieron la seleccion de los fenotipos mutantes de la cepa CPA—8 que habjan
perdido la capacidad antagonica contra Monilinia spp. para los ensayos de efectividad en fruta.

Una vez obtenidos los mutantes defectivos para la sintesis de fengicinas se procedi6 a estudiar
su efectividad para el control de Monilinia spp. en melocotén, compariandola con la cepa
parental. Los ensayos de efectividad en fruta utilizando tratamientos a base de células y
sobrenadantes libres de células confirmaron que los mutantes de la cepa CPA-8 defectivos
para la produccién de fengicinas perdieron en gran parte su capacidad para controlar la
podredumbre marrén causada por Monilinia spp. Como se muestra en el ejemplo de la figura 8
la fruta tratada con suspensiones provenientes de los mutantes defectivos en fengicinas
present6 porcentajes de podredumbre altos, en algunos casos similares a los observados en el

(a) Controles (b) Tratamientos mutante y cepa parental CPA-8

1 o <= 1 =

10 UFC mL™! Sobrenadantes 1:10
CPA-8 pfenB-2

106 UFC mL-! Sobrenadantes 1:10

CPA-8

Serenade Max® 10’ UFC mL!

Figura 8. Pérdida de efectividad de mutantes de B. subtilis CPA—8 defectivos para la produccion de
fengicinas contra M. /axa (2X103 conidias mI-1) en melocotones Placido’ ecolégicos. En (a) fruta sin
tratar y tratada con Serenade Max® 2.5 g -1 (1.8x107 UFC mL-!). En (b) fruta tratada con diferentes
suspensiones de CPA—8 pfenB-2 y la cepa parental CPA-8.
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tratamiento control sin tratar, mientras que los tratamientos con la cepa parental presentaron
reducciones de la enfermedad de hasta el 100 %, efectividad similar o mejor que el producto
comercial Serenade Max®. Aunque los tratamientos de células provenientes de los mutantes
de CPA-8 conservaron cierto un efecto de reduccién de la podredumbre marrédn, los
sobrenadantes libres de células fueron completamente ineficaces para controlar esta
enfermedad, lo que indicé que la produccion de fengicinas es un factor esencial en el
mecanismo de accion de CPA-8.

El hecho de que los tratamientos a base de células de los mutantes de la cepa CPA-8
conservaran alguna actividad antifingica contra la podredumbre marrén podtia estar
relacionado con su capacidad para producir otros lipopéptidos como iturinas y surfactinas, y el
posible efecto sinérgico entre ambos como ha sido propuesto por Magnet—Dana ¢ a/. (1992)
y Arrebola ez al. (2010). El efecto de biocontrol de los mutantes CPA—8 ademas podria estar
relacionado con la habilidad de la bacteria para desarrollar otros mecanismos de biocontrol
(Janisiewicz y Korsten 2002; Morikawa 2000).

El estudio de la dinamica de poblaciones de la cepa parental CPA-8 y sus mutantes en la
superficie de la fruta demostré que los mutantes fueron capaces de sobrevivir y colonizar la
superficie de la fruta de forma similar a la cepa parental. Este resultado corroboré que la
pérdida de eficacia en el control de la podredumbre marrén puede ser sélo atribuida a su
incapacidad para producir fengicinas. Los resultados obtenidos con la cepa parental fueron
similares a los reportados por Touré e al. (2004) quienes demostraron que la eficacia de la
cepa GA 1 de B. subtilis contra el moho gtis en manzana es debido a su supervivencia sobre la
superficie de la fruta y la produccién de fengicinas. Estos autores ademas sugirieron la
importancia de usar mutantes defectivos, como los que fueron desarrollados en este trabajo,
para comprobar el efecto de biocontrol de fengicinas.

Desde un punto de vista patolégico, sélo un numero reducido de estudios han destacado los
dafios morfologicos y fisiolégicos de los lipopéptidos pertenecientes al grupo de las fengicinas
sobre la estructura de los patégenos. Segin lo descrito por Vanittanakom ez 2/ (1986) y Deleu
et al. (2005) el efecto fungicida de las fengicinas se debe a que estos lipopéptidos pueden
interactuar con los componentes lipidicos de la membrana citoplasmatica del hongo como el
ergosterol y alterar su estructura y permeabilidad por la formacién de un complejo fengicina—
ergosterol de manera dosis dependiente. Este efecto fue probado por Vanittanakom ez a/.
(1986) quien demostrd las alteraciones morfologicas causadas por fengicinas en diferentes
hongos fitopatégenos incluyendo M. fructicola. En este sentido, la alta susceptibilidad exhibida
por M. laxa y M. fructicola podria explicarse por el efecto de fengicinas producidas por CPA—8
sobre las estructuras de ambos hongos que inciden en su viabilidad y posterior incapacidad de
desarrollarse para causar podredumbre sobre la fruta.
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Desde un punto de vista practico, los resultados de efectividad de la cepa CPA-8 para el
control de la podredumbre marrén fueron similares o incluso mejores que los observados con
Serenade Max®, una formulacion comercial basada en la cepa QST-713 de B. subtilis. Hecho
que corrobora la adecuacion de esta cepa para ser utilizada como agente de control biologico
de enfermedades de postcosecha. En Europa, la preocupacion de introducir antagonistas que
producen antibiéticos en la dieta que puedan afectar la salud humana puede presentar un
obsticulo para la aceptacion publica de esta tecnologfa; sin embargo una gran cantidad de
nuevos trabajos describen las caracteristicas amigables de los lipopéptidos con el ambiente y la
salud humana comparados con fungicidas quimicos (Chen e a/. 2008). En USA diferentes
cepas de B. subtilis son consideradas como sustancias GRAS y usadas como productos
biolégicos para el control de enfermedades agricolas (Fravel 2005). Ademas, los lipopéptidos
producidos por bacterias del género Baeillus, incluida la especie B. subtilis son ampliamente
utilizadas en la industria alimenticia y farmacéutica (Cutting 2011) y han sido propuestos como
potenciales candidatos para reemplazar fungicidas agricolas (Banat ez /. 2000).

La evidencia acumulada en este estudio proporcioné un conocimiento detallado del principal
mecanismo usado por B. subtilis CPA—8 para la supresion de patdégenos de postcosecha a
través de la producciéon de compuestos fungitdxicos, especificamente lipopéptidos de la
familia fengicinas contra la podredumbre marrén causada por Monilinia spp. Estos aspectos
fundamentales sobre los mecanismos de acciéon de CPA—8 ademas de contribuir con nueva
informacion de la biologfa de un agente de biocontrol, son de gran interés a nivel practico
para su futuro uso como alternativa a los fungicidas quimicos establecidos actualmente para el
manejo de fruta.

3. Optimizacién de la produccion de B. subtilis CPA-8
mediante un medio de bajo coste

Cepa con potencial como ABC

¢ J—|
Optimizacion de la produccion
v v v

Determinacién de la composicion Produccion en bioreactor Mantenimiento de

del medio de cultivo adecuado de laboratotio efectividad de biocontrol

Capitulo 3

Basados en las evidencias sobre el potencial de la cepa CPA-8 para el control de
enfermedades de postcosecha de fruta y sobre su modo de accién obtenidas en los capitulos 1
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y 2, el siguiente paso en el desarrollo de esta bacteria como agente de control biologico fue
realizar estudios para la optimizacion de su produccion y formulacion.

