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[ll. RESUMEN

El fosforo (P) es el segundo nutriente limitante para el crecimiento vegetal luego del nitrégeno,
siendo esencial para la produccién agropecuaria. Los suelos del Uruguay presentan niveles de P
disponible insuficientes para la mayoria de los cultivos y la estrategia histdrica para levantar esta
limitante ha sido el agregado de fertilizante fosfatado, insumo importado con fuerte impacto en
los costos de produccién. A nivel mundial, estos fertilizantes son elaborados a partir de roca
fosférica, un recurso finito y no renovable. Asimismo, esta forma de suministro de P resulta
ineficiente, dado que soélo una parte del mismo es asimilado por las plantas, mientras que el
resto es fijado por el suelo en formas inorgdnicas y orgdnicas. Si bien el P se caracteriza por
predominar en el suelo bajo formas insolubles y ser inmovil, el proceso de erosidén genera un
enriquecimiento del P insoluble en los cursos y depdsitos de agua, favoreciendo la eutrofizacién
de los mismos. Debido a que los microorganismos del suelo acttian en el ciclo biogeoquimico del
P, mediando la fitodisponibilidad de este nutriente, el desarrollo de biofertilizantes de base
microbiana representa una alternativa tecnolégica para aumentar los niveles de P disponible,
mejorar la nutricion fosfatada en los sistemas de produccidn y reducir el impacto ambiental
negativo asociado al uso de fertilizantes. Este proyecto realizé la prospeccién e identificacion de
bacterias solubilizadoras y/o mineralizadoras de diferentes fuentes de P, establecidas en la
rizésfera de la planta de soja y/o de vida libre, priorizando la seleccién de aislamientos capaces
de producir estructuras de resistencia, en particular Bacillus sensu lato. Las cepas fueron
evaluadas y seleccionadas por su capacidad de solubilizar/mineralizar fdsforo
inorganico/orgénico in vitro. Las cepas ILBB592 (Bacillus megaterium) y ILBB139 (Bacillus
thuringiensis) fueron estudiadas por su capacidad industrial. Se ajusto el proceso de produccion
de esporas mediante la optimizacidn del medio de cultivo, escalado en fermentador (escala de
laboratorio), y establecimiento de las condiciones éptimas de crecimiento. Por ultimo, se
estudio su factibilidad para ser empleadas en la elaboracién de formulaciones piloto de
inoculantes microbianos.



IV. PREFACIO

El presente trabajo se encuentra dividido en una Introduccion General, dos Capitulos y
Conclusiones y Perspectivas. En la Introduccidon General, se realiza la revisiéon bibliografica
referente a la movilizacion biolégica del fésforo del suelo, con énfasis en la potencialidad de los
miembros pertenecientes al grupo Bacillus sensu lato (s.l.) para el desarrollo de un
biofertilizante.

En los Capitulos uno y dos, se desarrollan los objetivos planteados en el proyecto de tesis de
Maestria en Biotecnologia:

A. Generar una coleccién de bacterias formadoras de estructuras de resistencia (Bacillus
s.l.) establecidas en la rizésfera de plantas de soja y/o de vida libre, capaces de
mineralizar y/o solubilizar P inmovilizado en el suelo.

B. Caracterizar in vitro la coleccion bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o
mineralizar fosforo inorganico y/o organico e identificar aislamientos que presenten
dichas caracteristicas.

C. Optimizar el proceso de produccién de la cepa seleccionada en fermentador (escala de
laboratorio).

D. Elaborar formulaciones piloto de la cepa producida, y evaluar la viabilidad de la espora
en el tiempo.

Cada uno de estos capitulos, cuenta con las secciones: Introduccion especifica, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusién, y Conclusiones.

En el apartado Conclusiones y Perspectivas, se realiza una evaluacidén general del trabajo y se
proyectan futuras directrices.
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V. INTRODUCCION GENERAL
1. Elfésforo en el suelo
1.1. Fracciones del fosforo en el suelo

El fosforo (P) se clasifica como el segundo macronutriente limitante del crecimiento vegetal
luego del nitrégeno. El contenido total de P en los suelos de Uruguay es bajo en campo natural
sin fertilizacion fosfatada previa. Este se encuentra entre 130 — 890 ppm, variacion atribuible al
material que le da origen al suelo, asi como las distintas condiciones de meteorizacién. Los
suelos formados a partir de roca basaltica se asocian con los mayores contenidos de P total, en
cambio aquellos derivados de la alteracidn de la roca acida de basamento cristalino muestran
menores niveles de P total (Hernandez et al., 1995).

Es de destacar la falta de correlacidén del P total del suelo con las formas mas directamente
vinculadas a la absorcién por las plantas. Esto es atribuible a la reactividad diferencial que
presentan los distintos reservorios en que se encuentra el P en el suelo. En la Figura 1, se
esquematica las diferentes formas bajo las cuales se encuentra el P en los suelos, sus relaciones,
y las entradas y salidas del sistema agua-suelo-planta.
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Figura 1. Esquema de reservorios de P en el suelo: sus interrelaciones; entradas y salidas al sistema agua-suelo-planta
(Laren et al., 1990).

Simplificando el sistema de estudio es posible identificar tres reservorios de P en el suelo: el P
presente en solucién, y en fase sdlida (compuestos inorganicos y organicos). Existe una gran
heterogeneidad de compuestos fosfatados que constituyen los reservorios de P inorganico y
organico, con estabilidades quimicas muy dispares que no han sido exhaustivamente definidas.

La fraccién de P disponible para la absorcion por las plantas corresponde al P en solucidn, el cual
se encuentra como iones ortofosfato: HPO42 0 H,PO4 en funcidn del pH de la misma (Richardson
et al., 2011). Por lo general el idn H,PO4 es la especie quimica de mas rapida absorcién por las
plantas. El contenido de P en esta fraccion se encuentra entre 3y 5 ppm, mientras que la mayoria
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de las especies de cultivos y pasturas sembradas requieren niveles superiores a las 10 ppm
(Tisdale et al., 1993).

Los fosfatos de la fase sdélida del suelo pueden ser divididos, tal como ya fue mencionado, en dos
grandes categorias: inorganico y organico. El P orgdnico tiende a aumentar y disminuir junto con
el contenido de materia organica; por lo tanto, su contenido es comparativamente bajo en el
subsuelo y alto en el horizonte superficial. El P inorganico del suelo va aumentando
relativamente de importancia con relacién al total del P en el suelo en la medida que un suelo
es cultivado y existe el agregado de fertilizantes fosfatados. Sin embargo, este aumento no
significa que todo el P agregado quedard altamente disponible siempre, sino que a medida que
transcurre el tiempo el P del fertilizante va reaccionando con constituyentes del suelo y
formando compuestos insolubles, de manera que su disponibilidad se va reduciendo.

En la fraccion inorganica del suelo el P se encuentra formando parte de compuestos muy
diversos, que podrian agruparse genéricamente bajo forma de fosfatos de hierro (Fe), aluminio
(Al) y calcio (Ca). Los minerales mas comunmente encontrados en los suelos acidos son los
fosfatos de Fe y Al, en tanto que los fosfatos de Ca predominan en suelos neutros y calcareos.
La proporcion promedio de las distintas fracciones de fésforo inorganico reportadas para suelos
del Uruguay es Fe-P, Al-P, Ca-P, 46:35:19 (Herndndez et al., 1995).

Si bien la caracteristica general de los constituyentes de la fraccién de P inorgdnico del suelo es
su baja solubilidad, los mismos difieren en el valor de la constante de producto de solubilidad
(Kps). A los minerales de Fe, Al y Ca se les asignan valores de K incrementales, respectivamente
(Olsen et al., 1980).

El contenido de P organico de los suelos representa aproximadamente el 50% del contenido
total. En suelos del Uruguay provenientes de diferentes materiales de origen, bajo campo
natural sin fertilizar, se encuentran en un rango de variacién entre (33-67 %). Estos porcentajes
estan relacionados con los procesos de formacion de los suelos del Uruguay, los cuales han dado
lugar a suelos de pradera, con altos contenidos de materia organica en el horizonte de mayor
desarrollo radicular (Hernandez et al., 1995).

Los componentes quimicos que constituyen esta fraccidon son fundamentalmente ésteres del
acido ortofosforico (H2POs), y han sido identificados como inositol fosfatos (10-50 %),
fosfolipidos (1-5 %), y acidos nucleicos (0.2 — 2.5 %). Esta fraccidon es probablemente la mas
dinamica de las tres mencionadas, por estar sujeta a las alternancias de humedad y temperatura
del suelo (Laren et al., 1990).

Los inositol fosfatos representan una serie de ésteres fosfatados desde monofosfatos a
hexafosfatos. El acido fitico (inositol hexafosfato) tiene seis grupos ortofosfato y es el éster
fosfatado mas comun en los suelos. La mayoria de los fosfatos de inositol son producto de la
actividad microbianay de la degradacion de residuos de plantas. Forman complejos fuertes con
las proteinas. También pueden formar sales insolubles con cationes del suelo. En estos
complejos el inositol fosfato es mas resistente al ataque enzimatico, lo que explicaria su
predominancia en los suelos comparado con otros ésteres fosfatados. A su vez, puede ser
adsorbidos por los minerales arcillosos y éxidos de Fe y Al (Laren et al., 1990).

Los acidos nucleicos y los fosfolipidos son liberados durante la descomposicién de residuos por
los microorganismos del suelo en mayores cantidades que los inositol fosfatos, sin embargo
estos no son acumulados en el suelo al ser compuestos muy labiles.

El remanente de los compuestos organicos de P de los suelos se piensa que pueden ser
originados a partir de los microorganismos, especialmente de las paredes celulares de las
bacterias, las cuales presentan en su constitucion un nimero importante de ésteres de alta
estabilidad quimica y biolégica (Tisdale et al., 1993).
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1.2. El fésforo como nutriente limitante de la produccién vegetal en suelos del Uruguay

El fésforo (P) es el segundo factor nutricional limitante de la produccion vegetal luego del
nitrégeno. Se clasifica como macronutriente, pese a que su contenido en las plantas es menor
que el de nitrégeno, potasio y calcio (0.2% peso seco en planta (Schachtaman et al., 1998)). Sin
embargo, como factor limitante de la produccion vegetal, el P es mds importante que el calcio,
y el potasio.

La soja (Glycine max L. Merr.) es uno de los cultivos mas importantes en muchos paises del
mundo. En Uruguay, la soja es el principal cultivo de grano y el drea de siembra ha ido
aumentando exponencialmente en los ultimos afos, desde 15 mil hectdreas en el ciclo
2002/2003 a 1,1 millén de hectéreas en el ciclo 2016/2017 (fuente: Encuesta agricola “2017”
DIEA-MGAP).

Este cultivo se ha expandido aceleradamente a zonas no agricolas, con suelos de baja fertilidad
y condiciones ambientales menos favorables. Por lo que a los altos requerimientos nutricionales
atribuibles para este cultivo (80 kg N/ha (Racca et al., 2005), y 10-16 ppm P Bray | (Moron et al.,
2005)), se le suma entonces la produccidon en condiciones agricolas subdptimas dada su
masificacion en el territorio nacional.

Para suplir la limitante de nitrégeno de este cultivo se encuentra ampliamente adoptada la
inoculacidn con bradyrizobios (biofertilizantes) (Hungria et al., 2006; Ferraris et al., 2006),
sobretodo en paises como el nuestro que no produce fertilizantes nitrogenados (Montaries et
al., 2004; Labandera et al., 2003). Desde la década del 70 se producen comercialmente
inoculantes de calidad con cepas de bradyrizobios eficientes para soja y la inoculacién de su
semilla es una tecnologia exitosa. El sector agropecuario ha obtenido significativos beneficios
econdmicos, calculados en divisas ahorradas para el pais, por la diferencia entre el costo de los
inoculantes y el de los fertilizantes nitrogenados (Labandera et al., 2007).

La amplia implementacién de esta tecnologia por el sector agropecuario sugiere recurrir la co-
inoculacidn con microorganismos que sean capaces de regular la fitodisponibilidad de P en el
suelo, como estrategia alternativa a la fertilizacién fosfatada.

1.3. Estrategia tradicional: Fertilizacion fosfatada y sus desventajas

La estrategia tradicional para levantar la limitante de P en la produccién agropecuaria ha sido el
agregado de fertilizante fosfatado, siendo este un insumo no renovable totalmente importado,
ejerciendo un fuerte impacto en el costo de la produccién. Estimaciones recientes prevén que
en dos décadas su disponibilidad para la fabricacion de fertilizantes serd limitada (Cordell et al.,
2009) y las reservas mundiales estarian agotadas en 50 afios.

Desde el punto de vista de las reacciones que ocurren en el suelo, los fertilizantes fosfatados
pueden dividirse entre aquellos que contienen una alta y baja proporcidn de P soluble en agua.
La fuente principal para la fabricacion de ambos tipos de fertilizantes fosfatados es la roca
fosfatada o fosforita. En términos generales se considera que los materiales con contenidos de
P,Os superiores al 30% son destinados a la elaboracidon de fertilizantes fosfatados tras
tratamientos térmico y acido para aumentar la solubilidad del P, en tanto que los materiales con
contenidos de P,Os inferiores al 30% son destinados a la molienda y uso directo al suelo, por
presentar condiciones para una mayor reactividad.

El superfosfato de calcio es de uso generalizado en nuestro pais, y es obtenido mediante la
reaccion del acido sulfarico (H,SO4) sobre la roca fosfatada. El producto resultante es una mezcla
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de fosfato monocalcico [Ca(H2P0O4)2] y de yeso (CaSQ,) y contiene 16 a 22% de P,0s, del cual
aproximadamente el 90% es soluble en agua y se clasifica como asimilable.

Los fertilizantes fosfatados con alta proporcidn de P soluble en agua son altamente asimilables
inmediatamente luego de su aplicacion, reduciéndose su disponibilidad con el tiempo. Por el
contrario, los fertilizantes fosfatados con P insoluble en agua y soluble en acidos débiles,
necesitan reaccionar con el suelo para solubilizarse y suministrar P asimilable, y son, por lo tanto,
de baja asimilabilidad inicial. Se estima que en el transcurso de un afio, el 70% del P agregado se
convierte a formas no utilizables por las plantas vy, si bien parte de este P puede volver a
solubilizarse, un 25% se pierde de manera irreversible (Tisdale et al., 1993).

El tipo de cultivo afecta a la eficiencia relativa de las distintas fuentes de P a través de tres
mecanismos: a) duracién del cultivo; b) extensidon del sistema radicular; y c) capacidad de
absorcion de P de una fuente particular. Estos mecanismos, deben ser contemplados al
momento de trazar la estrategia para levantar la limitante nutricional.

Cultivos tales como los cereales y los cultivos horticolas, requieren una alta disponibilidad de P
en soluciéon en las primeras etapas del crecimiento. En cultivos de larga duracién (como las
pasturas) con requerimientos mejor distribuidos a lo largo de la vida del cultivo, las fosforitas
molidas pueden ser una fuente alternativa de P siempre que los requerimientos de implantacion
sean cubiertos. Las plantas con sistema radicular poco desarrollado, o pivotantes, tales como
muchos cultivos horticolas, se ven favorecidos por la aplicacidn de fuentes solubles en agua en
forma localizada, préxima a la zona de desarrollo radicular. Plantas que acumulan grandes
cantidades de Ca, o especies que acidifican en mayor grado el volumen de suelo en contacto con
las raices, tendran mayor capacidad de absorcién de P a partir de fuentes tipo fosforita. Por el
contrario, especies que no absorben mucho Ca produciéndose una acumulacién en torno a la
raiz, y que no acidifican el medio, hardn un uso menos eficiente de este tipo de fertilizante.
Tradicionalmente se ha citado a las leguminosas haciendo un mejor uso que las gramineas del P
a partir de las fosforitas, debido a su mayor absorcién de Ca (Pérez et al., 2007).

A las desventajas anteriormente mencionadas respecto a esta estrategia agrondmica para suplir
la nutricién vegetal en distintos cultivos, debe mencionarse también las complicaciones
ambientales asignables a la misma.

El P del suelo se caracteriza por predominar en formas insolubles y ser inmovil, la erosién de los
mismos genera un enriquecimiento del P insoluble en los cursos y depdsitos de agua,
favoreciendo asi la eutrofizacién de estos.
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2. Movilizacién bioldgica de fésforo en el suelo
2.1. Estrategias microbianas de movilizaciéon

Mecanismos microbianos directos y/o indirectos modulan la movilizacién (solubilizacién y/o
mineralizacion) de fésforo del suelo, y pueden afectar su biodisponibilidad para las plantas. Los
mismos se esquematizan en la Figura 2.

Produccion de acidos organicos
Quelacién de cationes unidos al P
Produccion de acidos inorganicos

Asimiliacion de P disponible

. . | (Disclucién Indirecta)

asimilacion/respiracion de NH*

Siderdforos

P del suelo < Inmovilizacion (P disponible

Enzimas fosfatasas
P-Orga’ nico Solubilizacion i Enzimas fitasas L J

Enzimas fosfonatasas/C-P liasas

Figura 2. Esquema de mecanismos microbianos de solubilizacion/mineralizacién e inmovilizacion del P del suelo
modificado de Sharma et al., 2013.

Los microorganismos mediante estos mecanismos pueden tomar parte en tres de los procesos
fundamentales que afectan el ciclado del P en el suelo. Estos son: disolucidon-precipitacion
(equilibrio quimico), adsorcidn-desorcién con la superficie de las particulas del suelo (equilibrio
fisicoquimico) y mineralizacidn-inmovilizacidn (conversién biolégica de fésforo inorganico-
organico).

La solubilizacién microbiana de la fraccién inorganica de fésforo ocurre fundamentalmente por
la secrecién de acidos organicos al medio. Esto permite: reducir el pH, quelar los cationes (Fe,
Al, Ca) coordinados con las fuentes de insolubles de fésforo dejando a este disponible, competir
con el fosforo por los sitios de adsorcién de las particulas del suelo.

La produccién microbiana de acidos organicos ocurre por la via de la oxidacién directa que tiene
lugar en la cara externa de la membrana citoplasmatica (Zaidi et al., 2009). La fermentacién de
fuentes de energia y carbono de la rizésfera, se reporta como el principal origen metabdlico de
estos compuestos (Atlas et al., 1997; Trolove et al., 2003).

La acidificacidn inorganica del medio es un mecanismo microbiano menos frecuente, mediante
el cual algunos géneros bacterianos como Nitrosomonas y Thiobacillus solubilizan el fésforo del
suelo por la produccién de acido clorhidrico, acido sulfhidrico y acido nitrico (Azam et al., 1996).
La produccion microbiana de acido sulfhidrico es a su vez ventajosa para la solubilizacién de
fosforo, dado que reacciona con el fosfato férrico para formar el sulfato ferroso
concomitantemente con la liberacion del ion ortofosfato (Swaby et al., 1958).

Otro mecanismo alternativo para la acidificacién inorganica del medio es atribuible a la
excrecion de protones como consecuencia de la asimilacién del amonio (Parks et al., 1990),
siendo ésta una de las principales estrategias en que las plantas pueden tomar parte en la
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solubilizacién de fésforo, conjuntamente con la liberacidon de acidos organicos en sus exudados
radiculares (Arcand et al., 2006).

La inmovilizacién microbiana de fésforo disponible en el medio desplaza el equilibrio quimico de
disolucién hacia una reposicién del ién ortofosfato, fundamentalmente para los minerales de
fosforo asociados a calcio, y en menor medida al aluminio y el hierro. Es de destacar, que la
inmovilizacidon microbiana es un proceso que favorece la disponibilidad del fésforo para la planta
cuando ocurre la liberacién del contenido celular en el ciclado de la biomasa microbiana
(Butterly et al., 2009).

En la mineralizacion de los compuestos organicos del suelo el fésforo puede ser liberado por la
accién de tres grupos de enzimas: fosfatasas 6 fosfohidrolasas (catalizan la desfosforilacion de
enlaces fosfoéster o fosfoanhidrido de la materia organica), fitasas que especificamente liberan
iones ortofosfato a partir de la hidrdlisis de los enlaces fosfoéster del acido fitico, y fosfonatasas
que hidrolizan el enlace C-P de organofosfonatos.

Las enzimas fosfatasas y fitasas son las predominantes en el suelo (Behera et al., 2014). Es de
resaltarse el creciente interés en el estudio de estos dos grupos enzimaticos para su
implementacion en distintas aplicaciones biotecnoldgicas (Rodriguez et al., 2006).

En funcidon del pH dptimo de actividad es posible subdividir estos grupos en fosfatasas acidas y
alcalinas. Sin bien ambos grupos pueden ser producidos por microorganismos en funcién de las
condiciones extremas de cultivo, en el caso de las plantas fundamentalmente se reporta la
secrecién de fosfatasas acidas en los exudados radiculares (Criquet et al., 2004), las cuales
difieren considerablemente de las microbianas por una constante de afinidad significativa
inferior por el fésforo organico (Tarafdar et al., 2004).

Existen reportes de fitasas microbianas y vegetales. Las fitasas vegetales son la principal fuente
de inositol y de ion ortofosfato que moviliza el fésforo de los reservorios de los tejidos vegetales,
semillas, polen (Richardson et al., 1994). Sin bien hay reportes de excrecién de fitasas vegetales,
la habilidad de las plantas de obtener fésforo del fitato es limitada y debe ser compensada para
el adecuado crecimiento y desarrollo vegetal (Richardson et al., 2011).

2.2. Distribucién de capacidad funcional de interés en la comunidad microbiana del suelo

La movilizacién microbiana de fésforo insoluble del suelo ha sido reportada para bacterias,
hongos, algas (cianobacterias) y micorrizas arbusculares (Sharma et al., 2013). Sin embargo, se
ha reportado un mayor desempefio en la movilizacién de fésforo del suelo para las bacterias en
relacién con los hongos (Alam et al., 2002). La abundancia de bacterias y hongos movilizadoras
de fésforo en el suelo difieren considerablemente, constituyendo entre (1-50 %) y (0.1-0.5 %),
respectivamente de la poblacién total (Chen et al., 2006).

Si bien los microorganismos que presentan esta capacidad funcional tienen una distribucion
ubicua en el suelo, se ha reportado una mayor abundancia relativa de estos en la rizésfera de
distintos cultivos en relacién con los microorganismos no rizéfericos (Raghu et al., 1966; Reyes
et al., 2002). A su vez, esta estrategia de promover el crecimiento vegetal también es reportada
en bacterias y hongos endofiticos de distintos cultivos (Matos et al., 2017; De Abreu et al., 2017,
Suman et al., 2016; Hassan et al., 2017).

Tanto las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, asi como el historial del manejo agronémico
del mismo, son de los principales factores que influye en la distribucién y la actividad microbiana
de este grupo funcional (Kim et al., 1998). La abundancia relativa de bacterias mineralizadoras
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respecto a las solubilizadoras se ha reportado en mayor proporcién en la rizdésfera de pasturas
en relacién con cultivos de grano independiente del nivel y especiacién quimica del fosforo
disponible en el suelo (Jorquera et al., 2008).

Los principales géneros bacterianos reportados como movilizadores de fésforo son:
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus,
Aereobacter, Azospirillum, Flavobacterium, Erwinia, entre otros (Behera et al., 2014). En el caso
de cepas de hongos las pertenecientes al género Aspergillus y Penicillum, se las ha reportado
como las mas eficientes en la movilizacién de fésforo (Whitela et al., 2000).

2.3. Bacillus, género bacteriano con potencial para el desarrollo de un biofertilizante

Entre los miembros del grupo Bacillus sensu lato (s.l.) se incluyen géneros que no pertenecen
mas al género Bacillus sensu stricto, tales como: Virgibacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus,
Alkalibacillus, Amphibacillus, Cerasibacillus, Filobacillus, entre otros (Claus et al., 1986).

Este grupo presenta un alto potencial para ser empleado en el desarrollo de un biofertlizante o
como controlador bioldgico dada su capacidad de formar estructuras de resistencias, lo cual le
confiere una ventaja competitiva ante otros géneros bacterianos. Si bien para distintos géneros
fungicos se ha reportado tanto la capacidad de promover el crecimiento vegetal (Plant Growth
Pomoting Microorganism, PGPM (Vessey et al., 2003)) y actuar como agentes de control
biolégico, la dificultad de la bioproduccién de cultivos liquidos de esporas de hongos dificulta el
desarrollo de estas soluciones biotecnoldgicas. La fermentacion liquida es la eleccidn efectuada
por la industria al ser mas rapida, sencilla y reproducible en comparacidon con una fermentacion
sélida (Tunga et al., 1999). No obstante, varias son las complejidades asignables a la produccion
liquida de biomasa fungica, tales como: control de parametros que dan inicio a la esporulaciéon
del cultivo, requerimiento de medios complejos, dificultades en la determinaciéon del
crecimiento fungico y control del bioproceso (Manan et al., 2018).

Para las distintas cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.l. se ha reportado el inicio de la
esporulacidn al concluir el crecimiento exponencial, llevandose a cabo una serie de cambios
tanto estructurales como metabdlicos que culminan con la formacidn de estructuras de

*FISION BINARIA ,
*ESPORULACION
[ ] *llIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllll+
Eztado O Estade IT Estado ITT

=D D0+ (@h

2 Septacion t3 Engullimiento

Estado VI-VII Espora Estado V E:ztado IV
resishente
al calor
Q) =@ <—(0 -
Lisis Maduracion Cubierta t6-t7 Corteza
t8-t10 _]
@ — 0 -
Ezpora Libre Cerminacion Crecimiento

Figura 3. Esquema de proceso de esporulacién de Bacillus spp. (Grossman et al., 1995).

11



Introduccion

resistencias (esporas). La secuencia de eventos morfoldgicos que culminan con la formacién de
una espora libre consta de siete estadios y se muestra en la Figura 3.

El estadio cero se inicia con una respuesta al agotamiento de nutrientes y a la produccion de
péptidos que sensan y responden a una alta concentracion celular (Schneider et al., 2002). En el
estadio Il se producen enzimas hidroliticas, como las proteasas y amilasas, y se forma un septo
en un polo de la célula, en el estadio siguiente (lll) ocurre el engullimiento de la preespora, del
IV al VIl formacion de la corteza, formacion de la cubierta, maduracion vy lisis (Errington et al.,
1993). Durante esta serie de eventos se forman dentro de un mismo cuerpo dos células; la célula
madre y la preespora, las cuales mantienen una comunicacién para poder en conjunto y de una
forma metabdlica ordenada, formar la espora. La transicidn de un estado al otro es gobernada
por seis proteinas reguladoras llamadas factores sigma, que se unen a la ARN polimerasa y
determina qué promotores se reconoceran. Estos factores son: el factor sigma que ocurre
durante el crecimiento vegetativo, o, y cinco factores que se activan en cascada durante la
esporulacidn, llamados oy, OF, C¢, Oc Y Ok.

El grupo Bacillus s.I. ha sido reportado ser el mas abundante en la comunidad bacteriana de la
rizosfera de distintos cultivos (De Freitas et al., 1997; Kumar et al., 2013). Son atribuibles a este
género diferentes asociaciones con la planta, ya sea promoviendo su crecimiento o como
controlador bioldgico de patdgenos. Por ello se engloba dentro del grupo de los microrganismos
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1978).

Entre las estrategias microbianas para la promocion del crecimiento vegetal constatadas en
cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.I. se destacan:

-produccion de 4acido indol acético (IAA) (Beneduzi et al., 2008). El IAA actua en distintos
procesos fisioldgicos de la planta, tales como: sintesis de pigmentos en la fotosintesis, modula
la resistencia a condiciones de estrés, controla procesos de crecimiento vegetativo actuando en
la divisién y diferenciacion celular, regula el flujo de xilema, el desarrollo radicular entre otros.

-sintesis de otras fitohormonas: Citoquinina (Arkhipova et al., 2005) que estimulan la divisién y
diferenciacién celular, retarda la senescencia de tejidos; giberelinas (Gutiérrez-Manero et al.,
2001) que regulan fundamentalmente la elongacidn internodular y la germinacion de semillas.

-produccion de enzima 1-amino-ciclo-propano-1-carboxilato desaminasa (ACC-desaminasa)
(Siddikee et al., 2011). La ACC-desaminasa degrada la fitohormona etileno asociada a
condiciones de estrés.

-produccion de siderdforos (Kesaulya et al., 2017). Compuestos orgdnicos de bajo peso
molecular capaces de quelar el idn férrico y transportrlo al interior celular.

-movilizacién bioldgica de fésforo (incisos 2 y 3 de Introduccidn especifica del Capitulo 1).

Con respecto al control bioldgico de fitopatdgenos e insectos se han reportado cepas de Bacillus
s.l. que ejercen distintos mecanismos de accién. En interaccion patdgenos-antagonista se
destaca:

-interaccion de amensalismo por la produccion de: antibiéticos, antifungicos volatiles (Herzner
et al., 2011; Raza et al., 2015), antivirales (Emmert et al., 2004), acido cianhidrico (Deepa et al.,
2010); enzimas con actividad B-1,3 gluconasas [degradadoras de pared celular de hongos (Kim
et al., 2004)], toxinas proteicas entomopatdgenas de accién en dipteros, lepidépteros y
coledpteros (Elleuch et al., 2014).
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-interaccién de competencia por nutrientes [siderdforos bacterianos de mayor afinidad que
fungicos (Loper et al., 1999)]

-interaccién de competencia por sitios de infeccion previniendo la colonizacién de patégenos
(Quadt-Hallmann et al., 1997; Ratén et al., 2011).

En la interaccidon antagonista-hospedero se reporta la capacidad de efectuar Induccion de
resistencia sistémica (/nduced systemic resistance, I1SR), mediante la cual se induce una
respuesta en la planta hospedera sin ningln dafio previo en la misma. La interaccion planta y
miembros del grupo Bacillus s.l. se reporta estar mediada por sideréforos, lipopolisacaridos y
sustancias volatiles (Ryu et al., 2004).

Sin bien los miembros del grupo Bacillus s.I. presentan una alta potencialidad para el desarrollo
de un biofertilizante, es de destacarse la importancia de la correcta identificacién filogenética
de las cepas de trabajo previo a la liberacién al ambiente, dada la alta similitud de los genomas
del grupo Bacillus cereus sensu lato. Este grupo estd compuesto por siete miembros: Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides,
Bacillus weihenstephanensis (Okinaka et al., 2016), habiendo reportes de patogenicidad en
animales y humanos para cepas de Bacillus anthracis, Bacillus cereus (Helgason et al., 2000).

A lo largo del tiempo se han implementado diversos métodos para diferenciar Bacillus
thuringiensis de Bacillus cereus. En cuanto a las técnicas de biologia molecular, si bien la
utilizacién de la secuencia del gen 16S ARNr es el método de identificacién bacteriano por
excelencia, su aplicacion a la identificacidon de especies fuertemente relacionadas es de poca
utilidad, como es el caso de las especies que integran el grupo Bacillus cereus sensu lato (Wang
et al., 2007). Se ha confirmado que el polimorfismo de los productos de amplificacién del gen
16S ARNr de cepas pertenecientes al grupo Bacillus cereus sensu lato no permite su
discriminacién a nivel de especie (Borin et al., 1997).

Como alternativa se trabaja como marcador filogenético alternativo con el gen gyrB, que
codifica para la subunidad B de la DNA-girasa (La Duc et al., 2004), al tratarse de un gen de copia
Unica, altamente evolutivo, constitutivo (housekeeping), independiente del fenotipo de
virulencia que la cepa presente.

Para la identificacién a nivel de especie también se ha implementado métodos de fingerprinting
(Freitas et al., 2008). Dentro de estos métodos se encuentran aquellos en los cuales se
secuencian varios genes, como por ejemplo Multilocus Sequence Typing (MLST), (Hoffmaster,
2008). Por otro lado, otros métodos utilizados son Ribosomal DNA Restriction Fragment Length
polymorphism (RFLP) (Priest et al., 1994), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) y
Rep-PCR, Repetitive Extragenic Palindromic Sequence (Freitas et al., 2008; Reyes-Ramirez et al.,
2005).

3. Desarrollo de un biofertilizante
3.1. Etapas de desarrollo de un biofertilizante

El desarrollo de biofertilizantes de base microbiana representa una alternativa tecnoldgica para
aumentar los niveles de P disponibles en suelos agricolas, mejorar la nutricion fosfatada en los
sistemas de produccién y reducir el impacto ambiental negativo asociado al uso de fertilizantes
guimicos.
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El desarrollo de todo producto bioldgico implica la ejecucion de multiples etapas secuenciales y
paralelas de retroalimentacién continua para la obtencién de un producto final. A continuacion,
se efectua una breve descripcién de este proceso resaltando las principales etapas y la
informacidn recabada en cada una de ellas (Sharma et al., 2013).

a. Prospecciony ordenamiento de microorganismos capaces de mineralizar y/o solubilizar
P in vitro.

b. Identificacién filogenéticamente, fenotipado y genotipado de los aislamientos que
presenten la capacidad funcional de interés.

c. Evaluacion de la capacidad de mineralizar y/o solubilizar P in vivo, mediante bioensayos
con planta.

d. Optimizacién del proceso de produccidn a escala piloto.
Elaboracidon de formulaciones piloto y evaluacién de la viabilidad de las esporas en el
tiempo.

f.  Evaluacidn de la eficacia agrondmica del inoculante en condiciones de campo.

g. Evaluacidn de la factibilidad de escalado de proceso de produccién de microorganismo.

Realizacidn del estudio de inocuidad del inoculante obtenido y el registro del producto

final.

=

3.2. Normativa nacional de control de calidad de inoculantes de MGAP

La Direccidn General de Servicios Agricolas (DGSA) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca, en la Division Control de Insumos, Departamento de Agentes Bioldgico, regula el registro
y control de calidad de: Inoculantes rizobianos, Promotores de Crecimiento Vegetal (MPVC),
Agentes de Control Bioldgico Microbiano (ACBM) y Entomdéfagos como Agentes de Control
Bioldgicos (ACB).

El registro y control de calidad de inoculantes rizobianos esta regulado por el Decreto 546/81 (a
base de turba) y Decreto 7/99 (semilla preinoculadas y otros soportes); los MPVC por la
Resolucién del 13 de marzo del 2013; los ACBM por la Resolucion 688/013 y ACB por la
Resolucién 220/014.

Los requisitos administrativos para el registro de MPVC son los mismos que para los inoculantes
rizobianos, incorporando la exigencia de presentar un informe técnico en el cual se incluya: la
identificacion del microorganismo que forma parte del formulado, productos contenidos en el
formulado, informacidn toxicoldgica (en caso de que corresponda), ensayos de evaluacion de la
eficacia agrondmica (EEA) desarrollados en el territorio nacional o propuesta de ensayos a
desarrollarse. Los requisitos técnicos para el registro de un producto en MPVC son: que la
concentracién del microorganismo constatada en el producto sea la informada en el proceso de
registro y que la misma presente una estabilidad durante al menos 3 meses a partir de la fecha
de elaboracién, que se demuestre la inocuidad del microorganismo declarado (cuando
corresponda) y que el producto sea libre de microorganismos no declarados, que la etiqueta del
producto sea autorizada por la DGSA y que los ensayos de EEA se efectlen en el territorio
nacional en sitios y nimero de ciclos preacordados con el ministerio para su evental supervision.
Se propone para estos productos efectuar los controles en los puntos de venta, lote a lote como
actualmente se efectua para los inoculantes rizobianos.

Entre los MPVC actualmente registrado se encuentran cepas de: Pseudomonas fluorescens (Rasa
1008), Herbaspirillum huttiense (L4.2), Azospirillum brasilense (Az. 39), abarcando distintos
cultivos (Maiz, Sorgo, Trigo y Arroz).
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No hay registros de miembros del grupo Bacillus s.I. como MPVC, ni ACBM. No hay registro de
MPVC para el cultivo de soja.

3.3. Antecedentes de biofertilizantes en el mercado regional y mundial, y relevancia de
bioproductos a base de esporas de Bacillus s.l.

En el caso de biofertilizantes, si bien existe una gran diversidad de microorganismos capaces de
favorecer la absorcidn de nutrientes en forma asociativa con la planta, son escasos los ejemplos
de productos comerciales basados en los mismos (Sharma et al., 2013).

A nivel mundial, se han desarrollado algunos biofertilizantes que contienen diferentes cepas de
bacterias y hongos con capacidad de movilizar P. Algunas de estas corresponden a los géneros
Aspergillus y Penicillium, en el caso de los hongos, y a miembros de Bacillus s.I., Pseudomonas y
Rhizobium, en el caso de las bacterias.

Entre los productos comercializados a nivel mundial se encuentra el biofertilizante JumpStart®,
desarrollado por Philom Bios Inc. (Canada) y posteriormente comercializado por Novozymes
(Legget et al., 2007). El biocomponente activo es el hongo filamentoso Penicillium bilaiae y se
utiliza para canola, sorgo y maiz. Actualmente, el producto es comercializado en Argentina por
la empresa Nitragin para soja, pero no estd disponible en nuestro pais. El producto comercial se
Ilama Nitragin triple y combina Bradyrhizobium japonicum, y Penicillium bilaiae. Otro ejemplo
regional lo representa el biofertilizante Rizofos Liq para trigo, maiz y girasol, desarrollado por la
empresa RIZOBACTER Argentina S.A., en base a Pseudomonas fluorescens. La empresa
EMBRAFOS en Brasil, comercializa FF ORGANIC, una linea de fertilizantes que utiliza
microorganismos (bacterias y hongos) para la solubilizacion y liberacién gradual del P de la roca
fosforica y del P retenido en el suelo.

Existen inoculantes en base a Azospirillum disponibles para diferentes cultivos en Europa, Africa
y América Latina. Este género bacteriano se destaca por fijar N-atmosférico mediante una
interaccion asociativa con la planta, como a su vez diversas estrategias microbianas de
promocioén del crecimiento vegetal [como la solubilizacién de P (Ramachandran et al., 2007)].

En Brasil varias empresas han trabajado junto a Embrapa para su elaboracidon comercial, en
Argentina los comercializan diversas empresas como Nitrasoil y Nitragin, y en Uruguay los
comercializan las empresas Lage&Cia. S.A. (inoculante Graminosoil) y Calister S.A. (inoculante
Bioprom), para cultivos como maiz, sorgo y trigo.

En algunos casos los inoculantes basados en Azospirillum y Pseudomonas, son formulados como
coinoculantes con rizobios. Este es el caso del Laboratorio Green Quality de Argentina que
comercializa el producto PGPR SOJA, que es un inoculante tribacterial especifico para soja,
formulado en base a Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasiliensis y Pseudomonas
fluorescens.

Se destaca la falta de inoculantes registrados como promotores del crecimiento vegetal basados
en Bacillus s.I. para soja. No obstante, la relevancia de formulados a base a esporas de Bacillus
thuringiensis abarca el 97% de los agentes de control bioldgico bacterianos (Brar et al., 2006),
habiendo formulados a base de Bacillus s.I. para el control bioldgico de soja (Pérez-Garcia et al.,
2011).
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VI. OBJETIVO GENERAL

Aislar, caracterizar, identificar y producir un inoculante en base a una bacteria formadora de
estructuras de resistencia con el potencial para movilizar fésforo del suelo.
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VII. CAPITULO 1

AISLAMIENTO, CARACTERIZACION, IDENTIFICACION Y SELECCION DE BACTERIAS
FORMADORAS DE ESTRUCTURA DE RESISTENCIA MOVILIZADORAS DE FOSFORO

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Generar una coleccién de bacterias formadoras de estructuras de resistencia (Bacillus
s.l.) provenientes de la rizdsfera de plantas de soja y/o de suelo no rizoférico.

B. Caracterizar in vitro la coleccidon bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o
mineralizar fésforo inorganico y/o organico e identificar en forma molecular los
aislamientos que presenten dichas caracteristicas.
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Capitulo 1

A. INTRODUCCION ESPECIFICA

1. Aislamiento de Bacillus s.l. movilizadores de fésforo organico e inorganico del suelo

Los miembros de grupo Bacillus s.l. tienen una distribucién ubicua en ecosistemas agricolas,
cumpliendo distintos roles de relevancia en el ciclado de nutrientes y en la proteccién de cultivos
ante distintos factores de estrés bidtico y abidtico, entre otros (Selvakumar et al., 2016). Ademas
delaversatilidad y las ventajas competitivas atribuible a este grupo bacteriano, dado la habilidad
de formar endoesporas que le permite sobrevivir condiciones adversas y colonizar distintos
nichos ecoldgicos, se ha reportado como uno de los componentes principales de la comunidad
bacteriana solubilizadora/mineralizadora de fésforo inorganico/organico en la rizésfera de
varios cultivos comerciales (De Fereitas et al., 1997; Puente et al., 2004; Hill et al., 2007; Jorquera
et al., 2010; Kumar et al., 2013; Maougal et al., 2014). Inclusive, Bacillus spp. enddfitos de
distintos cultivos agricolas (inclusive soja) se han reportado con diferentes capacidades de
promocion del crecimiento (Hung et al., 2004; Suman et al., 2016). Por lo que, se toma a este
grupo bacteriano como objeto de estudio para conformar la coleccidn y evaluar su capacidad de
movilizar el fésforo del suelo.

