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RESUMEN

En el proceso de produccién de Anastrepha ludens (LOEW) la incubacién de los huevos (para su transformacion en larvas)
se realiza de forma artesanal en medio liquido (pH 7.3), homogeneizado con aireacion (flujo no controlado), utilizando una
columna de burbujeo con relacién altura/didmetro (h/d) de 1.5. Dicha columna fue comparada con otros dos biorreactores,
una columna de burbujeo con relacién h/d de 6.5 y un biorreactor air-lift con una relacién h/d de 6.5. Se estudio el efecto
del pH y la presencia de sacarosa o glucosa en el medio de incubacién. La maxima productividad se obtuvo en la columna de
burbujeo h/d 6.5 (5.19 larvas mL-1 h-1) a las 102 horas, superior a lo obtenido en los otros dos biorreactores. Se observé que
a pH’s de 3.3 y 4.3 la eclosién comienza antes que a pH’s méas basicos, obteniendo una productividad de 5.60 larvas mL-1 h-1
a las 102 horas. La adicién de carbohidratos al medio de incubacién redujo el tiempo de cultivo y alcanzando con glucosa 0.5%
y sacarosa 1.0%, productividades de 5.83 larvas mL-1 h-1 a las 94 horas de cultivo. Asi mismo, el consumo de oxigeno, 164
ng O2 huevo-1 h-1., por parte de los huevos, es reportado.

PALABRAS CLAVE: biorreactor, huevo, incubacién, medio liquido.

ABSTRACT

In the process of production of Anastrepha ludens (LOEW) the incubation of the eggs (for their transformation to larvae) is
carried out in a handmade way between liquid (pH 7.3), homogenized with air (not controlled flow), using a column of I bubble
with relationship height/diameter (h/d) of 1.5. This column was compared with other two bioreactors, a column of I bubble
with relationship h/d of 6.5 and a bioreactor air-lift with a relationship h/d of 6.5. Also, was studied the effect of the pH and
the sucrose presence or glucose in the means of incubation. The maximum productivity was obtained in the column of I bubble
h/d 6.5 (5.19 larvae mL-1 h-1) at the 102 hours, superior to that obtained in the other two bioreactors. It was observed that
to pH’s of 3.3 and 4.3 the appearance begins before to more basic pH’s, obtaining a productivity of 5.60 larvae mL-1 h-1 at
the 102 hours. The addition of carbohydrates to the means of incubation reduced the time of cultivation and reaching with
glucose 0.5% and sucrose 1.0%, productivities of 5.83 larvae mL-1 h-1 at the 94 hours of cultivation. Likewise the oxygen
consumption, 164 ng 02 egg-1 h-1, on the part of the eggs, is reported.
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INTRODUCCION Dada la importancia de la mosca mexicana
e - ; de la fruta (Anastrepha ludens LOW), en el
El control biologico de insectos plag_a ||_1c_luye, municipio de Metapa de Dominguez, Chiapas
entre otras cosas, el empleo de individuos g egtableci la planta productora de moscas
(machos, prlmordlalmgnte) estériles, proceso estériles, en la que actualmente se producen, en
conocido como de la Técnica del Insecto Esteéril promedio, 235 millones de moscas por semana.
(TIE). Para que la TIE pueda aplicarse, s&  aynque el proceso de produccion de este insecto
requiere establecer el proceso de produccion  og ayitoso, la etapa de transformacién de huevo
masiva del insecto a controlar (Leyva et al.,, 1991; a larva (etapa de incubacion) es realizada de
Hernandez, 1997; Klassen, 2005). Dicho proceso forma artesanal.
contempla una serie de etapas, iniciando con €l La incubacion de huevecillos de A. ludens se
establecimiento de la colonia en condiciones  oz)i73 en botellones que contienen agua clora-
artificiales y concluyendo con la liberacién de da (6ppm), procurando mantener una relacion
insectos adultos estériles (Rull et al., 1994). (v/v) huevo: agua de 1:27. Para mantener en
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suspension los huevos, a los botellones se les
suministra aire (presion de 1.4 kg cm-2) sin con-
trol de flujo. Después de alcanzar 80% de trans-
formacién (en un tiempo aproximado de 100h)
el proceso de incubacion se da por concluido.

