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RESUMEN

Los plaguicidas quimicos pueden matar una amplia gama de insectos rapidamente y de manera
rentable; sin embargo, sus efectos secundarios son problematicos, pues la presion selectiva conduce
a la resistencia de los insectos a los pesticidas provocando dafios al ecosistema y efectos toxicos
residuales tanto para los seres humanos como para los animales. Una alternativa es disminuir estos
efectos adversos utilizando enemigos naturales de plagas de insectos, como los hongos
entomopatdgenos, que ya se producen, comercializan y se aplican en campo; sin embargo, estos
agentes de control bioldgico se afectan por las elevadas temperaturas en campo, asi como la
respuesta inmune del insecto, por lo tanto, encontrar una estrategia para mejorar parametros de
calidad de los conidios de hongos entomopatogenos es aun un desafio; por lo cual en esta
investigacion se aplicaron atmésferas modificadas (16, 26, 30 y 40 % O.) bajo las cuales se cultivé al
hongo entomopatogeno Metharizium anisopliae CP-OAX y se compar6 con una atmésfera normal (21
% O2). Se utilizé un enfoque protedmico comparativo para dilucidar la respuesta de M. anisopliae ante
un posible estrés oxidante causado por la concentracion de oxigeno en la atmésfera y posteriormente,
se analizo la actividad de enzimas antioxidantes, finalmente estas se relacionaron con los parametros
de calidad que se midieron en la primera etapa de esta investigacion (viabilidad, hidrofobicidad,

infectividad y termotolerancia).

El analisis de la produccion y calidad de conidios mostré que la mayor produccion de conidios de M.
anisopliae se encontrd con atmosferas ricas en oxigeno (26 y 30 % O2), pero la maxima productividad
se encontr6 a las 132 h con 30 % O- al modificar la atmdsfera a partir de las 60 h de cultivo. Esta
misma concentracion de oxigeno provocd que los conidios exhibieran mejores parametros de calidad,
viabilidad, termotolerancia e infectividad, incrementando un 17.02%, 62.8% y 34.20%
respectivamente, con respecto a los conidios cultivados bajo condiciones atmosféricas normales (21
% O2), mientras los conidios obtenidos con atmdsferas conteniendo 16 y 40 % O> presentaron los
valores mas bajos en los parametros de calidad.

La respuesta a un incremento en la concentracion de oxigeno aplicado al cultivo de M. anisopliae a
partir de las 60 h implicé cambios en el tipo de proteinas. Las proteinas de los conidios obtenidos bajo
estas condiciones fueron diferentes a las presentes en conidios cultivados bajo una atmésfera normal
(21 % O2). Se identificaron cuatro grupos de proteinas relacionadas con la infectividad (1), la resistencia
al estrés (11), el metabolismo (lIl) y por Gltimo una proteina cuya funcién no esta determinada (IV).




Especialmente, las proteinas relacionadas con la infectividad pudieron contribuir al incremento en la
mortalidad de larvas de Tenebrio molitor; puesto que la sobrevivencia de los insectos infectados con
conidios obtenidos bajo una atmdsfera rica en oxigeno (30% O2) fue de 7.6% contra 34.2% de
sobrevivencia de los insectos infectados con conidios obtenidos bajo una atmdsfera normal (21% O2).
Por su parte, las alteraciones metabdlicas parecen jugar un papel importante en las células eucariotas
para enfrentar el estrés y también en Metarhizium anisopliae, esto quedé evidenciado por las proteinas
que estan implicadas en el metabolismo (lll) donde esta incluida la transaldolasa, que participa en la
recuperacion del poder reductor, lo cual parece ser importante pues por su parte la actividad de la
enzima glutation reductasa se incrementd en los conidios obtenidos en todas las atmdsferas

modificadas.