Diferentes estrategias de aislamiento se han reportado para la formacién de una coleccidn de
bacterias mineralizadoras. La siembra en medio sélido de diluciones seriadas de una suspension
de suelo ha sido implementada, obteniendo un éxito en el relevamiento de la funcionalidad de
interés de 0.5% (Richardson et al., 1997), 1% (Maougal et al., 2014), 6-7 % (Jorquera et al., 2008)
como porcentaje en funcidn de la totalidad de aislamientos obtenidos. No obstante, ninguno de
los autores reporta haber obtenido géneros bacterianos formadores de estructura de
resistencia. Otra estrategia utilizada es iniciar la prospeccidn con un enriquecimiento del suelo
en un medio con fitato de sodio como Unica fuente de carbono y fésforo (Richardson et al.,
1997). Richardson obtuvo para esta estrategia un porcentaje de aislamientos con la capacidad
de mineralizar el fésforo organico del 4%, sin constatar algun género bacteriano formador de
estructura de resistencia. Una tercera estrategia reportada supera la limitante de no obtener
bacterias formadas de estructura de resistencia efectuando un shock térmico en una suspensién
de suelo (Demirkan et al., 2014). Para la cual se obtuvo un 15% de éxito en el relevamiento de
la funcionalidad de interés y la totalidad de los aislamientos pertenecieron al grupo Bacillus s.!.

2. Estrategia microbiana de Bacillus s.I. para la solubilizacidn de fésforo inorganico
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Los microorganismos miembros del grupo Bacillus s.I. presentan como principales mecanismos
de solubilizacion de fosforo inorganico la liberacidon de protones y dcidos organicos al medio, al
igual que la mayoria de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal que presentan
la capacidad funcional de regular la disponibilidad de este fitonutriente (Rodriguez et al., 1999).
En la Tabla 1. se presenta la revision bibliografica efectuada de actividades solubilizadoras para
distintas cepas de Bacillus spp. cultivadas en distintas fuentes de fdsforo inorganico en sus
correspondientes condiciones de cultivo.

Tabla 1. Actividad solubilizadora reportada para Bacillus spp.

A. solubilizadora Condiciones de

Especie (umol-P/L) (*) Medio incubacién Ref
Bacillus 4037 Caz(P04)2 1 dia, aerobio, 25°C,  Vazquez et
licheniformis (SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 140rpm al., 2000
Bacillus 3068 Caz(P04)2 1 dia, aerobio, 25°C,  Vazquez et
amyloliquefaciens (SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 140rpm al., 2000
Bacillus 3230 Caz(P04)2 1 dia, aerobio, 25°C,  Vazquez et
antrophaeus (SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 140rpm al., 2000
. . 3 dias, aerobio, 28°C, Taoetal.,
Bacillus cereus 614 Caz(PO4)> (Nautiyal,1999) 180rpm 2008
. . 4 dias, aerobio, 50°C, Yadavetal.,
Bacillus coagulans 4199 Caz(P0O4), (Pikovskaya, 1948) 180rpm 2014
. . 4 dias, aerobio, 50°C, Yadavetal.,
Bacillus coagulans 2229 FePQ, (Pikovskaya, 1948) 180rpm 2014
. . 4 dias, aerobio, 50°C, Yadavetal.,
Bacillus coagulans 2229 AIPQ, (Pikovskaya, 1948) 180rpm 2014
. . . 3 dias, aerobio, 28°C,  Sandilya et
Bacillus firmus 2325-8721 Caz(PO4)> (Nautiyal,1999) 100rpm al, 2016
Bacillus . 3 dias, aerobio, 28°C, Taoetal.,
megaterium 265 Cas(POq); (Nautiyal,1999) 180rpm 2008
Bacillus . , . o Chenetal,
megaterium 2326 Caz(PO4)> (Nautiyal,1999) 3 dias, aerobio, 30°C 2006

(*) Actividad solubilizadora expresada como cantidad de ion ortofosfato liberado al medio (umol-P/L), para el
tiempo de incubacion reportado.

Enla Tabla 2. se presentan laidentidad y rango de concentracidn de acidos organicos secretados
al medio por distintas cepas de Bacillus s.l. para distintas fuentes de fésforo organico e
inorganico en sus correspondientes condiciones de incubacion.
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Tabla 2. Identidad y rango de concentracién de acidos organicos (AOs) secretados al medio por distintas cepas de Bacillus spp.

Condiciones de incubacién

Microorganismo
Fuente de P

TInc (dias) Temp (°C) pH

Identidad de AOs secretados

Rango de concentracion (mM)

Ref

Fitato de sodio
Ca3(P0a4)2
AlIPO,
Ca3(P0a4)2
FePO4

Fitato de calcio

Bacillus aryabhattai (varias cepas)

Bacillus megaterium (P17)

Bacillus coagulans Roca fosfdrica

Bacillus megaterium (varias cepas) Cas(PO4)2
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus atrophaeus Caz(P04)>
Bacillus licheniformis
Bacillus sp. P,0s

5

R R R W, WwWwww U

N
>

28
28

50
30
30
30
30

NN N NN NN NN NN

A. glucénico

A. glucénico
A. lactico; A. succinico; A. tartético; A.citrico
A. lactico; A. succinico; A. tartético; A.citrico

A. lactico; A. succinico; A.citrico; A.acetico
A. lactico; A. succinico, A. tartatico, A.citrico
A. citrico; A. mélico; A. acético; A. glucénico
A. lactico; A. piruvico, A.citrico
A. lactico; A. succinico
A. succinico
A. lactico; A. succinico; A. fumarico

A. glucénico, A. propionico, A.succinico

19-28
49-60
1,9;6,3;0,8; 2,7
0,7;6,509; 1,1
1,4;2,2;0,3;0,7
1,4;3,6;2,8;0,4
0,002; 0,003; 0,003; 0,01

64; 3,6; 764

Sharma et al., 2013

Zhong et al., 2017

Yadav et al., 2014
Chen et al., 2006

Vazquez et al., 2000

Puente et al., 2009

(T Inc) tiempo de incubacidn, (-) no reportado.
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3. Estrategia microbiana de Bacillus s.l. para la mineralizacién de fésforo organico

Dentro de los microorganismos PGPR capaces de liberar el ion ortofosfato a partir de fuentes de
fésforo organico, se reporta como principal estrategia microbiana la excreciéon de enzimas
hidroliticas del acido fitico (principal fuente de fésforo organico en el suelo). Para miembros del
grupo Bacillus s.I. también se reporta esta actividad microbiana para regular el ciclado del
fosforo en el sistema planta-suelo-agua (Ahmad et al., 2008).

En la Tabla 3. se presenta la revision bibliografica efectuada de actividades mineralizadoras para
distintas cepas de Bacillus spp. y sus correspondientes condiciones de cultivo.

Tabla 3. Actividad mineralizadora reportada para Bacillus spp.

A. mineralizadora

Especie (umol-P/L) (*) Medio Condiciones incubacién Ref

Bacillus cereus 2% Menkina medio 3 dias, aerobio, 28°C, Taoetal.,
(Niewolak,1980) 180rpm 2008

Bacillus cereus 42 Menkina medio 4 dias, aerobio, 28°C, Liuetal.,
(Niewolak,1980) 180rpm 2011

Bacillus 20 Menkina medio 3 dias, aerobio, 28°C, Taoetal.,
megaterium ! (Niewolak,1980) 180rpm 2008

. - Menkina medio 4 dias, aerobio, 28°C, Liuetal.,
Bacillus subltilis >2 (Niewolak,1980) 180rpm 2011

(*) Actividad mineralizadora. expresada como cantidad de ion ortofosfato liberado al medio (umol-P/L), para el
tiempo de incubacién reportado.

En la Tabla 4. se presentan la actividad fitasa reportada para distintas cepas salvajes de Bacillus
spp. En la misma se especifican diferentes pardmetros de incubacién que inciden en el resultado
final de esta variable. Los parametros son: tiempo de incubacién para la produccién de fitasa,
tiempo de incubacidn en la determinacidon de la actividad enzimatica, temperatura de
incubacién en la determinacion de la actividad enzimatica, pH de incubacion en la determinacion
de la actividad enzimatica, volumen de incubacidn del extracto proteico y el acido fitico para la
determinacidn de la actividad fitasa.
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Tabla 4. Actividad fitasa reportada para Bacillus spp.

Vinc

Tipo de actividad Microorganismo U Awvol(U/mL) A.esp(U/mg) Tproa(h) Tac(min) T(°C) pH Medio de produccidn fitasa (L) Ref

Extracelular Bacillus subtilis mol-P/min 0,25 - 42 60 50 6,5 no fitato (Idriss, 2002) 150 Idriss et al., 2002

Asociada célula Bacillus sp. umol-P/min - 0,14 48 30 37 7 fitato 1,5g/L (Kerovuo,1998) 280 Acuiia et al., 2011
Extracelular Bacillus pumilus umol-P/min - 0,30 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavezetal., 2011
Extracelular Bacillus coagulans umol-P/min - 0,35 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavezetal., 2011
Extracelular Bacillus megaterium  pumol-P/min - 0,25 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavezetal., 2011
Extracelular Bacillus licheniformis ~ pumol-P/min - 0,25 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavezetal., 2011
Extracelular Bacillus subtilis umol-P/min 0,60 - 20 60 37 75 no fitato (ldriss, 2002) 400 Farhat et al., 2008
Extracelular Bacillus sp. umol-P/min 0,16 - 96 10 37 7 no fitato (Choi, 2001) 1000 Choi et al., 2001
Extracelular Bacillus subtilis umol-P/min 4,60 - 48 30 55 7 fitato 10g/L (Rocky-Salini, 2016) 500 ROCkV'ig'l'g' etal,
Extracelular Bacillus licheniformis ~ pumol-P/min - 1,05 96 30 37 5,5 Fitato 3g/L (Howson, 1983) 1000 Dan et al., 2015

(*) (U) Unidades de enzima definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1mol 6 1 umol de idén ortofosfato por minuto en las condiciones de incubacidn que se desciben en la
tabla, (A.vo) Acitividad volumétrica, (A.esp) Actividad especifica, (Tprod) tiempo de incubacidn para la produccion de fitasa, (Tac) tiempo de incubacién en la determinacidn de la actividad
enzimdtica, (T) temperatura de incubacidon en la determinacidn de la actividad enzimatica, (pH) pH de incubacion en la determinacion de la actividad enzimatica, Vinc volumen de incubacion
para la determinacién de la actividad fitasa.

30



Capitulo 1

B. MATERIALES Y METODOS
1. Formacién de una coleccién de bacterias formadoras de estructura de resistencia
1.1. Muestreo de material vegetal y suelo

Para la prospeccién se muestred suelo rizoférico y plantas de soja de seis sitios sojeros, y suelo
no rizoférico de cinco sitios sin historia previa de este cultivo. Para la caracterizacién
fisicoquimica de cada sitio se muestreé suelo no rizoférico. En la Tabla 5. y Figura 1 se detallan
las caracteristicas y ubicacidn de los sitios de muestreo.

En los sitios sojeros se recolectaron al menos cinco plantas de soja por sitio en estadio fenoldgico
R2, (Fehr et al., 1977) con parte de suelo rizoférico prendido a la raiz. Las muestras se
almacenaron a 4°C por no mas de 3 meses hasta su procesamiento.

Para el muestreo de suelo no rizéferico se realizé una muestra compuesta de cinco puntos
(separados al menos por 5 m) para cada sitio, tomando entre (0-15) cm de profundidad,
homogenizando las mismas mediante tamizaje tras secado previo a temperatura ambiente (se
emplearon mallas de 3mm de poro). Las muestras se almacenaron a 4°C por no méas de 3 meses
hasta su procesamiento.

Se separd una fraccidon de 500g de suelo no rizoférico de cada sitio para el analisis fisicoquimico
en el Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas de INIA La Estanzuela. Los parametros analizados
fueron: carbono organico (C.Org) (Wright et al., 2001), nitrégeno total (N) (Wright et al., 2001),
fosforo Bray | (P Bray I) (Bray et al., 1945), fésforo resina (P Resinas) (Zamuz et al., 1974), fésforo
citrico (P Citrico) (adaptacion de Mordn), pH (H,0) relacion suelo/agua: 1/2.5, acidez titulable
(Beretta et al., 2016), determinacion de bases (potasio (K), sodio (Na), magnesio (Mg), calcio
(Ca)) mediante extraccidn con acetato de amonio 1M (pH=7) (Jackson et al., 1964) y
cuantificacion por espectrometria de absorcion atdmica, emisién y plasma acoplado
inductivamente seguln corresponda, capacidad de intercambio catidnico (ClCyu7), vy textura
(Beretta et al., 2014).

A (Aguila)

CH (Chaja)

E (Veldzquez)

IT (Itapebi 3 Arboles)
MA (Tacuarembd)

MSI (Mercedes)

SC (Scaglia)

SP (Sierra de Polanco)
T (Paraje Ramon Trigo)
TA (Tala)

@ 0 ¢ 0 46 0 0 600

YU (Young)

URUGUAY

°
SP

|—" ]
0 50 100km

Figura 1. Ubicacién geografica de sitios de muestreo (ESRI 2011). Puntos negros corresponde a sitios sojeros, puntos
celestes corresponde a sitios sin historia previa de soja.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos de los sitios de muestreo (*)

P Bray p P
sitio Cddigo de C.Org N | Resinas Citrico pH A.Tit. Ca Mg K Na ClICpn7 Arena  Limo  Arcilla
sitio (%) (%) (ng (ug (H20)  (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g) (meq/100g)
P/g) (ng P/g) p/g)
Itapebi 3 Arboles IT 4,8 04 2,5 2,7 3,0 5,5 6,8 14,5 5,9 0,4 0,5 21,3 269 53,7 194
Tala TA 3,7 0,3 3,8 4,0 3,0 54 9,7 9,6 4,3 1,5 0,8 16,2 12,5 724 151
Young YU 8,2 0,6 53,5 147,0 100,7 6,4 4,6 27,2 3,5 1,4 0,4 32,5 42,3 32,5 253
Sierra de Polanco SP 2,7 0,3 17,8 17,8 24,0 54 6,0 3,5 1,4 0,5 0,3 5,7 576 13,3 29,1
Tacuarembd MA 6,7 04 7,5 4,6 9,8 5,4 8,8 18,7 71 0,5 0,4 26,7 10,1 39,6 50,3
Velazquez E 3,0 0,2 7,3 10,6 7,4 5,8 6,0 11,0 2,8 0,3 0,7 14,7 14,6 490 364
Mercedes MSI 4,0 0,3 48,3 76,6 42,5 5,8 54 20,4 1,8 1,3 0,2 23,8 20,4 34,5 45,1
Paraje Ramodn Trigo T 1,2 0,1 2,7 3,3 3,5 5,8 2,2 3,8 0,7 0,2 0,5 5,2 75,2 0,7 24,1
Aguila A 3,1 0,3 26,5 23,8 26,1 5,7 6,5 14,0 1,3 0,6 0,3 16,1 17,4 37,7 4438
Chaja CH 2,4 0,2 47,7 81,4 73,2 6,8 2,1 19,0 2,0 0,7 0,6 22,3 19,5 39,8 40,8
Scaglia SC 2,6 0,2 39,7 41,4 39,4 6,0 4,2 15,0 2,0 0,7 0,2 17,8 19,4 355 45,1

(*) Cuadrante superior e inferior de la tabla refiere a los sitios sin y con historia agricola en el cultivo de soja, respectivamente
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1.2. Estrategia de aislamiento a partir de suelo rizoférico, no rizoférico y raiz de soja

Se aislaron bacterias aerobias formadoras de estructuras de resistencia a partir de raices de
planta de soja, suelo rizoférico y no rizoférico de campo natural. Se procesaron dos plantas por
sitio de muestreo.

A partir de las muestras de suelo (rizoférico y no rizoférico) se generd una suspensiéon de éste
en un medio pobre (Glucosa, extracto de levadura, sal (GYS, Apéndice 1.1.1) (Patel et al., 2013)),
quel se incubd 48 horas a 28°C y 180rpm, permitiendo el enriquecimiento de bacterias
formadoras de estructura de resistencia tras el agotamiento de nutrientes. Posteriormente se
realizd un shock térmico a 80°C, durante 4 minutos, con el fin de eliminar eventuales
microorganismos que se encuentren en un estadio vegetativo y carezcan de la capacidad de
generar estructuras de resistencia. Se sembraron diluciones seriadas en placas de Luria Bertani
(LB-Agar, Apéndice 1.1.2), y se incubaron a 28°C, durante 24hs. Los aislamientos pre-
seleccionaron fueron bacilos Gram positivos (Bartholomew et al., 1952), méviles y con
endosporas visibles en microscopio éptico con contraste de fase. Para cada planta procesada,
dos individuos de cada morfologia identificada fueron purificados mediante al menos cuatro
repiques sucesivos en LB-Agar antes de ser conservados.

Para la obtencién de aislamientos asociados al rizoplano, las raices de planta de soja se
desinfectaron superficialmente, efectuando la siguiente secuencia de inmersiones: un minuto
con hipoclorito de sodio (NaClO) 0.35%, un minuto con etanol 70% y finalmente cuatro
enjuagues con agua estéril. El Ultimo enjuague con agua estéril se sembré en LB-Agar, como
control de esta etapa de desinfeccidn. Las raices desinfectadas se sembraron en LB-Agar a 28°C,
durante 24hs. Las colonias que presentaron morfotipos caracteristicos se repicaron en LB-Agar
y fueron incubados durante siete dias a 28°C, con el fin de envejecer el cultivo para que la
formacidn de la estructura de resistencia tenga lugar. Luego, un segundo repique a LB-Agar fue
sometido a un shock térmico a 50°C, durante 24hs. Los aislamientos que crecieron durante y/o
tras el shock térmico, que fueron bacilos Gram positivos, mdviles y con endosporas, se
purificaron (no menos de cuatro repiques en LB-Agar). Al igual que para el suelo, para cada
planta procesada, dos individuos de cada morfologia identificada fueron purificados mediante
al menos cuatro repiques sucesivos en LB-Agar antes de ser conservados.

Las cepas obtenidas fueron conservadas en glicerol 25% a -20°C y en perlas a -70°C.

Los morfotipos de colonia se diferenciaron segun color, textura y borde de la colonia (Apéndice
4.1).

2. Caracterizacion de la coleccion bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o mineralizar
fosforo inorganico y/o orgéanico en medio sélido y seleccién de grupo de cepas promisorias
(1° Nivel de Screening).

2.1. Determinacién semicuantitativa de actividad solubilizadora de (FePQO4:AlPO4:Caz(PQa),)
y actividad mineralizadora en medio sélido.

Se caracterizd in vitro la capacidad de solubilizar y/o mineralizar fésforo inorgéanico y/o organico
en medio sélido de todos los aislamientos.

Las fuentes de fésforo inorganico ensayadas fueron: Cas(PO,), (PCa, Apéndice 1.2), y la triple
mezcla de FePOQ4, AIPO4, Cas(PO), en la proporcion reportada para suelos del Uruguay
(46:35:19) (PT, Apéndice 1.2) (Hernandez et al., 1995). La fuente de fésforo orgdnico utilizada
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fue fitato de sodio (POrg, Apéndice 1.2). Estas fuentes fueron incorporadas en el medio liquido
reportado en Maougal et al. (2014).

Los aislamientos fueron crecidos en 5mL LB (tubo Falcon de 15mL, 180rpm, 24 horas, 28°C). El
indculo fue lavado con solucion salina de NaCl (0.85%), con el fin de eliminar posibles trazas de
P, de modo tal de evitar falsos positivos y se ajustd una densidad 6ptica (D.O.s00nm) de 0.8 con
solucidn salina de NaCl (0.85%) (carga bacteriana aproximada de 1x10°ufc/mL). Un volumen de
10uL de inéculo se sembrd por triplicado en los tres medios para cada cepa. Se registrd la
relacion diametro del halo/didmetro del crecimiento (en caso de que se constate crecimiento y
formacién de halo) a los 3, 6 y 10 dias de incubacién a 28°C.

Los controles bioldgicos empleados fueron: C1 control positivo de movilizacién de fésforo
organico e inorganico (Bacillus megaterium, ILBB592 (Abreo et al., 2018)), C2 control positivo de
mineralizacién de fésforo organico (Bacillus subtilis, DSM 23778, DSMZ, Alemania), C3 control
comercial (aislamiento de Bacillus subtilis obtenido de un producto comercial en proceso de
registro en Uruguay como promotor de crecimiento vegetal), C4 control negativo de
movilizacion de fésforo organico e inorganico (Bacillus aryabhattai, I1LBB510 (Abreo et al.,
2018)).

Los candidatos promisorios seleccionados fueron aquellos que presentaron la capacidad de
crecer y formar halo en POrg y PCa.

2.2. ldentificacion filogenética del grupo de cepas promisorias
2.2.1.Amplificacién por PCR del gen 165 ARNry el gen gyrB.

Al grupo de cepas promisorias seleccionado y a una cepa representativa de cada morfotipo de
colonia constatado, se amplificé el gen 165 ARNr mediante Polymerase Chain Reaction (PCR)
usando los cebadores universales Eub27f/Eub1492r (Lane et al., 1991). Para la caracterizacion a
nivel de especie de cepas muy relacionadas, se amplificd un segundo marcador filogenético, el
gen gyrB, que codifica para la subunidad B de la DNA-girasa, empleando los cebadores UP-
1/UP2r (Yamamoto et al., 1995). Los cebadores de secuenciacion de este gen son UP-1S/UP-2Sr
(Tabla 6.).

Tabla 6. Secuencia de primers utilizados para la amplificacion del gen de 16S ARNry gyrB.

Primer Secuencia (5'- 3') Tamafio de amplicdn (pb)
Eub27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500
Eub1492r GGTTACCTTGTTACGACT 1500
UP-1 GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA(TC)GC(TCAG)GG(TCAG) GG(TCAG)AA(AG)TT(TC)GA 1200
UP2r AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC(AG)TC(TCAG)AC(AG) TC(TCAG)GC(AG)TC(TCAG)GTCAT 1200
UP-1S GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA -
UP-2Sr AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC -

Se extrajo ADN total de las cepas mediante el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Austin,
Texas, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante para bacterias Gram positivas, partiendo
de colonias aisladas en medio de cultivo sdlido. La calidad y cantidad de los productos de
extraccién fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 1,0 % en buffer TAE (Apéndice
2.1) con tincién con GoodView™ a razén de 0.036pl/ml, a 90V durante 25 minutos y observado
en transiluminador UV Carestream Gel Logic.
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Todas las reacciones de PCR para la amplificacidn de los gen 16S ARNry gyrB se realizaron en un
volumen final de 25ul conteniendo: 2,5ul de buffer de PCR 10X (Invitrogen, suministrado con la
Taq), 3,75ul de MgCl, (25mM, Invitrogen), 0,5ul de mix de dNTPs (Invitrogen, 10mM), 1,0ul de
cada cebador avance y reverso de la pareja que corresponda (10uM), 1,0ul de dimetilsulfoxido
(DMSO, 100%), 0,25ul de Taqg polimerasa (Invitrogen, 5,0 U/ul), 2 ul de ADN (0,05 pg/ul).

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Mastercycler Nexus, Eppendorff. Se utilizé
el siguiente programa de temperaturas para el gen 16S ARNr: un primer paso de
desnaturalizacién a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C por 1
minuto), hibridaciéon (60°C por 1 minuto) y extension (72°C por 2 minutos). Por ultimo, se realizd
una etapa de extensién a 72°C por 7 minutos. Para el gen gyrB el programa empleado fue: un
primer paso de desnaturalizacién a 95°C por 1 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion
(94°C por 1 minuto), hibridacién (55°C por 1 minuto) y extensién (72°C por 2 minutos). Por
ultimo, se realizd una etapa de extensidn a 72°C por 7 minutos.

Se verifico el tamafio del producto de amplificacién mediante electroforesis en gel de agarosa
1,0 % en buffer TAE (Apéndice 2.1). Se utiliz6 como marcador de peso molecular el AccuRuler
100-1500 pb Plus DNA RTU Ladder de Maestrogen.

Los productos de PCR fueron secuenciados en MACROGEN Inc. (Corea). En el caso del gen gyrB
los cebadores de secuenciacion fueron UP-1S/UP2Sr. Para obtener el género de los aislamientos,
las secuencias resultantes se compararon con las disponibles en la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob) utilizando el algoritmo
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

2.2.2.1dentificacién filogenética a partir del gen 16S ARNry el gen gyrB.

Para la construccién del arbol a partir de las secuencias del gen de ARNr 16S y gyrB se utilizo el
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versidon 6 (Tamura et al., 2013),
usando secuencias de 1300 y 750 nucledtidos, respectivamente. Para ello se descargaron
secuencias depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob), y secuencias de cepas de referencias del gen de ARNr 16S de la
base de datos EzTaxon (Chun et al., 2007). Se alinearon empleando ClustalW incluido en MEGA
(versidon 6) junto con las secuencias recabadas previamente. Para la construccion del arbol se
aplicarén diferentes algoritmos y al constatar la misma topologia en los arboles, se decidé
presentar los obtenidos con el algoritmo Neighbor-joining (Saitou et al., 1987), calculando la
distancia genética por el modelo de Kimura (Kimura et al., 1980). La robustez de las ramas del
arbol fue estimada con un bootstrap de 1.000 réplicas (Soltis et al., 2003). Los grupos externos
que se utilizaron fueron Bacillus polymyxa (X60632) y Bacillus pumilus (KC895462.1), para los
genes de ARNr 16Sy gyrB, respectivamente.

3. Caracterizacion del grupo de aislamientos promisorios por la capacidad de solubilizar y/o
mineralizar fésforo inorganico y/o organico en medio liquido y seleccion de grupo de interés
(2° Nivel de Screening).

3.1. Cuantificaciéon de actividad solubilizadora de (FePO4:AIPQ4:Cas(PQs),) y actividad
mineralizadora en medio liquido.

Los aislamientos preseleccionados se caracterizaron in vitro por su capacidad de solubilizar y/o
mineralizar fosforo inorganico y/o organico en medio liquido empleando el mismo medio que
en el ensayo en placa, sin agar.
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La determinaciéon de la actividad solubilizadora y mineralizadora en medio liquido se realizé
cuantificando la liberacidon del ion ortofosfato durante el crecimiento del cultivo en un medio
con una fuente de fésforo insoluble definida (fésforo inorganico y orgéanico, respectivamente).

La fuente de fésforo inorganico ensayada fue la triple mezcla constituida por: FePQ,4, AIPQ,,
Ca3(PO4); (PT, Apéndice 1.2). La fuente de fosforo organico utilizada fue fitato de sodio (POrg,
Apéndice, 1.2). Se trabajé en condiciones de incubacion aerobias (10mL de medio en matraces
de 125mL, 180rpm) a 28°C.

Las cepas se hicieron crecer en medio sélido de PT y POrg tal como se describié en el inciso 2.1.
A partir de estos cultivos se inocularon 15mL de LB (tubo Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas,
28°C). Un volumen de 1mL de cada cepa se sembré por duplicado en los dos medios de fésforo,
alcanzando una carga bacteriana inicial en el matraz estimada en 1x10°ufc/mL (D.0.600nm=0.8).
La concentracién del i6n ortofosfato en solucién se determind por el método
espectrofotométrico del azul de molibdeno a las 0, 24, 48 horas de incubacién [(De Nigris et al.,
2009), Apéndice 3.1]. El pH del caldo se determind directamente en una alicuota del cultivo a
los mismos tiempos de incubacién. Se efectuardn dos determinaciones por réplica bioldgica a
cada tiempo de incubacion. La actividad solubilizadora y mineralizadora se calculé como la
relacién de la cantidad de ion ortofosfato liberado por unidad de volumen, por unidad de tiempo
(umol-PLh?).

Dado el tamafio del ensayo, el trabajo total se agrupo en cuatro corridas de anadlisis. En cada una
se incorporaron los controles bioldgicos C1y C4, y un blanco analitico de cada medio de cultivo
sin inocular.

Los candidatos de interés en este nivel de screening fueron aquellos que presentaron una
actividad mineralizadora significativamente mayor al control biolégico C1.

4. Caracterizacion del grupo de aislamientos de interés (3° Nivel de Screening)
4.1. Cuantificacion de actividad solubilizadora de FePQg, AIPO4, Cas(P04),.

A partir de grupo de aislamientos de interés, se procedié a la caracterizacidn in vitro de la
capacidad de solubilizar las tres fuentes de fésforo inorganico por separado en medio liquido.

La actividad solubilizadora de FePOa, AIPO4, Cas(P0O4), se determind como se describid en el
inciso 3.1 salvd que las fuentes de fésforo inorganico ensayadas fueron: FePO, (PFe, Apéndice
1.2), AIPO4 (PAI, Apéndice 1.2), Cas(PO4), (PCa, Apéndice 1.2); y los tiempos de incubacion a los
gue se efectuaron las determinaciones fueron: 0, 1, 7 dias de incubacion.

4.2. Cuantificacion de actividad fitasa

Se procedid a la caracterizacién in vitro de la capacidad de mineralizar fésforo organico en medio
liquido por la secreciéon extracelular de proteinas con actividad fitasa. Los controles biolédgicos
C1, C2, C3 y C4 también fueron incluidos.

4.2.1. Extracto proteico concentrado

Los aislamientos de interés se hicieron crecer en medio sdélido de POrg (inciso 2.1) para inocular
15mL de LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28°C). Un volumen de 1mL de cada cepa se
sembré por duplicado en 15mL de POrg (falcon de 50mL, 180rpm, 28°C), alcanzando una carga
bacteriana inicial en el matraz estimada en 1x10°ufc/mL (D.O.s00nm=0.8). Al alcanzar la fase
estacionaria (48 horas, Apéndice 4.3), los cultivos fueron centrifugados (7000rpm, 10min, 4°C).
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El sobrenadante (30mL) se filtré (PVDF, 0.22um, Millex GV) y se cargd en una unidad de filtracion
Amicon (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, con un cuttoff de 10kDa) con el fin de
concentrar el extracto proteico (Maougal et al., 2014). El sobrenadante obtenido se centrifugd
en un rotor fijo a 9000rpm por 10 minutos a 4°C, en alicuotas de 10mL hasta cargar la totalidad
del mismo. Finalmente, se reconstituyd la proteina retenida en la membrana en 1mL de buffer
de trabajo (Apéndice 2.2) como volumen final, obteniendo un extracto proteico (x30) que se
conservo a 4°C.

4.2.2. Cuantificacion del contenido de proteina total en el extracto proteico
concentrado

La cuantificacion del contenido de proteina total en el extracto proteico concentrado se efectué
por el método del acido bicinconinico (BCA) segun las especificaciones del fabricante del kit
Pierce BCA Protein Assay Kit. La calibracion del método se efectud con albumina de suero bovino
(bovine serum albumin (BSA)) en el rango dindmico de 20-2000 pg/mL.

4.2.3. Determinacion de actividad fitasa

Se realizd la determinacidn de la actividad fitasa del extracto proteico obtenido segun el inciso
4.2.1, en condiciones controladas de pH, temperatura y concentracion de fitato-Na. Se
cuantifico la concentracién del ion ortofosfato en el tiempo.

La determinacion de la actividad fitasa se efectud por triplicado de acuerdo a Maougal et al.
(2014) y Hill et al. (2007) con modificaciones: 50uL de una solucién de fitato-Na 10mM (pH=7) y
150 pL de buffer de trabajo (Apéndice 2.2) se preincubaron a 37°C (bafio de agua) por 10
minutos. Se agregd 100uL del extracto proteico concentrado y se incubd a 37°C durante 48
horas. Se efectud la determinacién de la concentracion del ién ortofosfato en solucién por el
método espectrofotométrico del azul de molibdeno a las 0, 24, 48 horas de incubacion [(De
Nigris et al., 2009), Apéndice 3.2].

Para cada cepa se efectud un blanco reactivo en el cual se determind el contenido de ion
ortofosfato no asociado a una actividad proteica que pudo provenir de la solucion de fitato-Na
utilizada, la liberacién de ortofosfato durante el periodo de incubacidn del fitato-Na por una
degradacion quimica, y del extracto proteico concentrado. Para su determinacién se procedié
de igual modo que con las muestras, salvo que el extracto proteico concentrado se agregé luego
de la solucion de desarrollo de color (reactivo combinado), asi la acidez de este reactivo impidé
gue la actividad proteica tenga lugar durante el lapso de desarrollo del color. Se incubd 50l de
una solucion de fitato-Na 10mM (pH=7) y 150 pL de buffer de trabajo a 37°C (bafio de agua). A
las 0, 24 y 48 horas de incubaciéon se agregd 1200uL del reactivo combinado para la
determinacién de la concentracién del ion ortofosfato en solucion (Apéndice 3.2) y luego
inmediatamente 100uL del extracto proteico concentrado.

Una unidad enzimatica (UE) se define como la cantidad de fitasa que libera 1 umol de idn
ortofosfato en un dia en las condiciones de incubacion anteriormente descriptas. La actividad
fitasa se calculé como la cantidad de ion ortofosfato liberado por unidad de volumen (mililitro
de extracto proteico concentrado), por unidad de tiempo (umol-PmLdia 6 UE/mL (Actividad
volumétrica)). A su vez, la actividad fitasa se corrigid por el contenido de proteinas totales
presente en el extracto proteico concentrado (Inciso, 4.1.2), y se expresé como la cantidad de
ion ortofosfato liberado por cantidad de proteina en el extracto proteico concentrado, por
unidad de tiempo (umol-Ppgidia 6 UE/ug (Actividad Especifica)).
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4.3. Identificacion y cuantificacion de los acidos organicos mayoritarios secretados segun la
fuente de fésforo utilizado.

La identificacidén y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios secretados al medio de
cultivo para las cuatro fuentes de fosforo (POrg, PCa, PFe, PAIl), se realizd por cromatografia
liquida de alta eficacia (high performance liquid chromatography (HPLC)) en fase reversa segun
el protocolo publicado de Cawthray G.R. et al. (2003) modificado.

El andlisis se realizé en un Waters (Milford, MA, USA) 600E el cual incluye bomba cuaternaria,
horno de columna, 717 plus autosampler y 996 detector de arreglo de diodos. La separacion
cromatografica fue efectuada en una columna Cys (250 mm x 4.6 mm, 5um) Restek a 35°C. La
fase movil consistié en una mezcla isocratica de buffer 25 mM KH,PO4 pH=2.5 y metanol a una
proporcion (93:7) y a un flujo de 0.8mL/min.

La informacién fue adquirida y procesada por Empower Pro Chromatography Data software
entre 190-400 nm y se cuantificaron estandares de acido glucdnico, acido piravico, acido lactico,
acido acético, acido citrico, acido fumarico, acido succinico y muestras a 210nm. La calibracién
del método se efectud en cada batch de analisis (Apéndice 4.5).

Una alicuota del medio de cultivo conservado a -20°C, se filtré (PVDF, 0.22um, Millex GV) y se
inyectd 30uL en el sistema cromatografico. Se analizaron dos réplicas bioldgicas cada una por
duplicado de inyeccion.

4.4, Actividad hemolitica

Se determind la actividad hemolitica de los aislamientos de interés y los controles biolégicos C1,
C2,C3yCa.

4.4.1. Actividad hemolitica en medio sélido

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL de TSB (Tryptic Soy Broth, Oxoid) (tubo Falcon de
50mL, 180rpm, 24 horas, 30°C) (Ceuppens et al., 2012) hasta una carga bacteriana de
1x10°ufc/mL. De estos cultivos se efectuaron duplicados bioldgicos. Un volumen de 10puL de
indculo se sembré por triplicado en Blood Agar (Tryptic Soy Agar with 5% Sheep Blood,
Biomerieux), por cada réplica bioldgica. Se registro el patrén de crecimiento obtenido (actividad
hemolitica continua débil, continua fuerte o discontinua, Apéndice 4.4) a los 24, 48, 72 horas y
10 dias de incubacidn a 20°C.

4.4.2. Deteccidn de Hbl (enterotoxina hemolitica)

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL de TSB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28°C,
(Ceuppens et al., 2012)) hasta una carga bacteriana de 1x10°ufc/mL, efectudndose una réplica
bioldgica. Luego, estos cultivos fueron centrifugados (7000rpm, 10min, 4°C), el sobrenadante
obtenido fue filtrado (PVDF, 0.22um, Millex GV) y conservado a 4°C por menos de 24 horas.

Se efectud una Unica deteccién de Hbl por cepa, segun las especificaciones del fabricante del kit
BCET-RPLA Toxin Detection Kit. Se incluyd un control positivo provisto por el kit y un blanco del
medio TSB estéril.

La técnica consiste en un ensayo de aglutinacion reversa. En el cual particulas de latex son
sensibilizadas con anticuerpos (Anti-Hbl) y ante la presencia del antigeno (Hbl) en solucién se
genera una reaccion de aglutinacion.
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4.5. Crecimiento a 37°C en medio sdlido

A partir del grupo de aislamientos de interés, se procedio a la determinar el crecimiento a 37°C
en medio sdlido. Se incluyen los controles bioldgicos C1, C2, C3 y C4 en el ensayo.

Los aislamientos y controles fueron crecidos 15mL de TSB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas,
30°C). (Ceuppens et al., 2012) hasta una carga bacteriana de 1x10°ufc/mL. Estos cultivos se
efectuaron duplicados biolégicos. Un volumen de 10uL de inéculo se sembré por triplicado en
LB-Agar para cada réplica bioldgica. Se registro presencia de crecimiento y didmetro del mismo
(en caso de corresponder) a los 24, 48, 72 horas y 10 dias de incubacion a 37°C.

5. Andlisis estadistico multivariado
5.1. Andlisis estadisticos multivariados descriptivos

Los analisis estadisticos multivariados descriptivos efectuados en el presente Capitulo han sido:
anadlisis de conglomerados, analisis de correspondencia multiple y andlisis de componentes
principales, efectuados con el software Infostat, version 2017p (Di-Rienzo et al., 2011).

El andlisis de conglomerado tiene como objeto la busqueda de grupos similares de objetos, ya
sea de muestras como variables. Para cualquier algoritmo de cluster es necesario seleccionar
una medida de distancia y un método de agrupamiento. Para los datos binarios es recomendable
la selecciéon como indice de similitud el calculado segun Dice y luego la conversidn de este a
distancia por la funcién sqrt(1-S) (Balzarini et al., 2015). Los métodos de agrupamiento
jerdrquicos son utilizados cuando no se conoce la cantidad de grupos de conglomerados a
esperar. Del conjunto de estos métodos se selecciond el UPMGA (unweigthed pair-group
arithmetic average method), pese a que ensayaron varios sin obtener diferencias entre los
dendogramas resultantes.

El andlisis de correspondencia multiple es una técnica exploratoria que permite representar
graficamente filas y columnas de una tabla de contingencia multidimensional, generando el
ordenamiento de datos discretos respecto a la frecuencia de ocurrencia de cada nivel que
adopta las variables de estudio. Este analisis sugiere relaciones de dependencia entre niveles de
distintas variables en base a agrupamientos o diferenciaciones de grupos constatados en el
grafico resultante.

El andlisis de componentes principales es una técnica de ordenamiento y reducciéon de
dimensiones que permite examinar todos los resultados en un espacio de menor dimension al
original. Se construyen un numero reducido de variables sintéticas o componentes
(combinaciones lineales ortogonales normalizadas de las variables originales) que explican la
variabilidad existente de los datos multivariados continuos estandarizados utilizados.
Comunmente, se representa dos variables sintéticas y se representa en un mismo espacio el
ordenamiento de variables y casos mediante la construccion de un diagrama biplot. De este
analisis puede interpretarse: similitudes y diferencias entre casos (proyeccién ortogonal de
punto caso sobre eje componente), variables de mayor inercia que pueden explicar esos
agrupamientos (proyeccion ortogonal de punto caso sobre vector variable), correlacion entre
variables.