La produccion y formulacion de un agente de biocontrol son pasos indispensables para su uso
como producto comercial. Siendo el principal requerimiento la producciéon de altas
concentraciones del microorganismo, por lo cual el desarrollo de un medio de bajo coste y la
optimizacion de las condiciones de crecimiento se deben estudiar en primer término. El
medio de cultivo debe estar constituido por materias primas baratas que suplan los
requerimientos nutricionales del microorganismo para una maxima producciéon de biomasa y
metabolitos en un volumen dado y en el menor tiempo posible (Riesenberg y Guthke 1999;
Teixid6 ¢f al 2011). Ademas, este medio debe permitir una facil recuperacién del producto
microbiano, asi como no interferir sobre su eficacia de biocontrol. Con esta base, este estudio
se centrd en el disefio de un medio de cultivo de bajo coste constituido por sustratos baratos
que proporcionase una produccion alta de la cepa CPA-8 y sus compuestos antifingicos,
manteniendo su eficacia de biocontrol. Todo este estudio supondtia una base fiable para un
postetior escalado de produccion a nivel industrial (Capitulo 3).

3.1. Busqueda de productos comerciales y subproductos agroalimentarios
como fuentes de nitrégeno y carbono para la optimizacion de un medio
de bajo coste

El primer paso para la optimizacién del medio de cultivo de bajo coste se centrd en encontrar
las mejores fuentes de nitrégeno y carbono entre productos comerciales y subproductos
agroalimentarios baratos y de facil obtencion, que en combinacién permitieran alcanzar una
alta produccion de la cepa CPA-8. Extracto de levadura, peptona, sacarosa y maltosa fueron
ensayadas debido a que son fuentes de nitrégeno y carbono ampliamente descritas para la
produccién de microorganismos benéficos, incluyendo B. subrilis (Jacques et al. 1999; Costa
et al, 2002a; Abadias ¢ al. 2003). Tres productos de soja: harina de soja integral comercial “Luz
de Vida”, harina de soja desengrasada 44 % y semillas de soja molidas fueron usados como
fuentes de nitrégeno por ser considerados como excelentes sustratos econdémicos para la
produccion industrial de B. subtilis 'y sus metabolitos ya que contienen proteinas,
carbohidratos, vitaminas y minerales (Matsumoto ¢f /. 2000). La melaza de cafia, subproducto
de la industria azucarera econémico y ampliamente usada en la produccién de alcohol y
microorganismos benéficos (Costa ez a/. 2001; Kotzamanidis ef a/ 2002; Maheshwari y Dubey
2008) fue incluida como fuente de carbono debido a su elevado contenido de azicar (aprox.
50 % w/w sacarosa, glucosa y fructosa), es una suspension coloidal, que contiene ademas
metales pesados, vitaminas y compuestos de nitrégeno. Debido a que el uso de suplementos
minerales como oligoelementos ha sido referido como un factor importante en la produccion
de B. subtilis y sus metabolitos (Cooper et al. 1981), todos los medios ensayados para la

179



Potencial de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta

produccién de la cepa CPA-8 se suplementaron con minerales a concentraciones bajas
(mg L).

Una vez definidos los componentes del medio, los primeros ensayos para la optimizacion del
medio de cultivo de bajo coste se llevaron a cabo en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL
de cada medio de estudio. Los diferentes medios fueron inoculados con la cepa CPA-8 a
105 UFC mIL y se incubaron a 30 °C y 150 rpm durante 72 h. El crecimiento de la bactetia
(UFC mL") se determiné a las 24, 48 y 72 h.

Los primeros medios de cultivo ensayados estuvieron compuestos por extracto de levadura,
peptona o harina de soja integral comercial “Luz de Vida” como fuentes de nitrdgeno en
combinacion con diferentes concentraciones de melaza como fuente de carbono. El maximo
crecimiento de 2.4X10° CFU mL-! fue obtenido en los medios constituidos por harina de soja
integral comercial “Luz de Vida” (40 g L-!) o por peptona (20 g L-!) en combinacién con
melaza (10 g L") comparados con los medios control. En los medios que combinaban harina
de soja a 10, 20 0 40 g L-! con melaza a 20 g L1, el crecimiento de CPA-8 fue entorno a
3.6-9.5%10% CFU mL-!, y cuando la concentraciéon de melaza se incrementé a 40 g L1 el
crecimiento  disminuyé hasta 1.1-6.4x107 CFU mlL-'. Un crecimiento bajo
(5.8x107 CFU mL-") fue obtenido con el medio compuesto por extracto de levadura
(10 g L) en combinacién con melaza (10 g L-1).

En general, en todos los medios con concentraciones altas de melaza (20 o 40 g L-1) se
observo un efecto negativo en el crecimiento de CPA—8. Aunque este sustrato ha sido citado
por Younis et al. (2010) para la produccién de B. subtilis aislado de la melaza de cafia, las
concentraciones usadas pudieron ser téxicas para las células de la cepa CPA-8, de forma
similar a los resultados descritos por Costa ez al. (2001) para P. agglomerans CPA-2. En estos
medios, especialmente en los compuestos por extracto de levadura o peptona se observd que
el pH disminuy6 incluso por debajo de 5.5. Segun lo descrito por Ohara e a/. (1992) el
crecimiento microbiano puede promover una acumulacion de productos acidos en el medio
que provocan una disminucion del pH y la consiguiente inhibicion del crecimiento. En los
medios con concentraciones altas de harina de soja (20 0 40 g I-1) y melaza pudo existir, sin
embargo, un efecto tampén que contribuyé al crecimiento de CPA—8, como ha sido sugerido
por Gaudreau ¢7 al. (1997) en medios con altas concentraciones de extracto de levadura en la
fermentacion de bacterias lacticas.

Las concentraciones altas de la cepa CPA—8 obtenidas en los medios con peptona o harina de
soja integral comercial “Luz de Vida” a 40 g L' comparadas con extracto de levadura cuando
la melaza se redujo a 10 g L-1 (2.4x10° CFU ml1), sefialaron que esta fuente de carbono
promueve el crecimiento bacteriano influenciada por la capacidad del microorganismo para
utilizar la fuente de nitrégeno disponible de forma parecida a lo que observaron Costa e a.
(20022). Un nuevo ensayo usando medios constituidos por harina de soja integral comercial
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“Luz de Vida” a 40 g L-1 y diferentes dosis de sacarosa o maltosa (10 o 20 g L-1) confirmaron
que ésta es una buena fuente de nitrégeno para el crecimiento de la cepa CPA-8. Ambos
estudios sugirieron seleccionar a la harina de soja integral comercial “Luz de Vida” como
fuente de nitrégeno de bajo coste para reemplazar la peptona comercial en combinaciéon con
melaza o sacarosa para la produccién de B. subtilis CPA-8. Aunque el crecimiento maximo de
la cepa CPA-8 se obtuvo cuando la concentracion de harina de soja fue de 40 g L1, el bajo
coste de este sustrato permite el uso de altas concentraciones sin reducir su idoneidad para la
produccién comercial.

El mayor crecimiento de la cepa CPA-8 obtenido en los diferentes medios de prueba
suplementados con oligoelementos comparados con el medio control 863 sugirié que su uso
puede ayudar a incrementar la multiplicacién celular, similar a lo citado en otras especies de
Bacillus donde se ha demostrado que iones como Mn?t*, Fe2t+ y Mg?™* incrementan el
crecimiento (Abdel-Mawgoud ez . 2008) y la producciéon de compuestos antifingicos
(Tabbene ez /. 2009). Desde un punto de vista practico la inclusion de estos elementos, no
setfa un problema en los escalados de produccion a nivel comercial debido a las bajas

concentraciones a las que son utilizados.

Con los datos obtenidos y con la finalidad de reducir el coste final del medio se realizaron
nuevos ensayos incorporando el uso de dos productos de soja: harina de soja desengrasada
44 % y semillas molidas ambas a una concentracién de 40 g L-! en combinacién con melaza
(10 g I-1) o sacarosa (20 g L-1). La justificacién para evaluar estos dos sustratos de soja fue
que son mas econdémicos que la harina de soja integral comercial “Luz de Vida”. Los
resultados obtenidos demostraron que ambos productos fueron buenas fuentes de nitrégeno
para el crecimiento de la cepa CPA-8 igual que la harina de soja integral comercial “Luz de
Vida”. El maximo crecimiento alrededor de 3.3-3.5X10° CFU ml! fue obtenido en los
medios constituidos por harina de soja desengrasada combinada con sacarosa o melaza.
Desde un punto de vista practico, la harina de soja desengrasada (44.5 % de proteinas, 6.7 %
de grasa y otras sustancias biologicas) en combinacién con melaza fue elegido como el medio
de cultivo 6ptimo entre otros productos, debido a que proporciond el crecimiento mas alto de
la cepa CPA-8 (alrededor de 3.5%10° UFC mL-).