Mediante un analisis de componentes principales se demostréd que la elevacion de la actividad
catalasa/peroxidasa se correlaciona con los parametros de calidad , infectividad (S, r = 0.807; p =
0.05), y viabilidad (V, r = 0.859; p = 0.05), tanto en los conidios obtenidos con atmdsfera normal (21
% O2) como con atmosfera rica en oxigeno (30 % Oz), esta relacion concuerda con el hecho de que
solo los conidios obtenidos bajo estas condiciones pueden infectar a mas del 80 % de los insectos en

un bioensayo.

Hasta donde sabemos este estudio es el primero en realizar un analisis proteémico de conidios
obtenidos con atmosferas modificadas. Los resultados obtenidos contribuyen a una mejor
comprension de los eventos moleculares implicados en la mejora de parametros de calidad, por medio
de una modificacién de la concentracion de oxigeno en la atmésfera. Por ultimo, una posible aplicacién
seria tomar cepas de M. anisopliae cultivadas bajo una atmésfera rica en oxigeno (30% Oy) las cuales
podrian exhibir menor formaciéon de sectores y mayor cantidad de conidios, lo que mejoraria

econdmicamente la comercializacion de estas unidades infectivas.
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INTRODUCCION

Los hongos entomopatdgenos, de los cuales el género Metarhizium es uno de los mas utilizados (Faria
y Wright, 2007), tienen importantes aplicaciones dentro del control biologico de plagas principalmente
porque representan una alternativa ambientalmente amigable tanto para el control de plagas como
para la preservacion de la salud publica (Dawkar et al., 2013) pues los conidios de hongos
entomopatdgenos no son tdxicos para el ser humano; ademas, hasta el momento no se ha reportado
el desarrollo de resistencia de los insectos plaga a la infeccion por hongos entomopatdgenos, lo cual
es muy comun cuando se usan plaguicidas quimicos para el control de plagas por periodos de tiempo

prolongados (Farenhorst et al., 2009).

Los conidios de los hongos entomopatégenos infectan a los insectos blanco por contacto, es decir, en
la primera parte de la infeccion los conidios deben ser capaces de adherirse a la cuticula del insecto
por interacciones hidrofdbicas, penetrar esta cuticula y posteriormente deben enfrentar la respuesta
inmune del insecto. Los conidios aplicados en el campo para el control bioldgico de plagas deben
cumplir con ciertos parametros de calidad que les permitan afrontar diversas condiciones de estrés a
las que estaran sometidos previo y durante el proceso de infeccidn; por ejemplo, una vez aplicados en
el campo los conidios permanecen expuestos a factores abidticos como a luz UV, la temperatura, la
humedad, que inducen un estado de estrés en el conidio; una vez comenzado el procesos infeccioso,
los conidios deben superar los mecanismos de defensa de los insectos; entre los mas importantes es
que el insecto libera especies reactivas de oxigeno (ERO) lo cual, aunado con la produccién de ERO
por el metabolismo aerébico propio del hongo, también contribuye a la generacion de estrés oxidante.
Por lo tanto, el éxito de la aplicacion de los hongos entomopatdgenos como bioplaguicidas recae en
la produccion de conidios de buena calidad que sean resistentes a diferentes tipos de estrés (Tseng
etal., 2011).

Aunque se sabe que en incremento en las ERO provoca dafios en diferentes estructuras celulares,
también se ha reportado que el incremento en la concentracidn intracelular de algunas especies
reactivas de oxigeno esta relacionado con el proceso de diferenciacion celular de hifas a conidios
(Aguirre at al., 2005). Por otra parte, se ha observado que la exposicion de ciertos microorganismos a
un estrés moderado puede mejorar su tolerancia a mayores niveles de estrés, incluso cuando éstos
son causados por factores diferentes al estresor original. A este fenémeno se le ha denominado
proteccion cruzada y se cree que podria estar relacionado con la modificacion en la sintesis de ciertas