5.2. Analisis estadisticos multivariados de inferencia

Los andlisis estadisticos multivariados de inferencia efectuados en el presente Capitulo han sido:
analisis de correspondencia candnica (CCA), analisis multivariado de la varianza (MANOVA) y
analsis de regresion lineal multiple.
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El analisis de correspondencia candnica fue efectuado con el software Infostat, version 2017p
(Di-Rienzo, 2011), en interfase con el software R (3.4.0) utilizando el paquete estadistico vegan.
Este analisis emplea técnicas de regresion multivariante para evaluar la inferencia de relaciones
entre una matriz de observaciones (sitios por variables observadas) y una explicativa (sitios por
variables ambientales que caracterizan dichos sitios). Para el caso de estudios ecoldgicos
(Resultados y discusidn, inciso 2.3) las variables observacionales presentan una distribucién
unimodal respecto a las variables ambientales (rango dinamico amplios) y en ese caso se utiliza
el andlisis de correspondencia candnica. En caso de que ambos grupos de variables presenten
una relacién lineal (rango dinamico de variables explicativa estrecho) se utiliza el andlisis de
correlaciones candnicas o de redundancia.

Es de destacar para este analisis que a medida que el nimero de variables ambientales aumenta
con respecto al nimero de observaciones, el resultado del CCA se hace mas dudoso,
independientemente de que las relaciones observadas sean aparentemente fuertes. No
obstante, se inicia el analisis con un nimero alto de variables ambientales las cuales se van
depurando por falta de significancia en explicar la matriz de observaciones y/o colinealidad
entre ellas. Este proceso se describe en el script adjunto (Apéndice 4.2).

El resultado del analisis se representa en un grafico de triplot en el cual se construye con dos
variables sintéticas (combinacion lineal de variables explicativas) y se gréfica los casos (puntos)
en relacidn con la totalidad de variables observacionales (puntos) y las variables explicativas
significativas (vectores). En su interpretacion es de destacarse que no supone una descripcion
de la totalidad de la estructura de matriz de observaciones, sino de la parte de la estructura de
los datos de nuestra matriz de observaciones que pude ser explicada por la matriz ambiental de
significancia. En esta representacion las distancias entre puntos representativos de casos o
variables observacionales son distancias chi-cuadrado y deben ser interpretadas como tales. Las
proyecciones ortogonales sobre los vectores de las variables explicativas indican la magnitud de
la distancia caso-caso y variable-variable. La distancia lineal caso-variable no es interpretable,
pero la comparacidn de las proyecciones ortogonales del caso y variable sobre un mismo vector
explicativo indican la influencia de la variable observacional sobre el caso observado.

El analisis multivariado de varianzas se utiliza para efectuar inferencias simultaneas sobre los
efectos de los factores del modelo de analisis en caso de que los tratamientos ejecutados
presenten una estructura en consecuencia del disefio experimental utilizado. A diferencia del
analisis de varianza univariado, en este mddulo se deberan seleccionar mas de una variable
dependiente. Es necesario probar los supuestos de multinormalidad de los residuos previo a su
implementacion (Balzarini et al., 2008). La multinormalidad fue probada mediante el software
Infostat, versién 2017p (Di-Rienzo, 2011), en interfase con el software R (3.4.0) utilizando el
paquete estadistico mvnormtest, que permite efectuar la prueba de Shapiro-Wilk para
multivariables. Dada la significancia del modelo se efectud la prueba de comparacién de medias
de Hotelling corregido por Bonferroni con el software Infostat, versién 2017p.

El analisis de regresién lineal multiple involucra un conjunto de técnicas estadisticas cuyo
propdsito es la construccion de un modelo para la estimacion de la media de una variable
dependiente a partir de una variable o varias variables independientes o también Ilamadas
regresoras, constatando la significancia de relaciones causales. Las variables dependientes que
se estudiaron fueron las actividades microbianas constatadas en medio liquido cuando las
fuentes de fésforo eran: fitato de sodio (Aminer), FEPO4 (Are), AIPO4 (Aa) y Cas(P0O4)2 (Aca). Las
variables regresoras ensayadas fueron: la concentracién de acidos orgdnicos obtenidos en el
sobrenadante de cultivo (dentro del grupo de los siete acidos organicos con capacidad de
analitica de determinacion), la reduccion de pH del medio (ApH), los indices de Shannon y
Simpson determinados con el software Infogen, versién 2016 (Balzarini et al., 2015) para el perfil
de 4cidos organicos obtenidos y la actividad fitasa para el caso de Aminer-
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Los analisis fueron efectuados con el software Infostat, versiéon 2017p (Di-Rienzo et al., 2011).
Como primera instancia se evalué la multicolinealidad entre la totalidad de las variables
regresoras en estudio corroborando que el factor de inflacién de varianzas (VIF) tienda a la
unidad. De este modo se evitd generar modelos redundantes de acotado rango dindmico de
aplicabilidad. Como segundo aspecto se evalué la significancia de cada variable regresora para
el modelo mediante el estudio del grafico de dispersidn de residuos parciales de cada variable
dependiente con las posibles variables regresoras (sugiere orden polindmico en que debe
ingresar al modelo), el estadistico de Cp-Mallow (indicador de importancia relativa de las
variables regresoras en explicar la variable dependiente) y el p-valor de significancia obtenido
de la prueba T que propone como hipétesis nula la igualdad del valor poblacional del parametro
del modelo a cero. Con el criterio de informacién Akaike y Bayesiano (AIC), (BIC) (lo menor
posible) se evalud el mejor modelo de ajuste para un set de datos establecidos. Para la seleccion
del modelo lineal multiple de mejor ajuste se contempld un bajo error cuadratico medio de
prediccién (ECMP), y R%.q tendiente a la unidad, pudiendo intercomprar modelos de distintos
sets de datos con estos dos criterios.
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C. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Coleccién de bacterias formadoras de estructura de resistencia con potencial actividad
movilizadora de fésforo del suelo

En la seleccién de los sitios de muestreo se contempld que los mismos difieran en contenido y
forma predominate de fdsforo en el suelo, para el grupo de sitios con y sin historia previa del
cultivo de soja, respectivamente.

Se obtuvieron aislamientos a partir de raices de plantas de soja y su correspondiente suelo
rizoférico para los sitios sojeros, y de suelo no rizoférico para los sitios sin historia previa en este
cultivo. Al optar por estos materiales de partida se buscé enriquecer la diversidad genética y
funcional de los aislamientos obtenidos, con el fin de relevar entre ellos la capacidad funcional
de movilizar el fésforo.

La coleccidn se conformé por 182 aislamientos de bacilos gram positivos que presentaron la
capacidad de formar estructuras de resistencia, entre los cuales se relevaron 25 morfotipos de
colonia descriptos en el Apéndice 4.1.

2. Caracterizacion de la coleccion bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o mineralizar
fésforo inorganico y/o organico en medio sdlido y seleccién del grupo de aislamientos
promisorios (1° Nivel de screening).

2.1. Determinacidn semicuantitativa de actividad solubilizadora de (FePO4:AlIPO4:Cas(P0O4),)
y actividad mineralizadora en medio sélido.

Diferentes medios de cultivos han sido reportados para evaluar la capacidad de solubilizar y/o
mineralizar el fésforo inorganico y/o organico en medio sélido (Pikovskaya et al., 1948; Angle et
al., 1991; Richardson et al., 1997; Nautiyal et al., 1998; Hill et al., 2007; Jorquera et al., 2008;
Maougal et al., 2014). En estos medios se buscar simular la concentracién y relacién de
macronutrientes y micronutrientes disponibles en el suelo. El medio liquido reportado en
Maougal (2014) fue el seleccionado al ser un medio sintético, reproducible, que presenta la
concentracién y relacidn consensuada de los principales macronutrientes.

Las fuentes de fosforo ensayadas fueron: fitato de sodio, Cas(PO,)2y la triple mezcla de FePQ,,
AIPQ4, Ca3(P0Os),. El nivel de fosforo total (mg-P/L) utilizado en estos tres medios fue 708ppm,
encontrandose en orden con la concentracion a la cual se encuentran en los medios citados. Sin
embargo, el nivel de fdsforo total para suelos de campo natural sin fertilizacion previa de
Uruguay fue entre 200y 800 ppm. Los contenidos de P en formas inorganicas oscilan en términos
generales entre 40 y 300 ppm, en tanto que en las formas organicas entre 60 a 300 ppm siendo
inferiores a la concentracidn de trabajo (Hernandez et al., 1995).

Si bien se ha empleado ampliamente el Ca3(PO4), como fuente de fésforo inorgdnico para la
seleccidn in vitro de bacterias solubilizadoras, son numerosos los reportes en que se constata
que los candidatos seleccionados mediante esta estrategia no manifiestan la capacidad de
solubilizar al efectuarse el ensayo en planta (Bashan et al., 2012). Esto en parte se atribuye a
que la movilizacién de fésforo es un proceso complejo, afectado por numerosos factores
guimicos y biolégicos, requeriendo una vision integradora de ambos aspectos para la
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compresion de este. El utilizar multiples fuentes de fésforo inorganico busca contemplar la
interaccion quimica de las mismas, y modelar la fracciéon inorganica del suelo por otros
componentes menos solubles que Cas(PQOa),. Por ello, se decide efectuar la triple mezcla de
FePO4, AIPO4, Ca3(PO4), a la proporcion reportada para suelos del Uruguay (46:35:19)
(Hernandez et al., 1995).

Una vez corroborado los controles bioldgicos incluidos en cada corrida de andlisis se recabaron
los datos a los 6 dias de incubacién, tiempo de incubacién al cual se obtuvo una mayor
diferenciacién entre aislamientos.

La capacidad funcional de mineralizar el P-Org se constatd en el 13% del total de aislamientos,
siendo del orden a lo obtenido por otras estrategias (Demirkan et al., 2014). La capacidad
funcional de solubilizar el P-Ca (crecimiento y formacion de halo) fue de 18%. En la triple mezcla
solo se obtuvo crecimiento para este tiempo de incubacidn en el 31% de los aislamientos.

En base a la totalidad de datos recabados se construyd una matriz de presencia/ausencia de
crecimiento y formacién de halo para los tres medios empleados y tras un andlisis de
conglomerados jerarquico por el método de UPGMA (unweigthed pair-group arithmetric
average method) se obtuvieron 13 grupos de conglomerados (Figura 2).
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Figura 2. Dendograma obtenido a partir de la matriz distancia basada en el indice de similitud (S) Dice y transformacion
sqrt(1-S), por el método de UPGMA. A cada conglomerado se le asigna una codificacion fenotipica de acuerdo con
una respuesta positiva (1) 6 negativa (0) en crecimiento y formacién de halo en los tres medios sélidos: PT, PCa y
POrg. Se enmarcan en azul los conglomerados preseleccionados. Del grupo G11 solo se representa un candidato de
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los 91 que pertenecen a este conglomerado. El sufijo “ILLB” del nombre del aislamiento es sustituido por “B” en esta
figura.

Los aislamientos pertenecientes a los grupos G6 y G7, crecieron y formaron halo en PCa y POrg.
Los aislamientos pertenecientes al G7 crecieron ademas en PT a diferencia del G6. Estos 24
aislamientos preseleccionados pasaron al 2% nivel de screening. Cabe mencionar que 11 de los
25 morfotipos constatados originalmente en la coleccién pasaron al 2% nivel de screening.

Como primera aproximacion, se constaté una mayor abundancia de aislamientos con la
capacidad funcional de interés aislados a partir de raices de plantas de soja y suelo rizosférico,
en comparacion con los recabados a partir de suelo no rizoférico de sitios sin historia previa en
este cultivo. Una eventual presién de seleccion ejercida por la planta y/o condiciones de cultivo
sobre los microorganismos de la rizésfera (Mendes et al., 2013), pudo haber seleccionado
aislamientos cultivables con la capacidad de mineralizar P organico y/o solubilizar P inorganico.
Se hareportado la presion de seleccion que ejerce la planta de distintos cultivares en la seleccidn
de bacterias solubilizadoras de P inorganico, bajo diferentes manejos agrondmicos en suelos
nacionales (Azziz et al., 2012). En dicho trabajo, al implementar una estrategia de aislamiento
no sesgada al enriquecimiento de bacterias formadoras de estructuras de resistencia, se
constaté la seleccion del género bacteriano Pseudomonas, minimizando la recuperaciéon de
miembros del grupo Bacillus s.I. cultivables.

Estudios estadisticos multivariados de inferencia presentados a continuacidén en este manuscrito
(inciso 2.3) confirman esta hipdtesis.

2.2. Estudios filogenéticos a partir del gen 16S ARNry el gen gyrB.

Al grupo de aislamientos promisorios seleccionado (ILBB64, ILBB65, ILBB44, ILBB152, ILBB147,
ILBB63, ILBB6S, ILBB81, ILBB139, ILBB133, ILBB138, ILBB134, ILBB5S, ILBB9Y5, ILBB172, ILBB173,
ILBB7, ILBB38, ILBB55, ILBB19, ILBB15, ILBB46, ILBB67, ILBB130) y a un aislamiento
representativo de cada uno de los 25 morfotipos de colonia (para completar los 25 morfotipos
se sumaron los aislamientos: ILBB71, ILBB166, ILBB58, ILBB40, ILBB172, ILBB11, ILBB69, ILBB20,
ILBB21, ILBB181, ILBB13, ILBB154, ILBB149, ILBB180, ILBB162, ILBB70, ILBB123), se les efectud
la caracterizacion molecular en base a la secuenciacién de los genes 165 ARNry gyrB.

En base al porcentaje de similitud de las secuencias parciales de nucleétidos del gen ARNr 16S
de cada aislamiento con sus correspondientes secuencias tipos se identificaron 15 grupos
filogenéticos (Apéndice 4.6).

Para el grupo Paenibacillus spp. se construyo el arbol filogenético con las secuencias del gen 16S
ARNr (Figura 3), en el que se distinguen 4 clados. En el primer clado se agruparon tres
aislamientos (ILBB133, ILBB134, ILBB138) con la secuencia tipo de Paenibacillus silvae (DB13031)
(100% Bootstrap). El segundo clado esta formado por las secuencias tipo de Paenibacillus
amylolyticus, Paenibacillus xylanexedens, el cual no puede ser resuelto con las secuencias del
gen 16S ARNr (99% Bootstrap). Un tercer clado formado por la secuencia tipo de Paenibacillus
dongdonensis (KUDC0114), y un cuarto clado fue conformado por las secuencias de la cepa tipo
de Paenibacillus durus y el aislamiento ILBB68 (100% Bootstrap).

Para los aislamientos ILBB11, ILBB40, ILBB58, ILBB69, ILBB95, ILBB130, ILBB172, ILBB173 el
estudio fiogenético efectuado a partir de las secuencias del gen 165 ARNr arrojo porcentajes de
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similitud mayores al 98% con las secuencias tipo de Bacillus megaterium (ATCC 14581) y Bacillus
aryabhattai (B8W22). A estos aislamientos se les asigha como identificacion filogenética el taxa
Bacillus megaterium/aryabhattai.

El estudio filogenético efectuado para los aislamientos ILBB81, ILBB162, ILBB44, ILBB7, ILBB70
consistio en la construccion de arboles filogenéticos que no se presentan en el manuscrito, no
obstante, en la Tabla 8. se informa el porcentaje de similitud de estos aislamientos con la
secuencia tipo del gen 16S ARNr correspondiente.

Si bien el analisis de secuencias del gen 16S ARNr es el método de identificacion bacteriano por
excelencia, su aplicacion a la identificacidon de especies fuertemente relacionadas es de poca
utilidad, como es el caso de las especies que integran el grupo Bacillus cereus sensu lato (Wang,
2007). Se ha confirmado que el polimorfismo de los productos de amplificacion del gen 16S ARNr
de cepas pertenecientes al grupo Bacillus cereus sensu lato no permite su discriminacién a nivel
de especie (Borin, 1997).

Como alternativa se trabaja como marcador filogenético alternativo, el gen gyrB, que codifica
para la subunidad B de la DNA-girasa (La Duc et al., 2004), al tratarse de un gen de copia Unica,
altamente evolutivo, constitutivo (housekeeping) e independiente del fenotipo de virulencia que
la cepa presente.

Se recurrid a este segundo marcador filogenético para los complejos que no pudieron ser
resueltos por las secuencias del gen 16S ARNr. Estos complejos son: el grupo Bacillus cereus
sensu lato (Figura 4), Lysinibacillus xylanilyticus/macroides (Figura 5), Lysinibacillus
fusiformis/sphaericus/varians (Figura 5) y Bacillus simplex/muralis/butanolivorans (Figura 6).

Dado que se obtuvieron arboles con un nivel de resoluciéon y capacidad discriminante suficiente
con las secuencias del gen gyrB, no se efectuaron estudios de filogenia concatenando de ambos
genes.

En la Figura 4 se muestra el arbol filogenético para el grupo Bacillus cereus sensu lato en el que
se distinguen dos clados (100% Bootstrap). En el primer clado (violeta) correlaciona con el
Cluster | reportado por Punina (2013), y se distinguen dos grupos (75% Bootstrap). El grupo A,
estd conformado por un subgrupo constituido por cepas de B.anthracis patogénicas, el
aislamiento ILBB123, y la cepa B.thuringiensis (cepa BGSC 4B1), subgrupo Z (reportado como
Bt+Ba). Otros subrupos del grupo A definido por Punina et al. (2013) no se encuentran
representados en la Figura 4. En el grupo B se encuentran dos subgrupos, el subgrupo Y
(reportado como B.cereus I) en el cual se agruparon secuencias de cepas de B. thuringiensis con
la secuencia de la cepa tipo de B.cereus (ATCC 14579 patogénica para el humano) y el subrupo
X (reportado como Bt /) conformado sdlo por secuencias de B. thuringiensis con las cuales se
agrupo la secuencia del aislamiento ILBB55. El segundo clado (verde), el cual correlaciona con el
Cluster Il publicado por Punina et al. (2013), esta formado mayoritariamente por secuencias de
cepas de B.thuringiensis utilizadas en la produccién industrial y por las de los aislamientos
ILBB19, ILBB38, ILBB71, ILBB139, ILBB147 y ILBB166. Para el aislamiento ILBB55 se efectud el
estudio de toxicidad aguda oral en ratones efectuado segin a OECD Test Guideline 425 (el cual
no se presenta en este manuscrito) para una dosis de 2000mg de esporas/Kg, cumplié las
exigencias de la normativa vigente para inoculantes microbianos.
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En la Figura 5 se muestra el arbol filogenético para el grupo Lysinibacillus spp. en el que se
distinguen cinco clados. En el primer clado se agruparon cuatro aislamientos (ILBB63, ILBB64,
ILBB65, ILBB149) con la secuencia tipo de Lysinibacillus xylanilyticus (DSM 23493) (97%
Bootstrap). El segundo clado comprendié a las secuencias de los aislamientos ILBB0152 y
ILBB154 y la secuencia tipo de Lysinibacillus parviboronicapiens (K13154) (99% Bootstrap). En el
tercer clado se encontrd la secuencia tipo del Lysinibacillus macroides (DSM 54), resolviendo el
complejo: Lysinibacillus xylanilyticus/macroides. El cuatro clado se conformo por tres subgrupos,
el primero incluyd la secuencia tipo de Lysinibacillus boronitolerans (NBRC 103108), el segundo
la secuencia de Lysinibacillus fusiformis (RB21) y el tercero secuencias de Lysinibacillus
shpaericus (78% Bootstrap). Por ultimo, en el quinto clado se agruparon las secuencias del
aislamiento ILBB180 con la cepa tipo Lysinibacillus varians (GY32) (100% Bootstrap). El estudio
filogenético con las secuencias parciales del gen gyrB resolvido el complejo Lysinibacillus
fusiformis/sphaericus/varians. Para el aislamiento ILBB7 no se pudo obtener una secuencia del
gen gyrB del largo y calidad adecuada para agregar al arbol filogenético del grupo de
Lysinibacillus spp. Por ello en base al estudio efectuado con la secuencia del gen 16S ARNr,
complementado con la capacidad de crecer en LB-NaCl (7%) y la posicion terminal de espora en
el bacilo (Ahmed et al., 2007) se le asignd la identificacion presuntiva de Lysinibacillus fusiformis.

La Figura 6 muestra el arbol filogenético del complejo Bacillus simplex/muralis/butanolivorans
el cual logra resolverse por el analisis de la secuencia parcial del gen gyrB al identificarse tres
clados. Un primer clado en el cual las secuencias de la cepa tipo de Bacillus simplex (Se2) se
agrupd con la de seis aislamientos (ILBB13, ILBB20, ILBB21, ILBB67, ILBB181) (58% Bootstrap). El
segundo constituido por las secuencias de la cepa tipo de Bacillus butanolivorans y el aislamiento
ILBB15 (99% Bootstrap) y por ultimo un tercer clado con la secuencia de la cepa tipo de Bacillus
muralis (DSM 16288).

En el Tabla 7. se indica la identificacion filogenética del grupo de los aislamientos promisorios
(grupo de conglomerado G6 y G7) y los candidatos seleccionados de cada morfotipo de colonia.
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Tabla 7. Identificacion filogenética del grupo de aislamientos promisorios (grupo de conglomerado G6 y G7) y candidato seleccionado de cada morfotipo de colonia

Grupo

conglomerado Cédigo B Identificacion filogenética Morfotipo Coddigo B Identificacion filogenética

ILBB64 Lysinibacillus xylanilyticus 1 ILBB71 Bacillus thuringiensis
ILBB65 Lysinibacillus xylanilyticus 2 ILBB20 Bacillus simplex
ILBB44 Bacillus pumilus 3 ILBB58 Bacillus megaterium/aryabhattai
ILBB152 Lysinibacillus parviboronicapiens 4 ILBB21 Bacillus simplex
ILBB147 Bacillus thuringiensis 5 ILBB149 Lysinibacillus xylanilyticus

6 ILBB63 Lysinibacillus xylanilyticus 6 ILBB166 Bacillus thuringiensis
ILBB68 Paenibacillus durus 7 ILBB40 Bacillus megaterium/aryabhattai
ILBB81 Bacillus marisflavi 8 ILBB172 Bacillus megaterium/aryabhattai
ILBB139 Bacillus thuringiensis 9 ILBB44 Bacillus pumilus
ILBB133 Paenibacillus silvae 10 ILBB162 Bacillus pseudomycoides
ILBB138 Paenibacillus silvae 11 ILBB154 Lysinibacillus parviboronicapiens
ILBB134 Paenibacillus silvae 12 ILBB7 Lysinibacillus fusiformis
ILBB58  Bacillus megaterium/aryabhattai 13 ILBB11 Bacillus megaterium/aryabhattai
ILBB95 Bacillus megaterium/aryabhattai 14 IBBB38 Bacillus thuringiensis
ILBB172 Bacillus megaterium/aryabhattai 15 ILBB19 Bacillus thuringiensis
ILBB173 Bacillus megaterium/aryabhattai 16 ILBB181 Bacillus simplex

ILBB7 Lysinibacillus fusiformis 17 ILBB13 Bacillus simplex

7 ILBB38 Bacillus thuringiensis 18 ILBB180 Lysinibacillus varians
ILBB55 Bacillus thuringiensis 19 ILBB15 Bacillus butanolivorans
ILBB19 Bacillus thuringiensis 20 ILBB46 Bacillus simplex
ILBB15 Bacillus butanolivorans 21 ILBB69 Bacillus megaterium/aryabhattai
ILBB46 Bacillus simplex 22 ILBB68 Paenibacillus durus
ILBB67 Bacillus simplex 23 ILBB81 Bacillus marisflavi
ILBB130 Bacillus megaterium/aryabhattai 24 ILBB70 Virigibacillus arenosi

25 ILBB123 Bacillus anthracis
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Bacillus polymyxa NCDO 1774 (X60632)

0.005

Figura 3. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucledtidos del gen ARNr 16S. Se incluyeron los
aislamientos de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se
analizaron por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los
valores de Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los
nucledtidos diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizd Bacillus polymyxa NCDO 1774 (X60632).

Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1)

—
0.05

Figura 4. Arbol filogenético del grupo Bacillus cereus basado en la secuencia parcial de nucleétidos del gen gyrB.
Se incluyeron los aislamientos de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra
T. Las secuencias se analizaron por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el
modelo de Kimura. Los valores de Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala
es el promedio de los nucledtidos diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizé Bacillus pumilus ATCC 14884

(KC895462.1).

48



Capitulo 1

Bacillus pumilus A

—
0.05

Figura 5. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucledtidos del gen gyrB. Se incluyeron los aislamientos
de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se analizaron
por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los valores de
Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los nucleédtidos

diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizé Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1).

Bacillus megaterium NBRC 15308" (CP009920.1)

Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1)

—
0.05

Figura 6. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucleétidos del gen gyrB. Se incluyeron los aislamientos

de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se analizaron

por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los valores de

Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los nucledtidos

diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizé Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1).

Tabla 8. Similitud de secuencia parcial de nucledtidos del gen ARNr 16S

Aislamiento gen Especie Hit Similitud (%) Numero acceso
ILBB7 165 Lysinibacillus fusiformis NBRC15717" 100 NR112569.1
ILBB81 165  Bacillus marisflavi TF-117 98 NR118437.1
ILBB44 165 Bacillus pumilus ATCC 70617 99 AY876289.1
ILBB162 165 Bacillus pseudomycoides DsM 124427 98 AM747226.1
ILBB70 16§ Virigibacillus arenosi MG 22166" 99 AJ627212.1
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Para el conjunto de aislamientos sujetos al estudio filogenético se identificaron en total 15
grupos como posibles especies. La secuenciacion del genoma completo, estudios de hibridacién
in silico y pruebas bioquimicas confirmarian lo propuesto. No obstante, en el presente
manuscrito se las mencionara como especies.

En el grupo de cepas constituido por los candidatos de cada uno de los 25 morfotipos, se
encontraron presentes 14 de las 15 especies obtenidas. Por lo que la asignacion de morfotipo
fue degenerada, al establecer mds de un morfotipo a una misma especie. Aquellas especies a
las que se les asigna mas de un morfotipo son: Bacillus thuringiensis, Bacillus simplex y el taxa
Bacillus megaterium/ aryabhattai. En parte esto puede atribuirse a las variaciones del morfotipo
de colonia de Bacillus s.I. con el tiempo de incubacién (Julianelle et al., 1928).

En el grupo de cepas seleccionados por el 1° nivel de screening se constataron 11 especies de la
cuales las mads representadas fueron la especie Bacillus thuringiensis y el taxa Bacillus
megaterium/aryabhattai. Por tanto, una alta proporcidén de las especies recabadas en la
coleccién se mantuvieron presentes dentro del grupo de aislamientos promisorios.
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2.3. Analisis multivariados de la coleccion bacteriana obtenida y procedencia de grupo de
cepas promisorias

Dado el proceso de construccion de la coleccion bacteriana cada aislamiento esta caracterizado
por: morfotipo de colonia (M1 a M25), sitio de muestreo ((E, MSI, T, A, CH, SC) y (IT, TA, YU, SP,
MA) sitios con y sin historia previa del cultivo de soja, respectivamente), material parental (raices
de planta de soja, suelo rizoférico y no rizoférico), capacidad de crecimiento en medio sélido LB
durante 24hs de incubacién a 50°C (crece, no crece) y el grupo de conglomerado de acuerdo a
su capacidad de movilizar el fosforo in vitro (G1 a G13). Para explorar el agrupamiento de los
niveles de estas cinco variables categoricas se efectud un andlisis de correspondencia multiple
(ACM) (Figura 7) del total de aislamientos que conforman la coleccidn.
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Figura 7. Biplot de un Analisis de Correspondencia Multiple a partir de la totalidad de aislamientos, correspondiente
al cruce de las variables: sitio de muestreo (en negrita se indican los sitios no sojeros), morfologia colonia, material
parental [raiz (R) /suelo rizoférico (S-R) / suelo no rizoférico (S-CN-bulk)], grupo del andlisis de conglomerado,
crecimiento a 50°C.

El gréfico sugiere el agrupamiento de los sitios con y sin historia previa en el cultivo de soja segun

el eje 1 (a laizquierda y derecha de la figura, respectivamente).

El grupo de conglomerado G13 el cual corresponde a la ausencia crecimiento y formacién de
halo en ninguno de los tres medios sélidos de fésforo se discrimina segun el eje 2, de los dos
grupos anteriormente mencionados, sugiriendo una ausencia de dependencia con ningun sitio.

Los sitios sin historia previa en el cultivo de soja agruparon con los grupos de conglomerados
G1, G3y G4,y los morfotipos de colonia M24 y M25, de los menos representados en la coleccién
y que no corresponden a los grupos con la capacidad funcional de interés.
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En cambio, los sitios sojeros agrupan con los grupos de conglomerados promisorios (G6 y G7) y
con los morfotipos de colonia de mayor frecuencia en la coleccion (M18 y M20). Sin embargo,
la distribucidn de los distintos sitios sojeros en relacion con los niveles de los restantes factores
no se encuentra resuelta mediante este analisis. En consecuencia, se efectiia un segundo analisis
de correspondencia multiple sélo para los aislamientos provenientes de los sitios sojeros. Se
sustituye el factor morfotipo de colonia por el taxon que cada uno representa en base a lo
obtenido en el estudio filogenético. Los siete niveles de este nuevo factor son: Lysinibacillus spp.,
B.pumilus/B.safensis, B.thuringiensis, B.marisflavi, Paenibacillus spp., B.
aryabhattai/B.megaterium, B.simplex/muralis/B.butanolivorans. El factor grupo de
conglomerado se sustituye por los factores capacidad mineralizadora y solubilizadora (cada uno
a los niveles moviliza, no moviliza) (Figura 8).
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Figura 8. Biplot de un Analisis de Correspondencia Multiple a partir de aislamientos obtenidos de sitios sojeros,
correspondiente al cruce de las variables: sitio de muestreo, grupo taxondémico, material parental [raiz (R) /suelo
rizoférico (S-R)], capacidad mineralizadora, capacidad solubilizadora, crecimiento a 50°C.

Este grafico sugiere la dependencia entre la capacidad de movilizar el fosforo orgdnico e
inorganico y crecimiento a 50°C, asociado a los aislamientos provenientes de la rizésfera de los
sitios MSI, T, SC pertenecientes a los taxas Lysinibacillus spp. y Bacillus simplex.

Este analisis exploratorio nos permitié separar sitios sojeros que agrupan con la capacidad
funcional de movilizar fésforo y otros que no, surgiendo el interés de evaluar la significancia de
este agrupamiento mediante un analisis de inferencia estadistica. En funcion de ello se realizé
un analisis de correspondencia candnica (ACC) para los aislamientos obtenidos de la rizosfera de
la planta de soja. La matriz explicativa se construyd a partir de los 15 parametros fisicoquimicos
del suelo de cada sitio listados en la Tabla 5. La matriz de observaciones se construyd con la
abundancia de aislamientos que: mineralizan el POrg, solubilizan el Cas(PQ,),, crecen en la triple
mezcla de fuentes de fdésforo, crecen a 50°C, pertenecen a los taxas B. thuringiensis,
Lysinibacillus spp., B. simplex. Solo se trabajé con estos tres taxas por ser de las mas
representadas en la coleccién, dada la necesidad de reducir el nimero de variables de
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observaciones para no degenerar el andlisis. Las abundancias se expresaron como frecuencia
relativa al total de aislamientos obtenidos de la rizdsfera de cada sitio. Tras la depuracién de las
variables explicativas ensayadas (tanto por colinealidad entre ellas o por no ser
significativamente explicativa de la matriz de observaciones) se obtiene el siguiente diagrama
triplot del ACC que explica el 77.5% de la variabilidad total de la matriz de observaciones (Figura
9).
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Figura 9. Triplot de Analsis de Correspondencia candnica. Objetos de estudio: Sitios sojeros: Aguila (A), Chaja (CH),
Mercedes (MSI), Paraje Ramodn Trigo (T), Zona Este (E). Variables cualitativas observaciones son la abundancia de
aislamientos de suelo rizéferico que: mineralizan fésforo organico, solubilizan fésforo inorganico, crecimiento en
triple mezcla inorganica, crecimiento a 50°C y pertenecen a los taxas: Lysinibacillus spp., B.thurigiensis, B.simplex.

De las 15 variables ensayadas 5 fueron las significantes, representadas como vectores en la
Figura 9. Para el grupo de aislamientos estudiados las cepas que presentaron las capacidades
funcionales de interés se encontraron ligadas a los taxas Lysinibacillus spp. y B. thuringienisis, y
no asi a B. simplex como lo sugeria el ACM.

La capacidad de movilizar fosforo presenté una dependencia con los sitios sojeros SC, MSI, T, tal
lo indicaba el ACM. Las proyecciones ortogonales de los sitios sobre las variables ambientales
explicativas significativas representadas como vectores en el diagrama, caracteriza a estos sitios
por presentar niveles medios a altos en el contenido de bases intercambiables y de bajos a
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medio en la acidez titulable. Esto es coherente con lo reportado para la abundancia de bacterias
solubilizadoras cultivables en suelos arroceros, donde se obtuvo una correlacién significativa
positiva con el contenido de bases intercambiables (Mg y K) (Kumar et al., 2017).

Es de destacar que los resultados recabados no son extrapolables a inferencias ecoldgicas, dado
el sesgo inherente a la técnica de cultivo mediante la cual puede explorarse menos de 1% de la
comunidad microbiana del suelo, pudiendo recurrirse a otras técnicas de mayor cobertura para
profundizar en esta hipodtesis.

Como segunda perspectiva es de destacar la falta de significancia del fésforo asimilable
determinado por las técnicas Bray |, Acido Citrico y resina de intercambio catidnico en explicar
la variacion total de la matriz observaciones. (Jorquera et al., 2011). Una caracterizacién de estos
suelos respecto al contenido de fdsforo inorgdnico y organico por separado, asi como la
profundizacién de las distintos componentes de fraccién orgénica de fdsforo por 3'P-
Espectroscopia de resonancia magnética (P-RMN) (Cade-Menun et al., 2017; Liu et al., 2018),
puede que ponga de manifiesto otras asociaciones de interés.
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3. Caracterizacion del grupo de cepas promisorias por la capacidad de solubilizar y/o
mineralizar fésforo inorganico y/o organico en medio liquido y seleccion de grupo de interés
(2° Nivel de Screening).

3.1. Cuantificacién de actividad solubilizadora de (FePO4:AlPO4:Cas(P0O.),) y actividad
mineralizadora en medio liquido.

La determinacién de la actividad movilizadora de diferentes fuentes de fésforo en medio liquido
tuvo por objetivos: corroborar la actividad funcional constatada en medio sdlido y ordenar el
grupo de cepas promisorias por medio de una variable cuantitativa para esta nueva etapa de
seleccion (2 nivel de screening).

Entre los factores que influyen en la determinacidn de la actividad movilizadora en medio liquido
y dado la complejidad del fenédmeno, deben contemplarse aspectos nutricionales, fisiolégicos y
de condiciones de cultivo (Behera et al., 2014). Los factores estudiados fueron: generacion del
inéculo, evaluacidn del seguimiento del crecimiento del cultivo junto con la movilizacién de
fosforo y seleccidn de técnica analitica de cuantificacion del ion ortofosfato en solucidn.

En la generacién del inéculo fue necesario implementar una revitalizacidn de la cepa previo a la
inoculacidn que consistié en sembrar la cepa conservada en glicerol 25% en un medio sélido con
la correspondiente fuente de fésforo a ensayar. A partir de este cultivo se generd el indculo del
medio liquido. La eventual pérdida de funcidn se constato sdlo para algunas cepas, no obstante
se decidid incluir esta etapa de revitalizacion para la totalidad de las cepas y fuentes de fésforo
ensayadas. En el caso de pérdida de la actividad mineralizadora, podria atribuirse a una eventual
represion de la sintesis de fitasas cuando el cultivo sélido de partida para la generacién del
inéculo del medio liquido proviene de un medio rico en nutrientes (Konietzny et al., 2004).

Otro aspecto que se evalud fue el lavado del indculo para la eliminacion de iones ortofosfato u
otras fuentes de fdsforo disponibles, dado que la variable respuesta estudiada es la cantidad de
ion ortofosfato liberado en relacidn con el tiempo de incubacién. Hay reportes que optan por
no lavar el indculo, desestimando este aporte de fésforo (Nautiyal et al., 1998; Jorquera, et al.,
2008). En pruebas intermedias se constatd un incremento de la duracidn de la fase lag del cultivo
con el lavado, por lo cual se desistié de lavar el inéculo y se efectud la determinacién del ion
ortofosfato del medio de cultivo recién inoculado.

El seguimiento del crecimiento del cultivo en forma conjunta con la liberacion del ion ortofosfato
fue desestimado dado el interés de determinar la actividad microbiana inicial (la actividad fitasa
del cultivo inicia en la etapa de transicién entre las fases exponencial y estacionaria). La
concentracién del ion ortofosfato en un cultivo en fase estacionaria tardia es afectada por varios
procesos microbianos y no solo por la mineralizacién (tales como la inmovilizacién y/o liberacidn
del contenido celular en el ciclado de la biomasa microbiana). Algunos estudios no efectdan el
seguimiento de la biomasa del cultivo al efectuar el seguimiento del ion ortofosfato en los
menores tiempos de incubacion, recurriendo a técnicas de sensiblilidad analitica para su
cuantificacion (Sosanaka et al., 2016). Tao et al. (2008) realizaron la determinacién de fésforo
en el sobrenadante del cultivo y en la biomasa a los tres dias de incubacion en un medio a base
de lecitina de yema de huevo como fuente natural de fosforo organico. Para ese tiempo de
incubacidn se constatd que la totalidad del fésforo mineralizado es asimilado por el cultivo y la
fraccion remanente en el sobrenadante se encuentra por debajo del limite de deteccion de la
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técnica analitica. Por lo que en este ensayo se efectud el seguimiento de la liberacion del ion
ortofosfato a menores tiempos de incubacion.

En la seleccion de la técnica analitica de cuantificacién del idn ortofosfato en solucidn se
contemplé que fuese la de mayor sensibilidad analitica entre las distintas metodologias
espectrofotométricas. Por ello, en base a un estudio previo se decidié trabajar con la técnica de
azul de molibdeno, pese a que el rango dindmico de la misma es significativamente inferior al
rango de trabajo teniendo que diluir la muestra previo a su determinacién (Apéndice 3.1). La
alta concentracién inicial de ion ortofosfato proviene del reactivo de fitato de sodio que es
elaborado a partir de una fuente natural (arroz).

La actividad mineralizadora y solubilizadora de los controles bioldgicos C1 y C4 se comportaron
de acuerdo a lo esperado y no presentaron diferencias significativas entre las cuatro corridas, lo
cual valida la comparacion de los resultados obtenidos en diferentes corridas. Los blancos
analiticos no presentaron niveles detectables de ion ortofosfato durante las 48h de incubacion
en ninguna de las corridas.

En la Figura 10. se representa la actividad solubilizadora y mineralizadora para las 24 cepas
seleccionadas y los controles bioldgicos incluidos en cada corrida de andlisis, ordenadas en
forma decreciente respecto a la actividad mineralizadora, de izquierda a derecha.
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Figura 10. Actividad solubilizadora (PT) y mineralizadora (POrg) de C2, C3 y las cepas pertenecientes al G6 y G7.
Actividad solubilizadora (PT) y mineralizadora (POrg) de C1 y C4 en las cuatro corridas también se representan en la
figura. Las letras indican diferencia significativa (mediante MANOVA de un factor (p <0,05) y comparacion de medias
mediante Prueba de Hotelling corregido por Bonferroni). Las cepas se ordenan en orden decreciente respecto a la
actividad mineralizadora de izquierda a derecha. Se enmarcan en rojo las cepas que fueron preseleccionadas. El sufijo
“ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura.

La totalidad de las cepas presentaron actividad solubilizadora y mineralizadora cuantificables en
las condiciones de cultivo ensayadas, corroborando la capacidad constatada en el medio sdlido.
Si bien solo se obtuvo crecimiento en la triple mezcla de fésforo para el ensayo en placa, cabe
destacar que al extender el tiempo de incubacidn de 6 a 30 dias se constaté la formacién de un
halo de solubilizacion para este grupo de cepas.
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Se obtuvo una correlacién significativa entre ambas actividades (corr=0.65; p<0,0001), por lo
gue se preseleccionaron las 8 cepas con mayor actividad mineralizadora (ILBB15, ILBB139,
ILBB63, ILBB95, ILBB44, ILBB64, ILBB68, ILBB173) y ILBB7 por su buen desempefio como
solubilizadora.

La actividad solubilizadora estuvo entre 12-161 umol-Ph™lL? para la totalidad de los aislamientos
en estudio y para el grupo de cepas seleccionado el rango fue entre 43-161 umol-PhlL?. La
actividad mineralizadora fue inferior a la solubilizadora, con valores entre 0,7-6,9 umol-Ph*L?
para las 24 cepas y para las 8 cepas seleccionadas (excluyendo la ILBB7) se acotd a 3,4-6,9 umol-
PhIL

El rango de conversion de la totalidad del fésforo suministrado en el medio fue de 525-4100
umol-PL* y 22-165 pmol-PL? para las actividades solubilizadoras y mineralizadoras,
respectivamente. Estos rangos se encuentran en orden de lo reportado (Tablas 1.y 3.) einclusive
se obtienen valores superiores para la mineralizacién absoluta.