En el paso final de optimizacién la concentracion de melaza fue reducida de 10 g I-1a 5 o
2gl-! en medios combinados con la harina de soja desengrasada 44 % a 40 g L-. Los
resultados demostraron que la reduccién de concentracion de melaza en el medio de 10 gl-'a
50 2 g I no disminuy6 la produccién de la cepa CPA-8, obteniendo una produccién final
entorno a 2X10° UFC ml-1. Para la seleccion de la concentracion de melaza sin embargo se
selecciond la concentracién de 5 g L1 en lugar de 2 g L1 porque esta fuente es barata y
ademas porque 2 g L1 presentaba una produccién ligeramente inferior aunque no
significativamente diferente. Estos resultados corroboraron la posibilidad de seleccionar la
melaza como la fuente éptima de carbono para produccién a bajo coste del agente de
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biocontrol B. subtilis CPA-8. En ambos casos, para asegurar una buena produccion y una
eficacia constante se debe procurar la mayor estandarizacion posible de estos subproductos,
evitando variaciones en funcién del origen de los lotes o la acumulacién de impurezas que
puedan disminuir el rendimiento de la produccién (Stanbury ef 2/ 1995).

Con estos resultados la producciéon de compuestos antifungicos de CPA—8 en el medio de
bajo coste compuesto por harina de soja desengrasada 44 % a 40 g - en combinacién
con melaza de cafia a 5 g L-! y suplementado con minerales (DSF40MOLS5) fue evaluada
en comparacién con el medio MOLP por bioautografia en TLC. Los resultados indicaron
que los extractos de lipopéptidos obtenidos a partir de cultivos de CPA—8 en el medio de
bajo coste tuvieron igual o mayor actividad antifungica contra Monilinia spp. como se
muestra en el ejemplo de la Figura 9 (con M. fructicola). Estos resultados demostraron que
el medio de bajo coste puede mantener o incrementar la produccién de compuestos
antifingicos.

Figura 9. Actividad antifungica de lipopéptidos producidos por
CPA-8 en el medio optimizado de bajo coste de harina de soja
desengrasada—melaza (DSFAOMOLS) contra M. fructicola (2X105
conidias mI-1) por bioautograffa en TLC. En (a) los lipopéptidos
antifungicos producidos en medio MOLP y en (b) los producidos en
DSF40MOLS5. TLas flechas sefialan las zonas de inhibicién de
crecimiento del patégeno.

De este estudio preliminar se desprendi6, que el medio compuesto por harina de soja
desengrasada 44 % a 40 g L-! en combinacién con melaza de cafia a 5 g L' y
suplementado con minerales (DSF40MOLS5) cumplia con los requerimientos de proveer
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una alta produccién de la cepa CPA-8 a un bajo coste comparado con medios de
laboratorio como 863. Ademas el medio optimizado de bajo coste ayudé a mantener o
aumentar la actividad antifungica de la cepa CPA-8 contra Monilinia spp. a través de la
produccién de lipopéptidos antifingicos. En base a ambos hechos este medio fue
seleccionado como 6ptimo para realizar el siguiente paso de escalado de produccion a
nivel de laboratorio.

Antes de realizar el escalado de producciéon se evalu6 el efecto de la temperatura de
incubacién en el crecimiento de CPA—8 en el medio optimizado de bajo coste DSF40MOLS.
Se evalud el efecto de tres temperaturas: 30, 34 y 37 °C durante 24 h de crecimiento. Los
resultados demostraron que las tres temperaturas ensayadas proporcionaban un buen
crecimiento de CPA-8. Estos datos concuerdan con las descripciones realizadas por Jacques
et al. (1999) para la produccién de B. subtilis en fermentacion liquida, que consideran los niveles
6ptimos de incubacién entre 30 y 37 °C. Se eligié como temperatura de produccién 30 °C por
ser ]a mas econémica y energéticamente sostenible.

3.2. Produccion de B. subtilis CPA—-8 en bioreactor de laboratorio

Las pruebas de produccion de la cepa CPA-8 en laboratorio a pequefa escala se realizaron en
un bioreactor DCU-300 (Figura 10) conteniendo 5 L. del medio optimizado DSF40-MOLS5 y
manteniendo la temperatura a 30 °C, una agitacién de 200 rpm y una aireacién de 100 L h!
durante 30 h. Estas pruebas permitieron realizar un estudio de la evolucién del crecimiento de
CPA-8, junto con la del pH y pOz a lo largo del proceso.

Figura 10. Vista general del fermentador BIOSTAT-A (Braun
Biotech. International, Alemania) utilizado para las pruebas de
produccién de B. subtilis CPA—8 en medio optimizado de bajo coste a
base de harina de soja desengrasada v melaza a escala de laboratorio.

183



Potencial de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta

Bajo las condiciones descritas los resultados obtenidos indicaron que hubo una fase de
latencia de 4.9 h, después de la cual se produjo un crecimiento exponencial y a las 20 h se
alcanzaron los niveles de produccién mas altos de aproximadamente 3.2X10° UFC mL-1,
que se mantuvieron constantes hasta el final del proceso después de 30 h. Este resultado
demostré la posibilidad de producir cantidades adecuadas de CPA-8 en el medio
optimizado de bajo coste y con una fase estacionaria larga que nos da una mayor
flexibilidad en la duracién del proceso.

En cuanto a la evolucién del pH, los niveles se mantuvieron entre 6.0 y 6.8 durante todo
el proceso. En general estos niveles son considerados adecuados para el crecimiento de
bacterias (Waites ¢ a/ 2001); y particularmente en B. subtilis, estudios realizados por
Jacques ¢ al. (1999) demostraron que un pH de 7 provee la maxima produccién de
células, endosporas y lipopéptidos mediante fermentacién liquida. Respecto a la
concentracién de oxigeno los resultados indicaron una caida de los niveles del 100 al 0 %
pocas horas después del inicio del proceso (10 h). Sin embargo, el agotamiento del
oxigeno parecié no influir en el crecimiento de la cepa CPA-8, lo que puede atribuirse a
que esta bacteria, generalmente considerada aerobia estricta, es capaz de crecer en
ausencia o escasez de oxigeno (Nakano y Zuber 2002). En relacién a la formacion de
espuma, ain cuando durante el crecimiento de la cepa CPA-8 hasta las 30 h no se
presentaron problemas de desbordamiento del bioreactor y pérdida de caldo de cultivo;
éste es un factor importante a tenerse en cuenta especialmente cuando los tiempos de
produccién se amplien a 72 h para estimular la produccién de endosporas y compuestos
antifungicos. El uso de antiespumantes o bioreactores con modificaciones para la
recuperacion de espuma (Coutte ¢f a/. 2010) y la producciéon continua (Davis ef al. 2001;
Guez et al. 2007; Manso et al. 2010) utilizados actualmente podrian ser estudiados en el
futuro para controlar este problema y optimizar la produccién. A pesar de que la
producciéon de la cepa CPA-8 fue alta, serfa necesario ensayar como se comportarfa el
cultivo si se modificasen las condiciones de Oz, temperatura, pH, agitacion,
antiespumante, etc. Estas variables podrian estudiarse mediante un diseflo experimental
como el de Plackett—Burman (Strobel y Sullivan 1999) que permitiera obtener datos sobre
el efecto combinado de condiciones circundantes en la produccién de células vegetativas,
endosporas y metabolitos antifungicos de la cepa CPA-S.