proteinas durante la exposicién al factor estresor inicial (Rangel., 2011).
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Con base en lo anterior, se han planteado estrategias experimentales disefiadas para tomar ventaja
del conocimiento basico de los procesos de diferenciacion celular inducido por ERO y de la existencia
del fendémeno de proteccion cruzada; en el caso particular de esta tesis, la estrategia es someter al
hongo a niveles de estrés oxidantes no letales (por cambios en la concentraciéon atmosférica de
oxigeno) tanto para inducir la diferenciacidn celular y obtener mas conidios, como para mejorar la
resistencia de los conidios obtenidos al niveles mayores de EROs y probablemente a otros tipos de
estrés mediante proteccion cruzada; el objetivo del presente estudio por lo tanto fue evaluar la calidad
de los conidios producidos al exponer a una cepa de Metarhizium anisopliae a atmosferas oxidantes
durante diferentes etapas de su crecimiento, asi como evaluar el efecto de dicha exposicién sobre el

proteoma de los conidios producidos.

La primera seccion de este documento comprende una revision bibliografica, que incluye una breve
descripcion de los hongos entomopatdgenos, la importancia de contar con parametros que indiquen
la calidad de los conidios y el proceso infectivo que se desarrolla cuando un conidio ataca a un insecto.
A continuacién se revisan las fuentes por las cuales se obtienen las ERO y los mecanismos
antioxidantes desarrollados por los organismos aerobios, asi como la respuesta a un estrés moderado;
por ultimo se revisan los estudios protedmicos que se han llevado acabo con diversos hongos

filamentosos y se incluye como se modific el proteoma en respuesta al estado oxidante.

En la seccion seis se presenta en detalle la estrategia experimental utilizada, y posteriormente la
descripcion de los materiales y métodos empleados. Los resultados del trabajo y la discusion de los
mismos se presentan en la seccién ocho, donde en una primera fase se analiza el efecto de la
concentracion de oxigeno sobre la produccion, calidad y el tiempo critico de respuesta de M.
anisopliae; a partir de éstos resultados se selecciond la concentracion de oxigeno que logré mejorar
lo parametros de calidad de los conidios producidos y en la segunda fase se analizan cambios en el
proteoma de los conidios sometidos a estrés oxidante con respecto al proteoma de conidios obtenidos
bajo condiciones atmdsféricas normales. Finalmente, en una tercera y ultima fase, se analiza y discute
el efecto de la concentracion de oxigeno sobre la actividad de cuatro de las principales enzimas
antioxidantes involucradas en el control de las ERO.

En las secciones diez y once se presentan las conclusiones a las que se llegd con base en los

resultados obtenidos y algunas perspectivas que se sugieren para continuar este estudio.
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1 REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos han recibido atencion debido a su potencial para el control de plagas
de insectos y por ser considerados como una alternativa a los insecticidas quimicos. Estos agentes
de control bioldgico pueden producirse y luego introducirlos en agrosistemas como parte de un

programa de manejo integrado de plagas (MIP) (Faria y Wraight, 2007).

Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatdgeno que esta presente en los suelos de todo el
mundo, fue el primer agente de control biolégico en la década de 1880, este hongo se utiliza para
controlar cuatro principales plagas de insectos (escarabajos, termitas, salivazo y langostas).
(Zimmermann, 1993), también es una de las especies de hongos entomopatdgenos con las que méas
se ha trabajado en todo el mundo, en relacién con su produccion masiva y comercializacion como
bioplaguicida (Faria y Wraight, 2007).Las formulaciones de este hongo pueden incluir conidios o
micelio, una vez que se aplica y se induce una epizootia, los nuevos conidios y células vegetativas
que se producen sobre los cadaveres de los insectos infectados, se extiende a la poblacion sana de
los insectos (Shahid et al., 2012).

A diferencia de las bacterias y virus que deben ser ingeridos para provocar la muerte del insecto, los
conidios de hongos entomopatdgenos infectan a los insectos por la penetracién de la cuticula del
insecto y por lo tanto pueden utilizarse para controlar plagas de insectos chupadores y masticadores,
mosquitos y afidos (St. Leger y Wang, 2010). EI potencial que tienen los hongos entomopatogenos
como agentes para combatir la propagacion se destaca sobre todo en el control de la malaria mediante
la disminucién de las poblaciones de mosquitos y en la agricultura mediante la proteccion de cultivos

de langostas (Inglis et al.,2001).