Se constatd una acidificacion de ambos medios de cultivo por la totalidad de las cepas,
resultados similares a los de Tao et al. (2008). La caida de pH en la triple mezcla de fdsforo
inorganico estuvo entre 0,6-3,7 ordenes de acidez, constatando una correlacién positiva
significativa con la actividad solubilizadora (corr=0.63; p<0,0001). Para el fosfato tricalcico se ha
reportado como maximo una reduccidn del pH de dos drdenes de acidez (Chen et al., 2006;
Yadav et al., 2014). Varios estudios han encontrado una correlacion de la cantidad absoluta
solubilizada con la reduccién del pH (Tao et al., 2008; Chen et al., 2006; Vazquez et al., 2000).

En el medio con fitato de sodio la acidificacidn fue superior (1,3-3,9 ordenes de acidez) y también
presentd una correlacion positiva significativa con la actividad mineralizadora (corr=0.53;
p<0,0001). Tao et al. (2008) no constataron esta correlacién.

La reduccidn del pH constatada en estos ensayos en medio liquido seria de mayor magnitud que
lo esperado en el sistema suelo-agua-planta por la presencia de compuestos buffer en la
rizésfera (Jorquera et al., 2008).

La produccion tanto de protones como acidos organicos son reportadas como las estrategias
principales para la solubilizacién de fuentes de fdsforo inorgdnico (Behera et al., 2014) e
inclusive se han reportado efectos positivos en la mineralizacion de fésforo organico (Patel et
al., 2010; Archana et al., 2012). Esto puede atribuirse a que los acidos organicos quelan los iones
coordinados con la fuente de fésforo organico, dejando biodisponible los sitios de accidn de las
enzimas hidroliticas del ion ortofosfato (Mullaney et al., 2007).

Se recurre a un analisis de componentes principales (ACP) para la representacion de los datos
obtenidos quel explica el 84.2% de variabilidad total de los resultados (Figura 11). El grafico
sugiere las correlaciones entre ambas actividades microbianas, y de cada una con su
correspondiente reduccién de pH. Sin embargo, el segundo componente (CP2) del ACP permitid
identificar dos grupos de cepas que presentan una mayor capacidad de acidificar uno u otro
medio.
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Figura 11. Gréfico Biplot de Analisis de Componentes Principales (ACP) de la actividad solubilizadora (PT) vy
mineralizadora (POrg), con su correspondiente reduccidon de pH en ambos medios a las 48 horas de incubacion
(PT(Delta-pH), POrg(Delta-pH)) de C1, C2, C3, C4 (marcados en verde) y las cepas pertenecientes al G6, G7 (marcados
en azul). Se marcan en el grafico las nueve cepas preseleccionadas. Se enmarcan en rojo dos grupos de cepas que se
diferencian en una u otra actividad. El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura.

A partir de estos resultados surgid el interés de estudiar una eventual correlacion entre la
identidad de los acidos orgdanicos secretados al medio y las distintas fuentes de fésforo y se pasa
a contemplar que la cepa a seleccionar para la mineralizacion del fésforo organico debera
presentar ambas capacidades metabdlicas (secrecién de acidos organicos y enzimas hidroliticas)
para garantizar el éxito de la estrategia biotecnoldgica.

Entre las nueve cepas seleccionadas se constataron 7 de las 11 especies del grupo de estudio.
Por lo tanto, una alta proporcién de las especies de la coleccién se mantienen representada en
esta nueva etapa de screening.
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4. Caracterizacion del grupo de cepas seleccionadas (3*" Nivel de Screening)
4.1. Cuantificacion de actividad solubilizadora de FePQ4, AIPO4, Caz(PO.),.

Al haber constatado la actividad solubilizadora del grupo de cepas seleccionadas en la triple
mezcla tanto en medio sdlido como liquido, surgid el interés de ensayar las tres fuentes de
fésforo inorgdnico por separado al mismo nivel de fésforo total que el incorporado en los medios
PT y POrg (Apéndice 1.2), 708mg-P/L. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 12,
ordenados de mayor a menor respecto a la capacidad de solubilizar el FePO,y el resto ordenados
respecto a la capacidad de solubilizar el AIPQ,.
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Figura 12. Actividad solubilizadora (PFe, PAI, PCa) de C2, C3 y las cepas promisorias del 3¢ nivel de screening. Las
actividades de C1 y C4 de las dos corridas también se representan en la figura. Las letras indican diferencia
significativa (mediante MANOVA de un factor (p < 0,05) y comparacidén de medias mediante Prueba de Hotelling
corregido por Bonferroni). El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura.

La capacidad de solubilizar AIPO4 y Cas(PO,); fue una funcionalidad ubicua entre las nueve cepas
de estudio, no obstante, la solubilizacién del FePO4 se encontrd en cinco de las nueve cepas.

El rango de conversion de la totalidad del fésforo suministrado en los medio PFe, PAl y PCa fue
de 523-2275 pmol-PL?, 182-758 pmol-PL?, 31-4604 pmol-PL?, respectivamente. Las
conversiones obtenidas para el FePO, y Cas(P0O4), se encuentran en el orden de lo reportado, en
cambio para el AIPO4fueron un orden inferior (Tabla 1.). En este estudio se contaté la capacidad
de solubilizar fuentes de fésforo inorganico en miembros de Bacillus s.l. de los que no hay
reporte previo.

El comportamiento distintivo constatado para la cepa ILBB7 en la actividad solubilizadora en la
triple mezcla de fésforo inorganico no se corrobord en este ensayo. Esto podria atribuirse a un
evental efecto sinérgico de su estrategia de solubilizacidon cuando las tres fuentes de fésforo
inorganico estan presentes, la cual no se constata cuando se ensayan por separado. Estudios
gue profundicen esta hipdtesis deben ser llevados a cabo para aseverar esta afirmacion.

59



Capitulo 1

La capacidad de solubilizacion de FePO, es de interés principal dado que para suelos de Uruguay
la fraccion de fosforo inorganico se encuentra principalmente asociada a minerales de Fe como
goethita (Hernandez et al., 1995).

4.2. Cuantificacién de actividad fitasa

La cuantificacidn de la actividad fitasa tuvo como objetivos: corroborar que la liberacién del ion
ortofosfato constatado en la determinacidn de la actividad mineralizadora en medio liquido es
atribuible a una actividad enzimatica, y confirmar el ordenamiento de cepas obtenido de
acuerdo a la funcionalidad metabdlica.

En la determinacion de la actividad fitasa influyen varios factores. Entre ellos se estudid: la
determinacion de actividad extracelular y/6 total, las condiciones de cultivo de produccién de
la/s proteinas y la estrategia de concentracion del extracto proteico.

Se decidid determinar la actividad fitasa extracelular al considerar que sera la actividad potencial
que pueda tener un efecto en el sistema agua/suelo/planta. Es de destacar que el género
Bacillus es uno de los pocos géneros bacterianos con el potencial de producir fitasas
extracelulares (Kerovuo et al., 1998; Kim et al., 1998; Choi et al., 2001; Idriss et al., 2002;
Dechavez et al., 2011; Dan et al., 2015; Rocky-Salani et al., 2016; Liu et al., 2018a), siendo lo
usual que generen fitasas asociadas a la membrana peripldsmica (Konietzny et al., 2004).

Para la seleccidn de las condiciones de produccién se contempld generar el extracto proteico a
partir de un mismo estadio fisiolégico de los cultivos. Por ello, se efectué una curva de
crecimiento en medio POrg para cada cepa (Apéndice 4.3) confirmando que a las 48 horas de
incubacién la totalidad de las cepas alcanzan un estadio transicional a la fase estacionaria de
crecimiento en la cual se reporta la induccion de la produccién de fitasa ante una limitante
energética y/o nutricional de rapida metabolizacion (enzimas “scavenger”) (Choi et al., 2001;
Konietzny et al., 2004)).

En la seleccion de la estrategia de concentracion del extracto proteico se considerd la necesidad
de remover el fitato de sodio del medio POrg remanente en el extracto (pese a que se efectla
una cuantificacion de contenido de ion ortofosfato al tiempo cero de incubacién en la
determinacién de la actividad enzimatica). Como segundo aspecto se buscé neutralizar el pH del
extracto proteico dado que el objetivo de este ensayo es cuantificar la mineralizacion de fitato
de sodio exclusivamente por la actividad enzimatica y no por la acidificacién de medio. En base
a esto se decidid utilizar una columna de concentracion, la cual presente un nivel de cutoff
inferior (40-46 kDa) al tamafio reportado para fitasas del Bacillus spp. (Choi et al., 2001; Dan et
al., 2015; Pay-Roy et al., 2017)).

El ordenamiento del grupo de cepas de estudio depende de la unidad de expresién de la
actividad enzimatica. El expresar la actividad fitasa como actividad volumétrica, surge la
interrogante de si el ordenamiento consecuente pondera aquellas cepas que produzcan mayor
cantidad de fitasas o cepas que produzca enzimas con un menor K. (constante del modelo de
Michaelis-Menten). En respuesta a ello se estandarizé la actividad fitasa con el contenido total
de proteinas presente en el extracto proteico (Actividad especifica), sin embargo, no deja de ser
una aproximacién dado que no se estandariza por el contenido de fitasa exclusivamente.
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En el Apéndice 4.8 se adjunta una tabla con la actividad volumétrica y especifica determinada
para las nueve cepas seleccionadas y los cuatro controles bioldgicos en estudio.

A partir de dicha tabla se efectué un analisis de componentes principales (ACP) para la
representacion de la totalidad de los datos obtenidos, el cual explica el 80.6% de variabilidad
total de los resultados (Figura 13).
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Figura 13. Gréfico Biplot de Andlisis de Componentes Principales (ACP) de la actividad mineralizadora (POrg), actividad
fitasa volumétrica (umol-PmLdia1), actividad fitasa especifica (umol-Pug-tdial) y el contenido de proteina total en
el extracto concentrado C(ugmL?), de C1, C2, C3, C4 vy las nueve cepas pertenecientes. Se enmarcan en rojo el grupo
de cepas con mayor desempeiio. El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura.

En las nueve cepas con mayor desempefio en la actividad mineralizadora en medio liquido se
constaté actividad fitasa extracelular, confirmando la excrecién de proteinas hidrolasas como
una de las posibles estrategias para la mineralizacion del fosforo organico.

Si bien el rango de conversién de la totalidad del fésforo suministrado se encontré en orden
semejantes para la actividad mineralizadora y fitasa (22-165 pmol-PL? y 18-216 pmol-PL?,
respectivamente), es de contemplar que en el ensayo de determinacidon de la actividad fitasa la
concentracién de extracto proteico final es x10 respecto a la actividad mineralizadora, y la
concentracién de fitato de sodio es la mitad (estando en exceso en ambos ensayos). Por eso la
tasa de conversiones de ambos ensayos no son inter-comparables. Otro aspecto en que se
diferencian ambos ensayos es la acidificacion constatada en la actividad mineralizadora, la cual
no se constata en la determinacion de la actividad fitasa al trabajar en un buffer a pH neutro.

Pese a ello, se confirmo una correlacidn positiva significativa entre la actividad mineralizadora y
la actividad fitasa volumétrica a pH neutro (p < 0,01) y no asi con la expresién de la actividad
fitasa especifica, tal como sugiere la Figura 13.

61



Capitulo 1

La actividad fitasa volumétrica constatada para el grupo de mayor desempefio (ILBB15, ILBB173,
ILBB44, ILBB63, Figura 13) se encontré en el rango 0,11-0,23 pmol-PmL? dia?, con mayores
contenidos de proteina en el extracto (393-469 ugmL?) respecto al total de cepas estudiadas.

La inter-comparacién de los valores obtenidos con los datos bibliograficos es dificil dada Ila
variedad de opciones ejecutadas en distintos factores que influyen en la determinacién de la
actividad fitasa (Tabla 4.). A pesar de que se sigue la metodologia descripta por Maougal et al.
(2014), en ese trabajol no se aislaron Bacillus spp. Por ello, la interpretacién de estos resultados
es la intra-comparacién entre las cepas de estudio y su consecuente ordenamiento, el cual fue
concordante con el obtenido por la actividad mineralizadora.

4.3, I|dentificacién y cuantificacién de los acidos organicos (AOs) mayoritarios secretados
segun la fuente de fésforo

Al constatarse la acidificacion del medio de cultivo en la movilizacién in vitro de las cuatro
fuentes de fésforo ensayadas surgié el interés de evaluar la relacidn causal entre la identidad y
concentracién de los acidos orgdnicos no volatiles presentes en el medio con las tasas de
movilizacidn constatadas para las cepas caracterizadas en el 3¢ nivel de screening. Para ello se
propone efectuar un analisis de regresidn entre cada actividad microbianay el grupo de posibles
variables regresoras.

Los 4cidos organicos de interés a monitorear fueron seleccionados segun referencias
bibliograficas de acidos organicos secretados: por Bacillus spp. ante diferentes fuentes orgdnicas
e inorgdnicas de fdsforo (acidos citrico, fumarico, succinico, lactico, glucénico (Zhong et al.,
2017)), por cepas no necesariamente pertenecientes al género Bacillus a las cuales se constatd
la capacidad de secretar fitasas (acido acético, piruvico, glucénico (Sharma et al., 2013; Patel et
al., 2010)) y por raices de 112 genotipos de Glycine max ante condiciones deficitarias de fésforo
(Acido succinico, acido lactico (Krishnapriya et al., 2016)).

La identidad de los acidos orgdnicos a ser secretados por las bacterias al medio estd
condicionada por la fuente de carbono y energia. Si bien, se ha reportado a los acidos organicos
como el principal grupo de compuestos quimicos que constituyen los exudados radiculares de
plantas de soja en condiciones deficitarias de fosforo (Krishnapriya et al., 2016), la mayoria de
los estudios son con glucosa. Cabe destacar que los azlcares representan una fraccion inferior
de los exudados de radiculares de plantas de soja y la glucosa es el componente mayoritario de
este grupo (Yaryura et al., 2008). En la rizdsfera también se encuentra una fraccién de glucosa
gue deriva de compuestos celuldsicos y hemiceluldsicos (Archana et al., 2012), Por eso se decide
trabajar con esta fuente de carbono con el fin de obtener resultados comparables con los
reportados (Tabla 4.).

En el Apéndice 4.9 se presentaran los resultados obtenidos para cada una de las cuatro fuentes
de fosforo, para los cuales a continuacion se presenta el analisis y discusién de los mismos.

4.3.1.Identificacion y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios secretados en
incubacidn con fitato de sodio

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad dual de produccién de fitasas y
secrecién de AOs al medio, tal como ha sido reportado (Sharma et al., 2013). No obstante,
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existen Bacillus spp. que solo presentan una u otra estrategia (Patel et al., 2010). Ambas
capacidades funcionales son de interés dado la inhibicién de la hidrdlisis enzimatica del fitato al
estar coordinado con iones metalicos y/o adsorbido a las particulas del suelo, siendo insuficiente
un alto nivel de fitasa en la mineralizacidn bioldgica ante la ausencia de AOs.

Los AOs identificados en las nueve cepas de estudio fueron: acido glucdnico, acido pirdvico,
acido lactico, acido acético, acido citrico y acido succinico. A excepcion del acido pirdvico existe
reportes de secrecidn de los restantes AOs por Bacillus spp. para la mineralizacidn de fésforo
organico (Tabla 2.). Entre los AOs identificados se encontré aquellos incrementados en los
exudados radiculares de la planta de soja ante condiciones deficitarias de fosforo, (acido
succinico y lactico) (Krishnapriya et al., 2016). Estas comparaciones son orientativas dado que
no se efectuaron exactamente las mismas condiciones de cultivo.

Del andlisis de regresion lineal multiple para la actividad mineralizadora se obtiene un modelo
de regresiéon con las siguientes bondades de ajuste: ECMP=2.20, R%,4=0.68 y criterios de
informacién: AIC=92.4, BIC=98.7.

Apiner(umol P; h™1L71) = 14,52 Apirqsa (Wmol P, R71L71) 4+ 0,68ApH + 0,01 Copyesnico (MM)

Se encontrd una relacién causal entre la actividad mineralizadora con: la actividad fitasa, la
acidificacion del medio de cultivo y la concentracidn de acido glucénico. La actividad fitasa fue
la variable regresora de mayor peso. Para los perfiles de AOs dominantes en la concentracién
del acido glucdnico corresponden una mayor tasa mineralizacion de P orgdnico in vitro. La
concentracién de acido glucdnico en el sobrenadante del medio se encontrd entre 13-50 mM,
siendo el maximo esperado de 55mM ante una conversion total de la glucosa del medio a acido
glucénico.

Para Bacillus subtilis (modelo para el género Bacillus sensu stricto) cultivado en condiciones
aerobias (8,5g/L de glucosa) ante limitantes de carbono y/o nitrégeno, el catabolismo
comprende la via de Embden-Meyerhof y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Dauner et al.,
2001). No obstante, ante condiciones limitantes de fdsforo el metabolismo de la glucosa es por
la via de las pentosas fosfato, luego de un primer paso de oxidacion directa de la glucosa por la
accion de la glucosa-deshidrogenasa. Esta enzima convierte la glucosa en gluconato que luego
pasa a gluconato 6-P por la accién de la gluconato-fosfatasa y mediante sucesivas reacciones se
genera los intermediarios de la via gliceraldehido 3-P y fructosa 6-P (Zamboni et al., 2004). La
glucosa-deshidrogenasa esta anclada en la membranay el dominio de actividad se enfoca hacia
la cara externa de la membrana citoplasmatica, secretando el gluconato al medio extracelular
(Duine et al., 1991). La oxidacién directa de la glucosa es un proceso metabdlico mediado por
dos electrones y dos protones. Los electrones son transferidos directamente a una ubiquinona
presente en la membrana citopldsmica (Goldstein et al., 1993) y los protones se difunden
libremente al medio de cultivo. Este puede ser el origen metabdlico de la acidificacién del medio
y produccidn de acido glucdnico constatados. La fermentacion de la fuente de carbono y energia
ante condiciones de cultivo limitante en oxigeno también podria explicar la produccion de AOs.
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4.3.1.ldentificacién y cuantificacién de los acidos orgdnicos mayoritarios secretados en
incubacién con FePO,

Cinco de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al medio, tal
como ha sido reportado como estrategia de solubilizacién del FePO4 para otras cepas miembro
de Bacillus s.1. (Tabla 2.).

Los AOs identificados en estas cepas fueron: dcido glucdnico, acido pirudvico, acido lactico, acido
acético, acido citrico y acido succinico. Para esta fuente de fésforo existe reporte de secrecidn
de 4cido lactico, acido succinico, acido citrico y dcido acético en condiciones de incubacién
semejantes por la cepa Bacillus megaterium P17 (Zhong et al., 2017). Se vuelve a constatar entre
los AOs de produccidn microbiana, a los AOs producidos por la planta de soja ante deficiencia
de fésforo asimilable (Krishnapriya et al., 2016).

La concentracion de acido lactico y succinico en el sobrenadante corresponde con lo reportado
por Zhoung et al. (2017), mientras que el acido citrico quintuplica lo reportado excepto para la
cepa ILBBB44, que presentd una inferior actividad solubilizadora del FePO,. Esto sugiere una
relacién de dependencia del acido citrico y la actividad solubilizadora del FePO, siendo
constatada su significancia mediante el analisis de regresion lineal multiple. El acido acético se
encontré un orden por debajo de lo reportado, esto puede atribuirse a una pérdida por
volatilidad en el procesamiento de las muestras, aunque las condiciones de cultivo tampoco
fueron exactamente las mismas a las reportadas.

El modelo de regresion lineal multiple presentd las siguientes bondades de ajuste: ECMP=61.5,
R%,4=0.75 y criterios de informacién: AlIC=147, BIC=149.

Ape(umol P, h™1LY) = 226,15 Ceiprico (MM)

Se encontrd una relacién causal entre la actividad solubilizadora del FePO, con la concentracidn
de 4cido citrico como Unica variable regresora. De modo que los perfiles de AOs dominantes en
la concentracidn de acido citrico se corresponden con una mayor tasa solubilizacién del FePO,
in vitro.

Cabe destacar que si bien se constatd la acidificacién del medio de cultivo, es coherente que la
reduccion del pH del cultivo no haya sido una variable regresora significativa de la actividad
solubilizadora del FePQO,. Se reporta una reduccion de la concentracion de idn ortofosfato con la
reduccion del pH para la solubilizacién del FePO, y/o minerales de fosforo asociados a este metal
(Olsen et al., 1980).

El origen metabdlico del acido citrico tanto puede provenir de la fermentacién de la fuente de
carbono y energia como de la respiracion de esta por la via de Embden-Meyerhof y el ciclo de
los acidos tricarboxilicos.

4.3.2.Identificacion y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios secretados en
incubacién con AIPO,

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al
medio, tal como ha sido reportado como estrategia de solubilizacion del AIPO,4 para otras cepas
miembros de Bacillus s.I. (Tabla 2.).
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Los AOs identificados en estas nueve cepas fueron: acido piravico, acido lactico, acido acético,
acido citrico y dcido succinico. En presencia de AIPO, existe reporte de secrecion de: acido
lactico, acido succinico, acido citrico y dcido acético en semejantes condiciones de incubacién
para la cepa Bacillus megaterium P17 (Zhong et al., 2017). Se vuelve a constatar al igual que para
las dos fuentes de fosforo anteriormente discutidas la presencia de los AOs liberados por la
planta de soja como estrategia de incrementar el fésforo disponible.

La concentracién de acido succinico y citrico en el sobrenadante corresponde con lo reportado
por Zhong et al. (2017), mientras que la concentracion de acidos acético y lactico se encuentra
un orden por debajo de lo reportado. Estas comparaciones son orientativas dado que las
condiciones de cultivo no fueron exactamente las mismas.

El modelo de regresidn lineal multiple presento las siguientes bondades de ajuste: ECMP=68.1,
R%,4=0.74 y criterios de informacién: AIC=118, BIC=120.

Ay (umol P R™'L™Y) = 26,85 Asyccinico (MM)

Vuelve a encontrarse una relacion causal entre la actividad solubilizadora con una Unica variable
regresora. En este caso la misma fue entre la concentracién del acido succinico y la actividad
solubilizadora del AIPO,.

Al igual que para la solubilizacion de FePQ,, la acidificacidon del medio con AIPO4 no se asocia a
un incremento en la liberacion de iones ortofosfato (Olsen et al., 1980), siendo coherente no
obtener a la reduccion de pH del medio como variable regresora de significancia con la actividad
solubilizadora del AIPO,.

El origen metabdlico del acido succinico también puede ser asociado a la fermentacion de la
fuente de carbono y energia o la respiracién por la via Embden-Meyerhof y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos.

4.3.3.Identificacion y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios secretados en
incubacién con Cas(P0s),

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al
medio, tal como ha sido reportado como estrategia de solubilizacién del Cas(P0O,), para otras
cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.I. (Tabla 2.).

Los AOs identificados en estas nueve cepas fueron: acido pirdvico, acido lactico, acido citrico y
acido succinico. Para esta fuente de fésforo inorgdnico existe reporte de secrecion de: acido
lactico, acido succinico y acido citrico (Vazquez et al., 2000; Zhoug et al., 2017). Los AOs liberados
por la planta de soja ante la deficiencia de fésforo también fueron constatados para el Caz(POa):
al igual que para las tres fuentes de fésforo ya discutidas.

La concentracion de acido succinico y citrico en el sobrenadante corresponde con lo reportado
por Zhoug et al. (2017), mientras que la concentracién de acido lactico se encuentra un orden
por debajo de lo reportado, al igual que en la solubilizacion del AIPO,.

El modelo de regresidn lineal multiple presento las siguientes bondades de ajuste: ECMP=189,
R%,4=0.90 y criterios de informacién: AIC=236, BIC=2309.
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Acq(umol P, h~1L71) = 2503,11 ApH + 1132,34 ShaW

Para esta fuente de fdésforo inorganico se obtuvo una relaciéon causal entre la actividad
solubilizadora del Cas(PO4), con la acidificacion del medio y el indice de diversidad de Shannon
determinado para el perfil de dcidos organicos de cada cepa. Siendo los perfiles de AOs con
mayor diversidad a los que corresponden una mayor tasa solubilizacidn para el Cas(PO,)z in vitro.
Los perfiles de AOs se constituyen sélo de los AOs con capacidad analitica para cuantificar.

Para el caso del Cas3(P0O4), la relacidn de la solubilidad de esta fuente de fosforo es inversa a la
anteriormente discutida para el FePOs y AIPO4. Una acidificacion del medio se asocia a una
solubilizacion de fuentes de fosforo de calcio (Olsen et al., 1980). En coherencia con ser una de
las variables regresoras con mayor peso para modelar la actividad solubilizadora de Cas(POa),.

4.3.4. Conclusiones preliminares y perspectivas

Se identificaron y cuantificaron AOs en las cuatro fuentes de fésforo estudiadas en las que se
constataron la movilizacién del fésforo insoluble. Varios de los acidos identificados para cada
fuente de fdsforo corresponden con los reportados para otras cepas de Bacillus s.l. en
semejantes condiciones de cultivo, a concentraciones en torno a lo esperado. Se constataron
relaciones causales de significancia para las cuatro fuentes de fésforo con las variables
regresoras propuestas. No obstante, es de destacar que estos resultados obtenidos no son
extrapolables para otras cepas, género bacteriano, condiciones y disefios de ensayo, o
eventualmente en la movilizacién de fésforo insoluble que pueda tener lugar en el sistema
suelo-planta-agua. Seria de interés recurrir a otras capacidades analiticas de otros grupos de
compuestos quimicos (fenoles, proteinas, azucares, aminoacidos, proteinas, entre otros) que
permitd profundizar en el estudio de la respuesta metabdlica de estas y otras cepas
pertenecientes al grupo Bacillus s.l. ante la deficiencia de fésforo, tanto en ensayo in vitro como
in vivo.
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4.4. Actividad hemolitica y crecimiento a 37°C en medio sélido

En diferentes cepas del grupo Bacillus s.l. se ha reportado la produccidn de toxinas eméticas y
diarreicas asignables a la toxina cereulida y enterotoxinas (hemoliticas (Hbl), no hemoliticas
(Nhe) y citotoxinas K (CytK)), respectivamente (Arnesen et al., 2008). La actividad hemolitica
también es atribuible a las citotoxinas K, pero se diferencia de las restantes en formar el poro
transmembrana mediante una Unica proteina perteneciente a la familia de barril-B, mientras
que las otras generan el poro por tres unidades proteicas (B, L1, y L2) que se reportan estar en
iguales proporciones cuando la actividad hemolitica tiene lugar (Dietrich et al., 1999; Gohar et
al., 2005).

Es pertinente efectuar un estudio toxicoldgico de las cepas de estudio previo a su liberacién al
ambiente. Si bien en un comienzo se ha asignado a las toxinas Hbl ser el factor de virulencia
primario en los casos de intoxicacidon por cepas pertenecientes al grupo de Bacillus cereus sensu
lato, en la actualidad se ha reportado la presencia ubicua de los genes que codifican para Nhe
mientras que los genes que codifican para Hbl y CytK se reportan estan presentes en menos del
50% en este grupo de cepas (Moravek et al., 2006). Se ha demostrado que estos factores de
virulencia se localizan en elementos genéticos de alta movilidad para el grupo de de Bacillus
cereus sensu lato (Ehling-Schulz et al., 2006; Lapidus et al., 2007).

Como una primera aproximacion a un estudio toxicolégico se evaluo la capacidad de produccién
de enterotoxinas hemoliticas del grupo de cepas seleccionadas, mediante un screening en medio
sélido (Blood Agar) y posterior confirmacién de presencia de Hbl por el inmunoensayo, BCET-
RPLA Toxin Detection.

Dada la inestabilidad reportada para las toxinas Hbl (por temperatura y/o actividad proteasa)
(Granumetal., 1993), las condiciones y tiempo de incubacién son cruciales para no asignar falsos
negativos. En base a lo reportado por Fermanian et al. (2000) se seleccionaron las condiciones
de incubacién del screening en medio sélido. La eleccién del tiempo de incubacién resulta ser
un factor clave dado que el patron de hemdlisis discontinuo puede convertirse en continuo al
extenderse el tiempo de incubacion, falseando asi los resultados. La actividad hemolitica positiva
se asigna el patron de hemdlisis discontinuo dado los distintos coeficientes de difusién y
diferentes concentraciones emitidas en los distintos estadios de crecimiento de los tres
componentes proteicos (B, L1, L2) (Beecher et al., 1994). Por ello, se registraron los resultados
obtenidos para cada cepa a distintos tiempos de incubacion.

Para la deteccién de la toxina Hbl por inmunoensayo, las condiciones de produccién vy
conservacioén del extracto a ensayar se efectué de acuerdo a lo reportado por Ceuppens et al.
(2012). Dada la ausencia de reactividad cruzada de los componentes del medio TSB (blanco de
medio) y constatando el patron de aglomeramiento esperado para el control positivo, se
registraron los resultados obtenidos (Tabla 9.).
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Tabla 9. Actividad hemolitica y crecimiento a 37°C del grupo de cepas de interés

Act.Hemolitica placa  Deteccidn Hbl (>2ng/mL cultivo) Crec 37°C

c4 CS NO NO
a3 cs NO S|
ILBBB63 cw NO S|
ILBBB7 cw NO S|
C2 D S| S|
ILBBB139 D S| S|
ILBBB15 N NO NO
ILBBB44 N NO NO
ILBBB64 N NO NO
ILBBB68 N NO NO
ILBBB173 N NO S|
ILBBB95 N NO S|
C1 N NO NO

CS, Patrén de crecimiento continuo fuerte. CW, Patrén de crecimiento continuo débil. D, Patron de crecimiento
discontinuo. N, Ausencia de crecimiento

Las cepas ILBB139, ILBB7 y ILBB63 presentaron actividad hemolitica positiva en placa. La cepa
ILBB139 (Bacillus thuringiensis), presentd un patréon de crecimiento discontinuo atribuible a la
produccidn de enterotoxinas hemoliticas. Esto se confirmd mediante la deteccion por el kit (a
un nivel mayor a 2ng-Hbl/mL cultivo). Las cepas ILBB7 y ILBB63 presentaron un patrén de
crecimiento continuo débil, el cual no es atribuible a la produccién de Hbl. Esto también se
confirmé por kit con el limite de deteccion anteriormente mencionado. La actividad hemolitica
positiva y produccion de enterotoxinas para cepas de Bacillus thuringiensis ha sido reportada
anteriormente (Damgaard et al., 1995; Perani et al., 1998; Priif} et al., 1999). Hay reportes para
cepas de Bacillus subtilis de producir citotoxinas (From et al., 2005) y no asi Hbl, como si se
obtuvo para C2. Es de destacar que no hay reportes de reactividad cruzada entre citotoxinas y
Hbl para el kit empleado. Por lo que se deberia recurrir a la metodologia analitica de referencia
(cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa) para confirmar el resultado
obtenido.

El crecimiento a 37°C se utiliza como indicador de riesgo potencial para la salud humana. Este
atributo estuvo ligado a la totalidad de las cepas que presentaron actividad hemolitica positiva
(ILBB139y C2) y algunas en las que no se detectd dicha capacidad.

Habiendo constado la capacidad de producir Hbl dentro del grupo de cepas de interés, se
profundizara el estudio toxicoldgico recurriendo a otras metodologias que evalten el riesgo de
liberacidn de estos microorganismos al ambiente. Esta etapa sera realizada dentro del proyecto
en que se inscribe esta tesis por el IP-Montevideo.
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D. CONCLUSIONES

La estrategia de aislamiento permité generar una coleccion de bacterias formadoras de
estructuras de resistencia (Bacillus s.l.) de la cual se seleccionaron e identificaron
filogenéticamnete 9 cepas que fueron capaces de mineralizar y solubilizar fésforo.

Las cepas con la funcién de interés se obtuvieron principalmente de raices de plantas de sojay
suelo rizosférico, por lo cual se evidencid un posible efecto de seleccion por parte de la planta
de soja hacia bacterias con esta capacidad metabdlica.

S| bien se constatd la produccion de acidos orgdnicos ante fuentes de fdsforo orgdnica e
inorganica, se comprobd que la actividad mineralizadora de P organico se atribuye en parte a la
produccidn de fitasas extracelulares.

Se verific6 un desempefio diferencial entre las cepas seleccionadas segun su actividad
hemolitica, producién de enterotoxinas y crecimiento a 37°C, siendo necesario realizar estudios
de toxicidad en mamiferos para descartar algunas cepas o verificar su inocuidad previo a su
liberacidn al ambiente.

El desempefio diferencial in vitro obtenido para estas cepas se complementé con estudios in
planta que no se incluyen en este trabajo. Se estudié la absorcion de fésforo en planta de soja
co-inoculadas con rizobios y permitié seleccionar a las cepas ILBB592 Y ILBB139, para el ensayo
de habilidad industrial que se detalla en el Capitulo 2.

La cepa ILBB592 (Abreo, 2018) se aislé a partir de suelo rizoférico de planta de maiz, y fue
incluida en este trabajo como control biolégico positivo por su capacidad de movilizar el fosforo
in vitro (control bioldgico C2). Si bien en la evaluacidn in vitro presenté un desempefio
intermedio, se demostrd su habilidad de mejorar la nutricion de P en plantas de soja mediante
bioensayos efectuados con anterioridad (Cerecetto, 2018) y en simultaneo a este trabajo.

La cepa ILBB139 presentd crecimiento a 37°C en medio sdlido y a la capacidad de producir
enterotoxinas hemoliticas. No obstante, dado su desempefio diferencial en los bioensayos en
planta fue una de las cepas seleccionadas para la etapa de bioproduccidn, siendo condicionada
su eventual liberacidn al ambiente al resultado que obtenga en el estudio de toxicidad aguda
oral en ratones (OECD Test Guideline 425).
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VIII. CAPITULO 2

BIOPRODUCCION Y FORMULACION DE ESPORAS DE ILBB592

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Optimizar el proceso de produccién de las cepas ILBB139 y ILBB592 en fermentador

(escala de laboratorio).

Elaborar formulaciones piloto a partir del cultivo de esporas producido, y evaluar la
viabilidad de los formulados en el tiempo.
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Capitulo 2

A. INTRODUCCION
1. Formulacion del medio de cultivo

1.1. Seleccion de componentes del medio de cultivo a evaluar significancia en titulo de
esporas y eficiencia de esporulacion

La formulacion del medio de cultivo debe asegurar el crecimiento celular, formacion de los
productos de interés (con los rendimientos y las velocidades requeridos) y suministrar la energia
para el mantenimiento celular.

Los requerimientos nutricionales varian considerablemente entre microorganismosy en funcion
del tipo de metabolismo celular a favorecer. Es posible efectuar la distincidn entre los nutrientes
necesarios en las siguientes categorias de componentes: macronutrientes, agregados en
cantidades de gramos por litro que estan representadas por las fuentes de C, N; micronutrientes,
representados por las sales de Fe, Mn, Ca, Zn, entre otros agregados, en cantidades de miligramo
por litro; y los factores de crecimiento, que son generalmente componentes organicos
suministrados en bajas concentraciones, que no se metabolizan ni sintetizan por la célulay son
incorporados a estructuras celulares para funciones metabdlicas especificas tales como
vitaminas, algunos aminoacidos, entre otros.

Si bien a partir del analisis elemental de las células cultivadas seria posible definir la composicidn
del medio de cultivo es necesario contemplar en la formulacion: elementos no asimilados en
biomasa y liberados al medio como productos, limitaciones cinéticas, requerimientos
metabdlicos especificos (precursores, inductores), componentes que inhiben el crecimiento
celular y la formacién del producto.

Mediante la seleccién del tipo y cantidad de uno o mas componentes del medio de cultivo es
posible controlar la actividad metabdlica. Un medio dptimo seria aquel que: permita un radpido
crecimiento microbiano, alto rendimiento de productos, bajos costos (no excesos de
componentes), calidad reproducible (disponibilidad y estabilidad de materias primas), que
contemple la disponibilidad del nutriente para ser utilizado por la célula (prevenir quelacién y/o
precipitacion de iones metalicos), evite la formacion de espuma, no interfiera en la recuperaciéon
de producto, no favorezca el crecimiento de contaminantes.

Los Bacillus s.I. emplean el sistema de Quorum Sensing para dar inicio al proceso de esporulacién
gue ocurre a alta densidad celular en condiciones de estrés, durante la fase estacionaria de un
proceso de fermentacién (Schleiferet al., 2001). Para la esporulacion de especies de Bacillus s.1.,
se han reportado diversos requerimientos nutricionales y condiciones de cultivo, particulares de
cada cepa para la produccion de esporas.

En la Tabla 1. se enumera los componentes de medio de cultivo reportados como significativos
para el titulo y eficiencia de esporulacién en ensayos de optimizacion del medio de cultivo, para
tres de los principales taxa del grupo Bacillus s.1.
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Tabla 1. Componentes del medio de cultivo de significancia estadistica reportada para la
esporulacién de Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus spp. y Bacillus subtilis en incubacidn aerobia

Bacillus thuringiensis Lysinibacillus spp. Bacillus subtilis
Glucosa
Fuentes de (Elsayed et al., 2014) (Ben Khedher et al., 2011) Glucosa
carbono (Farrera e al., 1998) ) (Posada-Uribe et al., 2015)
Glicerol
(Ben Khedher et al., 2011)

Fuentes de ) .
nitrégeno (NH4)2$O§ NH4CI Citrato de amonio
sintéticas (Elsayed et al., 2014) (Liu et al., 1998) (Huang, 2016) (Sreekumar et al., 2010)

Extracto de carne (Posada-
Uribe et al., 2015)
Extracto levadura Peptona

Fuentes de (Ben Khedher et al., 2011) Harina de maiz (Sreekumar et al., 2010)

nitrégeno Tapioca (Huang, 2016) Licor de maiz
. (Liu et al., 1998) Harina de soja (Chen et al., 2010)

complejas Harina de soja (Huang, 2016) Harina de soja
(Farrera et al., 1998) (Chen et al., 2010)

Extracto de levadura
(Chen et al., 2010)
KH2POa, K;HPO4
(Elsayed et al., 2014)
sales MnSO4 CaCl;, MgSO,
(Ben Khedher et al., 2011) (Huang, 2016) (Posada-Uribe et al., 2015)
CaCOs

(Liu et al., 1998)

Altos niveles de glucosa reprimen el proceso de esporulacién (Schaeffer et al., 1965). Esto se
atribuye a la represidn de la sintesis de diversas enzimas hidroliticas extracelulares y las del ciclo
de Krebs (Tobisch et al., 1999; Jin et al., 1997). Las enzimas hidroliticas extracelulares permiten
acceder a otras fuentes de carbono y energia al agotarse las fuentes facilmente asimilables
disponibles. La transcripciéon de las enzimas del ciclo de Krebs se induce durante la esporulacion
(Grossman et al., 1995) ya que permiten obtener |la energia necesaria y los intermediarios
esenciales para la misma (Ireton et al.,1995; Jin et al., 1997).

Las fuentes de nitrégeno sintéticas y complejas se listan en la Tabla 1. como significativas en la
esporulacidn de Bacillus s.I. Utilizar componentes sintéticos quimicamente definidos asegura la
reproducibilidad y control del bioproceso, reduce el riesgo de contaminacién por las materias
primas empleadas y asegura mayor facilidad de purificacion del producto. En cambio, las fuentes
complejas no solo aportan los macronutrientes, sino también micronutrientes y factores de
crecimiento, que en caso de ser un medio enteramente sintético deben de ser incorporadas por
separado impartiendo un costo en el proceso. Sin embargo, las fuentes complejas indefinidas
presentan un mayor riesgo de contaminacion, de reproducibilidad y control del proceso (fuentes
variables, discontinuas).

La relacion carbono-nitrégeno (C/N) del medio seleccionado debe ser tal que evite la reducciéon
del pH por fermentacion, dado que tiene un efecto negativo en el crecimiento y titulo de esporas
final. Si bien es un parametro de bioproduccién cepa especifico, para Bacillus s.l. se reporta
como 6ptima la relacién C:N de 7,5:1 (Farrera et al., 1998; Dulmage, et al., 1990).