De este estudio se desprendié, que el medio optimizado DSF40-MOL5 en las
condiciones de cultivo en el fermentador a escala de laboratorio proveyé la posibilidad de
producir cantidades adecuadas de la cepa CPA-8 a un bajo coste y proporcioné una base
tiable para el escalado de produccién a nivel industrial. Sin embargo, a la hora de realizar
el escalado de producciéon a nivel industrial serfa necesario un estudio econémico en
profundidad, que tuviera en cuenta no sélo el coste de las materias primas que
constituyen el medio sino también la capacidad de producciéon de biomasa y el
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rendimiento del proceso fermentativo. A modo de aproximacién, puesto que el precio
puede oscilar en funcién del mercado y de las cantidades adquiridas, el valor en euros de
los medios de mayor producciéon obtenidos en este estudio comparados con los medios
de laboratorio usados para el crecimiento de B. subtilis se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Precio (euros 1) y produccién en (UFC ml-") del agente de biocontrol B. subtilis CPA—8 en
medios de cultivo de bajo coste comparados con medios de laboratorio

Medio Coste eutros -1 Concentraciéon UFC ml-!

Harina de soja desengrasada 44 % (40 gI-1); 0.4 3.3x10°UFC mL-!
sacarosa (20 g L-1) y minerales

Harina de soja desengrasada 44 % (40 g I-1), 0.3 3.5x10°UFC mL-!
melaza (5 g I-1) y minerales

Medio 863: peptona (10 g I-1), extracto de 4.1 3-4x108 UFC ml!
levadura (10 g I-1) y glucosa (20 g L)

Medio MOLP: peptona (30 g I-1), sacarosa (20 10.9 2x10°UFC mL-!
g L), extracto de levadura (7 g I-") y minerales

Como puede verse el medio de produccién considerado 6ptimo tiene un coste muy bajo
y totalmente razonable para ser considerado adecuado en una produccién a nivel
comercial.

3.3. Efectividad de B. subtilis CPA-8 crecido en medio de cultivo de bajo
coste para el control de Monilinia spp. en fruta de hueso

Los ensayos de efectividad de suspensiones de células y sobrenadantes libres de células de
B. subtilis CPA-8 producidos en el medio optimizado de bajo coste DSF40MOLS5 indicaron
que la capacidad de biocontrol de la cepa CPA—8 para reducir la podredumbre marrén del
melocotén causada por M. fructicola fue igual que la de suspensiones obtenidas a partir de la
cepa CPA-8 crecida en los medios de laboratorio 863 y MOLP. Se alcanzaron reducciones
de enfermedad de hasta el 95 % y 87.5 % después del almacenamiento a temperatura
ambiente y conservaciéon en frio, respectivamente (Figura 11).

El estudio de la dindmica de poblaciones demostré que la cepa CPA-8 crecida en el
medio optimizado de bajo coste puede sobrevivir y colonizar los frutos del mismo modo
que las células crecidas en medio MOLP. Ambos hechos sumados a los resultados de
produccién demuestran la posibilidad de obtener una produccion de bajo coste de agente
de biocontrol postcosecha B. subtilis CPA—8 y proporcionan una base fiable para el disefio
de un proceso de produccién a gran escala.
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(a) Control (b) Tratamientos

i

Figura 11. Efectividad de tratamientos de B. subtilis CPA—8 provenientes de
cultivos en medio optimizado de bajo coste DSF40MOLS5 y MOLP contra
M. fructicola (103 conidias mI-') en nectarinas ‘Big Top’ después de 23 dfas a
0 °Cy 5 difas 20 °C. En (a) controles sin tratar y en (b) tratamientos.

4. Formulacion de B. subtilis CPA-8 mediante secado por
atomizacion

Cepa con potencial como ABC
v

Desarrollo de la formulac

Supervivenciaal Busqueda del Efecto del medio de S AL e e

de formulados

secado por protector/material de rehidratacion en la

atomizacion soporte adecuado superviviencia

Capitulos 4y 5

La atomizaciéon es un método de secado a través del cual se pueden obtener grandes
cantidades de productos microbianos deshidratados rapidamente y a bajo coste. Existe
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una gran cantidad de estudios sobre la aplicacién de este método para el secado de
bacterias acido lacticas (Teixeira e a/. 1995). Sin embargo, las altas temperaturas
requeridas en el proceso de secado constituyen un importante limitante en la obtencién
de formulados microbianos mediante atomizacion. Los formulados obtenidos pueden
presentar baja viabilidad después del secado debido al estrés térmico y falta de estabilidad
durante el almacenado (Abadias e a/. 2005; Ananta ef al. 2005).

Para la formulacién de agentes de biocontrol de enfermedades la atomizaciéon ha sido
estudiada como método se secado sin resultados exitosos. Varios estudios han
demostrado que los agentes de control biolégico P. agglomerans (Costa et al. 2002b),
E. nigrum (Larena et al. 20032), P. oxalicum (Larena et al. 2003b), P. frequentans (Guijarro
et al. 2000) y C. sake (Abadias e al. 2005) son sensibles al calor y la atomizacién ejerce un
impacto extremadamente negativo sobre su viabilidad, llegando a la conclusién que este
tipo de secado no es adecuado para su formulacion.

Aun asf, la atomizacién no deja de ser un método interesante para la formulacion de
microorganismos y en la actualidad ha sido citado como un buen método de secado para
obtener productos a base de bacterias probidticas y de uso agricola patra control de plagas
como la especie B. thuringiensis (Chavez y Ledeboer 2007; Prabakaran y Hoti 2008;
Golowezyce e al. 2010). En estos casos el éxito de la atomizacién se basé principalmente
en la tolerancia o resistencia natural de las bacterias al calor. Particularmente en bacterias
del género Bacillus la capacidad de formar endosporas resistentes a condiciones
ambientales extremas, como altas temperaturas, ha sido descrita como una ventaja para el
desarrollo de biopesticidas agricolas (Ongena y Jacques 2008).

Considerando que en el estudio del capitulo 1 B. subtilis CPA—8 demostrd tener la
capacidad de resistir al calor a través de la producciéon de endosporas; las cuales ademas
presentaron una buena actividad antifingica contra patégenos de postcosecha de la fruta,
se seleccion6 el secado por atomizacién como un posible método de formulacién
interesante a estudiarse. La capacidad de CPA—8 para formar endosporas podria ser una
forma atractiva para obtener un producto biolégico mediante secado por atomizacion, ya
que mejora la resistencia a las altas temperaturas involucradas en este proceso. La
atencion se centrd en evaluar la atomizacién como método apropiado para la obtencién
de formulaciones de CPA-S; asi como la estabilidad (viabilidad) y efectividad posterior de
éstas durante el almacenado (Capitulos 4 y 5).

Las pruebas para la formulacion de la cepa CPA-8 se realizaron en un atomizador de
planta piloto (SD-05, Lab Plant, UK) que se muestra en la Figura 12. La temperatura de
entrada fue fijada a 150 °C, resultando una temperatura de salida entorno a 80 °C y un
flujo de entrada de muestra de 500 mL h-'. Las gotas producidas por la aguja de 0.5 mm
de diametro eran evaporadas en una cimara de secado de 0.215 m de didmetro y 0.5 m de
largo. El polvo resultante pasa a través del ciclon y se recolecta en botellas de 250 mL.
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Figura 12. Vista general del atomizador (SD-05, Lab
Plant, UK) utilizado para las pruebas de formulacién de
B. subtilis CPA—8 a escala de laboratorio.

4.1. Estudio comparativo del efecto de la atomizacion de B. subtilis CPA-8
y P. agglomerans CPA-2

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la atomizacién sobre la supervivencia
de B. subtilis CPA—8 basado en su capacidad para producir endosporas resistentes al calor
y mediante comparaciéon con el agente de biocontrol P. agglomerans CPA-2, como modelo
de microorganismo sensible al calor que no forma endosporas.