En México existen bioinsecticidas comerciales disponibles, basados en conidios de hongos
entomopatdgenos (unidad infectiva contra los insectos), lo que indica el éxito de esta tecnologia. Estos
bioinsecticidas estan compuestos por conidios de un hongo entomopatégeno en solitario o dosificados
en mezclas de varios de ellos 0 mezclados con bacterias. Son diversas las empresas 0 agrupaciones

que se dedican a la produccién y comercializacion en México, entre ellas destacan Agrobionsa,
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Bioworks INC, Koppert México, CESAVEG (Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato) y

GreenCorp Biorganiks de México (Tamez-Guerra et al., 2001; Alatorre-Rosas, 2007)

1.1.1 Produccién de hongos entomopatégenos

La produccién masiva de unidades infectivas de hongos entomopatdégenos como Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea, Lecanicillium spp, Nomuraea rileyi e Isaria farinosus, se
realiza utilizando fermentacion en sustratos solidos en la que se producen conidios aéreos, en la
fermentacion liquida que produce principalmente blastosporas y en un cultivo liquido con mayor

especializacion se realiza la produccion de microesclerotias (Jackson y Jaronski, 2009).

La fermentacion en sustratos sélidos es la técnica mas eficiente y que ademas utiliza tecnologia basica
para producir conidios, los cuales con algunas excepciones, son la unidad infectiva mas practica e
infecciosa de un hongo entomopatdgeno, debido a que el conidio aéreo se transmite en el ambiente,
cuando después de infectar al insecto crece en la superficie del cadaver (seccion 1.1.3, Figura 1 D)
(Jaronski y Jackson, 2012).

Los requerimientos basicos para el crecimiento de conidios de hongos entomopatogenos son la
adecuada nutricién (fuente de carbono fosforo y nitrégeno), temperatura, pH, humedad y el intercambio
de CO2 y O, los sustratos pueden ser en general cualquier producto agricola poroso o inorganico,
tales como como cebada, papa, trigo, soya, avena, arroz e incluso suero de leche (Kassa et al., 2008;

Sahayaraj y Namasivayam, 2008).

Tipicamente un hongo entomopatogeno puede producir de 20-150 g de conidios/ kg de sustrato solido,
exhibiendo titulos de 1 x 1010- 1x 10" conidios/g, lo cual depende del hongo (Jaronski y Jackson,
2012), pero hay que considerar que para la aplicacion practica de estos hongos, el nivel requerido esta
alrededor de 102 conidios por hectarea o mayor, por lo tanto es necesario contar con un método

apropiado de produccion (Dorta et al., 1996).

Aplicando una tecnologia basica para la produccion de conidios, se inoculan bolsas que contienen
sustrato sdlido estéril, y se incuban durante un total de 7 a 14 dias, una caracteristica clave es que el
contenedor debe proporcionar un buen intercambio de gases mientras que debe retrasar la pérdida
de agua, pasado ese tiempo el sustrato solido junto con los conidios debe secarse para mantener una

buena vida util, especialmente si los conidios se formularan con aceites o polvos humectables, la
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humedad deseada es <7% (p/p) y el método més sencillo es el secado lento, semi-controlado, el cual

consiste en transferir los cultivos esporulados a bolsas de papel Kraft; el tltimo paso es cosechar los
conidios, lo cual puede lograrse a través de tamizado o por medio de un ciclén que cuenta con un

colector para polvo, donde se recuperaran los conidios (Jaronski y Jackson, 2012).