Para la esporulacion se encuentra ampliamente reportado el efecto positivo de alta
concentracién de sales. Elementos como Ca, Mn, Mg, Fe, y Zn (a la concentracién adecuada) son
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esenciales para este, al ser constituyentes de la membrana de la espora (Hageman et al., 1984).
Se ha reportado un efecto significativo de los mismos sobre el tamaio, la morfologia, la densidad
y la resistencia térmica de las esporas producidas (Xu-Zhou et al., 2017). Sin embargo, altas
concentraciones de metales pesados pueden inhibir el crecimiento microbiano de algunas cepas
(Cho et al., 2009).

1.2. Disefio experimental de seleccién de factores de significancia

En un sistema determinado por diversos factores, la influencia de los mismos sobre el sistema
puede diferir segln se realicen variaciones en un factor o en otro o varios factores a la vez. Por
ello, en una primera instancia se evalla qué factores tienen influencia significativa sobre las
variables respuesta en estudio, si los mismos interaccionan entre si y cudles serdn los factores
que definen el sistema y seran mantenidos constantes (Tedfilo et al., 2006). En una segunda
instancia, se debe seleccionar qué disefio experimental se usard contemplando los costos en
gue se incurrird, tiempo requerido para la realizacién del experimento, entre otros aspectos.

Dos disefios a los cuales se puede acudir son, disefio factorial completo y fraccionado.
1.2.1.Disefio factorial completo (2X)

Un diseno factorial completo estudia todos los factores de interés y todos los efectos de los
mismos sobre las variables respuestas. Se entiende por efecto a la variacién ocurrida en la
respuesta, cuando el o los factores se mueven desde el nivel bajo (-) hacia el nivel alto (+). Los
efectos pueden ser clasificados como efectos principales y efectos de interaccién o de segundo
orden (efecto producto de la interaccién de mas de un factor). Si se investiga una combinacion
de K factores en dos niveles (usual en experimentos exploratorios), un diseiio factorial implicara
la realizacion de 2" experimentos (Tedfilo et al., 2006).

1.2.2.Disefo factorial fraccionado (2§_b)

La principal desventaja de un disefio factorial completo es el nimero de experimentos a realizar.
En cambio, el disefio factorial fraccionado contempla que los efectos de alto orden (producto de
la interaccion de 4 o mas factores) son casi siempre no significativos o no son blanco de interés
de estudio, por lo que la realizacién de experimentos para la estimacion de los mismos resulta
irrelevante. Mediante la correcta seleccidn de que fraccién de experimentos ejecutar es posible
obtener la informacidn necesaria e equiparable a un disefo factorial completo.

Todo disefio factorial fraccionado se define por el numero de factores a estudiar (K) y la
magnitud de la fraccion (b). El principal criterio que determina qué fraccién del disefio factorial
completo ejecutar es el nivel de resolucién (R). Este pardmetro define el orden en el que se
confunden los efectos dado el fraccionamiento. En la Tabla 2. se presenta la informacién de
significancia y de confusion que se desprenden de disefios con resolucién lll, IV, V.
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Tabla 2. Informacidn recabada en disefios factoriales de resolucién IlI, IV, V

Resolucion Significancia Confusion (Alias)

Los efectos principales se confunden con
interacciones de dos factores y estas con otras
interacciones de dos factores.

Ningun efecto principal se confunde con otro

i efecto principal.

Los efectos principales no se confunden entre
v factores principales ni con interacciones de dos
factores.

Los efectos principales no se confunden entre
factores principales ni con interacciones de dos  Las interacciones dobles se confunden con las
factores, las interacciones de dos factores no se interacciones de tres factores.

confunden entre ellas.

las interacciones de dos factores se confunden
entre ellas.

Al definir k y R queda definido el generador, la matriz de planificacion (en la que se enlistan los
tratamientos a efectuar) y la matriz de confusion (en la que se enlistan los alias entre efectos).
Los alias se desprenden de emplear la misma combinacién de observaciones para estimar los
mismos efectos.

1.3. Optimizacién de factores de significancia para cada variable respuesta

Luego de determinar los factores significativos en el sistema de estudio se procede a la
optimizacidn de los mismos. Ello implica encontrar los valores de los factores de estudio de
mejor respuesta deseada (maxima, o minima) en la region de optimizacion previamente
definida, confinada dentro de la regidon de operabilidad. La metodologia de superficie de
respuesta (Response Surface Methodology, (RSM)), es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas utiles en el modelado y el analisis de problemas en la que una respuesta de interés
recibe la influencia de diversos factores de caracter cuantitativo (Almeida, 2008).

Para la implementacién de esta técnica se disefia un experimento que proporciona valores de la
variable respuesta en el entorno de optimizacidn, a partir de los cuales se obtiene un modelo
matemadtico que se ajusta a los datos experimentales recabados.

Y=n+4+e=f(xy,x5..%) + ¢

El valor real esperado 7 se considera que estd influenciado por niveles los factores i. Donde ¢ es
el error observado de la variable respuesta Y. De tal forma la relaciéon de n = f(xq, X, ... x; )
existente entre 1 y los niveles de los s i factores puede representarse a través de una
hipersuperficie: la superficie de respuesta.

A partir de dicho modelo se localiza el 6ptimo una vez establecidas las condiciones de
optimizacidn prefijas. Por ultimo, la verificacion experimental del dptimo arrojado por el modelo
debe efectuarse utilizando la combinacion de los niveles dados por este. En base al resultado
experimental recabado se calcula el error de prediccidon del modelo obtenido.

1.4. Optimizacién de multiples variables respuesta

En el caso que resulte de interés localizar el dptimo incluyendo multiples variables respuestas
(y;) es necesario partir de un modelo de superficie de respuesta para cada una y a partir de las
mismas, y luego encontrar el conjunto de niveles de los factores de estudio que optimice las
variables o por lo menos las mantenga dentro del rango deseado.

Un enfoque util para la optimizacion de multiples respuestas es usar la técnica de optimizacion
simultanea (Derringer et al., 1980). Su procedimiento consiste en usar la funcién con condicion
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de deseable. Para lo cual se convierte cada modelo de superficie respuesta en la funcién de
condicién de deseable individual (d;) que presenta un codominio entre:

0<d; <1

Donde si la respuesta (y;) esta en su meta u objetivo, entonces d; = 1, en cambio si la respuesta
estd fuera de la region de aceptable d; = 0. Por ultimo, las variables respuesta del sistema se
eligen para maximizar la funcion con condicién de deseabilidad global (D)

D =(dy,dy..d, )™
Donde m son el nimero de variables respuestas a considerar.
2. Optimizacion de condiciones de produccion
2.1. Modo de operacion discontinuo (batch)

El cultivo por lotes, discontinuo o batch, es una modalidad de operacién por el cual el medio de
cultivo esterilizado en el fermentador es inoculado con microorganismos, y los mismos crecen
en las condiciones fisicoquimicas adecuadas para el proceso. Las Unicas entradas y salidas del
sistema son los gases (aire, CO,, etc) y si es necesario, se agrega antiespumante y acido o base
para control del pH. Se considera que el volumen de medio en el fermentador permanece
constante y no deberian ser significativas las variaciones de volumen por el agregado de
sustancias o la toma de muestras.

El bioreactor en modo de operacién batch es un sistema interactuante entre el medio intra y
extracelular (Bailey et al., 1996), donde las células crecen y utilizan los nutrientes y la
composicion del medio de cultivo va cambiando con el tiempo, lo que puede alterar las
reacciones quimicas que ocurren en las células. Las reacciones ocurren de manera simultanea,
pero son reguladas por controles celulares internos. Estos controles habilitan a la célula a
modificar las velocidades de las reacciones de su ruta metabdlica y sus capacidades de
produccidn dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales presentes en el medio.

Los procesos discontinuos pueden generar bajos rendimientos cuando el sustrato en altas
concentraciones (a tiempo inicial), inhibe, reprime o desvia el metabolismo celular a productos
que no interesan.
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Tabla 3. Comparacién de produccion de esporas de Bacillus thuringiensis y Bacillus megaterium en modo de operacién batch.

Especie Ref (*) Titulo esporas(ufc/mL) Biomasa(g/L) Az(g/L) (*) Objetivo bioproducir
Bacillus thuringiensis (HD-73) Farrera et al., 1998 2.3x10%° NI 40 Bioinsecticida
Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14) Elsayed et al., 2014 1.5 x 108 16 NI Esporas
Bacillus thuringiensis var. israelensis (1PS-82) Boniolo et al., 2012 3.8x10° 15 14 Esporas
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (HD-1) Rowe et al., 2013 NI 5 8 Biomasa
Bacillus thuringiensis var. medellin (163— 0131) Vallejo et al., 1999 9.0x 108 8 NI Esporas
Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14)  Kraemer-Schafhalter et al., 1996 3.8x10° NI 13 Esporas
Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 32 NI Biomasa/PHB
Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 8 15 Biomasa/Anticuerpo
RArilliite moanntnrinim [RA_N10Q)\ ViinlranrhAa A+t~ 2N11 L\ Q n Dinm—u——\/PHB

(*) (Ref) Referencia bibliografica; (Az) Azlcares totales inicio fermentacion; (NI), no se informa.

86



Capitulo 2

2.2. Modo de operacion semicontinuo (fedbatch)

En el cultivo semicontinuo o fedbatch, uno o mas nutrientes se adicionan al fermentador
durante la operacion, de modo de controlar la cantidad disponible de nutrientes en el medio de
cultivo. En consecuencia, el volumen del medio varia durante la operacién. El flujo de
alimentaciéon del medio de cultivo puede ser continuo o intermitente, con una velocidad de
adicion constante o variable en el tiempo de operacion.

La estrategia de alimentacion puede ser controlada o no en base a un variable de estado
descriptiva del proceso durante el periodo de operacién (feed-back o6 feed-foward,
respectivamente). En caso de que la variable control sea la concentracién del sustrato en el
medio del cultivo seria un fedbatch con retroalimentacién de control directo, y de tomar otra
variable de estado u operacional que se cuantifique durante el proceso como variable control
seria un fedbatch con retroalimentacion de control indirecto (pH, CO,, 0, coeficiente
respiratorio, entre otros).

El inicio y final de la alimentacidn es otro parametro fundamental que define el desempefio de
este modo de operacioén.

Si bien la estrategia de operacién en fedbatch requiere un mayor control del bioproceso, implica
una operacién mas compleja ejecutada por operarios entrenados para la toma de decisién
sobretodo en caso de no disponer de elementos de control automaticos.

No obstante, este modo de operacién permite el uso de sustratos que inhiben el crecimiento en
altas concentraciones y son limitantes del proceso. A su vez, se emplea en cultivos en que la
biomasa presenta altas demanda de oxigeno. Permite obtener un crecimiento microbiano
orientado y reducir la formacién de productos secundarios indeseados que puede ocurrir ante
un exceso de sustrato. De este modo, la alimentacién de nutrientes se realiza de modo de que
tenga lugar el desarrollo de dos fases: crecimiento y produccién. Problemas de alta viscosidad o
solubilidad del sustrato también puede sobrellevarse con esta estrategia.

Diferentes estrategias de alimentacién han sido implementadas para obtener cultivos de
Bacillus s.l. de alta densidad celular, tales como: flujo y concentracién de sustrato constante
(Kang et al., 1993; Lopez-Lopez et al., 2004; Sarrafzadeh et al., 2014), flujo constante y
concentracién de sustrato creciente en el tiempo en forma lineal (Mignone et al., 1992), flujo
intermitente con concentracion de sustrato constante (Kanjanachumpol et al., 2013), flujo
intermitente con concentracidn de sustrato creciente en el tiempo en forma exponencial (Amin
et al., 2008), flujo creciente en el tiempo en forma exponencial y concentracién de sustrato
constante (Hollmann et al., 2004).

Cada estrategia se encuentra ligada a un objetivo de bioproduccidon diferente. Para la
bioproduccion de esporas de Bacillus s.I. hay reportes de que la estrategia de alimentacién a un
flujo intermitente seria superior a la de un flujo constante para una concentracion de sustrato
dada (Kang et al., 1993; Lépez-Lopez et al., 2004; Kanjanachumpol et al., 2013). Sin embargo,
sistemas de produccion de esporas de Bacillus s.I. con flujo de alimentacién constante también
se reportan (Mignone et al., 1992; Sarrafzadeh et al., 2014).
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Tabla 4. Comparacidn de produccidn de esporas de Bacillus thuringiensis y Bacillus megaterium en modo de operacién fedbatch. Caracterizacién de
estrategia de alimentacién

Estrategia de alimentacion

Especie Ref (*) Titulo esporas (ufc/mL) Biomasa (g/L) F dF/dt ds/dt Control Az(g/L) Objetivo bioproducir
(*) (*) (*) (*)
Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14) Mignone et al., 1992 NI 16 Constante Nula Lineal Feed-forward NI Biomasa
Bacillus thuringiensis kurstaki (H-serotipo) Amin et al., 2008 2.3x10% NI Intermitente - Exponencial  Feed-forward 126 Bioinsecticida
Bacillus thuringiensis kurstaki (HD-1) Kang et al., 1992 4.0x10° 36 Constante Nula Nula Feed-forward 54 Esporas
Bacillus thuringiensis kurstaki (HD-1) Kang et al., 1992 1.3 x10%° 73 Intermitente Nula Nula Feed-forward 100 Esporas
Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1 Vuetal., 2010 1.3x10° NI Intermitente Nula Nula Feed-back (OD) NI Bioinsecticida
Bacillus thuringiensis var. medellin (163—0131) Vallejo et al., 1999 9.0 x 108 25 Intermitente Nula Nula Feed-forward NI Esporas
Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 76 Constante - Exponencial Feed-forward 325 Biomasa/PHB
Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 90 Intermitente - Nula Feed-forward 660 Biomasa/PHB
Bacillus megaterium (DSMZ 90) Sabra et al., 2008 NI 9 Constante Nula Nula Feed-forward 100 Biomasa/PHB
Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 8 Intermitente - Exponencial Feed-forward 85 Biomasa/Anticuerpo
Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 17 Constante Nula Nula Feed-back (OD) 55 Biomasa/Anticuerpo
Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 10 Intermitente - Exponencial Feed-forward 35 Biomasa/Anticuerpo
Bacillus megaterium (BA-019) Kuplreecha et al., 2011 NI 72 Intermitente - - Feed-back (pH) NI Biomasa/PHB

(*) (Ref) Referencia biblografica; (F) Flujo: constante, variable, intermitente; (dF/dt) Variacidn de flujo de alimentacién en el tiempo: nula, constante, exponencial, asintético; (dS/dt)
Variacion de concentracién de sustrato limitante de solucidn de alimentacién: nula, constante, exponencial, asintético; (Control) Estrategia de control de alimentacidn: Feed-back,
Feed-foward. (Az) Azlcares totales agregada en etapa de alimentacion; (NI), no se informa.
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3. Formulacidén de esporas de Bacillus spp.

La formulaciéon de un producto microbiano usualmente se constituye de la biomasa de
microorganismo de interés e ingredientes que mejoren la supervivencia y eficiencia de la
aplicacion del producto (Schisler et al., 2004). La estabilizacion de esporas de Bacillus spp. se
efectua tanto en formulaciones sélidas como liquidas, reportdndose un mayor desempeio para
las formulaciones sélidas (Lumsden et al., 1995).

Hay diferentes estrategias para inhibir reversiblemente la germinacién de la espora durante la
preservacion del formulado. Entre ellas se destaca: la reducciéon de la actividad de agua
(Lumsden et al., 1995), la ausencia de fuentes de carbono y energia y la ausencia de oxigeno
(atmosfera controlada) (Guérin et al., 2016).

Para la elaboracién de formulaciones sélidas de esporas de Bacillus spp. distintos procesos son
Ilevados a cabo. Entre ellos se encuentra:

-impregnacién y secado de material inerte inorganico (talco, vermiculita, bentonita, rocas
fosfato, tierra de diatomea, sulfato de calcio) y orgdnico (turba, carbdn, tapioca) (Fravel et al.,
1998; Sorokulova et al., 2008), para la obtencién de un polvo o granulado humectante (Bryant
et al., 1994).

-concentracion y secado por: evaporacidon (spray drying) (Sundaram et al., 1995), ésmosis
inversa, ultrafiltracion, nanofiltracion y centrifugaciéon (Marx et al., 2017). El producto resultante
de estos procesos puede ser formulado tal cual, o enriquecido mediante distintos componentes
para obtener ya sea un polvo humectante, granulado humectante o formulado liquido de base
oleosa.

Entre las principales desventajas asignables a las formulaciones sdlidas se han reportado:
dificultades de esterilizaciéon del soporte sélido inerte, inconsistencia de desempefo
agrondmico (la actividad microbiana puede ser limitada por bajas tasas de transferencia de
oxigeno), incompatibilidad con tecnologias de microirrigacion.

La elaboracion de formulaciones liquidas de base acuosa es de los procesos de formulacion
anteriormente mencionados mas sencillos. Consiste en la incorporacién de distintos
estabilizadores al cultivo microbiano resultante de la bioproduccion. Las formulaciones liquidas
de esporas de Bacillus spp. fundamentalmente se basan en esta metodologia para la cual se
reportan resultados promisorios mediante el agregado de surfactantes que estabilicen el coloide
dada la hidrofobicidad de la corteza de la espora (Ramyabharathi et al., 2016; Velineni et al.,
2011; Sridhar et al., 2004).
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B. MATERIALES Y METODOS
1. Optimizacién de medio de cultivo de las cepas ILBB139 y ILBB592 a escala matraz
1.1. Caracterizacidon de extractos proteicos

Se seleccionaron distintos extractos proteicos disponibles en el mercado producidos a granel
mediante procesos estandarizados, para evaluar su significancia en el titulo de esporas y en la
eficiencia de esporulacion de ILBB139 y ILBB592. Extractos de levadura (EP1, EP2 y EP3) y de
maiz (EP4) se seleccionaron y caracterizaron por los siguientes parametros en el Laboratorio de
Suelos, Plantas y Aguas de INIA La Estanzuela: carbono organico (C.Org) (Wright et al., 2001),
nitrogeno total (N) (Wright et al., 2001), y fosforo total (P) (Silva et al., 2009). El analisis se
efectud sin réplicas analiticas sobre una Unica muestra.

1.2. Seleccion de componentes del medio de cultivo de significancia en titulo de esporas y
eficiencia de esporulacion

1.2.1. Condiciones de cultivo en matraz

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28°C). El
indculo fue lavado con solucidn salina (NaCl 0.85% en agua Mili-Q) con el fin de no modificar el
medio a ensayar. Un volumen de 1mL de cada cepa fue sembrado hasta alcanzar una carga
bacteriana inicial en el matraz de 1x10°ufc/mL. Los medios ensayados se informan en la matriz
de disefio del Apéndice 4.10.1. En la totalidad de los experimentos se incorporé 1mL/matraz de
solucidn stock de sales (Apéndice 2.3). Se trabajo en condiciones de incubacién aerobias (10mL
de medio en matraces de 125mL, 180rpm (Incubator Shaker ES-60)) a 28°C durante 48 horas.

1.2.2. Disefio experimental seleccién de factores de significancia

Se trabajo con la mayor cantidad de factores que la capacidad analitica y logistica del laboratorio
permitié de modo de no condicionar la viabilidad de ejecucion de los ensayos. Este criterio se
adoptd en base en el principio de Pareto, que postula que solo unos pocos factores son los
responsables de los cambios significativos en la respuesta.

Los componentes del medio de cultivo seleccionados para la evaluacidn de su significancia en
las variables respuestas de estudio se efectuaron en base a lo reportado y a la disponibilidad de
las materias primas en el mercado. Los factores ensayados fueron: glucosa (Glu), extractos
proteicos (EP1, EP2 EP3 y EP4), NH4SO4 (N), KH2PO4 (P), MgCl; (Mg) y MnSO4 (Mn).

Un disefio factorial fraccionado 2°3 de resolucién 1V, a dos niveles, en dos bloques fue empleado
para determinar cuales de los nueve factores preseleccionados tienen un efecto significativo
sobre el titulo de esporas y eficiencia de esporulacion de ILBB592 y ILBB139 cultivados en matraz
segln elinciso 1.2.1. En el Apéndice 4.10.2 se ilustra la tabla de niveles de factores utilizado para
ambas cepas.

1.2.3. Cuantificacion de titulo de esporas y eficiencia de esporulacidon en medio liquido

La determinacién del nimero de células viables totales (células vegetativas y esporas) y de
esporas por unidad de volumen se efectud por la técnica de recuento en placa por microgota
(Naghili et al., 2013). Para la determinacidn del nimero de esporas por unidad de volumen una
alicuota del cultivo se incubd a 80°C durante 10 minutos (shock térmico, (Apéndice 4.7)) previo
a la determinacidn de la carga bacteriana por la técnica de recuento en placa por microgota.

La técnica de recuento en placa por microgota consistio en efectuar diluciones seriadas (de base
10) de una alicuota del caldo con shock térmico y otra alicuota sin shock térmico para cada
cultivo. Las diluciones 10 hasta la dilucién 107° se efectuaron en placa de Elisa de 96 pozos con
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pipeta multicanal. 10uL de las diluciones 10 hasta la dilucién 10 se siembraron en LB-Agar.
Luego que las gotas son absorbidas al medio se incubaron las placas a 28°C durante 16 horas. Se
contd el nimero de colonias presentes en la dilucién contable ((3-30) colonias) y se calculé el
numero de unidades formadoras de colonia por mililitro de cultivo (ufc/mL).

La eficiencia de esporulaciéon se determind como la relacion de esporas (recuento de cultivo con
shock térmico) respecto al total de células viables (recuento de cultivo sin shock térmico).

1.2.4. Andlisis estadistico

El software estadistico Design Expert® 7.0.0 (State-Ease, Inc., Minneapolis, USA) fue utilizado
para efectuar el disefio experimental, analisis de regresion lineal multiple y andlisis graficos de
los datos obtenidos. La evaluacidn de la significancia de los efectos de los factores se efectud
por opciones graficas (diagrama de Pareto-método de Bonferroni, grafico de Daniel-test Shapiro
Wilk) y mediante métodos paramétricos (Analisis de la varianza (ANOVA)) con un nivel de
confianza del 95%, tras la verificacion de los supuestos de independencia de datos,
homocedasticidad de varianza y distribucidn normal. Dado que las variables respuestas titulo de
esporas y eficiencia de esporulacién son de conteo o de proporcién de conteo con distribucion
de Poisson, se efectud las trasformaciones del log,oX y VX + 1, respectivamente para el
cumplimiento de los supuestos del ANOVA.

1.3. Optimizacién de medios de cultivo

Las condiciones de cultivo en matraz y la determinacidn de las variables respuestas a optimizar
se efectuaron tal como se describe en los incisos 1.2.1y 1.2.3, respectivamente.

1.3.1. Disefio experimental de optimizacion de factores para ILBB139

Los factores optimizados fueron la concentracidon de glucosa, EP3 y MnSO.. Los factores no
significativos NH4SO0., KH,PO,y MgCl; pasan a incorporarse al nivel medio respecto al trabajado
en el ensayo de seleccion de factores (1.5g/L, 3.0g/Ly 0.6g/L, respectivamente).

Para el factor EP3 se efectud un ensayo previo de definicion de zona de optimizacién, bajo un
disefio de un factor a seis niveles (0Og/L, 5.0g/L, 10 g/L, 15 g/L, 25 g/L, 50 g/L, 100 g/L) por
duplicado. Glucosa y MnSQ, no se incorporan al medio de cultivo en este ensayo.

El disefio experimental de optimizacién realizado fue un central compuesto (CCD) factorial a dos
niveles, aumentado con punto central y axial para el ajuste de un modelo cuadréatico (23*%"). Los
puntos axiales se calcularon con un a=1.41 para obtener un disefo rotable, y el punto central
efectuado por triplicado en cada experimento. El experimento fue independientemente
efectuado por duplicado. Sobre el promedio de las réplicas independientes se efectud el analisis
estadistico correspondiente. En el Apéndice 4.11 se informa la matriz de disefio y la tabla de
niveles de factores utilizada.

1.3.2.Disefio experimental de optimizacién de factores para ILBB592

Los factores optimizados fueron la concentracion de EP2 y MnSO.. Los factores no significativos
glucosa, NH4S04, KH,PO4 y MgCl, pasan a incorporarse al nivel medio respecto al trabajado en
el ensayo de seleccion de factores (5.0g/L, 1.5g/L, 3.0g/Ly 0.6g/L, respectivamente).

Para el factor EP2 se efectud un ensayo previo de definicion de zona de optimizacidn, bajo un
disefio de un factor a seis niveles (5.0g/L, 10 g/L, 15 g/L, 25 g/L, 50 g/L, 100 g/L) por duplicado.
MnSO4 no se incorporan al medio de cultivo en este ensayo.

El disefio experimental de optimizacién realizado fue un central compuesto (CCD) factorial a dos
niveles, aumentado con punto central y axial para el ajuste de un modelo cuadrético (22***"). Los
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puntos axiales se calcularon con un a=1.41 para obtener un disefio rotable, y el punto central
efectuado por triplicado en cada experimento. El experimento fue independientemente
efectuado por duplicado. Sobre el promedio de las réplicas independientes se efectud el andlisis
estadistico correspondiente. En el Apéndice 4.12 se informa la matriz de disefio y la tabla de
niveles de factores utilizada.

1.3.3. Andlisis estadistico
1.3.3.1. Ajuste del modelo

Se analizé el ajuste de los disefios experimentales ejecutados para cada cepa con un modelo
polindmico de segundo orden (Ecuacion 1) por la metodologia de superficie de respuesta
(Response Surface Methodology, (RSM)).

n n n n
y(x;) = b, + z bix; + z byix® + z z bijxix; + € (Ecuacion 1)
i1 i1

i=1i=1

donde y(x;) y x; representa cada variable respuesta, e independiente respectivamente; b,, b;
bii, bij corresponden a los coeficientes de interaccién, efecto lineal, efecto cuadratico y efecto
de interaccidn, respectivamente; y € representa el error aleatorio del modelo. La depuracién de
gue términos del polinomio a ser incluidos en cada modelo se efectud de acuerdo con la técnica
de eliminacidn backward evaluando la significancia de cada termino y el cumplimiento de los
principios de parsimoniay jerarquico. El modelo seleccionado final para cada variable respuesta
para cada cepa fue aquel que tuvo: mayor idoneidad del modelo (mayor F,de regresién), mayor
R%,;y menor falta de ajuste (Lack of Fit (LOF)), tal cual lo calculd el software estadistico Design
Expert® 7.0.0 (State-Ease, Inc., Minneapolis, USA).

1.3.3.2. Localizacién del 6ptimo

La respuesta predicha por el modelo de segundo orden ajustado para cada variable respuesta
de estudio, es empleada para generar una funcién de deseabilidad parcial (d;) (Ecuacidn 2).

(x-())'—L- s o) <Ly
di(y(x,-)) = (—inl—Li ‘) L <y(x;) < U; )
1, y(x) = U; (Ecuacién 2)

donde y(x;) es la respuesta predicha con el modelo ajustado (Ecuacién 1), L; y U; son los valores
de la respuesta mas alto y bajo obtenidos en el ensayo de optimizacidn, respectivamente;y s es
el valor de ponderacidn de la variable respuesta en la optimizaciéon multiple ( s igual a la unidad
fue utilizado para ambas variables respuestas). Con d; definido para cada variable respuesta, se
combinan en una funcién de deseabilidad global (D) para cada cepa las dos variables respuesta
de estudio (Ecuacidn 3).

1
L it .,

D= 1_[ diri (Ecuacidn 3)
i=1

donde n es el nimero de variables y r; es la importancia asignada a cada respuesta en la
optimizacion multiple (r; igual a la unidad fue utilizado para ambas variables respuestas).
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1.3.4.Verificacion de variables respuestas y funcionalidad de interés en el punto éptimo,
calculo de error de prediccién e intercomparaciéon con medio clasico

Se verifican los medios de cultivo dptimos predichos para las cepas ILBB139 y ILBB592 (Medio
Esporulacion Bacillus thuringiensis (MEBT) y Medio Esporulacion Bacillus thuringiensis (MEBM),
respectivamente) determinando por triplicado el titulo y la eficiencia de esporulacion (inciso
1.2.3), en las condiciones de produccién descriptas en el inciso 1.2.1. El calculo del error de
prediccidn de cada variable respuesta para cada cepa se efectud segun Apéndice 5.

En el punto dptimo se verifica nuevamente la capacidad funcional de mineralizar el fitato de
sodio en placa para cada cepa segun el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del Capitulo 1. Se
incluyendo una etapa previa de germinacion de espora para constatar la capacidad metabdlica
de interés (1mL del cultivo esporulado se siembra en 15mL de LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24
horas, 28°C)).

Se efectud un ensayo de intercomparacion del medio optimizado obtenido para cada cepa con
el medio clasico de esporulacidn de Bacillus s.I. (2SG, Leighton, 1971) (Apéndice 1.1.3), enlas en
las condiciones de produccién descriptas en el inciso 1.2.1.

2. Optimizacidn de condiciones de produccién para la cepa ILBB592
2.1. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en matraz
2.1.1. Condiciones de fermentacidn

La cepa ILBB592 fue crecida en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28°C). Un volumen
de 1mL del cultivo se inoculd por matraz alcanzando una carga bacteriana inicial de
1x10°ufc/mL. Se trabajé en condiciones de incubacién aerobias (10mL del medio MEBM en
matraces de 125mL, 180rpm (Incubator Shaker ES-60)) a 28°C durante 48 horas.

2.1.2. Métodos analiticos

Para el seguimiento del proceso a lo largo del tiempo se determinaron las siguientes variables
de estado: biomasa (turbidimetria (600nm) y correlacién con peso seco) (Apéndice 4.14),
azucares reductores en solucion (Apéndice 3.3), titulo de esporas, eficiencia de esporulacion
(inciso 1.2.3) e inspeccién de pureza y/o estadio celular del cultivo por microscopia éptica con
contraste de fases. Se aplicé la técnica de cancelacidon de matraz y se efectuaron dos réplicas
biolégicas a cada tiempo.

2.1.3. Calculo de parametros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso

Los parametros descriptivos del proceso determinados fueron: duracidon de fase lag (Tiag),
duracién de fase exponencial (Texp), concentracion de biomasa final (Xfina), conversién de
azucares reductores maxima (Xsmax); l0s parametros cinéticos fueron: productividad volumétrica
maxima de biomasa (Qxmsx), velocidad maxima de consumo de azlcares reductores (Qsmax),
velocidad especifica maxima de crecimiento (Umzx), velocidad especifica maxima de consumo de
azucares (gsmax) Y €l parametro estequiométrico fue el coeficiente de rendimiento de biomasa
(Yxss). El calculo de los mismos se detalla en el Apéndice 6.

2.2. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en biorreactor en modo de operacion
discontinuo (batch)

2.2.1. Condiciones de fermentacion

Un fermentador Bioflo Celligen 310 equipado con cuatro baffles y dos turbinas Rushton de 6
paletas, de 5L de volumen util, fue empleado en modo de operacidn discontinuo.
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Para generar el inéculo del biorreactor, la cepa ILBB592 fue crecida en 15mL LB (Falcon de 50mL,
180rpm, 24 horas, 28°C). Un volumen de 1mL de este cultivo se in6culo en 15mL de MEBM
(matraces de 125mL,180rpm (Incubator Shaker ES-60), 16 horas, 28°C). El biorreactor se inoculd
con 20mL (al 1%) del cultivo anteriormente descripto a 2L de MEBM, alcanzando una carga
bacteriana inicial de 1x10°ufc/mL (biomasa inicial 0,5g/L).

Las variables operacionales temperatura, porcentaje de oxigeno disuelto (OD) se mantuvieron
constantes durante la totalidad de la corrida a 28°C y 20%, respectivamente. El OD del medio se
mantuvo constante mediante regulacion automatica de la agitacién y la aireacién a través del
algoritmo de control PID (Proportional-Integral-Derivative controller) y la cascada de eventos
detalla en el Apéndice 8. El pH se monitored durante la corrida y se toma como variable de
estado para describir el estadio fisioldgico del cultivo. El agregado de antiespumante no fue
necesario durante las 48 horas que se monitoreo el proceso.

2.2.2.Métodos analiticos

Las variables de estado determinadas durante el proceso son las enlistadas en el inciso 2.1.2,
determinando la totalidad de las mismas por duplicado a cada tiempo de muestreo. Se
efectuaron dos réplicas genuinas del proceso.

2.2.3.Calculo de pardmetros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso

Los parametros del proceso calculados fueron los mencionados en el inciso 2.1.3, para cada
réplica genuina.

2.2.4 Verificacién de funcionalidad de interés del cultivo de esporas producido

A partir del cultivo esporulado se siembra un 1mL del cultivo en 15mL de LB (Falcon de 50mlL,
180rpm, 24 horas, 28°C). A partir de este indculo se constata la capacidad funcional de
mineralizar el fitato de sodio en medio sélido segun el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del
Capitulo 1.

2.3. Estudio de cinética de crecimiento de la cepa ILBB592 en MEBM en biorreactor en
modo de operacién semicontinuo (fedbatch)

2.3.1. Determinacidn de tolerancia maxima a glucosa para la cepa ILBB592 en MEBM

La tolerancia maxima de la cepa ILBB592 a glucosa se determind bajo las condiciones de cultivo
detalladas en el inciso 1.2.1, en el medio MEBM (Apéndice 1.3.2). Los niveles de glucosa
evaluados fueron: 5, 10, 15, 25, 50 y 150 g/L. Las variables respuestas determinadas por
duplicado bioldgico a las 48 horas de incubacién fueron: titulo de esporas y eficiencia de
esporulacion (inciso 1.2.3), pH del medio, y concentracién de azlcares reductores remanentes.
La concentracién de azlcares reductores se determind segun el inciso 3.3 del Apéndice. La
conversion de azucares reductores se calculé como el porcentaje de la cantidad de azlcares
reductores consumido (cantidad inicial menos final) con relacion a la cantidad inicial de azucares
reductores.
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2.3.2. Descripcion y modelado de estrategia de alimentacién de glucosa

La estrategia de alimentacién de glucosa implementada fue una alimentacion asintética (Figura
1).

F s ==
L b A — b A
A B

Figura 1. Esquema representando estrategia de alimentacion asintética (Cheng et al., 2002). A. Reservorio de
solucion concentrada. B. Reservorio de solucion diluida. F. flujo volumétrico

La misma consistid en un reservorio A de solucidon concentrada de glucosa que se transfiere a un
segundo reservorio B de solucién diluida a un flujo F. A su vez, la solucién de reservorio B
alimenta al reactor a un flujo F, de modo que el volumen del reservorio permanece constante
durante toda la etapa de alimentacion y la concentracidn de glucosa en el reservorio B varia en
forma asintoética en funcidn del tiempo tendiendo a la concentracidn del reservorio A.

El calculo de la concentracion de glucosa en ambos reservorios se efectué en base al modelo
propuesto en el Apéndice 7.1, fijando los parametros en listados en Apéndice 7.2.

2.3.3. Condiciones de fermentacion

Un fermentador Bioflo Celligen 310 equipado con cuatro baffles y dos turbinas Rushton de 6
paletas, de 5L de volumen util, fue empleado en modo de operaciéon semicontinuo.

La generacion del indculo e inoculacidon de biorreactor se realizd tal se describe en el inciso 2.2.1,
con un volumen inicial del medio de cultivo MEBM de 1.5L.

Las variables operacionales de control y monitoreo en este modo de operacién del equipo
fueron las mismas que en el modo de operacién discontinuo (inciso 2.2.1). En este proceso el
agregado de antiespumante tampoco fue necesario durante las 48 horas de monitoreo.

El inicio de la alimentacion fue a las 8 horas de fermentacién, en condiciones de alta biomasa y
baja velocidad especifica de crecimiento (con el fin de evitar la acumulacién de sustrato
limitante), baja eficiencia de esporulacidon (menor al 10%), bajo nivel de glucosa remanente en
el medio (menor al 10% del contenido inicial). Un rdpido incremento del OD dio indicio de la
culminacién de la etapa batch.

La alimentacion se efectué a un flujo volumétrico constante de 0.072L/h en el sistema de
alimentacién asintético descripto en el inciso 2.3.2. La concentracidn de glucosa en el reservorio
de dilucidn (Sq) fue de 10,6g/Ly los restantes componentes fueron incorporados en proporcion
a lo descripto para el medio MEBM. La concentracién de glucosa en el reservorio de solucion
concentrada (Sc) fue de 71,7g/Ly los restantes componentes fueron incorporados en proporcion
a lo descripto para el medio MEBM, exceptuando el extracto proteico (EP2) 45g/L. El volumen
de solucidon de ambos reservorios fue de 0.8L y el reservorio de dilucidon conté con agitacion
durante la etapa de alimentacion.
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2.3.4. Métodos analiticos

Las variables de estado determinadas durante el proceso son las del inciso 2.1.2,
determinandolas por duplicado a cada tiempo de muestreo. Se efectuaron dos réplicas genuinas
del proceso.

2.3.5.Cdlculo de pardmetros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso

Los parametros descriptivos del proceso determinados fueron: duracidon de fase lag (Tiyg),
duracién de fase exponencial (Texp), concentracién de biomasa final (Xfina), conversién de
azucares reductores maxima (Xsmsx); los parametros cinéticos fueron: velocidad especifica
maxima de crecimiento (Lmax), velocidad especifica maxima de consumo de azucares (Qsmax) Y €l
parametro estequiométrico fue el coeficiente de rendimiento de biomasa (Yyss). El calculo de los
mismos se detalla en el Apéndice 6.

2.3.6.Verificacion de funcionalidad de interés del cultivo de esporas producido

A partir del cultivo esporulado se siembra un 1mL del cultivo en 15mL de LB (Falcon de 50mlL,
180rpm, 24 horas, 28°C). A partir de este indculo se constata la capacidad funcional de
mineralizar el fitato de sodio en medio sélido segun el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del
Capitulo 1.

3. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sélidas y liquidas del cultivo de esporas
de la cepa ILBB592 producido en un biorreactor de escala de laboratorio

3.1. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones liquidas del cultivo de esporas de
la cepa ILBB592

3.1.1.Disefio experimental

Se estudié la estabilidad de la espora en formulacién liquida en el tiempo mediante el agregado
de distintos estabilizadores. Para ello se planteé un disefio factorial completo de los siguientes
factores: polivinilpirrolidona, PVP (FL1) (dos niveles: 0 g/Ly 20 g/L); glicerina (FL2) (dos niveles:
0 (v/v)% y 1 (v/v)%); glutamato monosddico (FL3) (dos niveles: 0 g/Ly 20 g/L) y el tiempo de
almacenamiento a 22°C (FL4) (O, 1, 2 y 4 meses). De la combinacién de FL1, FL2 y FL3 a sus dos
niveles se obtienen los ocho tratamientos que se siguen en el tiempo.

Se agregd un control externo de esporas lavadas y secadas. Se empled la técnica de cancelacidn
de bolsa/eppendorf, siendo éstas las unidades experimentales de estudio.

Para cada tiempo de almacenamiento se determind por duplicado biolégico la concentracién de
esporas (inciso 1.2.3) y la capacidad funcional de mineralizar fitato de sodio en medio sélido
(inciso 2.2.4). Cabe destacar que las concentraciones de cada componente se informan por litro
de formulacion liquida.

3.1.2. Metodologia

El cultivo de esporas obtenido de la produccidn del biorreactor en modo de operacién fedbatch
se agregd en una relacion 1:3 en los ocho tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8) resultantes
de la combinacién de los factores de estudio FL1, FL2 y FL3 (Apéndice 4.13.1). Las ocho
formulaciones liquidas se alicuotaron y sellaron en bolsas de polipropileno (12cm x 20cm) en
condiciones asépticas.

Para el control externo se centrifugaron 2mL de cultivo (12000rpm, 3min) en eppendorf de 2mL
(previamente secado a 45°C, termostatizado en desecador y pesado, hasta peso constante), se
removid el sobrenadante y se efectuaron dos lavados con suero fisioldgico (0,85% NacCl).
Posteriormente se secd a 45°C hasta peso constante y se registro el peso final.
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3.2. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sdlidas del cultivo de esporas de
la cepa ILBB592.

3.2.1. Diseio experimental

Se estudid la estabilidad en el tiempo de la espora en formulacion sdélida para distintos soportes
inertes. Para ello se planted un disefio factorial completo de los siguientes factores: caolin (FS1);
turba (FS2); espora lavada y seca (FS3) y el tiempo de almacenamiento a 22°C (FS4) (O, 1, 2, 3,
4, 5 meses). Se empleo la técnica de cancelacién de bolsa/Falcon/eppendorf, siendo esta las
unidades experimentales de estudio.