El primer paso fue evaluar la resistencia de la cepa CPA—8 al calor mediante tratamientos
a 80 °C durante 12 min de cultivos de 24 y 72 h de crecimiento en el medio optimizado
DSF40MOL5. Los resultados obtenidos demostraron que la cepa CPA-8 resistia el
tratamiento térmico mediante la produccién de endosporas y que esta capacidad dependia
de la edad del cultivo, siendo el cultivo de 72 h mas resistente que el de 24 h. El numero
de células viables en el cultivo de 72 h, sélo disminuyé 0.7 log (de 3.6X10% a
8x10° UFC g!') comparado con la reduccién en el cultivo de 24 h de 3.2 log (de 4.9%x1010
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a 2.3x107 UFC g). Las endosporas se producen en la naturaleza por especies de Bacillus
como mecanismos para sobrevivir a calor extremo incluso de 100 °C (Nicholson ez 4.
2000). En este sentido, los resultados obtenidos indican que la capacidad de CPA-8 para
sobrevivir al tratamiento con calor mediante produccién de endosporas podtia
proporcionatle la resistencia necesaria para soportar las temperaturas empleadas en el
proceso de atomizacion.

Una vez determinada la resistencia de la cepa CPA-8 al calor, se evalué su supervivencia
después del secado por atomizacién comparandola con P. agglomerans CPA-2. Cultivos de
24 y 72 h de ambos microorganismos en medios optimizados se atomizaron utilizando
MgSO4 10 % como protector/material de soporte en base a los estudios trealizados por
Costa et al. (2002b) con la cepa CPA-2. Los resultados demostraron que en cultivos de
72h la cepa CPA-8 tuvo la mejor supervivencia con un porcentaje del 32.3 % de
viabilidad, con una concentracién final de producto de 3.3X10° UFC g-!. Mientras que la
viabilidad de P. agglomerans CPA-2 fue inferior al 2 %. Esto confirmé la sensibilidad de la
cepa CPA-2 al calor que habia sido demostrado por Costa ¢z a/ (2002b) y su supervivencia
a la atomizacién no mejoré utilizando cultivos de 72 h.

La supervivencia de la cepa CPA-8 a la atomizacién estuvo relacionada con la edad del
cultivo. Los atomizados de 24 h presentaron una viabilidad baja en comparaciéon con la
supervivencia obtenida en los atomizados de 72 h. Varios estudios en bacterias
probidticas han demostrado que su supervivencia a la atomizacién depende ampliamente
de la fase de crecimiento y que éste es uno de los parametros mas importantes a tener en
cuenta para obtener productos con altas concentraciones de células viables (Corcoran
et al. 2004; Morgan et al. 2006; Peighambardoust ez a/. 2011). En este sentido, aun cuando
ambos cultivos de la cepa CPA-8 estaban en fase estacionaria, la mayor supervivencia
obtenida en los atomizados de 72 h comparados con los de 24 h podria estar
estrechamente relacionada con la mayor concentracién de endosporas (Figura 13). En el
capitulo 1 ya se demostr6 que las concentraciones importantes de endosporas tenfan lugar
a partir de las 72 h. Este resultado junto con los de termotolerancia es un punto
importante a tener en cuenta al seleccionar la fase 6ptima de crecimiento de los cultivos
de CPA-8 previa al proceso de atomizacion.

Por dltimo, debido a que uno de los requisitos mas importantes de las formulaciones
microbianas es que conserven la eficacia de control biolégico se estudié el efecto del
atomizado de la cepa CPA-8 en MgSO4 10 % en la germinacién de conidias de M. fructicola.
Los resultados demostraron que el atomizado de la cepa CPA-8 a 2X108 UFC mL-! redujo
la germinacién de las conidias de M. fructicola hasta un 4.9 % de manera similar a un cultivo
fresco de la bacteria (0 %) y comparados con el MgSO4 10 % atomizado sin bacteria y el
control sin tratar cuyos porcentajes de germinacién fueron 96.8 y 98.4 %, respectivamente.
Estos hechos corroboran que el proceso de secado mediante atomizacién no tuvo un efecto
negativo sobre la eficacia de biocontrol de CPA-8.
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Los resultados del estudio demostraron que la produccién de endosporas mejora la resistencia
de B. subtilis CPA-8 a las temperaturas de secado requeridas en el proceso de atomizacion; y
que esta cualidad podria ser utilizada para la formulacion de esta bacteria mediante
atomizacion.

Figura 13. B. subrilis CPA-8 atomizado en MgSOy 10 %. En (a)
polvo atomizado y en (b) microfotografia de endosporas y células
vegetativas rehidratadas con agua estéril a partir de atomizados de
CPA-8 observados en el microscopio 6ptico de luz. Las flechas
seflalan a las endosporas en verde—azul y a las células vegetativas
en rojo tefiidas con verde de malaquita—fucsina basica.

4.2. Busqueda de la sustancia protectora/material de soporte mas adecuada

Otro de los puntos importantes en la atomizacion es el uso de sustancias
protectoras/materiales de soporte (‘carriers’) adecuadas que ayuden a mejorar la resistencia del
microorganismo al calor y la recuperacion del producto atomizado. Para la seleccién del mejor
protector/material de sopotte se evalu6 cuatro combinaciones de leche desnatada en polvo y
MgSOy: leche 10 %, leche 10 %—-MgSO4 10 %, MgSO4 10 % y MgSO4 20 % para
atomizar cultivos de la cepa CPA-8 de 24 y 72 h de crecimiento. Estas combinaciones
fueron seleccionadas en base a los estudios realizados por Costa e a/. (2002b) y Abadias
et al. (2005) para la atomizacion de P. agglomeransy C. sake, respectivamente.

Los  resultados  demostraron que todas las  sustancias  usadas  como
protectores/trasportadores para la atomizacion de la cepa CPA-8 propotcionaban una
recuperacion del producto entre 28-38 % y un contenido de humedad residual entre 7-13 %.
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Estos porcentajes son considerados aceptables para productos biolégicos obtenidos en
atomizadores de laboratorio (Ananta et a/ 2004). La supervivencia de la cepa CPA-8 varid
considerablemente entre los atomizados que provenian de cultivos crecidos 24 h y los de 72 h.
Las formulaciones de 72 h mostraron una mayor supervivencia (28-32 %) y concentraciones
finales alrededor de 1.6-3.3X10% UFC ¢!, mientras que la viabilidad de los atomizados de
24 h fueron inferiores al 1 %o.

En términos de la sustancia mas adecuada para la atomizacion de la cepa CPA-8, aunque
los cuatro diferentes medios protectores estudiados proveyeron una buena supervivencia
de la bactetia, el MgSOj4al 10 % resulté ser el mejor protector/material de soporte con un
32.3 % de viabilidad. Este resultado concuerda con los resultados obtenidos por Costa
et al. (2002b) para la atomizacion de P. agglomerans. A pesar de que el uso de MgSO4 puede
ser cuestionado por ser una sal que puede recristalizar y causar dafios celulares durante el
proceso de secado, los resultados obtenidos demostraron que no afecté a la viabilidad de
la cepa CPA-8. El uso de sales como el KoSO, ha sido citado en otros estudios para
atomizacién de bacterias benéficas (Hutter ¢z a/. 1995). Recientes estudios realizados por
Vreeland 7 a/. (2000) han demostrado que bacterias halotolerantes que sobrevivieron millones
de afios pudieron ser aisladas de sales que no recristalizaron. En este sentido, los resultados
obtenidos constituyen un importante hallazgo y sugieren que la supervivencia de la cepa
CPA-8 en MgSOy podria estar relacionada con que esta sustancia no recristaliza durante
el proceso de atomizacion.