Escaso ha sido el trabajo orientado hacia
entender el papel del biorreactor y las condiciones
quimicas del medio, en el desarrollo del embrion
de la mosca de la fruta hasta alcanzar el estadio
de larva (transformacion de huevo a larva). Caso
contario, para el cultivo de microorganismos se
tiene amplia experiencia y se ha establecido
que todo biorreactor debe mantener un medio
homogéneo, sin zonas muertasy a la vez transferir
oxigeno y nutrimentos al medio sumergido
empleando el minimo de energia (Quintero,
1981). Se ha establecido que el ambiente
mecanico de mezclado, aireacion y presion de
un biorreactor puede influenciar directamente
sobre el crecimiento y la productividad ya
que se alteran la transferencia de masa vy
calor (Deshussees et al, 1997). Asi mismo,
en los procesos de crecimiento y produccion
de microorganismos aerdbicos la oxidacion de
la fuente de carbono y su transformacion en
células, productos y CO, establece una demanda
de oxigeno que es esencial satisfacer a través
de la aireacién y mezclado de cultivo. Cuando se
evalla la transferencia de oxigeno es necesario
tomar en cuenta las resistencias que encuentra
el oxigeno antes de llegar a las células, por
ejemplo: la viscosidad, los sdlidos disueltos,
temperatura, agregacion celular, etcétera.

Por otra parte, las técnicas de cultivo de
células animales deben tener un ambiente
adecuado de oxigenacion, temperatura y pH,
también debe tomarse en cuenta la transferencia
de nutrimentos y el control de productos
originados del metabolismo. Por ejemplo en
las células de insecto cultivadas en reactores
agitados se necesitan muy complejos, control
de la tensién de oxigeno disuelto (TOD), control
y eliminacién de contaminantes y metabolitos
toxicos, por esta razon la informacién en cuanto
al crecimiento de este tipo de lineas celulares no
es muy abundante (Palomares et al., 1997).

Aunque mucho conocimiento se tiene con
respecto al crecimiento de células individuales:
microorganismos y células de eucariontes
(plantas, animales e insectos) o incluso de
tejidos, sin embargo, el conocimiento en el
desarrollo de un organismo multicelular (larva
de mosca) en biorreactores es realmente escaso
(Martinez-Pérez et al., 1997).

Las moscas de la fruta ovopositan en frutos
que sean capaces de satisfacer las condiciones
fisicoquimicas para la transformacion del embrién
(huevos ovopositados) a larva y las necesidades
alimenticias de las larvas. Por lo anterior, en
el proceso de cria masiva, y sobre todo en la
incubacion de los huevos esimportante mimetizar
las condiciones naturales. Actualmente, el cultivo
sumergido de huevos de moscas de la fruta es
realizado de manera artesanal (exclusivamente
en agua) sin tomar en consideracion que el tipo
de biorreactor, la presion de burbujeo, el flujo
de aire, el pH adecuado y la concentracion de
nutrimentos deben satisfacer las necesidades de
desarrollo de los embriones y obtener la maxima
productividad. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue determinar el tipo de biorreactor y
sus condiciones de operacion para maximizar la
productividad de larvas de Anastrepha ludens
(Loew) en cultivo sumergido.

MATERIALES Y METODOS

Los trabajos experimentales se desarrollaron
en el area de incubacion de huevecillos de A.
ludens de la Planta MOSCAFRUT en Metapa
de Dominguez, Chiapas y en el Laboratorio de
Biotecnologia del Centro de Biociencias de la
UNACH en Tapachula, Chiapas.

Material bioldgico. El material bioldgico
utilizado fueron huevos de Anastrepha ludens
(Loew) del 4° al 6° dia de oviposicién de la
colonia ya establecida en el area de reproductores
recién colectados y lavados con agua estéril. La
concentracion empleada fue de 685 huevecillos
mL-1 para todas las repeticiones.