Para cada tiempo de almacenamiento se determind por duplicado bioldgico la concentracion de
esporas (inciso 1.2.3) y la capacidad funcional de mineralizar fitato de sodio en medio sdélido
(inciso 2.2.4) en las formulaciones a base de caolin y la espora seca lavada. Para la formulaciéon
a base de turba se determinaron las mismas variables respuestas por duplicado analitico en cada
tiempo de estudio.

3.2.2. Metodologia

El cultivo de esporas obtenido de la produccidn del biorreactor en modo de operacién fedbatch
se empled para la elaboracidn de los tres formulados sélidos. Para el formulado a base de caolin
nacional se centrifugd 50mL del cultivo de esporas (6000rpm, 5min) en Falcon de 50mL
(previamente secado a 45°C, termostatizado en desecador y pesado, hasta peso constante). Al
pellet resultante (equivalente a 0.6g de biomasa seca) se le incorporo en forma aséptica 3g de
la mezcla sélida a base de caolin nacional y se amaso dentro del Falcon con varilla de vidrio hasta
la homogenizacion del formulado. A la mezcla sélida a base de caolin nacional se le incorporé
carboximetilcelulosa (CMC) 1% y carbono activado 1%. La mezcla fue esterilizada en fracciones
de 3g en bolsas de polipropileno por calor himedo (121°C, 20min, 0.1MPa).

Para el formulado de impregnacion de turba se inyectaron en forma aséptica 100mL de cultivo
de esporas por bolsa de 100g de turba estéril neutralizada (Daason S.A.).

El formulado/control de la espora seca y lavada se elaboro de igual modo que el control externo
descripto en el inciso 3.1.2. Cabe destacar que este control se incorpord tanto en la formulacion
liquida y sdlida dado que se emplearon distintos lotes de producciéon. Los proveedores de los
componentes empleados en las formulaciones se detallan en el Apéndice 9.

3.3. Analisis estadistico univariado

La estabilidad de la carga de esporas de cada formulacién (liquida y sélida) seguida en el tiempo
se efectué mediante un andlisis de varianza (ANAVA) con el tiempo como Unico factor de
estudio. Se probaron los supuestos de normalidad de residuos (Prueba Shapiro-Wilks) y
homocedasticidad de varianza (Prueba de Levene), previo a su implementacion. Para los casos
en que se obtuvo una significancia en el modelo propuesto se efectud la prueba de comparacion
de medias LSD-Fisher con un p<0.05.
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C. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Optimizacién de medio de cultivo de las cepas ILBB139 y ILBB592 a escala matraz
1.1. Seleccidn y caracterizacién de materias primas
1.1.1. Seleccion de componentes de medio de cultivo a evaluar

Las materias primas en estudio fueron seleccionadas en base a una revisidn bibliografica de
aquellos componentes del medio de cultivo para los cuales se ha reportado tener una
significancia estadistica en el titulo de esporas y en la eficiencia de esporulacion. La busqueda
bibliografica se sesgo para las taxa mas representadas en el proceso de screening (Lysinibacillus
spp., Bacillus thuringiensis) y el Bacillus subtilis al ser tomado como modelo biolégico de estudio
(Tabla 1.).

Cabe destacar que existen reportes de optimizacién de medios de cultivo para esporulacién de
Bacillus thuringiensis y Lysinibacillus spp. En cambio, para Bacillus megaterium se encuentran
referencias bibliograficas de medios de cultivos optimizados para la produccion de biopolimeros
(polihidroxialcanoatos (PHA)) (Lépez et al., 2012; Grage et al., 2017), proteinas (Sindhu et al.,
2006; Vary et al., 2007; Biedendieck et al., 2016), biotransformaciones (Brill et al., 2014) y
biofertilizantes en fermentacién sdlida (Liu et al., 2018), por ello no se lista en la Tabla 1.

1.1.2.Caracterizacion de extractos proteicos

Dada la significancia reportada de los extractos proteicos en el titulo y eficiencia de esporulacidn
para Bacillus s.I. (Ben Khedher et al., 2011; Sreekumar et al., 2010; Chen et al., 2010), se decidio
caracterizar a las fuentes complejas a ser utilizadas.

Los resultados obtenidos se informan en la Figura 2. Dado que no se efectuaron réplicas en las
determinaciones analiticas no fue posible efectuar un analisis estadistico paramétrico de
comparacion de medias. Entre las cuatro fuente proteicas parece no haber mayor diferencia
entre el contenido de C.Org. No obstante, se sugiere una diferencia en el contenido de N entre
extractos proteicos de distintos origenes, siendo EP4 el Unico extracto proteico de origen vegetal
(extracto de maiz) analizado para el cual se obtuvo un menor contenido de N. EP1, EP2, y EP3
son extractos de levadura.
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Figura 2. Grafico de barras de carbono organico, nitrégeno total y fésforo total de los extractos de levadura EP1,
EP2, EP3 y EPA4.
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Cabe mencionar que la utilizacidon de extracto proteicos como factor de estudio hace que los
medios a optimizar sean semi-definidos, donde la Unica fuente compleja a ser empleada sea el
extracto proteico significativo para cada cepa. El origen de estos extractos proteicos asegura el
suministro de determinados factores de crecimiento esenciales para el crecimiento celular, que
en caso de ser un medio netamente sintético deben ser agregados al medio de cultivo,
impartiendo un costo extra en el proceso de bioproduccidon y complejizando alin mas el proceso
de optimizacién al tener que incorporar mas factores de estudio.

1.2. Seleccidon de componentes del medio de cultivo de significancia en titulo de esporas y
eficiencia de esporulacidn para ILBB139 y ILBB592

1.2.1.Disefio experimental de seleccion de factores de significancia

Dada la necesidad de evaluar la significancia de nueve componentes de medio de cultivo en las
variables respuesta de estudio, se recurrié a un disefio factorial a dos niveles fraccionado. De
ejecutarse todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores en un disefio factorial
completo requeriria 512 corridas (Tabla 5.). No obstante, si se desea estudiar a los efectos
principales e interacciones dobles como efectos no ignorables (bajo la premisa de cumplimiento
del principio de jerarquizacion de efectos) se requeriria como minimo 45 corridas (9 efectos
principales de cada factor y 36 interacciones dobles (C;, combinaciones de 9 factores tomadas
de a 2)). Contemplando el nimero de efectos estimables para los distintos disefios factoriales
fraccionados (Tabla 5.) se selecciond el disefio factorial fraccionado 2°2 que reduce el disefio
factorial completo a una octava parte del mismo.

Tabla 5. Numero de experimentos, efectos estimables y efectos ignorables para distintos disefios
de nueve factores a dos niveles

Disefio Factorial N° Experimentos  N° Efectos estimables ~ N° Efectos no ignorables
2° 512 511 45
291 256 255 45
292 128 127 45
293 64 63 45
294 32 31 45

El disefo seleccionado es de resolucién IV, por lo que los efectos principales no se confunden
entre ellos ni con interacciones dobles, pero si puede confundir interacciones dobles entre si,
tal como se informa en la matriz de confusién (Apéndice 4.10.3). Otras caracteristicas del disefio
también fueron contempladas para la seleccién del mismo. Se buscé seleccionar un disefio que
sea ortogonable, rotable, eficiente y presente bajos coeficientes de Leverage.

Las 64 corridas se aleatorizaron en dos semanas de trabajo distintas dado limitantes de
equipamiento y de tiempo, por lo que la variable “semana” se tomdé como factor de bloqueo.
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t-Value of Effect

1.2.2.Seleccién de componentes del medio de cultivo de significancia en titulo de
esporas y eficiencia de esporulacién para ILBB139

Para la evaluacién de la significancia de los efectos estudiados sobre las dos variables respuestas
se presenta el diagrama de Pareto- método de Bonferroni, grafico de Daniel y tabla de andlisis
de varianza Figura 3.
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FV SC gl ™M Fo Valor-p FV SC gl M Fo  Valor-p

A 127,710 1 127,710 9,95 0.0025 A 65,458 1 65,458 8,63 0.0047

D 303,435 1 303,435 23,64 <0.0001 D 158,179 1 158,179 20,86 <0.0001

G 87,0940 1 87,0940 6,78 0.0116 G 35036 1 35036 4,62 0.0357

Bloque 13,283 1 13,283 Blogue 0,639 1 0,639
Error 757,414 59 12,838 Error 447,300 59 7,581
Total 1288,936 63 Total 706,613 63
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Figura 3. Diagrama de Pareto-método de Bonferroni (A), grafico de Daniel (B) y tabla de analisis de varianza (C) (FV,
Fuente de Variacién; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) para la cepa
ILBB139, en las variables respuesta: titulo de esporas (1) y eficiencia de esporulacién (2). El factor A, D, G es la
concentracion de glucosa, EP3 y MnSQO,, respectivamente. En las figuras A y B el color naranja y azul corresponden a
efectos positivos y negativos, respectivamente.

De los cuatro extractos proteicos ensayados los extractos de levadura presentaron efectos
positivos significativos (Apéndice 4.10.4), en cambio, el extracto de maiz genera un efecto
negativo significativo (Apéndice 4.10.4) en ambas variables respuestas.

En el diagrama de Pareto-método de Bonferroni (Figura 3, 1Ay 1B) y grafico de Daniel (Figura 3,
2A y 2B) se constata un marcado efecto positivo y significativo para el extracto proteico EP3, al
caer en la zona de significancia del método de Bonferroni en el diagrama de Pareto y alejarse de
la recta (la cual representa los efectos experimentales en funcién de los efectos tedricos que se
obtendrian de presentar una distribucién normal) en el diagrama de Daniel, en ambas variables
respuestas.
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El extracto proteico EP3 que tuvo un efecto positivo de mayor magnitud en ambas variables
respuestas para la cepa ILBB139, se encontrd dentro del grupo de extractos proteicos con mayor
contenido de N, y dentro del mismo fue aquel que presenté una mayor relacién P/C.Org (Figura
2).

Para el conjunto de efectos que caen en la zona dudosa de significancia en el diagrama de Pareto
(entre el timite de Bonferroni y el tqitico) €l criterio tomado para la seleccién de los factores a
evaluar su significancia en el ANOVA fue la seleccion de efectos principales (por el Principio
Jerdrquico, el cual postula que los efectos principales serdn de mayor importancia que
interacciones dobles, triples, etc para modelar la variabilidad de la respuesta), incluyendo en el
conjunto de factores seleccionados una Unica fuente de extracto proteico de las cuatro
ensayadas. De aqui se selecciond a los factores: glucosa y MnSQ,, para evaluar su significancia y
modelar la variabilidad de la respuesta.

De la seleccion de los factores EP3, glucosa y MnSOs se obtienen p-valor de significancia en el
ANOVA (Figura 3, 3Ay 3B), y el remanente de efectos que pueden ser estimados por el disefio
(60 efectos estimables restantes) que no presentaron evidencia significativa para rechazar el
supuesto de normalidad (Prueba Shapiro-Wilks; p-valor de 0.979 y 0.415, para las variables 1y
2) pasaron a conformar el error. Esto es coherente con el principio de Parteo el cual postula que,
al partir de una elevada cantidad de factores en la fase inicial de un experimento solo unos pocos
son los responsables de la mayor variabilidad de la respuesta.

Cabe mencionar que los efectos A (glucosa), D (EP3) y G (MnSQO,) son en realidad debido al alias:
[A] = A, [D] =D + EGH, [G] = G + DEH (Apéndice 4.10.3). Sin embargo, puesto que es plausible
que la interaccidn de tres factores y de érdenes superiores sea insignificante, se concluye que
los efectos A, D y G son los seleccionados para la optimizacidn.

101



Capitulo 2

1.2.3. Seleccion de componentes del medio de cultivo de significancia en titulo de

esporas y eficiencia de esporulacién para ILBB592

Para la evaluacién de la significancia de los efectos estudiados sobre las dos variables respuestas
se presenta el diagrama de Pareto- método de Bonferroni, grafico de Daniel y tabla de andlisis
de varianza Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de Pareto-método de Bonferroni (A), grafico de Daniel (B) y tabla de analisis de varianza (C) (FV,
Fuente de Variacidn; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) para la cepa
ILBB592, en las variables respuesta: titulo de esporas (1) y eficiencia de esporulacion (2). Los factores C, D, G son las
concentraciones de EP2, EP3 y MnSQ,, respectivamente. En las figuras A y B el color naranja y azul corresponden a
efectos positivos y negativos, respectivamente.

De los cuatro extractos proteicos ensayados, EP1, EP2 Y EP4 generaron un efecto positivo y
significativo en ambas variables respuestas (Apéndice 4.10.5). No obstante, EP3 fue significativo
para para el titulo de esporas y no asi para la eficiencia de esporulacién (Apéndice 4.10.5). Dado

gue EP2 presentd un efecto positivo significativo para ambas variables respuestas, es el extracto
proteico seleccionado a evaluar su significancia en el ANOVA. Para ILBB592 el extracto de maiz
genera un efecto positivo y significativo, siendo lo contrario a lo obtenido para ILBB139.
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Para el conjunto de efectos que caen en la zona dudosa de significancia en el diagrama de Pareto
(entre el timite de Bonferroniy el teitico) (Figura 4, 1Ay 1B) y se apartan paulatinamente de la recta
en el grafico de Daniel (Figura 4, 2A y 2B), el criterio tomado para la seleccion de los factores a
evaluar su significancia en el ANOVA fue la seleccion de efectos principales incluyendo un solo
factor de los extractos proteicos utilizados, ya mencionado. De aqui se selecciond al factor
MnSO, para evaluar su significancia en modelar la variabilidad de las respuestas.

De la seleccidn de los factores EP2 y MnSQO, se obtienen p-valor de significancia en el ANOVA
(Figura4,3Ay 3B),y el remanente de efectos que pueden ser estimados por el disefio (61 efectos
estimables restantes) que no presentaron evidencia significativa para rechazar el supuesto de
normalidad (Prueba Shapiro-Wilks; p-valor de 0.689 y 0.384, para las variables 1y 2) pasaron a
conformar el error.

Los efectos C (EP2) y G (MnSQs) son en realidad debido al alias: [C] =C, [G] = G + DEH (Apéndice
4.10.3). Sin embargo, puesto que es plausible que la interaccion de tres factores y de érdenes
superiores sea insignificantes, se concluye que los efectos C y G son los seleccionados para la
optimizacion.

El extracto proteico EP2 que tuvo un mayor efecto positivo en las variables respuestas para la
cepa ILBB592, se encuentro al igual que EP3 (extracto proteico seleccionado para ILBB139)
dentro del grupo de extractos proteicos ensayados con mayor contenido de N. Si bien EP2 no
difiere circunstancialmente de EP1 en la relaciones N/C Org y P/C Org, el fabricante de ambos
extractos de levadura reporta para EP2 ser enriquecida en manganeso, hierro y zinc. Esto es
coherente con la significancia obtenida para la cepa ILBB592 de un nivel basal de manganeso en
el medio de cultivo para que esporule en condiciones éptimas.

1.3. Optimizacién de medios de cultivo
1.3.1. Seleccién de disefio experimental de optimizacién de factores

En la seleccion de un disefo experimental de optimizacion, ciertos atributos son deseables para
ajustar un modelo de prediccion de una respuesta por la Metodologia de Superficie de
Respuesta (RSM). Interesa estudiar la adecuabilidad del modelo, falta de ajuste; ejecutar los
ensayos en bloque; que los disefios de orden superior se construyan secuencialmente; estimar
el error de predicciéon del modelo, de los coeficientes del modelo; estimar la varianza de
prediccion en la regién experimental; calcular los pardametros del modelo de forma simple sin
requerir un elevado nimero de niveles en cada variable independiente, resultando en un
numero de corridas factible de ejecutar.

En base a lo reportado para el modelado del titulo de esporas y eficiencia de esporulacién para
Bacillus s.I. en relacidn con distintos constituyentes de medio de cultivo (Posada-Uribe et al.,
2015) es de esperarse una superficie respuesta con curvatura, por lo que se seleccioné un disefio
experimental de optimizacion para ajustar un modelo de segundo orden.

El disefio central compuesto (DCC) se trata de un disefio factorial 2X (o factorial fraccionado de
Resolucién V), siendo k el numero de factores a optimizar. El aumentar el disefio experimental
con réplicas del punto central permite estudiar la bondad de ajuste del modelo (al estimar el
error experimental puro). El incorporar al disefio mas de dos niveles por factor, al introducir el
punto central y los puntos axiales, permite modelar una curvatura de la superficie de respuesta
obtenida de analisis de regresion lineal multiple y obtener un modelo de segundo orden.

Dos parametros del disefio deben especificarse: el nimero de réplicas del punto central y la
distancia del punto axial al centro del disefio. Para que el disefio sea rotable @ = {/ny siendo ng
el numero de puntos experimentales utilizados en la fraccién factorial del disefio. Que el disefio
sea rotable significa que proporciona una precision de estimacién igual en todas las direcciones,
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siendo una caracteristica de interés dado el desconocimiento a priori de la localizacién del
6ptimo.

Si bien para este disefio es necesario un mayor nimero de corridas respecto a otros que también
permiten obtener modelos de segundo orden (Box-Behnken), una de las principales ventajas
que el DCC presenta, es el permitir la ejecucidon de experimentos secuenciales incorporando
puntos experimentales para mejorar el ajuste del modelo.

1.3.2. Optimizacién de medio de cultivo para ILBB139
1.3.2.1. Prueba intermedia de seleccidn de zona de optimizacién para EP3

Para la seleccién de la zona de optimizacion del factor EP3 fue necesario efectuar un ensayo
previo que ampliase el rango dinamico de trabajo que se utilizdé en el ensayo de seleccién de
factores de significancia (0-5 g/L), dado que en el mismo se obtuvo solo un incremento de las
variables respuestas de estudio. Por ello se decidié trabajar en el rango 0-100 g/L con el fin de
constatar un incremento y reduccién de las variables respuestas con el incremento de la
concentracién de EP3 y asi definir el rango dinamico de optimizacién. En la Figura 5. se presentan
los resultados obtenidos.

12 4 r 100

Titulo,[log(ufc/mL)]
Esporulacion(%)

Cepslg/L)

g Titulo === Esporulacién
Figura 5. Grafico de dispersidn con linea de titulo de esporas (ufc/mL) y eficiencia de esporulacién para los

distintos niveles de EP3 ensayados. El cuadro rojo punteado indica la zona de optimizacién seleccionada. Cada
punto representa el promedio de tres réplicas * |la desviacidn estandar.

En base a la tendencia observada se seleccioné el rango dinamico de optimizacién (5-25) g/L
para EP3.
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1.3.2.2. Ajuste de modelo propuesto para el modelado del titulo de esporas y

eficiencia de esporulacién a partir de los factores de significancia

Los modelos polindmicos de segundo orden ajustados para cada variable respuesta de estudio
se presentan en la Figura 6.

Tabla Andlisis de Varianza (SCP-Tipo IIl)

_ P FV SC gl CcM Fo Valor-p
2 o yd Modelo 16,589 2 8,295 85972 <0,0001
g / N\ C 0,0163 1 0,0163 0,168 0,688
E / \ 2 16,573 1 16,573 171,776 <0,0001
37/ Residual 1,351 14 0,0965
) \ Llackof Fit 1,160 12 0,0966 1,012 0,599
£ e E Puro Error 0,191 20,0955
i 1B Total 17,940 16
© ‘:-I.m 1500 clc-n 2“!1 21-EFEP3 Tituloesp [log(uf C/m L)] = —0,0362 +0,9C +2,9
1A S émi’iﬁn"iﬁ?; ¥ 1c Riaj = 0,91
Tabla Andlisis de Varianza (SCP-Tipo Ill)
QDA FV sC_ gl M Fo  Valorp
- Modelo 808,684 4 202,171 14,796 0,0001
< C 0212 1 0212 0,0155 0,9030
z S A 512,930 1 512,930 37,538 <0,0001
& ‘f&‘:“““:“:&‘{‘:““\ c:z 249,296 1 249,296 18,244 0,00110
Ssteslests AN2 104,487 1 104,487 7,647 0,0171
Residual 163,972 12 13,664
lackof Fit 97,305 10 9,731 0,292 0,926
Puro Error 66,667 2 33,333
Glucosa srore 2B Total 972,656 16
‘:E 500 EP3 Actual Factor
B:Mn=003
Esp(%) = —0,1C2 — 32,94% + 3,8C + 12,34 + 59,8
2A 2C dei =0,87

Figura 6. Modelo de regresién cuadratico reducido de la variable respuesta en funcion de sus factores de
significancia (A), tabla de analisis de varianza y prueba de falta de ajuste (B) (FV, Fuente de Variacion; SC, Suma
de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) y modelo de regresion de segundo orden
de mejor ajuste y su RZ%; (C) para la cepa ILBB139, en las variables respuesta: titulo de esporas (1) y eficiencia de
esporulacion (2). Los factores A, B y C, son las concentraciones de glucosa, MnSQOs, y EP3, respectivamente. El
factor no representado en la figura se fijo al valor medio de su correspondiente rango dindmico.

El analisis de varianza del disefio experimental de optimizacién CCD para la cepa ILBB139 indico
que EP3xEP3 (C?) tuvo un efecto significativo en el titulo de esporas (p-valor 0,0001; Figura 6,
1B), si bien el término EP3 (C) no fue significativo para la variable respuesta de estudio este fue
incluido en el modelo polinédmico final por el principio de jerarquia. El p-valor del modelo y la
prueba de falta de ajuste (0,0001; 0,599; Figura 6, 1B) indican que el modelo se ajusta
adecuadamente con los datos experimentales. La ecuacidn del polinomio de segundo orden
(Figura 6, 1A-1C) obtenido del andlisis de varianza, presenta un Rr3,; de 0,91 indicando que menos
del 9,3% de la variabilidad total no es explicada por el modelo.

Para la eficiencia de esporulacién los términos EP3xEP3 (C?), glucosaxglucosa (A?), y glucosa (A)
generaron un efecto significativo (p-valor: 0,0011; 0,017; 0,0001; respectivamente; Figura 6, 2B)
y nuevamente el término EP3 (C) se incluyd en el modelo por el principio de jerarquia. El p-valor
del modelo y la prueba de falta de ajuste (0,0001; 0,926; Figura 6, 2B) indican que el modelo se
ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La ecuacién del polinomio de segundo
orden (Figura 6, 2A-2C) obtenido del analisis de varianza, presenta un R}, de 0,87 indicando que
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menos del 9,9% de la variabilidad total no es explicada por el modelo. La superficie de respuesta
obtenida presentdé una forma de loma, dando cuenta de la correcta seleccién del entorno
experimental de trabajo al contener el punto estacionario centrado en el mismo.

La concentracion de MnSO, (B) pese a ser uno de los factores incluidos en el disefio de
optimizacidn por los resultados obtenidos en el ensayo de seleccidén de factores de significancia,
no generd un efecto significativo en ninguna de las dos variables de estudio. Cabe destacar que
el MnSO, fue de los tres factores seleccionados el de mayor p-valor y cayé en la zona dudosa de
significancia en el diagrama de Pareto de ambas variables respuesta (Figura 3).

1.3.2.3. Localizacién del 6ptimo

A partir de los modelos de segundo orden obtenidos para cada variable respuesta se construye
su correspondiente funcion de deseabilidad parcial. A partir de las mismas se calculd la funcién
de deseabilidad global y con el criterio de optimizacion prestablecido se obtiene el punto 6ptimo
(Figura 7).
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Figura 7. Funcidon de deseabilidad global de las variables respuestas titulo de esporas y eficiencia de esporulacidon
en funcidn de los factores significativos en el disefio de optimizacion. Los factores A, By C, son las concentraciones
de glucosa, MnSQ,, y EP3, respectivamente. El factor de estudio no representado en la figura se fij6 al valor medio
de su correspondiente rango dinamico.

La Figura 7 presenta una amplia zona en con valores de deseabilidad global altos, destacando
ser una zona de optimizacion robusta.

El punto éptimo se localizd a 0 g/L, 0 g/Ly 14,9 g/L de glucosa, MnSQ, y EP3, respectivamente
con un valor de deseabilidad global de 0,87. En dicho punto las variables respuestas se
predijeron tomar valores de 9,5 log ufc/mL y 88% para el titulo de esporas y eficiencia de
esporulacidn, respectivamente.

El base a lo obtenido se propone como medio dptimo para la esporulacion del ILBB139 al medio
MEBT (Medio Esporulacion Bacillus thuringiensis) detallado en Apéndice 1.3.1.

Se ha reportado como éptimo de esporulacidon en condiciones de produccidon en batch para
Bacillus thuringiensis HD-73 una relacién molar C/N 4:1 (Farrera et al., 1998), lo cual es
coherente con el medio optimizado para ILBB139 aun siendo un atributo cepa especifico.
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1.3.2.4. Verificacién experimental del 6ptimo, cdlculo de error de prediccién del
modelo y comparacién con medio de cultivo clasico

Para el medio MEBT se obtiene experimentalmente un titulo de esporas de 9,3 log ufc/mLy una
eficiencia de esporulacién del 82% para la cepa ILBB139; reportando un error de prediccién del
modelo de -2% y -7%. En el medio 25SG en semejantes condiciones de cultivo se obtiene un titulo
de esporas de 7,6 log ufc/mL y una eficiencia de esporulacién del 80% para la cepa ILBB139. Las
esporas producidas una vez germinadas presentaron la capacidad de mineralizar el fitato de
sodio en medio sdlido.

1.3.3. Optimizacién de medio de cultivo para ILBB592
1.3.3.1. Prueba intermedia de seleccion de zona de optimizacién para EP2

El rango dindmico de optimizacidn para EP2 y la cepa ILBB592 se presenta en la Figura 8.
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Figura 8. Grafico de dispersidn con linea de titulo de esporas (ufc/mL) y eficiencia de esporulacién para los
distintos niveles de EP3 ensayados. El cuadro rojo punteado indica la zona de optimizacién seleccionada. Cada
punto representa el promedio de tres réplicas + la desviacion estandar.

En base a la tendencia recabada se selecciona el rango dindmico de optimizacidn 5-25 g/L para
EP2.
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1.3.3.2. Ajuste de modelo propuesto para el modelado del titulo de esporas y
eficiencia de esporulacién a partir de los factores de significancia

Los modelos polindmicos de segundo orden ajustados para cada variable respuesta de estudio
se presentan en la Figura 9.

Tabla Andlisis de Varianza (SCP-Tipo IIl)

FV SC gl CcM Fo Valor-p
- Modelo 36,628 4 9,157 12,547 0,0045
E A 0,0333 1 0,0333 0,0456 0,8379
£ = B 20,845 1 20,845 28,562 0,0018
g e AN2 4,800 1 4,800 6,577 0,0426
& SRR BA2 14,494 1 14,494 19,860 0,0043
E S ~ Residual 4,835 6 0,730
F lackof Fit 4,379 4 1,095 1,243 0,569
: I 1B Puro Error 0,456 2 1,056
= o v B Total 41,007 10
o Titulo,s, [log(ufc/mL)] = —1,6B% — 094% + 1,6B + 0,06A + 10,0
1A 1c R%,; =082
Tabla Andlisis de Varianza (SCP-Tipo Ill)
Ny FV SC gl M Fo Valor-p
— A S Modelo 10885684 2 5442,842 18,410 0,001
_ / N B 402,542 1 402,542 1,362 0,2769
g yd BA2 10483,142 1 10483,142 35,459 0,0003
I I Residual 2365101 8 295,642
Lackof Fit 2267,135 6 394,189 0,536 0,689
15748 — Puro Error 97,967 2 45,326
- Total  13250,819 10
- ; : : ‘ 28 ,
Esp(%) = —0,82B2 — 23,7B — 68,0
2 —_
2A Ep2 2C Ria = 087

Figura 9. Modelo de regresién cuadratico reducido de la variable respuesta en funcion de sus factores de
significancia (A), tabla de analisis de varianza y prueba de falta de ajuste (B) (FV, Fuente de Variacion; SC, Suma
de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) y modelo de regresion de segundo orden
de mejor ajuste y su RZ,; (C) para la cepa ILBB592, en las variables respuesta: titulo de esporas (1) y eficiencia de
esporulacidn (2). Los factores A y B, son las concentraciones de MnSQO4y EP2, respectivamente.

El analisis de varianza del disefio experimental de optimizacién CCD para la cepa ILBB592 indico
que EP2xEP2 (B?), MnSO,x MnSO, (A2), y (B) generaron un efecto significativo (p-valor: 0,0043;
0,043; 0,0018; respectivamente; Figura 9, 1B) y el término MnSQO, (A) se incluyd en el modelo
por el principio de jerarquia. El p-valor del modeloy la prueba de falta de ajuste (0,0045; 0,569;
Figura 9, 1B) indican que el modelo se ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La
ecuacion del polinomio de segundo orden (Figura 9, 1A-1C) obtenido del andlisis de varianza,
presenta un R}y de 0,82 indicando que menos del 9,4% de la variabilidad total no es explicada
por el modelo. La superficie de respuesta obtenida en este caso volvid a presento una forma de
loma, dando cuenta de la correcta seleccién del entorno experimental de trabajo al contener el
punto estacionario centrado en el mismo.

Para la eficiencia de esporulacién el término EP2xEP2 (B?) presentd un efecto significativo (p-
valor: 0,0003; Figura 9, 2B) y el término EP2(B) se incluyé en el modelo por el principio de
jerarquia. El p-valor del modelo y la prueba de falta de ajuste (0,001; 0,689; Figura 9, 2B) indican
qgue el modelo se ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La ecuacién del
polinomio de segundo orden (Figura 9, 2A-2C) obtenido del analisis de varianza, presenta un R3
de 0,87 indicando que menos del 9,2% de la variabilidad total no es explicada por el modelo.
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1.3.3.3. Localizacién del 6ptimo

A partir de los modelos de segundo orden obtenidos para cada variable respuesta se construye
su correspondiente funcidn de deseabilidad parcial. A partir de las mismas se calculé la funcién
de deseabilidad global y con el criterio de optimizacién prestablecido se obtiene el punto dptimo

(Figura 10).
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Figura 10. Funcidn de deseabilidad global de las variables respuestas titulo de esporas y eficiencia de esporulacién
en funcidn de los factores significativos en el disefio de optimizacidn. Los factores A y B, son las concentraciones

de MnSQq,, y EP2, respectivamente.

La Figura 10. presenta una amplia zona con valores de deseabilidad global altos, siendo ser una

zona de optimizacion robusta.

El punto dptimo se localiz6 a 0,03 g/Ly 16,1 g/L de MnSO, y EP2, respectivamente con un valor
de deseabilidad global de 0,84. En dicho punto las variables respuestas predichas toman valores
de 10,2 log(ufc/mL) y 100% para el titulo de esporas y eficiencia de esporulacidn,

respectivamente.

Se propone como medio éptimo para la esporulacién del ILBB592 al medio MEBM (Medio
Esporulacion Bacillus megaterium) detallado en Apéndice 1.3.2.

La relacién molar C:N del medio optimizado para ILBB592 es de 5:1. Se ha reportado una relacién
Optima significativamente superior para Bacillus megaterium (BA-019) para produccién de PHB
de 25:1 (Kulpreecha et al., 2009). Esto es coherente dado que en la produccién de PHB el exceso
de carbono se toma como estrategia para que el cultivo no inicie el proceso de esporulacion al
acidificarse el medio (debido a los productos de fermentacién) (Kraemer-Schafhalter et al.,
1996). dado que el polimero es degradado una vez que el cultivo inicia la esporulaciéon (Wang et
al., 2016). Para una relacion C/N 5:1 Kanjanachumpol (2013) obtuvo para la misma cepa un
maximo de produccién de biomasa y un minimo de PHB en condiciones de produccidn en

fedbatch.

1.3.3.4. Verificacion experimental del dptimo y cdlculo de error de prediccion
del modelo e comparacidon con medio de cultivo clasico.

Para el medio MEBM se obtiene experimentalmente un titulo de esporas de 10,3 log ufc/mLy
una eficiencia de esporulacién del 100% para la cepa ILBB592; reportando un error de prediccion
del modelo de 1% y 0,003%. En el medio 2SG en semejantes condiciones de cultivo se obtiene
un titulo de esporas de 8,2 log ufc/mL y una eficiencia de esporulacién del 95% para la cepa
ILBB592. Las esporas producidas una vez germinadas presentaron la capacidad de mineralizar el

fitato de sodio en medio sélido.
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2. Optimizacién de condiciones de produccion para la cepa ILBB592

2.1. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en matraz y en biorreactor en modo
de operacion discontinuo (batch)

En las Figuras 11 y 12 se representan los perfiles de condiciones de operacion y variables de
estado del proceso en funcidn del tiempo, asi como los pardmetros descriptivos del mismo para
la produccion en matraz y en biorreactor (batch), respectivamente.

La duracidn de la fase lag difiere entre ambos procesos, siendo inferior para la produccién en
batch. Esto puede ser atribuible a que el medio de generacion del indculo en el batch fue el
mismo medio (MEBM), mientras que para la produccién en matraz se realizé en LB, por lo cual
el cultivo pudo requerir un periodo de aclimatacion previo al inicio del crecimiento. Una
duracidn de fase lag de 4hs para un proceso en biorreactor es coherente con lo reportado para
B. megaterium (Hollman et al., 2004; Sabra et al., 2008; Kanjanachumpol et al., 2013).

En ambos sistemas de produccion las curvas de crecimiento microbiano se ajustan a el modelo
no estructurado, no segregado de Monod (R?=0,993 y R?=0,991, matraz y biorreactor
respectivamente (Apéndice 10)), por lo que amerita el calculo del parametro pmsx, asi como de
otras propiedades del cultivo que representan el comportamiento promedio de la poblacién de
células (Tablas C de las Figuras 11 y 12). Los valores obtenidos de pmsx para ambos sistemas de
produccidn son coherente con lo reportado por otros autores (Hollman et al., 2004; Sabra et al.,
2008; Kanjanachumpol et al., 2013). El pums para el sistema de produccién en batch fue
significativamente mayor que en matraz, esto puede ser atribuible a una mayor capacidad de
transferencia de oxigeno para este sistema de produccion, pese a que en ambos sistemas de
produccidon el oxigeno fue limitante en algun periodo de la corrida, al constatarse la
fermentacién de partes de las fuentes de carbono disponibles ante una reduccién del pH del
medio. Se ha reportado un incremento en pmsx concomitantemente con el porcentaje de oxigeno
disuelto (OD) establecido para un sistema de produccién en batch de B. megaterium DSMZ 90
(Sabra et al., 2008).

La duracion de la fase exponencial en la producciéon en matraz fue mayor que en batch, en
coherencia con la tendencia de umsx anteriormente discutida para estos dos sistemas.

Durante la fase exponencial se constata la conversién total del azicar del medio en ambos
sistemas. Inclusive el perfil del pH durante la produccién en ambos sistemas presenta una
tendencia semejante (Rowe et al., 2003). En esta fase se obtiene, una etapa de acidificacién del
medio (se alcanza un pH minimo de 6 para ambos sistemas cuando resta convertir un 25% de la
glucosa disponible inicialmente en el medio) y una etapa de incremento del pH inclusive por
encima del pH inicial del medio.

Se ha reportado que ante un exceso de glucosa en aerobiosis la misma es respirada por los
Bacillus s.I. a través de la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) obteniendo como productos
mayoritarios acido acético y piruvico (Mignone et al., 1996; Yang et al., 2000). Una vez, que la
glucosa se agota, los acidos son oxidados por el ciclo de Krebs (Lithy et al., 1982) estando este
evento asociado al inicio de la esporulacién (Benoit et al., 1990). Esto es consistente con lo
obtenido en la etapa de acidificacién del medio. A su vez, el incremento de pH pude atribuirse a
la metabolizacion de los acidos organicos generados y de fuentes proteicas del medio (una vez
agotada la glucosa y los 4cidos organicos) mediante la amonificacion, proceso mediante el cual
se da la liberacién de amonio y otros sustratos alcalinos durante la lisis celular (Sarrafzadeh et
al.,2014). Cabe destacar que el haber tomado el pH como variable a monitorear fue informativo
del estadio fisioldgico del cultivo, y se reporta como la opcidn mas favorable en la produccién
de biomasa de Bacillus megaterium BA-019 (Kulpreecha et al., 2009).
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Para la fase exponencial del cultivo en batch, el nivel de oxigeno disuelto vario entre 4% y 20%,
alcanzando el minimo aun operando el equipo en condiciones de maxima transferencia de
oxigeno. A su vez, el incremento y reduccion de OD% constatado a las 9.4hs de fermentacién
fue reproducible en las tres corridas efectuadas estando asociado al punto de inflexién del perfil
del pH, al restablecerse el pH inicial del medio. Esto podria atribuirse a inicio de catabolismo de
las fuentes proteicas una vez culminada el de los acidos organicos (Hollmann et al., 2004).

El inicio de la esporulacion del cultivo (criterio mayor a 10% de eficiencia de esporulacion) se
constata para ambos sistemas a la quinta hora de iniciada la fase exponencial. En ese momento
el pH del medio se encuentra en la etapa ascendente (Benoit et al., 1990) y el remanente de
glucosa es menor al 25% de la concentracidn inicial (£1.0g/L). Esto es coherente con la represion
por glucosa en el proceso de esporulacidén (Schaeffer et al., 1965). Para ambos sistemas de
produccidn se obtiene a las 12hs de fermentacion la esporulacidn total del cultivo (espora no
libre).

El mayor titulo de esporas obtenido en matraz puede atribuirse a la mayor duracién de la fase
exponencial con una velocidad de crecimiento especifico menor respecto a la produccién en
batch, siendo los principales parametros descriptivos que difieren significativamente para
ambos sistemas (Tablas C de las Figuras 11y 12).

De este modo, al crecer a una menor velocidad de crecimiento especifico ante la misma
disponibilidad de nutrientes puede que en el matraz una mayor fraccion del total de la glucosa
disponible en el medio haya sido respirada en lugar de fermentada, obteniendo asi una mayor
ganancia de energia metabdlica a cambio y por ende un mayor titulo de esporas.

Esto sugiere que la operacién del biorreactor en modo fedbatch tendria un desempefio superior
al batch, ya que permitiria obtener un cultivo una con alta densidad celular, al implementar la
estrategia de extender la fase de exponencial a una velocidad de crecimiento especifica
reducida. Esto se lograria limitado la disponibilidad de un sustrato, con el fin de levantar la
limitante de oxigeno en el cultivo y la produccidon de acido asociada (Hollman et al., 2004;
Kraemer-Schafhalter et al., 1996).
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en matraz. En las figuras A y los datos registrados por el equipo
en una corrida. En la figura B se representa el promedio y barra
de error (xSD) de las réplicas analiticas recabadas en una
corrida. En la Tabla C, se representa el promedio y la desviacién
estandar del duplicado de corrida para cada parametro. Las
determinaciones a las 24hs de incubacién no presentaron
diferencias significativas con las 16hs, por lo que no se
representa en las figuras. El rectangulo violeta y verde
representan la fase lag y exponencial, respectivamente.

—®— Reducing sugar (g/L)
—A— DCW (g/L)
—@— Number of spores (ufc/mL)

B —&— Number of total cell (ufc/mL)



Capitulo 2

Temp(°C)

DCW(glL)

40 4

35 1

30 4

25 1

20 -

pH

8,0

7,5 1

7,0 A

6,5

6,0

55

Reducing sugar (g/L)

12

100

80

60

40

20

DO(%)

TR TR T

Lo

RTTI TR TT T AR TR

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T(h)

—e— Reducing sugar conc. (g/L)
—4— DCW(g/L)

—&— Number of spores (ufc/mL)
—&— Number of total cells (ufc/mL)

i

r 450

r 400

r 350

r 300

r 250

r 200

r 150

- 100

le+10

le+9

le+8

le+7

le+6

le+5

le+4

le+3

le+2

le+l

le+0

Agit(rpm)

Number of total cells and spores (ufc/mL)

r 3.0

r25

r20

r15

r10

ro05

- 00

GFlow(wm)

Pardmetros Batch
Tlag (h) 4
Texp (h) 6
9
XProducci()n (Z) 6,910,2
X max (%) 100+ 2
9
Y, (—) 0,9+0,3
X/S g
g 1,83 +
(2)( max (:i:i;i) ()’()]_
9
QS max (E) 111 * 012
_ 0,45+
N max (h 1) 0’01
()
qs max é]l] XY,
Titulo esporas (ufc/mL) 5,0 x 10®
Eficiencia de esporulacién (%) 1002

Figura 12. Perfiles de condiciones de operacién (A) y variables
de estado del proceso (B) en funcién del tiempo, asi como los
parametros descriptivos del mismo (Tabla C) para la
produccion en batch. En las figuras A y los datos registrados
por el equipo en una corrida. En la figura B se representa el
promedio y barra de error (+SD) de las réplicas analiticas
recabadas en una corrida. En la Tabla C, se representa el
promedio y la desviacion estandar del duplicado de corrida
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incubacidn no presentaron diferencias significativas con las
13hs, por lo que no se representa en las figuras. El rectdngulo
violeta y verde representan la fase lag y exponencial,
respectivamente.
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2.2. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en biorreactor en modo de operacion
semicontinuo (fedbatch)

2.2.1.Determinacion de tolerancia maxima a glucosa para la cepa ILBB592 en MEBM

Dado el interés de evaluar la produccién de las esporas de ILBB592 en MEBM en el modo de
operacion en fedbatch se determiné la tolerancia maxima a la glucosa para la cepa ILBB592 en
este medio, con el fin de modelar la sistematica de ejecucién de las alimentaciones (Figura 13).
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Figura 13. Grafico de dispersién con linea de: porcentaje de conversién de Az-R, eficiencia de esporulacion, pH medio,
y titulo de esporas de ILBB592 para los distintos niveles de glucosa evaluados en MEBM. La linea continua verde
vertical indica el nivel de 25g/L de glucosa. La linea punteada naranja horizontal indica el pH inicial de medio (6.5
luego de autoclavar).