En base a los resultados obtenidos con las formulaciones de B. subtilis CPA-8 de 72 h en los
cuatro diferentes protectores/materiales de soporte, éstas fueron seleccionadas para su
evaluacion postetior.

Considerando que uno de los requisitos mas importantes de las formulaciones microbianas
para uso comercial, ademas de que sean viables, es que conserven su eficacia de biocontrol, el
siguiente objetivo luego de la atomizacién fue evaluar la efectividad de los formulados
seleccionados de la cepa CPA-8 mediante ensayos de actividad antifingica z witro. Estos
ensayos se llevaron a cabo con los atomizados sin conservacién para tener la seguridad que
éstos no habfan perdido eficacia por el proceso de secado.

En los ensayos de actividad antifingica 7 vitro se evalué el efecto de diferentes suspensiones
provenientes de los formulados de la cepa CPA-8 a 2X108 UFC mL-! en la germinacién de
conidias de M. fructicola a 2X10° conidias ml-! y se compard con tratamientos de células
frescas y protectores/materiales de soporte atomizados sin bactetia. Los resultados obtenidos
demostraron que solo un 5 % de las conidias de M. fructicola germinaron en presencia de los
formulados de CPA-8 en MgSOy4 10 y 20 %, siendo este resultado similar al efecto de las
células sin formular. En cambio el 100 % de conidias germinaron en el control sin tratar y los
protectores/materiales de soporte. En el caso de los formulados en leche 10 % y la mezcla
leche 10 %—MgSO4 10 % aun cuando los porcentajes de germinacién de conidias fueron
significativamente diferentes al control sin tratar, las conidias del patégeno germinaron. Sin
embargo, observaciones adicionales del desarrollo en las placas de cultivo demostraron que el
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patégeno perdi6 la capacidad de formar colonias viables a diferencia de las placas del control
sin tratar o de los protectores/materiales de sopotte sin bactetia demostrando un efecto de
biocontrol. Una explicacién podria deberse que la leche usada en ambos atomizados estimuld
a la germinacion de las conidias de M. fructicola, que después no fueron viables.

4.3. Efecto del medio de rehidrataciéon en la recuperacion de células de
CPA-8 en productos atomizados

La rehidratacion es considerado un paso fundamental en la recuperacion de bacterias a partir
de productos atomizados, debido a que el tipo de medio de rehidratacién y las condiciones de
rehidratacién pueden afectar la tasa de supervivencia de las células secas. Las altas
temperaturas usadas en el proceso de atomizacién pueden provocar dafios que afectan a la
pared celular (Ananta ez a/. 2005) y que aumentan la inestabilidad de los productos durante el
almacenado, siendo el medio de rehidratacion el vehiculo para recuperar las células y permitir
su crecimiento.

Para la rehidratacion de los formulados de la cepa CPA-8 se evaluaron cinco diferentes
medios: leche desnatada en polvo al 1 y 10 %, sacarosa 10 %, tampén fosfato y agua. Los
resultados demostraron que el agua o el tampdén fosfato proporcionaron una buena
recuperaciéon de las células de la cepa CPA-8 en las formulaciones (alrededor de
2Xx10°CFU g, similares a las obtenidas en leche desnatada en polvo o sacarosa al 10 % (en la
mayorfa de los diferentes formulados sin diferencias significativas). Estos resultado fueron
diferentes a los obtenidos en otros microorganismos como P. agglomerans (Costa et al. 2002b) y
C. sake (Abadias ef al. 2005) donde medios entiquecidos como leche descremada sola o mas
lactosa proveyeron una mejor recuperacion que el agua o el tampon fosfato. En términos
practicos y teniendo en cuenta que los tratamientos con agentes de biocontrol se hacen en el
campo o en centrales hortofruticolas, el hecho de poder utilizar un medio simple como el
agua para la rehidratacion es un resultado de gran interés porque facilita el manejo de
producto atomizado y su aplicacion.

4.4. Vida utily efectividad de formulados de CPA-8

Para que un producto biolégico pueda ser comercializado y competitivo en el mercado tiene
que presentar una vida util de 6 meses como minimo y preferiblemente de un afo (Pusey
1994; Kinay y Yildiz 2008).

Las condiciones de almacenamiento y envasado afectan a la viabilidad de los productos
formulados después de la atomizacién. Diferentes estudios han demostrado que la
temperatura es un parametro importante para la supervivencia bacteriana durante el
almacenamiento (Peighambardoust ¢7 2. 2011). En cuanto al envasado, Wang ¢ a/. (2004) han
demostrado que pueden usarse envases de plastico para mantener atomizados bacterianos
(Wang ez al. 2004). En este trabajo se evalud la viabilidad de los formulados de la cepa CPA-8
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crecida en medio optimizado durante 72 h y atomizada con leche desnatada en polvo 10 %,
leche desnatada en polvo—-MgSO4 10 %, MgSO4 10 % y MgSO4 20 %, conservandolos en
tubos de polipropileno a frio (4 °C) y a temperatura ambiente (20 °C) durante 6 meses. En
este petfodo se determiné mensualmente las concentraciones de células viables.

Los resultados obtenidos demostraron que en todos los formulados de CPA—8 almacenados a
frfo y a temperatura ambiente las concentraciones de células viables se mantuvieron o
disminuyeron ligeramente entorno a 0.2 — 0.3-log durante los 6 meses de almacenamiento.
En general, en la bibliografia la estabilidad de las muestras atomizadas disminuye durante el
almacenamiento a temperatura ambiente en comparacion con las muestras almacenadas en
frfo que mantienen mayores tasas de supervivencia microbiana (Silva ez al. 2002; Boza et al.
2004). En este estudio, en cambio los resultados indicaron que no existen diferencias entre las
muestras conservadas a temperatura ambiente de las mantenidas en ftio, lo cual es un hallazgo
muy interesante desde el punto de vista practico.

Para ser una buena alternativa a los fungicidas de sintesis, los agentes de biocontrol deberfan
ser capaces de conservar su supervivencia y efectividad a temperatura ambiente (Rhodes
1993) para poder ser distribuidos y manipulados por los mismos canales que los productos
quimicos. Sin embatrgo, cumplir esta premisa no es tan sencillo y en muchos casos no es
posible. De ahi la importancia del resultado obtenido en el presente estudio.

Finalmente, se evalué la efectividad de los diferentes formulados de B. subtilis CPA-8
conservados a frfo y a temperatura ambiente durante 4 y 6 meses en el control de la
podredumbre marrén causada por Monilinia spp. en nectarinas y melocotones comparando
con el cultivo fresco y los protectores/matetiales de soporte atomizados sin bacteria a fin de
comprobar que los protectores por si mismos no tenfan ningtin efecto sobre el control de la
podredumbre. Los formulados de CPA-8 fueron rehidratados en agua y aplicados a una
concentracién de 2x 107 UFC mlL en fruta previamente inoculada con M. laxa o M. fructicola.