Biorreactores y condiciones de trabajo.
Se utilizaron tres biorreactores: dos columnas de
burbujeo con una relacién altura/diametro (h/d)
de 6.5 y 1.5 (columna testigo), respectivamente
y un air-lift, h/d 6.5. Los biorreactores se
agitados con aire a flujo de 1 vvm (volumen de
aire - volumen de trabajo-1 - min-1), presién
de 1 kg cm-2, volumen de trabajo de 500 mL y
temperatura de incubacién de 27 °C.

pH del medio de cultivo. El pH del medio
de cultivo se variéo de 3.3 hasta 7.3 (pH del
cultivo tradicional). Para obtener los pH de
ensayo se utilizd una solucién reguladora a base
de fosfatos (solucién de Mcllvaiines) (Silverton
y Anderson, 1961), el pH fue monitoreado a lo
largo del cultivo utilizando un electrodo dentro
de la columna.



Carbohidratos en el medio de cultivo.
Se varié la concentracién de carbohidratos
dentro del medio con sacarosa y glucosa
en concentraciones de 0, 0.5 y 1.0%. La
determinacion de la concentracion a lo largo
del cultivo se realizé por el método enzimatico
GOD-POD (Glucosaoxidasa-peroxidasa) (Trinder,
1969).

Oxigeno disuelto. El oxigeno disuelto en el
medio de incubacion de los huevos de A. ludens
se determind, desde el inicio de la incubacién
hasta el inicio de la eclosién, mediante un
electrodo de operacion continua. Para obtener el
consumo neto de oxigeno (QO,) primeramente
se determind el coeficiente de transferencia de
oxigeno, kLa, del biorreactor de columna con h/d
6.5, mediante el método indirecto de eliminacién
de gas (Quintero, 1981). El kLa del biorreactor
de columna con h/d 6.5 fue de 40.761 h-1 y el
consumo maximo de oxigeno fue de 164 ng O,/
huevo-1h-1.

Porcentaje de eclosion. El porcentaje de
eclosién [E (%)] se determind empleando un
microscopio estereoscopico. Para ello, muestras
de 1 mL de la suspension de huevos se distribuyd
sobre un trozo de tela oscura y se contabilizaron
las larvas presentes. El porcentaje de eclosion
fue el resultado de dividir el nimero de larvas
(L) entre el total de coriones y huevecillos (C+H)
y, posteriormente, multiplicado por cien {E = [L/

(C+H))](100)}. Todas las lecturas se realizaron
por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de eclosién de huevos de A. ludens
en los biorreactores

En la Figura 1 se muestra la curva de
eclosion de los huevo de A. ludens cultivados
en biorreactores agitados con aire. En dicha
curva se observaron tres etapas o fases
claramente identificadas. De la hora 0 a la hora
84 de incubacion, no se encontraron larvas.
Posteriormente, de la hora 84 a la hora 108, se
observo un rapido incremento en la poblacion
de larvas neonatas. Finalmente, de la hora 108
a la hora 132, la cantidad de larvas neonatas
alcanzo el valor maximo.

La curva de crecimiento por lote de una
poblacién de microorganismos o de células de
eucariontes también muestran tres fases: la
primera fase, o fase lag, donde los microorga-
nismos o las células se adaptan al medio y con-
diciones de cultivo, la segunda fase, o fase log,
donde los microorganismos o las células estan
adaptadas a las condiciones fisico-quimicas del
ambiente por lo que crecen (duplican) de forma
exponencial (esta fase se emplea para determi-
nar la velocidad de crecimiento (i) y cuyo valor
depende del tipo de organismo y de las condi-
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Figura 1. Curva tipica de eclosién de huevos de A. ludens.
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Figura 2. Cinética de eclosién de huevos de A. /udens incubados en agua estéril con pH 7.3 a temperatura.de 27 °C, en dife-
rentes biorreactores. Arriba: Columna de burbujeo con h/d = 1.5. En medio: Columna de burbujeo con h/d = 6.5.
Abajo: Biorreactor tipo air-lift con h/d = 6.5.




ciones de cultivo), finalmente, la tercera fase o
fase estacionaria, donde los microorganismos o
células dejan de crecer porque algun factor fisi-
co-quimico se vuelve limitante del crecimiento.

Para el caso de este trabajo, la fase donde
no hay presencia de larvas se puede interpretar
como de desarrollo del embrion. Esta etapa
inicia con la fertilizacion del huevo y termina con
la larva formada dentro del huevo (huevo no
eclosionado). El tiempo de desarrollo, y por ende
la velocidad, dependera tanto de la genética,
como de las condiciones fisico-quimicas en las
que se realice la incubacion de los huevos.