En el rango de concentracion de glucosa 5-25 g/L el titulo de esporas y la eficiencia de
esporulacidon no presento diferencias significativas (andlisis estadistico no representado en la
Figura 13.), alcanzandose los valores maximos de optimizacion (1x10'%esporas/mL, 100% de
eficiencia de esporulacidn). Cabe destacar que para la cepa ILBB139 se obtuvo un efecto
negativo significativo en el rango de concentracién de glucosa de 1-20 g/L en la etapa de
seleccion de componentes de medio de cultivo a optimizar (inciso 1.2.2 de Resultados vy
Discusion). La cepa ILBB592 al presentar una mayor tolerancia a la glucosa respecto a la ILBB139
la vuelve mas competente en la modalidad de operacidn fedbatch de reactor, siendo este otro
atributo que destaca a ILBB592 en la etapa de bioproduccion de esporas.

En el rango de concentracion de glucosa de 5-25 g/L la conversion de azucares reductores no
presento diferencias significativas (andlisis estadistico no representado en la Figura 13.) siendo
del entorno al 99%. A su vez, para este rango de concentracion de glucosa el pH del medio
aumento, siendo mayor para los menores niveles de glucosa inicial en el medio. Esto puede
atribuirse al catabolismo de fuentes proteicas.
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En el rango de concentracion de glucosa de 25-150 g/L no hubo esporulacion del cultivo. A 50
g/L de glucosa se obtiene un crecimiento que alcanza un titulo de 5x10°ufc/mL, en cambio al
150g/L se constata una inhibicidn del crecimiento.

En el rango de concentracién de glucosa 25-150 g/L la conversién de azlcares reductores se
reduce significativamente (analisis estadistico no representado en la Figura 13.), con una
acidificacion del medio de cultivo mayor para los niveles de glucosa superiores. Esto es
consistente con la respiracidon de glucosa reportada para Bacillus. s.I. a través de la via de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ante un exceso de fuente de carbono. No obstante, la
acidificacion del medio también puede atribuirse a la fermentacién de la fuente de carbono
disponible, en caso de que la trasferencia de oxigeno sea la limitante en el sistema de
produccioén.

Pese a la estrategia metabdlica de los Bacillus s.I., de almacenar el exceso de fuente de carbono
facilmente asimilable como acidos organicos para ser asimilados en la etapa de esporulacién, se
redujo el porcentaje de conversion del total de glucosa disponible aun constatando una
reduccion del pH. Esto podria atribuirse a la inhibicidn del crecimiento del cultivo dado el nivel
de acidez que alcanza el medio. Al trabajar a 150g/L de glucosa, el cultivo alcanza un pH 3,3y no
presenta una carga bacteriana superior al limite de detecciéon del recuento en placa por
microgota (100ufc/mL) a las 48 horas de incubacion.

Los resultados obtenidos proponen a la glucosa como el sustrato limitante estequiométrico de
proceso, presentando una inhibicidn por sustrato a concentraciones mayores a 25g/L.

2.2.2.Seleccidn de inicio y estrategia de alimentacién de glucosa

Uno de los factores que definen y condicionan el éxito del modo de operacidn en fedbatch es la
seleccidn del inicio de la alimentacién. Los momentos pueden ser: en la etapa intermedia de la
fase exponencial cuando la velocidad de crecimiento especifica es maxima y a un bajo nivel de
biomasa; o a una instancia avanzada de la fase exponencial a una baja velocidad especifica de
crecimiento con alta biomasa de modo de evitar la acumulacién del sustrato alimentado. Dado
que la acumulacién de glucosa reprime la esporulacién del cultivo se optd por la segunda opcion,
iniciando la alimentacidén la cuarta hora de la fase exponencial momento al cual no se constata
aun el inicio de la esporulacién del cultivo (menor al 10% de eficiencia de esporulacion) y el
remanente de glucosa en el medio es inferior al 25% de la concentracién inicial.

En la seleccion de la estrategia de alimentacién se contempld que fuese potencialmente
escalable, por lo que se decidié trabajar a un flujo de adicién constante. Dado los resultados
contradictorios que se reportan para esta modalidad de alimentacidn (inciso 2.2 de Introduccion
especifica) se propone idear una estrategia de alimentacion en la cual, el crecimiento
microbiano se encuentre limitado por la disponibilidad del sustrato limitante (glucosa) y no por
la capacidad de transferencia de oxigeno del equipo. El fin fue, con el fin de obtener un
crecimiento microbiano orientado y reducir la formacién de productos secundarios indeseados
(acidos orgdnicos) asociados a una seccion del crecimiento del cultivo (Kraemer-Schafhalter et
al., 1996; Hollman et al., 2004). Para ello se propone trabajar a una velocidad especifica
constante inferior a la velocidad maxima constatada a las condiciones maximas de transferencia
de oxigeno del equipo. La estrategia de alimentacion a flujo constante con una solucién de
alimentacidn en la cual la concentracidn del sustrato limitante varie en forma asintética en el
tiempo, responde al modelo desarrollado en el Apéndice 7.

Otro aspecto para destacar como critico y controversial en la bioproduccién de esporas de
Bacillus s.1. es la dependencia o no del oxigeno disponible en el inicio de la esporulacién. Varios
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trabajos proponen que tanto el inicio como el proceso de esporulacién es mas eficiente en
condiciones aerobias (Mignone et al., 1993; Kang et al., 1993; Boniolo et al., 2012), reportando
gue en condiciones anaerobias se alcanza la liberacion de enzimas hidroliticas (Etapa Il) pero se
detiene el proceso en alguna etapa subsiguiente sin culminar con la formacidn del esporangio
(Espinosa et al., 2005). Sin embargo, se reportan eficiencias de esporulacién del 100% para una
etapa batch sucesiva a la de fedbatch en la que la transferencia de oxigeno del sistema es nula
y solo se mantiene un nivel basal de agitacion (Sarrafzadeh et al., 2014; Abbas et al., 2014). A su
vez, las esporas producidas en condiciones anaerobias se reportan con una mayor resistencia
térmica y a condiciones extremas de acidez (Abbas et al., 2014). Por lo que se propone una
segunda etapa en modo de operacién batch contigua a la de alimentacion en que se transfiera
oxigeno al sistema para dar lugar al inicio de la esporulacion del cultivo. Y por ultimo, se propone
una etapa con un nivel basal de agitacidn con el fin de reducir el costo del proceso, el riesgo de
que el cultivo se espume y mejorar la calidad de la espora producida.

2.2.3. Estudio de cinética microbiana

En la Figura 14 se representan los perfiles de condiciones de operacidn y variables de estado del
proceso en funcién del tiempo, asi como los parametros descriptivos del mismo para la
produccidn en el biorreactor en modo de operacién fedbatch.

El cultivo se iniciéd con en un modo de operacién en batch en el cual se constata la fase lag y
exponencial ya discutidas (Inciso 2.1 de Resultados y Discusién).

Alinicio de |la etapa de alimentacion (8 horas) se constata una reduccién abrupta del OD (de 37%
a 8%) asociado al inicio de la disponibilidad del sustrato limitante (Kunpeng et al., 2015). Durante
esta etapa de alimentacion el OD se estabiliza a 16% durante las primeras 4 horas de
alimentacioén, con una reduccién paulatina del OD hasta 8% en las ultimas 2 horas de esta etapa.
Por esta razén se decide cesar la alimentacidn para que el crecimiento microbiano no ocurra en
condiciones limitantes de oxigeno. Esto no ocurrié dado que el perfil de pH se mantuvo
constante durante toda la etapa de alimentacidn (pH=7.8) sin haber una fermentacion de un
exceso de glucosa.

El nivel de glucosa en la etapa de alimentacion inicié a 0.5g/L e incrementd paulatinamente
hasta 1g/L. El nivel basal de glucosa no inhibe el inicio de la esporulacién en la segunda etapa
batch con transferencia de oxigeno. En la tercera etapa batch sin transferencia de oxigeno el
nivel de glucosa en el medio se mantiene constante pese a una reduccién del pH (pHfina=7.3), lo
cual puede ser indicativo de la fermentacién de parte de la fuente de carbono disponible. El
sistema operado en batch y fedbatch consumieron 10g y 28.5g de glucosa para un mismo
volumen final de 2L de cultivo.

Mediante esta estrategia de alimentacién se obtuvo un crecimiento microbiano a una p
constante y menor que pvsx constatada en batch, en la cual no se constata una fermentacion de
fuente de carbono alimentada. De este modo se alcanza, un cultivo con un orden superior al
logrado en el modo de operacidn en batch con una eficiencia de esporulacién absoluta.
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Figura 14. Perfiles de condiciones de operacion (A) y
variables de estado del proceso (B) en funcién del tiempo,
asi como los pardmetros descriptivos del mismo (Tabla C)
para la produccion en fedbatch. En las figuras A y los datos
registrados por el equipo en una corrida. En la figura B se
representa el promedio y barra de error (+SD) de las
réplicas analiticas recabadas en una corrida. En la Tabla C,
se representa el promedio y la desviacion estandar del
duplicado de corrida para cada parametro. El rectangulo
violeta representa la fase lag; los rectangulos verdes claro
y el oscuro las etapas en modo de operacidn batch cony
sin transferencia de oxigeno, respectivamente; y el
rectangulo naranja la etapa en modo de operacion
fedbatch.
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2.2.4.Ajuste de datos experimentales al modelo propuesto

Durante la etapa de alimentacidn la curva de crecimiento microbiano se ajusta a una cinética de
Monod con una velocidad especifica de crecimiento constante y menor a la constada en la etapa
batch (Figura 15.). La relacidn de la biomasa producida en funcion del tiempo presentd un buen
ajuste con los datos experimentales en las primeras 4 horas de alimentacion. El modelo de
crecimiento microbiano de Monod también se constata para este periodo. De acuerdo con lo ya
discutido, el OD en las ultimas dos horas de alimentacién declina respecto del valor establecido,
dando cuenta del final del estado estacionario alcanzado en la etapa de alimentacién.

En la Figura 15. se representan las principales relaciones de regresiéon que definen la estrategia
de alimentacidn ensayada asi como el ajuste de los datos experimentales obtenidos.
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Figura 15. Variacidn de concentracidén de glucosa en reservorio de dilucion en funcién del tiempo (A); Biomasa
producida en funcidn del tiempo predicha por el modelo y datos experimentales (B); relacién logaritmica de biomasa
producida en funcién del tiempo para etapa batch y fedbatch (C) con sus correspondientes modelos de regresidon
lineal.
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2.2.5. Oportunidades de mejora del proceso en base al modelo obtenido

Mediante esta estrategia de alimentacidn se optimizd un proceso de produccidn de esporas para
para la cepa ILBB592, con potencial escalable (k.= 2158h) alcanzando un titulo de esporas que
se encuentra en un orden satifactorio para el desarrollo de un bioinsumo.

Cabe destacar que no existen reportes de bioproduccion en reactor a escala de laboratorio de
esporas de Bacillus megaterium.

3. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sélidas y liquidas del cultivo de esporas
de la cepa ILBB592 producido en un biorreactor de escala de laboratorio

3.1. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones liquidas del cultivo de esporas de
la cepa ILBB592

La carga de esporas inicial en las ocho formulaciones liquidas ensayadas fue un orden inferior a
lo esperado, dado la carga inicial del cultivo y el factor de dilucién inherente al proceso de
formulacion (Tabla 6.). Esta pérdida podria ser atribuida a la manipulacion del cultivo durante la
formulacion.

Las formulaciones liquidas T4, T5 y T6 redujeron un orden el titulo de esporas germinables a los
dos meses de conservacion. Esta también fue la tendencia que mantuvo el cultivo de esporas
conservado a 22°C sin ningun agregado (T1). Para ese mismo periodo de conservacién la
formulacion T8 redujo dos érdenes la carga de esporas germinables. En el caso de la formulacidn
T3 también se constatd una reduccién de un orden pero a los cuatro meses de conservacion. Las
formulaciones con mejor desempefio fueron T2 y T7, las cuales conservaron la carga inicial de
esporas durante los 4 meses de evaluacion (Tabla 6.).

Solo las formulaciones T2 y T7 mantuvieron un titulo de en torno a la factibilidad de
implementacién del producto logrado (9.0x10”ufc/mLy 2.0x108ufc/mL) (Tabla 6.). Al considerar
gue para inocular un kilogramo de semillas de soja (600000 unidades de semilla) a una carga de
10°ufc/semilla, se deben aplicar 400mL del formulado liquido. Este célculo no contempla la
eficiencia del proceso de inoculacion de semillas, por lo que se considera que el titulo de esporas
alcanzado en estos formulados se encuentra ajustado para su implementacién en la practica.

El control externo de esporas secas y lavadas para este lote de produccion redujo un orden el
titulo de esporas al mes de conservacioén (Tabla 6.), con una tendencia semejante a FS3 (inciso
3.2). La centrifugacién y lavado de esporas presenté un marcado desempefio superior respecto
a las formulaciones liquidas ensayadas.

Tabla 6. Carga de esporas de las ocho formulaciones liquidas y el control externoalos 0,1, 2y
4 meses de conservacion a 22°C

T(meses) CE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
0  11,4° 87° 82° 83° 82" 83° 84° 83 83
1 10,5° 83" 8,2* 82° 7,6° 7,8° 7,7° 84° 7,.2°
2 104° 7,9° 82 80° 7,1° 7,3° 7,0° 84° 6,0°
4  105° 75° 7,9° 69° 7,3° 7,4 7,0° 85 6,0°

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas. Para el control externo (CE, log (ufc/g)) y cada
formulacion liquida log(ufc/mL) se efectué un ANOVA y prueba de comparacion de medias LSD-Fisher entre la carga
de esporas a los distintos tiempos de conservacidon. En una columna carga de esporas con misma letra no
presentaron diferencia significativa para un p<0.05.
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La eleccidon de estos tres factores de estudio (FL1, FL2 y FL3) tuvo como objetivo el reducir la
actividad del agua libre del formulado y estabilizar el coloide mediante una accién surfactante
de los compuestos.

A partir de la carga de esporas obtenida a los cuatro meses de conservacion (tiempo al cual se
constaté una mayor diferenciacion de los formulados) se efectia un ANOVA en el cual los
tratamientos son definidos por la combinacién de FL1, FL2 y FL3 a los dos niveles de trabajo
ensayados. A partir del cuadro de analisis de varianza (Apéndice 4.13.2) se corrobora una
significancia de los efectos principales de FL1 (Polivinilpirrolidona (PVP)) y FL2 (Glicerina).
Mediante un estudio de interaccidn de los factores FL1 y FL2 se obtuvo una interaccién positiva
y negativa, respectivamente con la variable respuesta en estudio. Las interacciones de segundo
orden también fueron significativas, aunque explican menos del 10% del error total del modelo
(Apéndice 4.13.2).

El PVP con un efecto positivo en la conservacién de esporas en medio liquido se le reporta las
capacidades de: reducir la actividad de agua libre, presentar accién surfactante y reducir la
actividad de compuestos téxicos que pueden generarse durante la fermentacion (Sridhar et al.,
2003; Velineni et al., 2011; Ramyabharathi et al., 2016). Esto, es relevante al no efectuar una
remocién de metabolitos que quedan en el cultivo y podrian generar un efecto inhibitorio en la
germinacion de la semilla y/o crecimiento de la planta (Burges et al., 1998).

En el caso del glicerol (constituyente de la glicerina) se encontraron referencias contradictorias
de su posible efecto en la conservacion de esporas en medio liquido. Por una parte, se referencia
ser un componente con capacidad surfactante y de proteccidn osmdtica ante una alta reduccion
de la actividad de agua y es un constituyente reportado para formulaciones liquidas de esporas
de Bacillus spp. (Sridhar et al., 2003; Ramyabharathi et al., 2016). A su vez, la glicerina es uno de
los principales productos secundarios en la produccidn del biodiesel y su disponibilidad en el
mercado es alta, a un costo accesible. Porras et al., 2017 reportan para una cepa de Bacillus
megaterium la capacidad de crecer con glicerol como Unica fuente de carbono y energia. Por
ello, la disponibilidad de una fuente de carbono podria explicar una induccidn de la germinacion
de esporas y la reducciéon de su estabilidad en el tiempo, tal como fue constatado en el ensayo.

3.2. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sdlidas del cultivo de esporas de
la cepa ILBB592

La carga inicial de esporas para las formulaciones FS1y FS2 fue un orden inferior a lo esperado,
dado la carga del cultivo a formular y el factor de dilucién inherente a la formulaciéon. No
obstante, FS3 presento una carga inicial coherente con lo esperado (Figura 16).

Los formulados FS3 y FS1 redujeron un orden al mes y dos meses de conservacion,
respectivamente. Esta reduccion del titulo de esporas germinables se mantuvo constante en la
totalidad del tiempo de ensayo. La carga de esporas del FS2 no presento diferencias significativas
entre los distintos tiempos de estudio (Figura 16).
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Figura 16. Carga de esporas (log(ufc/g)) de las tres formulaciones sélidas a los 0, 1, 2 y 4 meses de conservacion a
22°C. Para cada formulacion sélida se efectué un ANOVA y prueba de comparacion de medias LSD-Fisher entre la
carga de esporas a los distintos tiempos de conservacién. Para cada formulado cargas de esporas con misma letra no
presentaron diferencia significativa para un p<0.05. El formulado FS2 no se obtuvo diferencias significativas para
ninguno de los tiempos de conservacidn ensayados.

Contemplando la carga de esporas maxima alcanzada a los cuatro meses de conservacion para
las tres formulaciones ensayadas, solo FS3 alcanzé un titulo de en torno a la aplicabilidad
(2.3x10%*ufc/g). Para inocular un kilogramo de semillas de soja (600000 semillas), a una carga de
108ufc/semilla se deben aplicar 26g del formulado sélido. No obstante, es de destacarse que
para esta formulacién no se obtuvo una estabilidad durante los cuatro meses de estudio y su
potencial escalabilidad a nivel industrial implica una considerable inversién en equipamiento de
centrifugacion.

La formulacién FS2 si bien no alcanzo un titulo en torno a la aplicabilidad (1.7x108ufc/g),
presentd estabilidad en la carga de esporas en los cuatro meses analizados. Sin embargo, es de
destacar el consumo de un recurso finito no renovable (turba) y el costo de acceder a este
soporte solido estéril. Hay un reporte de formulacién de esporas de Bacillus subtilis por
impregnacion de turba estéril, con una reduccidon de dos érdenes en la carga de esporas para
igual tiempo y condiciones de preservacién (El-Hassan et al., 2006).

La formulacién FS1 no alcanzd a los cuatro meses de preservacion un titulo adecuado para la
implementacidn de este producto (8.3x108ufc/g), implicando impregnar 725g del formulado
sélido por kilogramo de semilla. Este formulado fue ideado en con el fin de adsorber la espora a
un soporte sdlido inerte de disponibilidad nacional, como el caolin, para obtener un producto
final con baja actividad de agua, en base reportes de factibilidad para esporas de Bacillus spp.
(Omer et al., 2010).

Las interacciones que permiten que esta adsorcién tenga lugar son:

-Interacciones electroestaticas: importantes en el proceso de adhesion de la espora (Chung et
al., 2010) y carga negativa asignable a la corteza de la espora dada la alta proporcion de grupos
carboxilos que presenta en esta cubierta proteica (Nishihara et al., 1981). La carga de la arcilla
también es negativa dada la presencia de oxigenos sin valencia completa; por lo que adicién de
un agente coagulante de carga positiva (cationes metalicos constituyentes del medio de cultivo)
desestabiliza el coloide y permite que la coagulacion tenga lugar.
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-Interacciones hidrofdbicas: es bien conocido el caracter hidrofébico de la cubierta de la espora
(Doyle et al., 1984). Por ello se incorpora un adsorbente de alta superficie activa (50-2500 m?/g)
como el carbono activo que presenta un tamafio de poro de amplio rango (2-1000 nm). El
diametro de la espora de Bacillus spp. es 0.85um (Xu-Zou et al., 2017).

Por ultimo, laincorporacién de PVP se efectla ya que es un polimero que favorece la agregacion
y lubricacién de formulados sélidos, capturando agua libre (Burges, 1998).

3.3. Conclusiones y perspectivas en la formulacién de esporas

En este primer ensayo preliminar de formulacidn de esporas se constatd un mejor desempefio
de la formulacidn sélida respecto a la liquida, obteniendo para ambos casos formulaciones con
una carga de esporas en torno a la factibilidad de implementacidn del producto final.

Para las formulaciones sélidas se obtuvo un mayor titulo de esporas mediante la estrategia de
centrifugacion del medio de cultivo. La formulacion en base a caolin nacional si bien no se tuvo
un alto desempenio, seria un interesante objeto de estudio en un ensayo posterior con el fin de
optimizar la adhesion de la espora. Numerosos factores influyen en este proceso tales como:
relacidn cultivo/caolin, nivel de acidez, concentracién de agente coagulante, entre otros.

En el caso de las formulaciones liquidas se obtuvo un mayor titulo de esporas y estabilidad para
las formulaciones T2 y T7 que tienen agregado de PVP y glutamato de sodio (Apéndice 4.13.1).
La evaluacién de formulaciones liquidas no acuosas y formulaciones acuosas en atmésfera de
nitrégeno serian dos factores por ensayar para mejorar el desempefio de este medio de
formulaciéon de esporas.

D. CONCLUSIONES

Se optimizé el medio de cultivo de esporulacién para las cepas ILBB592 y ILBB139 a partir de
materias primas disponibles en el mercado, alcanzando titulo de esporas de 9,3 y 10,3
log(ufc/mL), respectivamente.

Se optimizd las condiciones de produccién de ILBB592 mediante el modo de operacién en
fedbatch con una estrategia de alimentacidn escalable y se alcanzé un titulo de esporas que se
encuentra en un orden satisfactorio para el desarrollo de un bioinsumo (5,0 x 10° ufc/mL).

Se obtuvieron formulaciones sélidas y liquidas con una carga de esporas en torno a la factibilidad
de implementacion del formulado logrado. Como primer ensayo preliminar de estudio de
formulacion de esporas se definieron nuevas directrices para incrementar el desempefio y
factibilidad de escalado de este proceso.
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El cultivo de soja se ubica entre los principales productos de exportacién del pais desde hace
unos afios correspondiendo al 13% de la totalidad de bienes exportados para el 2017 (ADAU,
2017). Dada la necesidad de suplir los requerimientos nutricionales de este cultivo, se constata
en forma concomitante una tendencia estable a ascendente de la importacidn de fertilizantes
fosfatados al pais (1,4% de las compras externas, sin considerar el petroleo y derivados (ADAU,
2017)). Como efecto colateral del incremento de la soja y la agricultura en general, se ha
observado el avanzado estado tréfico en numerosos sistemas acudticos del pais, que han
incrementado la frecuencia de la floracién de cianobacterias, como consecuencia de la erosién
del fésforo inmovilizado en el suelo.

Para el cultivo de soja se destaca desde la década del 70 la inoculaciéon de semillas con
bradyrizobios para suplir la limitante de nitrégeno de este cultivo y leguminosas en general. La
alta adopcidn de esta tecnologia sugiere recurrir a la co-inoculacién con microorganismos que
sean capaces de regular la fitodisponibilidad de P en el suelo como estrategia alternativa a la
fertilizacién fosfatada.

Varios son los géneros bacterianos asociados al ciclado del P inorgdnico y orgdnico del suelo.
Entre los mas estudiados se destacan: Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Burkholderia,
Serratia (Behera et al., 2014). Cabe destacar, que la mayoria de los esfuerzos de investigacion a
nivel nacional y mundial se han dirigido a estudiar la movilizacién de las fracciones inorganicas,
desestimando el reservorio de P en la fraccidn organica, pese a representar el 50% del contenido
total de fosforo en el suelo ((Tisdale et al., 1993). Miembros de Bacillus s.I. presentan un alto
potencial para ser empleados en el desarrollo de un biofertilizante dada su capacidad de formar
estructuras de resistencia, lo cual le confiere una ventaja competitiva ante otros géneros
bacterianos, tanto en la sobrevivencia en condiciones ambientales adversas como en largos
periodos de acopio del formulado de esporas.

La estrategia seguida en este trabajo permitié identificar 15 especies pertenecientes al grupo
Bacillus s.l., de las cuales 11 fueron capaces de mineralizar P organico y/o solubilizar P
inorgdnico. Los grupos mas representados fueron la especie Bacillus thuringiensis y el taxa
Bacillus megaterium/aryabhattai, asignando a éstas la capacidad de producir acidos organicos
y fitasas extracelulares como estrategias para la movilizacidn del fésforo in vitro.

En el presente trabajo se constaté una mayor abundancia de aislamientos con la capacidad
funcional de interés a partir de raices de plantas de soja y suelo rizosférico, en comparacion con
los recabados a partir de suelo no rizoférico de sitios sin historia previa en este cultivo. Una
eventual presion de seleccidn ejercida por la planta y/o condiciones de cultivo sobre los
microorganismos de la rizdsfera pudo haber seleccionado cepas cultivables pertenecientes al
grupo Bacillus s.I. con la capacidad de mineralizar P orgénico y/o solubilizar P inorgéanico.

Sin embargo, la estrategia seleccién del presente estudio permitid mantener relativamente
representada las especies recabadas en la coleccién inicial en los sucesivos niveles de screening.
La importancia de esto radica en incrementar las posibilidades de expresion de otras
capacidades funcionales de interés que incrementen la probabilidad de éxito de la estrategia
biotecnoldgica. Entre ellas se destaca la capacidad de: colonizar la raiz, producir fitohormonas,
formar biofilm, actuar como agente de control bioldgico, entre otras. Si bien en el presente
trabajo no se efectud el estudio de estos atributos, ni el efecto directo de su inoculacion sobre
la nutriciéon de la planta, los mismos fueron efectuados en paralelo en el marco del proyecto. El
desempefio diferencial obtenido de las cepas ILBB592 y ILBB139 (Bacillus megaterium y Bacillus
thuringiensis) en estudios de absorcién de fosforo en planta de soja co-inoculadas con
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bradyrizobios llevo a su seleccién para la etapa de bioproduccidn. Las cepas ILBB592 y ILBB139,
si bien mostraban la funcionalidad de interés no habian sido las de mejor desempefio durante
la movilizacion de P in vitro.

En la etapa de optimizacion de bioproduccién y formulado de esporas, se optimizé el medio de
cultivo de esporulacién de las dos cepas seleccionadas. La cepa ILBB592 presenté un mayor
titulo de esporas y tolerancia a la glucosa respecto a la ILBB139. Esto vuelve a la cepa ILBB592
mas competente en la modalidad de operacién fedbatch de reactor, siendo este el modo de
operacion del reactor requerido para sobrellevar la demanda de oxigeno del cultivo aun
operando el equipo en su maxima capacidad de transferencia de oxigeno.

Finalmente, para la cepa ILBB592 se obtuvieron formulaciones sélidas y liquidas con una carga
de esporas en torno a la factibilidad de implementacién del formulado logrado. El mayor
desempefio de las formulaciones sélidas se logrd con la centrifugacidn, lavado y secado de
esporas, mientras que en las formulaciones liquidas se logré el mayor desempefio con el
agregado de PVP y glutamato de sodio a 20g/L. Cabe destacar que la capacidad funcional de
interés fue corroborada en el cultivo de esporas obtenido de cada etapa del proceso de
bioproduccion, asi como en los formulados finales.

Como continuacion del trabajo se plantea: evaluar el desempefio agrondmico de la cepa ILBB592
co-inculada con rizobio en la movilizacidn de fésforo, continuar la optimizacion del proceso de
formacidn de esporas, efectuar el escalado del proceso de produccidn y formulacién de esporas
de ILBB592 (con el correspondiente analisis econdmico y financiero del proceso) y realizar el
procedimiento de registro del nuevo inoculante nacional en base a las directrices marcadas por
la Direccion General de Servicios Agricolas (DGSA) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca, en la Divisién Control de Insumos, Departamento de Agentes Bioldgico.

131



Conclusiones y perspectivas

REFERENCIAS BIBLOGRAFICAS
(ADAU, 2017). Informe anual de comercio exterior 2017.

Behera, B.C., Singdevsachan, S.K., Mishra R.R., Dutta, S.K., Thatoi, H.N. (2014). Diversity,
mechanism and biotechnology of phosphate solubilising microorganism in mangrove —A review.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology (3):97-110.

Tisdale, S.L., Nelson, W. L., Beaton, J.D., Havlin, J.L. (1993). Soil Fertility and Fertilizers. Fifth
Edition. Macmillan Publishing Company. New York. pp.176-229.

132



Apéndice

X.  APENCIDE

1. MEDIOS
1.1 Medio de cultivo para bacterias
1.1.1.Glucosa, extracto de levadura, sal (GYS)

Componente g/L
Glucosa 1
Extracto de levadura 2
NH4(S04), 2
MnSQO, 0,06
MgS04.7H,0 0,4
CaCl, 0,08
KaHPO,4 5
1.1.2.Luria Bertani (LB)
Componente g/L
Extracto de levadura 5
Triptona 10
NacCl 10

Agar (si corresponde) 15

1.1.3. 25G
Componente g/L
Caldo nutritivo 16
KCI 2
MgS0..7H,0 0.5

Agar (si corresponde) 15

1.2 Medio de cultivo para evaluar cepas movilizadoras de fésforo

Componente POrg PT PCa PAI PFe
Glucosa (g/L) 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9
KNOs (g/L) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

CaS0.2H,0(g/l) 069 0,69 069 069 0,69
MgSO4.7H,0 (g/L) 0,49 0,49 049 049 0,49

Fitato-Na (g/L) 3,96 3,96 3,96 3,96 3,96
FePOas (g/L) - 2,41 - - 5,25
AIPO. (g/L) - 1,01 - 2,87 -

Cas(P04)2 (g/L) - 0,69 3,65 - -
Solucién A 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL
Solucién B 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL
Solucion C 200uL 200uL 200uL 200uL 200uL

Agar (si corresponde) 15 15 15 15 15
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Solucién A g/L
Tiamina-HCl 0,1
Solucién B g/L
Citrato-Fe 10
Solucidn C (Morizet,1976) g/L
HsBO3 2,82
CuS04.5H,0 0,098
MnSQ4.H,0 3,08
NaMo04.2H,0 0,29
ZnS04.7H,0 4,41

Los medios (POrg, PT, PCa, PAI, PFe) se prepararon en agua mQ y se ajusté el pH de los mismos
a7 consolucién de NaOH 1M, y HCI 1M. Las soluciones A, B, C fueron autoclavadas y conservadas
a 4°C. Para el medio POrg se preparé en agua mQ una solucién de fitato-Na (Sigma, ref P0109),
se ajustd su pHa 7y se incorpord cantidad suficiente a medio estéril (a menos de 45°C) en forma
aséptica tras la esterilizacion por filtracion (0.22pum) de la solucion.

1.3 Medio de esporulacion optimizados
1.3.1. Medio Esporulacién Bacillus thuringiensis (MEBT) para ILBB139

Componentes g/L Proveedor
MgCl, 0,6 Drogueria Mtveo
NH4SO4 1,5 Llalemand
KH2PO4 2,5 Llalemand
EP3 15 Bionis (Cod. 1000641)

FeSO, 0,02 Drogueria Mtveo
ZnS0O, 0,16  Drogueria Mtveo
CaCl, 0,33 Drogueria Mtveo
Se ajustd a pH 7 con solucién de NaOH 1M, y HCI 1M.

1.3.2. Medio Esporulacion Bacillus megaterium medium (MEBM) para ILBB592

Componetes g/L Proveedor
MgCl, 0,6 Drogueria Mtveo
NH4SO4 1,5 Llalemand
KH,PO4 3,0 Llalemand
EP2 16 Llalemand (Cod. FNI103)
Glucosa 5,0 Drog. Ind. Uru

MnSO4 0,03 Drogueria Mtveo
FeSO, 0,02 Drogueria Mtveo
ZnS0O, 0,16 Drogueria Mtveo
CaCl, 0,33 Drogueria Mtveo
Se ajustd a pH 7 con solucién de NaOH 1M, y HCI 1M.
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2. BUFFERS Y SOLUCIONES
2.1. Tris-Acético-EDTA (TAE)

Componente mM
Tris-Acético (pH=8.4) 40
EDTA 1

2.2. Buffer de trabajo

Componente mM
Tris-HCI (pH=7) 100
CaCl,.2H,0 1

2.3. Solucidn stock de sales

Componente g/L

FeSO, 0,17
ZnS04 1,60
CaCl, 3,33

3. TECNICAS

3.1. Cuantificacion de ion ortofosfato en solucion por espectrofotometria Vis (medio de
cultivo)

3.1.1.Resumen del método

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio, en medio acido, reaccionan con el
ortofosfato en solucién para formar acido fosfomolibdico, el cual es reducido por el acido
ascorbico a un complejo de molibdeno de color azul intenso. La intensidad del color azul es
proporcional a la concentracion de fésforo en solucion, que se mide en un espectrofotdmetro a
880 nm. La concentracion se determina a partir de una curva de calibracién.

3.1.2.Reactivos

S1-Solucién de 4acido sulfurico (H2S04), 5N: diluir 2 mL de H,SOs conc. en 172mL de agua
destilada.

S2-Solucién de tartrato de antimonio y potasio (K(SbO)CsH406.3H,0): disolver 1.47 g de
K(SbO)C4H406.3H,0 en 500mL de agua destilada en un matraz de 500mL y llevar al aforo.
Solucién estable por 6 meses.

S3-Solucidn de molibdato de amonio ((NH4)sM07024.4H,0): disolver 8 g de (NH4)sM07024.4H,0
en 200mL de agua destilada. Almacenar en botellas de vidrio. Solucién estable por 6 meses.

S4-Solucién de acido ascérbico (C¢HsOg) 0.1M: disolver 1.76 g de CsHsOgs en 100mL de agua
destilada. La solucidn es estable por una semana a 49C, almacenar en recipiente de vidrio color
ambar.

S5- Reactivo Combinado: Preparar inmediatamente antes del desarrollo de color, mezclando en
el orden dado los siguientes reactivos (estable por 4 horas): S1 (50%), S2 (5%), S3 (15%), S4
(30%).

S6- Solucién stock de P disponible (50mg-P/L): 109.5mg KH,PO, (anhidrido) y llevar a 500mL.
Esta solucidn es estable por 6 meses.
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3.1.2.Calibracion del método

A partir de la solucidn S6, preparar la curva de calibracion con las concentraciones sugeridas en
la tabla adjunta. Los voliumenes indicados se toman por pesada con precisidon 0.001g registrando
toma y volumen final, considerando la densidad del agua 1g/mL. Se determina una curva de
calibracion para cada dia de analisis.

Std toma (mg-P/L) Toma (uL) H20(uL) Std (mg-P/L) Std (mmol-P/L)

0 0 10000 0 0
10 50 9950 0,05 2
10 250 9750 0,25 8
50 100 9900 0,5 16
50 200 9800 1 32
50 300 9700 15 48
50 400 9600 2 65
50 600 9400 3 97
50 800 9200 4 129
50 1000 9000 5 161
50 1600 8400 8 258
50 2000 8000 10 323

3.1.3.Analisis de muestra

Tomar una alicuota del medio de cultivo de 1.5mL. Centrifugar este a 10.000rpm, 3min. Diluir
los sobrenadantes de los medios POrg, en una relacidon 1/20 en H,0 mQ y para los medios PT,
PCa, PAI, PFe en una relacién 1/10 en H,0 mQ. Agregar a 1mL de sobrenadante diluido, 163uL
de S5. Agitar vigorosamente. Medir la absorbancia a 880 nm, entre 10 y 30 minutos luego del
agregado S5.

3.1.4.Analisis de datos
La curva de calibraciéon es una recta representada por la siguiente ecuacion:
Absgq = a Std (mmol-P/L) + b

siendo ay b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, para los rangos
dindmicos (0-2) mg-P/Ly (2-10) mg-P/L, segln corresponda.

La concentracion de ion ortofosfato liberado al medio (x), expresado como mmol de P por litro
se calcula segln:

X (mmoI—P/L) =FD x [(Absmuestra — AbSblanco medio — b)]/a
FD (factor de dilucién de la muestra)

ADbSplanco medio, €5 |a absorbancia del cada medio sin inocular, incubado (0, 24, 48 horas y una
semana, segun corresponda) y con el agregado del S5.
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3.2. Cuantificacién de ion ortofosfato en solucion por espectrofotometria Vis (actividad
fitasa)

3.2.1.Resumen del método

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio, en medio acido, reaccionan con el
ortofosfato en soluciéon para formar acido fosfomolibdico, el cual es reducido por el acido
ascoérbico a un complejo de molibdeno de color azul intenso. La intensidad del color azul es
proporcional a la concentracion de fosforo en solucion, que se mide en un espectrofotémetro a
880 nm. La concentracién se determina a partir de una curva de calibracién.

3.2.2. Reactivos

S1-Solucién de acido sulfurico (H2S04), 5N: diluir 2 mL de H,SO4 conc. en 172mL de agua
destilada.

S2-Solucién de tartrato de antimonio y potasio (K(SbO)CsH406.3H,0): disolver 1.47 g de
K(SbO)C4H406.3H,0 en 500mL de agua destilada en un matraz de 500mL vy llevar al aforo.
Solucién estable por 6 meses.

S3-Solucion de molibdato de amonio (de (NH4)sM07024.4H,0): disolver 8 g de
(NH4)sM070,4.4H,0 en 200mL de agua destilada. Almacenar en botellas de vidrio. Solucidn
estable por 6 meses.

S4-Solucién de acido ascérbico (C¢HsOg) 0.1M: disolver 1.76 g de CgHsOs en 100mL de agua
destilada. La solucidn es estable por una semana a 49C, almacenar en recipiente de vidrio color
ambar.

S5- Reactivo Combinado: Preparar inmediatamente antes del desarrollo de color, mezclando en
el orden dado los siguientes reactivos (estable por 4 horas): S1 (15,6%), S2 (1,6%), S3 (4,7%), S4
(9,4%, y H,0 mQ (68,8%)).

S6- Solucidn stock de P disponible (50mg-P/L): disolver 109.5mg KH,PO,4 (anhidrido) en 500mL
de agua MiliQ. Registrar pesada y volumen final de solucién con una precision 0.001g. Esta
solucidn es estable por 6 meses.

3.2.3. Calibracion del método

A partir de la solucidon S6, preparar la curva de calibracidn con las concentraciones sugeridas en
la tabla adjunta. Los volimenes indicados se toman por pesada con precision 0.001g registrando
toma y volumen final, considerando la densidad del agua 1g/mL. Se determina una curva de
calibracion para cada dia de andlisis.
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Std toma (mg-P/L) Toma (uL) H20(uL) Std (mg-P/L) Std(umol-P/mL) *

0 0 10000 0 0,000
10 50 9950 0,05 0,002
10 250 9750 0,25 0,003
50 100 9900 0,5 0,006
50 200 9800 1 0,010
50 300 9700 1,5 0,013
50 400 9600 2 0,019
50 600 9400 3 0,026
50 800 9200 4 0,032
50 1000 9000 5 0,052
50 1600 8400 8 0,065
50 2000 8000 10 0,000

* cantidad de ion ortofosfato del estandar expresado como umol de P por mililitro del volumen final de reaccién de
actividad fitasa (1,5mL).