Las formulaciones de la cepa CPA—8 después de 4 y 6 meses de almacenamiento a frio y a
temperatura ambiente fueron eficaces para controlar la podredumbre marrén causada por
Monilinia spp. en nectarinas y melocotones con incidencias de la enfermedad de incluso el 0 %
comparadas con los porcentajes altos de podredumbre observados en los controles sin tratar
(100 % de incidencia) (Figura 14). El efecto de las formulaciones conservadas de CPA-8 fue
igual al de los cultivos frescos de la bactetia. Los protectores/materiales de soporte
atomizados sin bacteria no tuvieron ningun efecto de control por si solos (100 % de
incidencia).
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Desde el punto de vista practico, una recuperaciéon de polvo entre el 28 y el 38 %, una
humedad residual entre el 6 y el 13 %, viabilidades superiores al 30 % con concentraciones
finales de producto entre 1.6 y 3.3X10° UFC g obtenidos en este estudio para la cepa
CPA-8 podrian ser considerados aceptables para productos biolégicos comparando con
productos comerciales como Serenade Max® cuya concentraciéon final estd entorno a
57x10° UFC g!. Aun cuanto todas las sustancias protectoras/materiales de soporte
permitieron mantener una buena viabilidad y efectividad de CPA-8, las formulaciones en
MgSOy4 proveyeron menos problemas de taponamiento, lo cual puede ser un aspecto para su
seleccién. Otro aspecto importante es la formulacién por atomizacién permitié la
recuperacién de células activas (células vegetativas y endosporas) junto con los metabolitos
antifungicos (lipopéptidos) producidos en el medio de cultivo durante la fermentacion y que
en otros métodos de secado se pierden durante la separacion de la biomasa por
centrifugacion. Teniendo en cuenta que los atomizados de la cepa CPA-8 se obtuvieron sin
un acondicionamiento previo del microorganismo y con un atomizador de planta piloto que
son aparatos con rendimientos muy bajos, los resultados son muy prometedores y
probablemente pueden ser mejorados facilmente. Estudios realizados por Teixidé ez a/. (20006)
y Cafiamas e a/. (2008) demostraron que la viabilidad de microorganismos utilizados como
agentes de biocontrol durante el proceso de atomizacién puede mejorarse mediante la
induccién de tolerancia a la desecacion mediante cultivo de los mismos en medios con baja a
o bajo condiciones subletales de estrés térmico. Otros investigadores han sefialado que la
optimizacion de formulados de B. subtilis puede ser inducida mediante incremento de la
produccion de endosporas usando tratamientos térmicos en la fase de crecimiento junto con
protectores organicos e inorganicos (Chung ez /. 2007; Sorokulova ez a/. 2008).

Considerando que hasta el momento la atomizacion ha resultado un método poco adecuado
para la preservacion de numerosos agentes de biocontrol de enfermedades de postcosecha de
fruta, los resultados obtenidos aportan nueva e importante informacioén para la obtencién de
formulaciones estables y efectivas de B. subtilis CPA-8. Ademas, estos resultados sientan las
bases para un proceso de formulacién a nivel comercial que permitan incorporar a esta
bacteria en programas de control biol6gico de enfermedades de postcosecha de fruta.

A partir de la informacion que se aporta en esta tesis se abren otras lineas de trabajo que se
deberfan desatrollar con el fin de incorporar a B. subtilis CPA—8 en programas de control
biolégico de enfermedades de postcosecha de fruta. Por ejemplo, dado el importante rol que
cumplen los lipopéptidos, en particular las fengicinas, en el potencial de biocontrol de esta
cepa; y a que recientes investigaciones mencionan que este tipo de compuestos son
alternativas interesantes al uso de productos quimicos en agricultura por sus caracteristicas de
baja toxicidad, alta biodegradabilidad e inocuidad para el medio ambiente, el siguiente paso
estarfa enfocado a la caracterizacién y cuantificacion mediante técnicas de HPLC de los
diferentes tipos de isomeros de los lipopéptidos sintetizados por la cepa CPA-8 durante el
proceso de produccién e iz vivo sobre la superficie de la fruta tratada. Esta informacion
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ayudarfa a entender mejor aspectos relacionados con la efectividad de la bacteria y a la
optimizacién de produccién de lipopéptidos durante el proceso de produccion. Otro aspecto
interesante serfa estudiar la relacién entre fengicinas y surfactinas que han sido mencionadas
como moléculas con capacidad de producir “biofilms” que ayudan a incrementar la eficacia de
biocontrol en bactetrias de las especies B. subtilis y B. amyloliguefaciens. En lo relacionado a la
produccion y formulacién, con el medio optimizado de bajo coste compuesto de harina de
soja desengrasada 44% y melaza se deberfa trabajar en mejorar las concentraciones de
endosporas mediante la induccién de tolerancia a la desecacion en medios con baja ay 0 bajo
condiciones subletales de estrés térmico y luego en aspectos relacionados con el escalado de
produccion en bioreactores de 80-90 L. Finalmente, en base a los resultados interesantes
obtenidos en la formulacién de la cepa CPA-8 mediante secado por atomizacion, se deberfa
desarrollar formulaciones en atomizadores de mayor capacidad que permitan ampliar el
volumen de producto, el rendimiento y mantener o mejorar la viabilidad, estabilidad y
efectividad.
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Las conclusiones se han redactado dentro de cada tema estudiado en esta tesis,
diferenciando entre conclusiones parciales y conclusiones generales.

Estudio de B. subtilis cepa CPA-8 como agente de biocontrol de
enfermedades de postcosecha de fruta

Basados en los resultados que demostraron que:

1. B. subtilis CPA-8 crecido en un medio convencional de laboratorio (863) produce
células, endosporas resistentes al calor y compuestos que tienen una alta actividad
antagonica 7z vifro contra los principales patégenos de postcosecha de fruta B. cinerea,
M. fructicola, M. laxa, P. digitatum, P. italicum y P. expansum.

2. Los tratamientos de células, endosporas y sobrenadantes libres de células de B. subtilis
CPA-8 muestran diferentes niveles de efectividad para el control de podredumbres en
naranja, manzana y fruta de hueso, presentando una eficacia en la reducciéon de la
podredumbre marrén causada por M. laxa y M. fructicola de hasta el 100 % en fruta de
hueso.

3. Los tratamientos a base de cultivos, suspensiones celulares y sobrenadantes libres de
células de CPA-8 aplicados en dosis usadas a nivel comercial para productos
biolégicos y comparados con el producto comercial Serenade Max® son eficaces
contra la podredumbre marrén en fruta de hueso con reducciones de hasta el 100 %.

Se concluy6é que B. subtilis CPA-8 tiene potencial para ser usado en el control de
enfermedades de postcosecha de fruta, concretamente contra la podredumbre marrén
causada por Monilinia spp. en fruta de hueso y es un buen candidato para ser
desarrollado como agente de biocontrol.

Estudio del mecanismo de accion de B. subtilis CPA-8
Basados en los resultados que demostraron que:

1. Los sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos liquidos de B. subtilis CPA—8
tienen una alta actividad antifingica iz vitro contra M. laxa y M. fructicola similar o igual a
la observada con suspensiones celulares.

2. Los extractos butandlicos de lipopéptidos obtenidos a partir de los sobrenadantes de la
cepa CPA-8 presentan las principales familias de lipopéptidos antifungicos conocidos

207



Potencial de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta

en Bacillus (fengicinas, iturinas y surfactinas). De éstas, las fracciones correspondientes a
las fengicinas son las responsables de la actividad inhibitoria frente a Monilinia spp.

3. Los mutantes de la cepa CPA-8 defectivos para la produccion de fengicina obtenidos
por el método de electroporacion de protoplastos y analizados por PCR y bioautografia
en TLC perdieron la capacidad antagénica contra Monilinia spp.

4. Los ensayos de efectividad en fruta utilizando tratamientos a base de células y
sobrenadantes libres de células confirman que los mutantes de CPA-8 defectivos para la
produccién de fengicinas pierden su capacidad para controlar la podredumbre marrén
presentando porcentajes de incidencia de la enfermedad similares a los observados en el
testigo sin tratar y diferentes a la cepa parental y al producto comercial Serenade Max®
que controlan la enfermedad.

Se concluy6 que la producciéon de fengicinas juega un papel muy importante en la
efectividad de B. subtilis CPA-8 para controlar la podredumbre parda del
melocotén; y que éste resulta ser el principal mecanismo de accién implicado en su
capacidad de biocontrol.