Desdeel puntodevistagenéticoKraufur(2005)
comentd que el confinamiento y aislamiento
prolongado de una poblacién de insectos induce
menor diversidad genética. Sin embargo, la
diversidad remanente (Dr) pudiera establecer
las diferencias en el desarrollo de los individuos.
Por lo anterior, bajo condiciones controladas
de incubacion hay pocas probabilidades de
que dos huevos fecundados al mismo tiempo
se desarrollen exactamente igual. Asi que, el
desarrollo diferencial del embrién impactara la
curva de distribucién de larvas neonatas. Por
otro lado, al no ser el huevo un sistema aislado,
el desarrollo del embrién pudiera ser afectado
por el pH, la fuerza idnica, la presién osmédtica,
la transferencia de masa y la homogeneidad del
medio de incubacién. Hasta ahora no se tienen
estudios referentes a este tdpico.

Por su parte, la fase de eclosién puede
ser resultante, exclusivamente, del patrén de
distribucién de la edad de los huevos. En este
sentido es poco probable que una poblacién
de hembras maduras sexualmente copulen al
mismo tiempo. También es poco probable que
la fertilizacién y ovoposicién se realice de forma
sincronica. Asi que el patrén de distribucion de la
copulacion, de la fertilizacién y de la ovoposicién
son los factores que impactan el patrén de
distribucion de larvas neonatas.

Por lo anterior, la curva de eclosién acumulada
sera resultante tanto de lo genético como de
las condiciones ambientales de incubacién y
del patron de madurez sexual, copulacién,
fertilizacion y ovoposicion. Por lo anterior una
proporcién importante de embriones alcanzara
la fase de larva en un rango de tiempo mas
0 menos cerrado y la restante se dividird en
aquellas que se desarrollan rapidamente y las

mas lentas (el tipo de distribucion probabilistica,
normal, x?, u otra, es desconocida).

Con estas consideraciones en mente, se
estudié de forma mas puntual la cinética de
eclosion de los huevos de  A. ludens en los
diferentes biorreactores empleados en este
trabajo (Figuras 2). En el grafico se trazd la linea
de 80% de eclosion que, como se menciond en
la Introduccioén, es el criterio para trasladar las
larvas neonatas a la siguiente fase de produccion
de moscas estériles.

Como se puede notar en la Figura 2, en el
biorreactor tipo air-lift la eclosion inicid mas
tardiamente que las columnas de burbujeo, y
que hasta las 109 h de incubacidn Unicamente
se alcanzd 45% de eclosion. En este mismo
sentido, en las columnas de burbujeo con h/d
de 1.5 y 6.5 se requirieron 105.5 y 101.5 h,
respectivamente, para alcanzar dicho valor. Por
otro lado, en las columnas con h/d 6.5 y 1.5
la velocidad de eclosion calculada fue de 4.996
y de 4.272 h-1, respectivamente, mientras que
en el reactor air-lift fue de 2.543 h-1. Teniendo
en consideracion el criterio de 80% de eclosion,
la productividad de los reactores fue 5.09, 5.19
y 4.42 larvas ml-1 h-1 para los biorreactoes
con h/d 1.5, 6.5 y air-lift, respectivamente. Los
resultados anteriores de alguna manera indican
la influencia que tiene el tipo de biorreactor para
proporcionar el ambiente homogéneo necesario
para el desarrollo del embrién. Las diferencias
encontradas en los biorreactores empleados
indican que el proceso es mas homogéneo en la
columna con h/d = 6.5.