3.2.4. Analisis de muestra, blanco reactivo y estandar

Tiempo Incubacion Secuencia de agregado de reactivos Muestra Blanco reactivo Estandar *

. Fitato-Na 10mM 50 50 -
10min .
buffer de trabajo 150 150 -
0, 24 y 48hs Extracto (x30) 100 - 300
S5 1200 1200 1200
0, 24 y 48hs
Extracto (x30) - 100 -

*Los estandares Unicos que no se incuban.
3.2.5.Analisis de datos
La curva de calibraciéon es una recta representada por la siguiente ecuacion:
Absgq = a Std (umol-P/mL) + b

siendo a y b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, en el rango
dindmico (0,05-10) mg-P/L.

La concentracidn de ion ortofosfato liberado expresado como umol de P por mililitro de extracto
proteico concentrado se calcula segun:

X (umoI—P/mL) = [1,5/0,1] X [(Absmuestra — AbSplanco reactivo — b)]/a
3.3. Cuantificacion de azucares reductores en solucion en medio optimizado para la
esporulacién de ILBB592 (MEBM) por espectrofotometria Vis
3.3.1. Reactivos

S1- Reactivo DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico): Pesar 0,5 g de DNS, 15 g de tartrato de disodio
(C4H406Na3) y 0,8 g de hidréxido de sodio (NaOH). Disolver el NaOH en 20 ml de agua y se afiadir
en agitacion el C4H,0O6sNa; lentamente. Completar con agua hasta 40 ml y se comienza a afiadir
lentamente el DNS. Dejar en agitacion toda la noche, en frio, enrasar a 50 ml y filtrar. Almacenar
la solucidn a 4°C, en frasco @mbar en vidrio.

S2- Medio optimizado para la esporulacion de ILBB592 sin glucosa (SBMM s/Glu): Preparar
SBMM segun el inciso 1.3.2, sin el agregado de glucosa.
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S3- Medio optimizado para la esporulacién de ILBB592 analitico (SBMM-An): disolver 450mg
glucosa (anhidrido) en 100mL de S2. Registrar pesada y volumen final de solucidon con una
precisiéon 0.001g.

3.3.2. Calibracion del método

A partir de S2 y S3, preparar la curva de calibracidn con las concentraciones sugeridas en la tabla
adjunta. Los volumenes indicados se toman por pesada con precision 0.001g registrando toma
y volumen final, considerando la densidad del medio 1g/mL. Autoclavar (121°C, 15min, 0.1Pa)
los estandares previamente a su cuantificacion. Se determina una curva de calibracién para cada
dia de analisis.

SBMM-An (ul) SBMM s/Glu (uL) Std(g-glucosa/L)

50 4950 0,05
250 4750 0,23
750 4250 0,68

1250 3750 1,13
2500 2500 2,25
3500 1500 3,15

3.3.3. Andlisis de muestra

Tomar una alicuota del medio de cultivo de 1.5mL. Centrifugar este a 10.000rpm, 3min. Diluir
sobrenadante si corresponde. Agregar a 150uL de sobrenadante y 150ulL de S1. Agitar
vigorosamente. Incubar a 100°C en bafio seco durante 5 minutos. Agregar a 1500uL de H,O a la
mezcla incubada, y enfriar en bafio de agua durante 20 minutos. Medir la absorbancia a 540 nm.

3.3.4.Analisis de datos
La curva de calibracién es una recta representada por la siguiente ecuacién:
Abssq = a Std (g-glucosa/L) + b

siendo ay b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, para el rango
dindmico (0,05-3,15) mg-P/L

La concentracién de glucosa en el medio (x), expresado como g de glucosa por litro se calcula
segun:

x (mmol-P/L) = FD x [(AbSmyestra — b)]/a

FD (factor de dilucién de la muestra)
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4. RESULTADOS DE APOYO

4.1. Descripcion de morfotipo de colonia de aislamiento de Bacillus s.l.

Morfotipo

Descripcidn colonia

Microscopia de contraste

1
2

3

10

11

12

13

14
15
16

17

18
19

20

21

22

23
24

25

Borde rugoso, cremosa, opaca, blanquecina, granulosa

Borde uniforme, cremosa, brillante, blanquecina-rosada

Borde uniforme, cremosa, brillante, amarillenta-verdosa
(casi igual 2)
Borde uniforme, cremosa-rugosa, brillante, blanquecina
rosada

Borde rugoso, cremosa, brillante, blanca

Borde uniforme, cremosa, brillante, blanca amarillenta
(casi igual 2)
Borde inrregular, seca, brillante-chata, blanca (como
envejecida arriba)

Borde uniforme, cremosa, brillante, blanca, chica-chica

Simil 7 (blanca-blanca)

Crecimiento refractario, blanquecina rosada
Borde unifome, cremosa, brillante-chata, marrén

Borde rugoso, cremosa, opaca, blanquecina-marrén

Simil 2, pero crece mucho menos, colonia chica, blanca-
blanca

Simil 1, pero crecimiento no sigue tanto la estria
Silmil 1, pero rugosa, brillante

Simil 1 pero brillante, lisa, cremosa

Borde inrregular, brillante-cremosa, blanca (como
envejecida arriba)

Amarilla,chata,brillante,borde uniforme

Borde uniforme, marrén blanquecina

Borde uniforme, blanca, brillante, pegajoza

Semil 7, pero traslucida

Borde uniforme, blanca, chica, crecimiento dentro del
agar
Borde rugoso, birllante, amarillo intenso

Semil 7, pero transltcida

Simil 8 y pigmento amarillo en toda la placa

Bastones/medianos/mdviles/de 1 6 2

Bastones/pequefios/Muy mdviles/de 1
Bastones/pequefios/Poco moéviles/de 1 6
2
Bastones/medianos/Poco mdviles/4 6 5

Bastones/medianos/Poco mdviles/de 1 6
2
Bastones/largos/Poco mdviles/de mas
de 2

Bastones/pequefios/Muy mdviles/de 1
Bastones/medianos/Poco mdviles/de 4 6
5
Bastones/pequefios/Muy mdviles/de 1
Bastones/medianos/poco moviles/mas 8

Bastones/pequefios/Muy mdviles/de 1 6
2

Bastones/medianos/poco moviles/mas 8
Bastones/ovaloides/Medianos/Poco
moviles/ 162
Bastones/rectos/Medianos/Mdviles/465
Bastones/mediano/Modviles/162

Bastones/chicos/muy méviles/465
Bastones/medianos/poco méviles/465

Bastones/chicos/muy movil/162
Bastones/medianos/poco méviles/465

Bastones/medianos/Poco mdviles/de 1 6
2
Bastones/medianos/Poco mdviles/de 1 6
2
Bastones/ovaloides/Medianos/Poco
méviles/ 162
Bastones/rectos/Medianos/M0dviles/465

Bastones/mediano/Muy moviles/162

Bastones/medianos/Poco méviles/de 1 6
2
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4.2. Resultados de analisis estadisticos
4.2.1.Script de ACC y salida de resultados

install.packages ("vegan")
library(vegan)

spelog <- decostand(spel[,2:13], "log")
ccamodel <- cca(spel,X:Y],env[,W:Z2])

modl <- ccal(env[,W:Z2] ~ .,env[,W:Z])
# ”Both”
ccaModell<- ordistep (modl, scope = formula (mod2), perm.max = 200)

# "backward" default

ccaModel2<- ordistep (modl, perm.max = 200)

# "forward" default

ccaModel3<- ordistep(modl, scope = formula(modl), direction="forward", perm.max
= 200)

finalmodel<- vif.cca (ccamodel)

finalmodel

ccamodel

ccaModell

ccaModel?

ccaModel3

anova.cca (ccamodel)

plot<- plot(ccamodel, xlim=c(-3,3), ylim=c(-3,3), display=c("sp","cn","wa"))

Y el resultado que arroja el programa fue el siguiente:
No residual component
Model: cca(X = expl[, 2:7], Y = amb[, 2:6])
Df ChiSquare F Pr (>F)
Model 5 0.26152 <0.001
Residual O 0.00000
>>>

Call: cca(X = expl[, 2:7], Y = amb[, 2:6])

Inertia Proportion Rank

Total 0.2615 1.0000
Constrained 0.2615 1.0000 5
Unconstrained 0.0000 0.0000 0

Inertia is mean squared contingency coefficient
Eigenvalues for constrained axes:

CCAl (47,2%) CCAZ (30, 3%) CCA3 CCA4 CCAS
0.12531 0.07928 0.05154 0.00539 0.00000

VIF

A.Tit Ca.meq.100g Mg.meq.100g K.meq.l1l00g Na.meq.l1l00g

1.582990 8.888888 2.554938 6.271910 2.069503
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4.2.2.Cuadro de analisis de varianza (SC Tipo Ill), estabilidad de formulaciones liquidas
a los cuatro meses de conservacidn a 22°C.

FV SC gl CM™M F p
Modelo. 10,5 7 1,5 57,04 <0,0001
FL1 1,24 1 1,24 47,05 0,0001
FL2 539 1 5,39 204,98 <0,0001
FL3 006 1 006 219 10,1772
FL1*FL2 088 1 0,88 33,48 0,0004
FL1*FL3 014 1 0,14 5,48 0,0474
FL2*FL3 099 1 099 37,49 0,0003
FL1*FL2*FL3 1,8 1 1,8 68,62 <0,0001

Error 0,21 8 0,03

Total 10,71 15
Factores: Polivinilpirrolidona (FL1), Glicerina (FL2), Glutamato monosddico (FL3). FV, Fuente de Variacion; SC,
Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales).

4.3. Curva de crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg

Previo a la ejecucidon de los extractos proteicos concentrados, se estudia la curva de
crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg, realizando los cultivos por duplicado
bioldgico tal como se describe en el inciso 4.1.3 de Materiales y Métodos, determinando la
absorbancia a 600nm, durante 64 horas (Figura 17).
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Figura 17. Curva de crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg. La linea roja vertical
indica las 48 horas de incubacion.
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4.4. Patron de crecimiento asociado a actividad hemoliticas en Blood Agar

Actividad
hemolitica

Continua fuerte

Patron de
crecimiento

Continua débil

Discontinua

4.5. Calibracion de sistema cromatografico para la cuantificacién de acidos orgdnicos en
sobrenadante de medio de cultivo por HPLC-UV en fase reversa

La calibracién del sistema cromatografico se efectud para cada batch de andlisis, a partir de un
estandar mixto de los siete acidos organicos en estudio analizado a cinco niveles de
concentracién. En la Tabla 1. se informa el modelo de regresion lineal simple obtenido para cada
analito (enlistados segln el orden de elucién en el sistema cromatografico) en una de las

corridas analiticas, con su correspondiente rango dindmico y coeficiente R% Las curvas de

calibracion fueron reproducibles en los sucesivos batch de analisis.

Tabla 1. Curva de calibracidn y rango dindmico de anlisis

Analito tr(min) Modelo de regresion R? Rango dindmico (mM)

Ac. glucénico 2.3 y=107107x+3691292 0,998 (2-80)
Ac. succinico 2.8 y=127290x-246333 0,999 (0,5-50)
Ac. piravico 3.2 y=1958008x+1259682 0,999 (0,5-50)

Ac. lactico 4.1 y=1192701x-593012 0,999 (0,5-50)
Ac. acético 4.4 y=1069694x+417319 0,999 (0,5-50)

Ac. citrico 5.3 y=262690x+722403 0,999 (0,5-50)
Ac. fumarico 6.2 y=49053996x+2833053 0,999 (0,05-5)
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4.6. Tabla de similitud de secuencia parcial de nucleétidos del gen ARNr 16S para cada asilamiento e identificacion de grupo filogenéticos

Grupo Aislamiento Especie 1 Hit 1 Similitud (%) Numero acceso 1 Especie 2 Hit 2 Similitud (%) Numero acceso
ILBB19 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB38 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB55 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 99 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
1 ILBB71 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB139 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB147 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB166 Bacillus thuringiensis ATCC 107927 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
ILBB58 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai BgW22T 100 EF114313
ILBB95 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB172 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB173 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
5 ILBB130 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB58 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB40O Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMHO01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB172 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB11 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB69 Bacillus megaterium ATCC 145817 100 JMH01000057 Bacillus aryabhattai B8W22" 100 EF114313
ILBB20 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 189267 99 LGYA01000001
ILBB21 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 189267 99 LGYA01000001
3 ILBB181 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 189267 99 LGYA01000001
ILBB13 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926" 99 LGYA01000001
ILBB46 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCvV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001
ILBB67 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926" 99 LGYA01000001
ILBB63 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 234937 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 547 99 LGCl01000008
4 ILBB64 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 234937 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 547 99 LGCl01000008
ILBB65 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 234937 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 547 99 LGCl01000008
ILBB149 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 234937 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 547 99 LGCI01000008
5 ILBB152  [ysinibacillus parviboronicapiens  BAM-5827 100 AB300598 Lysinibacillus xylanilyticus ~ DSM 234937 98 LFXJ01000007
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ILBB154  [ysinibacillus parviboronicapiens ~ BAM-5827 100 AB300598 Lysinibacillus xylanilyticus ~ DSM 234937 98 LFXJ01000007
6 ILBB7 Lysinibacillus fusiformis NBRC 157177 100 NR112569.1 Lysinibacillus sphaericus KCTC 3346" 100 AU0Z01000024
ILBB180 Lysinibacillus varians GY32T 98 JN860068.1 Lysinibacillus sphaericus KCTC 3346" 98 AU0Z01000024
ILBB133 Paenibacillus silvae DB130317 100 KC835077 Paenibacillus barcinonensis BP-237 97 AJ716019
8 ILBB138 Paenibacillus silvae DB130317 100 KC835077 Paenibacillus barcinonensis BP-237 96 AJ716019
ILBB134 Paenibacillus silvae DB13031" 100 KC835077 Paenibacillus barcinonensis BP-237 96 AJ716019
9 ILBB68 Paenibacillus durus ATCC356817 99 CP011114.1 Paenibacillus amylolyticus NRRL NRS-290" 97 D85396
10 ILBB44 Bacillus pumilus ATCC 70617 99 AY876289.1 Bacillus safensis FO-36b" 96 ASJD01000027
11 ILBB162 Bacillus pseudomycoides DSM 124427 98 AM747226.1 Bacillus toyonensis BCT-7112" 97 CP006863
12 ILBB154 Bacillus butanolivorans DSM 189267 100 LGYA01000001 Bacillus simplex NBRC 157207 99 BCV001000086
13 ILBB81 Bacillus marisflavi TF-117 98 NR118437.1 Bacillus oryzaecorticis R1T 97 KF548480
14 ILBB70 Virigibacillus arenosi LMG 22166" 99 AJ627212.1 Viridibacillus arvi DSM 163177 97 LILB01000018
15 ILBB123 Bacillus anthracis Ames’ 100 AE016879 Bacillus cereus ATCC 145797 100 AE016877
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4.7. Seleccion de tiempo de incubacion a 80°C para la cuantificacion de esporas de
ILBB592 y ILBB139 en medio liquido (2SG)

Las cepas ILBB592 y ILBB139 fueron crecidos en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas,
28°C). El inéculo fue lavado con agua mili-Q 0.85% NaCl y un volumen de 1mL de cada cepa fue
sembrado, alcanzando una carga bacteriana inicial en el matraz de 1x10%ufc/mL. Se trabajé en
condiciones de incubacién aerobias (10mL de medio en matraces de 125mL, 180rpm) a 28°C
durante 24 horas. Una alicuota del cultivo obtenido se incubo a 5, 10 y 20 minutos a 80°C en
bafio seco. Se determino la carga bacteriana por la técnica de recuento en placa por microgota.
En la Tabla 2. se informa los resultados obtenidos. El ensayo se efectla por duplicado. En base
a estos se selecciona el menor tiempo de incubacidn en el que se constata una reduccidon de la
carga bacteriana. Por ello se selecciona 10 minutos a 80°C como tratamiento de shock térmico
para ambas cepas.

Tabla 2. Recuentos (ufc/mL) obtenidos tras la aplicacién de distintos shocks térmicos

Cepas Sin shock Tiempo incubacion a 80°C (min)
térmico 5 10 20
ILBB592 5,7x10% 5,2x10% 5,3x10’ 5,5x10’
ILBB139 7,2x10% 6,3x10% 2,3x107 2,2x107

4.8. Contenido de proteina total en extracto proteico (C), actividad fitasa volumétrica y
especifica de las nueve cepas seleccionadas y los cuatro controles bioldgicos en
estudio.

Cepa C(ug/mL) UE/mL UE/ug
ILBB139 457 0,06 0,14
ILBB15 450 0,11 0,25
ILBB173 393 0,16 0,41
ILBB44 422 0,19 0,45
ILBB63 469 0,22 0,48
ILBB64 165 0,10 0,61
ILBB68 325 0,02 0,06

ILBB7 133 0,08 0,63
ILBB95 210 0,03 0,13

C1 363 0,03 0,08
C2 417 0,05 0,13
c3 431 ND ND
C4 415 ND ND

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas. (ND) No detectable en las condiciones de
trabajo.
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4.9. Identificacion y cuantificacion de los acidos organicos mayoritarios secretados segun

la fuente de fasforo utilizado.

4.9.1.Tabla de identificacién y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios

secretados en incubacién con fitato de sodio

C(mM)
Cepa Ac. glucénico Ac. succinico Ac. pirtvico Ac. lactico Ac. acético Ac. citrico Ac. fumarico
C1 ND ND 1,7 ND ND ND ND
C2 ND ND 1,7 ND ND ND ND
Cc3 ND ND ND ND 0,2 0,1 ND
c4 ND ND 1,5 ND ND 0,7 ND
ILBB15 ND 2,4 1,4 ND ND 0,5 ND
ILBB139 43 ND 2,1 0,3 0,2 ND ND
ILBB173 ND ND 1,6 0,1 ND ND ND
ILBB44 ND 6,7 3,9 ND ND ND ND
ILBB63 50 ND 0,0 0,2 0,2 ND ND
ILBB64 13 ND 1,5 ND ND ND ND
ILBB68 44 ND 1,6 ND ND ND ND
ILBB7 ND 3,2 1,5 ND ND 0,2 ND
ILBB95 ND ND 1,6 ND ND ND ND

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas. (ND) No detectable en las condiciones de
trabajo.

4.9.2.Tabla de identificaciéon y cuantificacion de los acidos orgdnicos mayoritarios

secretados en incubacion con FePOqy

C(mM)

Cepa Ac. glucénico Ac. succinico Ac. pirtvico Ac. lactico Ac. acético Ac. citrico Ac. fumarico

Cc4 4,1 ND 1,7 0,3 0,2 0,3 ND
ILBB15 ND 2,4 1,8 0,2 0,2 1,6 ND
ILBB139 ND ND 1,4 ND 0,2 1,3 ND
ILBB44 3,5 ND 1,7 0,0 1,4 0,1 ND
ILBB63 ND ND ND 0,3 0,2 1,1 ND
ILBB95 ND ND 1,4 0,1 0,2 1,1 ND

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas de aquellas cepas en que se constatd la
actividad solubilizadora del FePO,4 en medio liquido. (ND) No detectable en las condiciones de trabajo.
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4.9.3.Tabla de identificacién y cuantificacién de los acidos organicos mayoritarios
secretados en incubacién con AIPO,

C(mM)
Cepa Ac. glucénico Ac. succinico Ac. pirtvico Ac. lactico Ac. acético Ac. citrico Ac. fumarico
C1 ND 2,7 1,4 ND 0,1 0,1 ND
C2 ND 2,0 1,6 ND ND 0,4 ND
Cc3 0,0 2,1 ND 0,1 0,3 ND ND
c4 ND 2,7 ND 0,1 ND 0,1 ND
ILBB15 ND 2,3 ND 0,1 ND 0,3 ND
ILBB139 ND 5,6 ND 0,0 ND 0,5 ND
ILBB173 ND 2,7 ND 0,3 0,3 ND ND
ILBB44 ND 2,1 1,5 ND ND 0,3 ND
ILBB63 ND ND ND 0,2 0,1 ND ND
ILBB64 ND 6,3 ND 0,1 ND 0,3 ND
ILBB68 ND 5,7 1,9 0,1 ND 0,5 ND
ILBB7 ND ND 1,5 0,2 ND 0,4 ND
ILBB95 ND ND 1,4 0,1 ND ND ND

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas. (ND) No detectable en las condiciones de

trabajo.

4.9.4.Tabla de identificaciéon y cuantificacion de los acidos orgdnicos mayoritarios
secretados en incubacion con Cas(P0Oas);

C(mM)
Cepa Ac. glucénico Ac. succinico Ac. pirtvico Ac. lactico Ac. acético Ac. citrico Ac. fumarico
C1 ND ND ND ND ND 0,8 3,1
C2 ND ND ND ND ND 0,4 1,9
C3 ND ND 1,5 ND ND 1,2 ND
Cc4 ND ND ND ND ND 0,4 1,9
ILBB15 ND ND 1,4 ND ND 0,3 1,9
ILBB139 ND ND ND ND ND 0,3 1,9
ILBB173 ND ND 1,4 ND ND 0,5 1,9
ILBB44 ND ND ND ND ND ND 1,9
ILBB63 ND ND 1,4 ND ND 0,6 1,9
ILBB64 ND ND ND 0,7 ND 0,9 4,1
ILBB68 ND ND ND ND ND 0,5 1,9
ILBB7 ND ND ND ND ND 1,6 1,9
ILBB95 ND ND ND ND ND 0,5 2,1

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas bioldgicas. (ND) No detectable en las condiciones de

trabajo.
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Resultados de apoyo en seleccion de componentes del medio de cultivo de
significancia sobre titulo de esporas y eficiencia de esporulacion en ILBB139 y ILBB592

4.10.

4.10.1. Matriz de disefio factorial fraccionado 2°3 (1V) codificada

Factores
F1:Glu F2:EP1 F3:EP2 F4:EP3 F5:EP4 F6: Mg F7:Mn F8:N F9:P

N° Experimento

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

26
27

28
29
30
31

32
33

34
35

36
37

38
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39
40

41

42

43

a4
a5

46

47

48

49

50
51

52

53

54
55
56

57
58
59
60
61

62
63

64

4.10.2. Tabla de niveles de factores para el disefio factorial fraccionado 23 (1V)

Niveles (g/L)

Factores

1 20*

F1: Glu
F2: EP1
F3: EP2
F4: EP3
F5: EP4
F6: Mg
F7: Mn

F8: N

0,2
0,05

0,5

F9: P
(*) Para el disefio de ILBB592 el nivel maximo en que se trabaja es 9g/L
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4.10.3. Matriz de confusién de efectos para el disefio factorial fraccionado 2°3 (1V)*

[Termino estimado] = Termino de confusién/Aliase
[Intercept] = Intercept
[Block 1] = Block 1 - ABJ
[Block 2] = Block 2 + ABJ
[A]=A
(B]=B
[C]=C
[D] =D + EGH
[E] = E + DGH
[F]=F
[G] = G + DEH
[H] = H + DEG
U1=1J
[AB] = AB + CDG + CEH
[AC] = AC + BDG + BEH
[AD] = AD + BCG + EFJ
[AE] = AE + BCH + DFJ
[AF] = AF + DEJ + GHJ
[AG] = AG + BCD + FHIJ
[AH] = AH + BCE + FGJ
[AJ] = AJ + DEF + FGH
[BC] =BC + ADG + AEH
[BD] =BD + ACG
[BE] = BE + ACH
[BF] = BF
[BG] =BG + ACD
[BH] = BH + ACE
[BJ]=BJ
[CD] =CD + ABG
[CE]=CE + ABH
[CF]1=CF
[CG] = CG + ABD
[CH] = CH + ABE
[C]=a)

[DE] = DE + GH + AFJ
[DF] = DF + AEJ
[DG] = DG + EH + ABC
[DH] = DH + EG
[DJ] = DJ + AEF
[EF] = EF + AD)J
[EJ] = EJ + ADF
[FG] = FG + AH)J
[FH] = FH + AG)J
[FJ] = FJ + ADE + AGH
[G)] = GJ + AFH
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[HJ] = HJ + AFG

[ABF] = ABF
[ACF] = ACF
[ACJ] = AC

[ADH] = ADH + AEG
[BCF] = BCF + DHJ + EGJ
[BCJ] = BCJ + DFH + EFG

[BDE] = BDE + BGH

[BDF] = BDF + CHJ
[BDH] = BDH + BEG + CFJ
[BDJ] = BDJ + CFH
[BEF] = BEF + CG)J
[BEJ] = BEJ + CFG
[BFG] = BFG + CEJ

[BFH] = BFH + CDJ

[BFJ] = BFJ + CDH + CEG
[BGJ] = BGJ + CEF
[BHJ] = BHJ + CDF
[CDE] = CDE + CGH
[DFG] = DFG + EFH
[DGJ] = DGJ + EHJ
Factor Generador

G=ABCD
H = ABCE
J = ADEF

(*) El factor F1 es nombrado por el software como A, y asi sucesivamente con los nueve factores de estudio

4.10.4. Tablas Analisis de la Varianza (SCP-Tipo lll) para ILBB139 para los factores
extractos proteicos

FvV sC gl (oY F, Valor-p FV SC gl C™M F, Valor-p
B 78,056 1 78,056 6,19 0.0157 B 39,765 1 39,765 5,7 0.0200
C 110,214 1 110,214 8,74 0.0045 C 41,452 1 41,452 6,0 0.0176
D 303,435 1 303,435 24,08 <0.0001 D 158,179 1 158,179 22,8 <0.0001
E 52,962 1 52962 4,20 0.0449 E 63,812 1 63,812 9,2 0.0036

Bloque 13,283 1 13,283 Bloque 0,639 1 0,639

Error 730,987 58 12,603 Error 402,766 58 6,944

A Total 1288,936 63 B Total 706,613 63

Tabla de andlisis de varianza (FV, Fuente de Variacién; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de
libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales), en las variables respuesta: titulo de esporas (A) y
eficiencia de esporulacidon (B). El factor B, C, D, E es la concentracién de EP1, EP2, EP3 y EP4,
respectivamente.
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4.10.5. Tablas Analisis de la Varianza (SCP-Tipo lll) para ILBB592 para los factores
extractos proteicos

FV SC gl CcM Fo  Valor-p FV SC gl CM Fo  Valor-p
B 34,817 1 34,817 3,688 0.0597 B 45,548 1 45,548 3,445 0.0685
C 86,333 1 86,333 9,144 0.0037 C 82,457 1 82,457 6,236 0.0154
D 92,264 1 92,264 9,772 0.0028 D 9642 1 9,642 0,729 0.3967
E 51,204 1 51,204 5,423 0.0234 E 53,852 1 53,852 4,073 0.0482

Bloque 4,259 1 4,259 Bloque 15,194 1 15,194

Error 547,621 58 9,442 Error 766,913 58 13,223

A Total 816,498 63 B Total 973,608 63

Tabla de anadlisis de varianza (FV, Fuente de Variacién; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de
libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales), en las variables respuesta: titulo de esporas (A) y
eficiencia de esporulacion (B). El factor B, C, D, E es la concentracién de EP1, EP2, EP3 y EP4,
respectivamente.

4.11. Matriz de disefio y tabla de niveles de factores para ensayo de optimizacion
titulo de esporas y eficiencia de esporulacién en ILBB139

4.11.1. Matriz de disefio central compuesto (CCD, 23*%") y tres puntos centrales

N° Experimento Factores
F1:Glu(g/L) F2:Mn(g/L)  F3:EP3(g/L)
1 0,2 0,01 9
2 0,8 0,01 9
3 0,2 0,04 9
4 0,8 0,04 9
5 0,2 0,01 21
6 0,8 0,01 21
7 0,2 0,04 21
8 0,8 0,04 21
9 0,0 0,03 15
10 1,0 0,03 15
11 0,5 0,00 15
12 0,5 0,05 15
13 0,5 0,03 5
14 0,5 0,03 25
15 0,5 0,03 15
16 0,5 0,03 15
17 0,5 0,03 15
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4.11.2. Tabla de niveles para el disefio central compuesto (CCD, 23"t y tres puntos

centrales
Niveles
Factores

-a -1 0 1 a
Fl:Glu(g/L) 0 02 05 08 1
F2:Mn(g/L) 0 0,01 0,025 0,04 0,05
F3:EP3(g/L) 5 9 15 21 25

4.12. Matriz de disefio y tabla de niveles de factores para ensayo de optimizacion

titulo de esporas y eficiencia de esporulaciéon en ILBB592

4.12.1. Matriz de disefio central compuesto (CCD, 2°*%") y tres puntos centrales

N° Experimento Factores
F2: Mn (g/L)  F3:EP2(g/L)
1 0,01 8
2 0,04 8
3 0,01 22
4 0,04 22
5 0,00 15
6 0,05 15
7 0,03 5
8 0,03 25
9 0,03 15
10 0,03 15
11 0,03 15

4.12.2. Tabla de niveles de factores para el disefio central compuesto (CCD, 23"ty tres
puntos centrales

Niveles
Factores

-a -1 0 1 a
F1:Mn(g/L) 0 0,01 0,03 0,04 0,05
F2:EP2(g/L) 5 8 15 22 25
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4.13. Matriz de disefio y tabla de niveles de factores para ensayo de formulacién
liquida de esporas bioproducidas

4.13.1. Matriz de disefio factorial completo 23 codificada

Tratamiento F1:PVP (g/L) F2: Glicerol (v/v %) F3: Glutamato monosédico (g/L)

T1 0 0 0
T2 20 0 0
T3 0 1 0
T4 0 0 20
T5 20 1 0
T6 0 1 20
T7 20 0 20
T8 20 1 20

4.13.2. Tabla de niveles de factores para el disefio factorial completo 23

Niveles
Factores
0 1
F1: PVP (g/L) 0 20
F2: Glicerol (v/v %) 0 1

F3: Glutamato monosédico (g/L) 0 20

4.14. Modelos de regresion de concentracion de biomasa, células totales y esporas
con absorbancia a 600nm para los distintos estadios fisiolégicos de un cultivo liquido
de ILBB592 en SBMM.

El estudio de la relacion matemadtica de la concentracidn de biomasa, células totales y esporas
con la absorbancia a 600nm de un cultivo liquido de ILBB592 en SBMM, se efectud segun las
condiciones de cultivo en matraz descripto inciso 1.2.1, en el medio SBMM (Apéndice 1.3.2). Se
aplico la técnica de cancelacién de matraz. Las variables respuestas determinadas por duplicado
biolégico a distintos tiempos de incubacidn fueron: lectura de absorbancia a 600nm, titulo de
esporas y eficiencia de esporulacién (inciso 1.2.3), y biomasa.

Para la determinacion de biomasa se centrifugo 2mL de cultivo en un eppendorf de 2mL
(previamente secado a 45°C, termostatizado a temperatura ambiente en desecador y pesado),
se descartd el sobrenadante y se reiteré el paso anterior sobre el mismo eppendorf. Luego este
se seco a 45°C, se termostatizo a temperatura ambiente en desecador, hasta obtener un peso
constante. La biomasa se expresa en gramos por litro.

En la Figura 1. se representa la relacidon de regresion exponencial de la biomasa (g/L) y la lectura
de absorbancia a 600nm de un cultivo liquido de ILBB592 en SBMM para una lectura de
absorbancia comprendida entre (0,8 — 2,7) Y (2,7-3,4).
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Biomasa (g/L)

25
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o
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Abs (600nm)

Figura 1. Modelos de regresion de biomasa y lectura de absorbancia del cultivo de
ILBB592 en SBMM

En la Figura 2. se representa: la relacién de regresion simple no lineal de la concentracidn de

células totales (ufc/mL), esporas (ufc/mL) y la lectura de absorbancia a 600nm; la tendencia de
la eficiencia de esporulacién con la lectura de absorbancia a 600nm, de un cultivo liquido de

ILBB592 en SBMM para una lectura de absorbancia comprendida entre 0,5 y 3,0 para cultivo en

matraz.
Fase Transicion Fase
Vegetativa Vegetativa -Esporulacién Esporulacion
12 | - 100
l
10 1 y=5.491x+1.798 | y=2R,;°>£11(;(;-923.622 ...... L g0
R?=0.997 1 =0 & |
8 ] o e l
= o - 60—
E I l S
ged 0 e =
3 ] 1 )
k5 1 1 L 40
4 4
l l
2 I I - 20
l l
| l
0 oro——0-0-0- . . . . 0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

Abs(600nm)

Figura 2. Modelos de regresion de biomasa y lectura de absorbancia del cultivo de ILBB592
en SBMM
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Tabla 3. Los coeficientes de regresion lineal simple de la fase vegetativa y la fase de transicion
para las lecturas de absorbancia comprendida en los rangos (0,0 - 1,0) y (1,0-3,0), para cultivo
en matraz.

Fase Vegetativa 0,0<Abs<1,0 100% Células vegetativas

X Abs (600nm)
Y log(células totales(ufc/mL))
Pendiente 5,491
Ordenada origen 1,798

1,0<Abs<3,0 (0-100) % Esporas

X Abs (600nm)
Y log(esporas(ufc/mL))
Pendiente 2,341

Ordenada origen

2,622
100% Esporas

X No corresponde

Y No corresponde
Pendiente No corresponde
Ordenada origen No corresponde
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5. CALCULO DE ERROR DE PREDICCION DEL MODELO

El error de prediccién del modelo se calcula:

(VRExp - VRPred) %

100
VRPred

Eprea(%) =

donde VRgyp, Y VRpreq son el promedio de la variable respuesta experimental y predicho en el
punto éptimo.

6. CALCULO DE PARAMETROS DESCRIPTIVOS, CINETICOS Y ESTEQUIOMETRICOS DEL PROCESO
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. . ‘o So=S
Conversién de azicares maxima alcanzada [Xs ms, (%)] = OS—f x 100
0
. . .. . g _ X=X,
Coeficiente de rendimiente de biomasa |Yy/s I =5
0=Sf

.. . .. , Xi—X, ,
Productividad volumétrica maxima de biomasa [QX méx (%)] = (t’—t) (z <)
itz

: . . S,=S; .
Velocidad maxima de consumo de azlUcares [QS max (L‘ih)] = ﬁ (z<i)
itz

Velocidad especifica maxima de crecimiento In (x_) = ut, en fase exponencial u es
o
constante y maxima, bajo el supuesto que siguen una cinética de Monod.

Velocidad especifica maxima de consumo de azlUcares [qs max (;;h)] =
Sz=Si

Gtz &<
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7. ALIMENTACION ASINTOTICA DE GLUCOSA EN MODO DE OPERACION FEDBATCH
7.1. Desarrollo del modelo de alimentacion asintética propuesto

Esquema del sistema de trabajo

Reservorio solucion

Reservorio dilucion Reactor
concentrada

!
“—t
!
+ 1
|
ol
-

Ll I e |

I S S S S S - -
I S S S S S - -
- s s s e s s s

—
I
[
l
l
l
l
I
[
l
l
l

Nomenclatura

F, Flujo o caudal de liquido (g/L)

W, Velocidad especifica de crecimiento (h)

Yx/s Coeficiente de rendimiento de biomasa basado en el consumo total de sustrato (g/g)
V Volumen de medio en el reactor (L)

V4 Volumen en reservorio de dilucién (L)

Sc Concentracidn de sustrato en reservorio de solucion concentrada (g/L)
Sq Concentracion de sustrato en reservorio dilucion (g/L)

Sr Concentracion de sustrato en el reactor (g/L)

X4 Concentracion de biomasa en reservorio dilucion (g/L)

X Concentracién de biomasa en reactor (g/L)

Balance de masa reactor en modo de operacion Fedbatch

dvx)
dt

= FentradaXdao — FsatiaaX + VuX —VkgX

Supuestos: Fsgiiga = 0,kqg = 0,X4, = 0 (Alimentacién estéril)

159



Apéndice

d(Vx)
dt

VMX (EC].)

Balance de sustrato reactor en modo de operacion Fedbatch

as,)
dt = FentradaSa — FsatiaaS + 0 —VqsX
Supuesto: Fgqjiq0 = 0
aws,) VuX
= S P
dt Entrada®d Vs (Ec2)
aes,) —d) Vux
V+——S5,=F g, — -
dt + dt r Entrada“d YX/S

Para evitar acumulacion de sustrato el inicio de la alimentacidn se efectiia cuando la
concentracién de sustrato se hace cero y constante en estado pseudo-estacionario.

Supuestos a t,=0: S, =0, df;;r) =0
A t, se cumple:
aes,) —d) VuX
V+——S,=F Sy ——
dt dt r Entrada®d YX/S
X,V
FentradaSdo = % (Ec3)
X/S

Balance de sustrato en reservorio de dilucion del sistema de alimentacion Fedbatch
asintotico

d(VSy)

dt = FgntradaSc — FsatidaSa
d(Sq) d(Va)

dt Vd+ dt Sd:FSC—FSd

Supuestos: Fsgiiga = Fentraaa = F = Vg = cte,S¢ = cte

d(Sq) F

=— (S-S

= e =S

sd t

a(s F
f (Sa) =f—dt
Sgo € ~ Sa o Va

Sa¢ F |t Sc — Sq F _F,

—Ln|S¢ = S, =—t| —In|———| =t =S¢ =S¢ — (5S¢ — S, Va Ec4
n|S¢ d||5d0 v, 0" nSC_SdO v, | od ¢ — (Sc — Sao)e (Ec4)

Estrategia de alimentacién en Fedbatch

Para que no halla acumulacidn de sustrato a t > t, el gradiente de alimentacidn tiene que ser
en este periodo igual o menor a la maxima variacion de consumo de sustrato.

Supuesto: X = X,eto! (Cinética de Monod), estado pseudo-estacionario, t, < Uopax, @ Partir
de Ec2:
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d(Fs) _d
dt

de |

(1o XoVoeHo'|
Yx/s

(Ec5)

Sustituyendo Ec4 en Ec5 se

d(FSy)  d
dt

(1o X, Vpeto!]

obtiene:

_E_

Yx/s

d(Sg) d ﬂoXoVoeuot]
- F = —_— -

dt

2

F _F
== (SC - Sdo)e th
Va

_ Ho X, Vpetor

Yx/s

S dt| Yyys

(Ec6)

Modelo de (XV)=f(t) durante alimentacion asintética

Sustituyendo la Ec4 en la Ec2

d(VSy)
dt

VuX
Yx/s

FSd—_:FSC—F(SC

En estado pseudo-estacionario:

F
Jy |FSc = F(Sc = Sap)e Va

Por Ecl:

2

F £
FSCt—_(SC —Sdo)e Va
Va

F

2

t vux

X/S

2 _F
]dt =0 - FSct ‘%(SC —Su0)e Va

tvux

F

_F,
Sdo)e Va' —

X/s

t—ftw

0vx/s

dt =0-

—dt=0-

-
OY

X/s

F _r
VissFSct =~ Yis(Sc = Saode Vd' = XV =X,V
d

2 _F
XV = XoVy + Y/sFSct = 1= Yy/s(Sc = Sag)e "

(Ec7)

7.2. Parametros fijados para el calculo de Sd y Sc

Tabla 4. 1. Velocidad especifica de crecimiento en etapa de alimentacion, 2. Coeficiente de rendimiento de
biomasa de ILBB592 en batch, 3. Concentracion de biomasa en inicio de alimentacion, 4. Volumen de solucion

del reservorio B transferido al biorreactor, 5. Duracién de la etapa de alimentacidn, 6. Flujo volumétrico de

alimentacion.

Pardmetro

1 w(h?) 011
2 Yx/s(g/g) 0,97
3 Xol(g/L) 4,8
4 Vo(l) 14
5 vd(l) 06
6 T(h) 8

7 F(/h) 0,072
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8. CASCADA DE EVENTOS DE CONTROL DEL PORCENTAJE DE OXIGENO DISUELTO (DD)

Variables operaciones Minimo %0ut put Maximo %0ut put
Agitacién (rpm) 150 -100 400 -90
Aireacion (vwvm) 0,5 -90 2,5 100

9. PROVEEDORES DE COMPONENTES DE FORMULACION DE ESPORAS

Componente Proveedor
PVP Drog. Ind. Uru
Glicerina Drog. Ind. Uru
Glutamato monosédico Drog. Mtveo
Caolin nacional Drog. Ind. Uru
CMC Drog. Ind. Uru

carbono activado Drog. Ind. Uru

10. VELOCIDAD ESPECIFICA MAXIMA CULTIVO EN MATRAZ Y EN BIORREACTOR (BATCH)

3.0 4 3.0 -
=0,3623x - 2,4218
20 - y e OX993' [ 50 | y=0,451x-2,141 o
° ’ S ° R2=0,991 .
Z . X
= 3 o
s é s
1.0 A 1.0 A
o .
o
00 A T T 1 OO A T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
T(h) T(h)
A B

Figura 3. Relacion logaritmica de biomasa producida en funcién del tiempo para el cultivo en
matraz y en biorreactor (batch), en las figuras A y B, respectivamente con sus correspondientes
modelos de regresion lineal.
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