Estudio de la produccion de B. subtilis CPA-8 en un medio de
bajo coste

Basados en los resultados que demostraron que:

1. Mediante un estudio de diferentes productos comerciales y subproductos econdémicos
provenientes de la industria agroalimentaria como fuentes de nitrégeno y carbono se
obtuvo un medio de bajo coste compuesto por harina de soja desengrasada 44 % a
40 ¢ L-' en combinacién con melaza 5 g L' y suplementado con minerales que
proporcioné una alta produccion de B. subrilis CPA-8 entorno a 3.5X10° UFC ml-.

2. Al realizar el aumentar la produccion a pequefia escala en el laboratorio en bioreactores de
5 L de capacidad, se obtuvieron altas concentraciones de la cepa CPA-8
(>3%10% UFC ml1) después de 20 h de crecimiento que se mantuvieron estables hasta el
final del proceso luego de 30 h.

3. Los tratamientos de células y sobrenadantes libres de células provenientes de cultivos de la
cepa CPA-8 crecidos en el medio optimizado de bajo coste mantuvieron una alta
efectividad de biocontrol contra la podredumbre marrén del melocotén conservado a
temperatura ambiente y frio.

4. La produccién de lipopéptidos antifingicos en el medio optimizado de bajo coste es igual
o mayor a la obtenida en el medio MOLP de laboratorio.
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Se concluy6 que dos productos agroalimentarios baratos (harina de soja
desengrasada 44% y melaza) pueden ser usados para disefiar un medio de bajo coste
que permite obtener altas concentraciones de B. subtilis CPA-8 sin afectar a su
capacidad de biocontrol de enfermedades de postcosecha de melocoton; lo cual
proporciona ademas una base fiable para el escalado de produccién a nivel industrial.

Estudio para la formulacion de B. subtilis CPA-8 mediante secado
por atomizacion

En base al estudio comparativo del efecto de la atomizacion de B. subrilis CPA-8 y
P. agglomerans CPA-2:

1. B. subtilis CPA-8 fue capaz de sobrevivir al proceso de secado por atomizaciéon (32.3 %),
comparado con P. agglomerans CPA-2 utilizada como modelo de bacteria sensible al secado
por atomizacién y no formadora de endosporas.

2. La supervivencia de B. subtilis CPA-8 al proceso de atomizacién estuvo directamente
relacionada con la capacidad del microorganismo para producir endosporas que resisten
las altas temperaturas que se requiere en el proceso de secado.

3. La fase de crecimiento en la atomizacion de B. subtilis CPA—8 fue un parametro importante
resultando que productos atomizados a pattir de cultivos de la cepa CPA-8 de 72 h de
edad presentaron porcentajes de viabilidad altos comparados con los atomizados
obtenidos a partir de cultivos de 24 h de edad, debido seguramente a la mayor produccion

de endosporas.

4. El producto atomizado de B. subrilis CPA—8 en MgSO, inhibi6 totalmente la germinacion
de conidias de M. fructicola hasta el 100 %, similar a la observada con cultivos frescos de la
bactetia.

Se concluy6é que la produccién de endosporas mejora la resistencia de B. subtilis
CPA-8 a las temperaturas de secado requeridas en el proceso de atomizacion; y que
esta cualidad podria ser utilizada para la formulaciéon de esta bacteria mediante
atomizacion.

En base a la evaluacién de sustancias transportadoras, medios de rehidratacion, evaluacion de
vida util y efectividad de formulados de B. subtilis CP A—8 obtenidos mediante atomizacion:

1. Las cuatro diferentes combinaciones de leche desnatada en polvo 10 %, leche
desnatada en polvo 10 %—MgSO4 10 %, MgSO4 10 % y MgSO4 20 % usadas como
protectores/transportadores para el secado de B. subtilis CPA-8 por atomizacién

209



Potencial de B. subtilis CPA-8 para el control de enfermedades de postcosecha de fruta

proporcionaron porcentajes de recuperacion del producto de alrededor del 28 — 38 %
y humedades residuales entre 7—13 % lo cual es considerado aceptable para productos
biolégicos obtenidos en atomizadores de laboratotio.

2. Los cuatro diferentes atomizados de B. subtilis CPA—8 mantuvieron la viabilidad entorno a
28 — 30 % con concentraciones finales efectivas entorno a 1.6 — 3.3X10° UFC g-! similares
a las de productos comerciales como el Serenade Max®.

3. Los rehidratantes como leche desnatada en polvo al 10 % o sacarosa al 10 % no
mejoraron la recuperacion de B. subtilis CPA—8 comparados con el tampoén fosfato o el
agua. Todos estos medios fueron adecuados para resuspender los atomizados de la cepa
CPA-8, proporcionando una facil redisolucion del polvo y sin afectar la viabilidad de la
bacteria y demostrando que los atomizados pueden rehidratarse en agua.

4. Los atomizados de B. subtilis CPA—8 envasados en tubos de plastico sellados y mantenidos
a temperatura ambiente y frio durante un periodo de 6 meses mantuvieron o redujeron
ligeramente la viabilidad de la bacteria entre 0.2 y 0.3-log comparados con las
concentraciones de viables iniciales de los productos antes de almacenat.

5. Los atomizados de B. subtilis CPA—8 conservados durante 6 meses mantuvieron una alta
eficacia para controlar la podredumbre marrén causada por M. laxa y M. fructicola en
nectarinas y melocotones con valores de reduccién entre 90 y 100 %, similares a lo
observado con cultivos frescos de la bacteria. Ademas las sustancias usadas como
protectores/ transportadores no tuvieron ningin efecto por si solos.

6. Se obtuvo un formulado sélido de B. subtilis CPA-8 producido en un medio optimizado
econémico (harina de soja desengrasada 44% y melaza) durante 72 h, que no fue necesario
centrifugar, al que se aflade MgSO4 como sustancia protectora y/o material de soporte y
que puede ser conservado en envase plastico a frio o temperatura ambiente durante
6 meses sin perder viabilidad ni eficacia y con una concentracién de 1-3x10° UFC g1

Se concluy6 que la atomizacion puede ser un método adecuado para la conservacion
de B. subtilis CPA-8 y proporciona una base para la formulacion de esta bacteria como
un producto comercial.
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El control biolégico microbiano de enfermedades de postcosecha de
fruta representa en la actualidad una alternativa eficaz al uso de
fungicidas quimicos. La bacteria Bacillus subtilis cepa CPA-8 aislada y
desarrollada en el Laboratorio de Patologia de Postcosecha del Centro
IRTA (Lleida) ha demostrado tener una importante capacidad de
biocontrol de enfermedades de postcosecha de fruta, particularmente de
fruta de hueso.

En la presente tesis se estudiaron aspectos clave para el
desarrollo de esta bacteria como agente eficaz de biocontrol de
enfermedades de postcosecha de fruta: efectividad, principal
modo de accion, optimizacion de la produccion y formulacion
mediante secado por atomizacién. Los estudios realizados
demuestran que es posible obtener un producto formulado a
base de B. subtilis CPA-8 efectivo en el control de la
podredumbre parda de fruta de hueso, con una produccién
econ6émica y una formulacién que mantiene la efectividad y
posee una buena vida util.

O ASLBTON EXTERROMES aecid IR A
TR

bl RECE all]h- DLOGIA |




Nombre de archivo: pdfudl

Directorio: C:\Documents and Settings\Windows\Mis
documentos

Plantilla: C:\Documents and Settings\Windows\Datos
de programa\Microsoft\Plantillas\Normal.dotm

Titulo:

Asunto:

Autor: Valued Acer Customer

Palabras clave:
Comentarios:
Fecha de creacion: 26/01/2012 11:42:00

Cambio numero: 16
Guardado el: 06/02/2012 5:59:00
Guardado por: Valued Acer Customer
Tiempo de edicién: 204 minutos
Impreso el: 06/02/2012 6:00:00
Ultima impresién completa

Numero de paginas: 155

Numero de palabras: 40.807 (aprox.)

Numero de caracteres: 224.440 (aprox.)



	PORTADA TESIS.pdf
	tesisVYánez2012.pdf