Efecto del pH en la eclosion de huevos de
A. ludens

La Figura 3 muestra el comportamiento de
la eclosion, en el biorreactor de columna de
burbujeo con h/d = 6.5, de los huevos de A.
ludens en agua estéril con diferente pH (desde
3.3 hasta 7.3). De forma general se puede
ver que el patron de eclosion larval en los
diferentes valores de pH experimentados no
mostrd variacion. Por otro lado, se observo que
conforme el pH se vuelve mas acido la eclosion
inicia a tiempos mas tempranos ya que a pH’'s
de 3.3 y 4.3 a las 92 horas de cultivo se tiene
el 20%, mientras que a pH’s superiores la
eclosion apenas comienza. Se pudiera pensar
que un cambio en el valor de pH durante la fase
de desarrollo larvario pudiera ser el verdadero
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efecto y no el pH inicial, por lo que se decidid Cuadro 1. Productividad de larvas de A. ludens a diferente

monitorear esta variable a lo largo de todo el RG] o 0 (i @
proceso. En la Figura 4 se muestra que durante pH Tiempo Productividad
la fase de desarrollo larvario el pH se mantuvo (t80) (larvas mL-1
constante, observando variacion exclusivamente (h) h-1)
en la fase de eclosion.

El desarrollo éptimo de los embriones de Al 102 S
A. ludens, como de todos los organismos, se 4.3 103 5.42
debe realizar dentro de un rango de pH. Fuera 5.3 105 5.40
de este rango el desarrollo es menos eficiente 63 109 5.3

e incluso puede no progresar. Los resultados
obtenidos indican claramente que el rango de 7.3 105.5 5.19
pH dptimo para el desarrollo de los embriones
de A. ludens se encuentra entre los valores de
3.3y 4.3. Este resultado puede no ser extrafio ya
que las moscas hembra ovopositan sobre frutos
inmaduros (mango y citricos) donde la acidez

Cuadro 2. Productividad de larvas de A. /udens a diferente
concentracion de carbohidratos

es elevada. Por otro lado, la variacion de pH pH Tiempo Productividad
observada durante la fase de eclosién puede ser (t80)  (larvas mL-1
resultado de la liberacion de sustancias bdsicas (h) h-1)
cuando la larva emerge del huevo. Sacarosa 0.5% 96.2 5.69
Finalmente, en el Cuadro 1 se muestra la Sacarosa 1.0% 94.0 5.83
productividad de cada uno de los diferentes
sistemas a diferente pH, observando que a pH Glyoges:0,5% S RiE
3.3 la productividad fue la mayor. Glucosa 1.0% 97.0 5.64
Sin carbohidratos ~ 105.5 5.19
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Figura 5. Cinética de eclosion de huevos de A. ludens incubados en soluciones con pH 3.3 y con

diferentes concentraciones de carbohidratos. La incubacidn se realizé en biorreactor de
columna con h/d =6.5.




Efecto de los carbohidratos en la eclosion
de huevos de A. ludens

En la Figura 5 se muestra la cinética de eclosion
cuando los huevos de A. ludens se cultivan en
presencia de diferentes concentraciones de
glucosa y sacarosa. En general, la presencia
de carbohidratos mejor6é el desarrollo de los
embriones ya que la eclosién inicid a tiempos
mas tempranos. Al igual que con la variable
pH se observd que el patron de eclosién no
se modificd, ya que los comportamientos
fueron similares, sin embargo, la presencia de
glucosa, a concentracion de 0.5%, o sacarosa, a
concentracion de 1%, mejord, sustancialmente,
el inicio de la eclosion. Por otro lado, a lo largo
del proceso de incubacion la concentracion de
carbohidratos permanecié sin cambios. Bajo
estas condiciones, la productividad de los
diferentes tratamientos se increment6 (Cuadro
2). Con el empleo de carbohidratos el inicio de la
eclosién se redujo en 12 h. La mejora en el inicio
de la eclosion de los huevos de A. /udens pudo
deberse al cambio de densidad del medio de
incubacién lo que mantiene por mas tiempo en
suspension a los huevos de la mosca mejorando,
posiblemente el proceso de transferencia de O,
ydeCO,.

CONCLUSION

La transformacion de huevos a larvas de A.
ludens en cultivo sumergido fue afectada por
el tipo de biorreactor, por el pH del medio de
incubacion y por la presencia de carbohidratos.
El biorreactor que proporciond mejores
condiciones hidrodindamicas para el desarrollo
de los embriones de A. ludens fue el biorreactor
de columna h/d 6.5, a pH acido (3 6 4) y con
presencia de carbohidratos (glucosa 0.5% o
sacarosa 1.0%).
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