1.1.2 Calidad de conidios de hongos entomopatdégenos

Un sistema de control de calidad eficaz, es una caracteristica basica que deberian de tener todos los
agentes de control biolégico (Jenkins y Grzywacz, 2000). Hasta donde sabemos existen pocos
parametros cuantitativos que indiquen si la calidad de un lote de conidios es buena, de hecho las
recomendaciones de los estandares y los limites de tolerancia deberian establecerse por fabricantes,
investigadores e instituciones reguladoras para cubrir las necesidades de los productores en campo,
sin embargo esta iniciativa alin no se ha puesto en marcha (Ravensberg, 2011), pero considerando
que los conidios son una unidad infectiva ampliamente aplicada en campo (Jaronski y Jackson, 2012)
estos se someten a factores ambientales que influencian su estabilidad, por lo tanto a nivel laboratorio

se mide la resistencia a factores ambientales.
— Viabilidad

La viabilidad de los conidios se ha reportado como un parametro de control de calidad y uno de los
pocos parametros para los cuales se ha recomendado una cantidad minima como medida de calidad,
se ha establecido que la viabilidad debe ser mayor a 80-85 % (Jenkins y Grzywacz, 2000). Este
parametro de calidad es muy importante debido a que el ciclo infectivo de un hongo entomopatogeno
inicia cuando un conidio se adhiere a la cuticula del insecto y germina, la velocidad de germinacion y
la capacidad adhesiva de los conidios se correlaciona positivamente con la infectividad (Altre et al.,
1999)

— Hidrofobicidad

Cuando los hongos entomopatdgenos se utilizan como agentes de control bioldgico, los conidios por
lo general se aplican en formulaciones humectables, donde estos son el ingrediente activo, los conidios
aéreos son muy hidrofébicos, la hidrofobicidad favorece la adherencia de los conidios a la cuticula de
los insectos, el cual es el primer paso de la infeccién fungica para matar plagas de insectos (Boucias
etal., 1988).
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La hidrofobicidad de los conidios se debe a capas de pequefias varillas (rodlet) que constan de

pequefias proteinas de 6-14 KDa llamadas hidrofobinas, ademas de estar relacionadas con la
hidrofobicidad, estas proteinas se relacionan con la morfogénesis, la adhesién, la antigenicidad y la

defensa contra la reaccidén inmune de insecto (Bidochka et al.,1995).

La hidrofobicidad de los conidios puede evaluarse por diferentes métodos aunque a menudo se evalla
por un método de particién que determina la proporcion de células distribuidas en un disolvente acuoso
y uno organico (Shah et al., 2007). Se probd la hidrofobicidad de conidios aéreos provenientes de
cuarenta y ocho diferentes cepas de hongos entomopatdgenos, los valores que exhibieron las cepas
de B. bassiana fue 69.5 - 87.2 % (promedio 78.6 %), Metarhizium spp. , 77.1 - 92. 2% (promedio 83.3
%) e Isaria fumosorosea 59.7-79.2% (promedio 72.5%) (Shan et al., 2010), estos valores
corresponden con Shah et al., (2007) para la cepa Metarhizium anisopliae V245 que exhibe valores

de 86.2 - 93.9 % dependiendo del nimero de subcultivo en un medio artificial.
— Resistencia a la Temperatura

Para la aplicacion practica de conidios de hongos entomopatdgenos, un factor importante es la
temperatura, ya que no sélo tienen que soportar la temperatura del suelo, también la temperatura del
insecto como respuesta de defensa ante el ataque del hongo (Inglis et al., 1996) El calor hiumedo
provoca la desnaturalizacion de proteinas y la desorganizacion de la membrana, se ha reportado que
M. anisopliae tiene un limite superior de 37-40° C en el cual presenta crecimiento (Thomas y Jenkins,
1997). Por lo tanto, la preservacion de la eficacia de los hongos entomopatogenos contra plagas de

insectos requiere conocimiento para incrementar la tolerancia de los conidios a la temperatura.

De hecho se han clasificado a las cepas de Metarhizium anisopliae después de someterlas a calor
humedo (45 °C), como poco termotolerantes (Tipo 1) a aquellos cepas que tenian un tiempo de
sobrevivencia 50 (TSso) de 19.9 min, medianamente termotolerantes (Tipo Il) a aquellas con un TSso
de 53 min y altamente termotolerantes (Tipo lll) cuando su TSso fue de 167.6 min, este método podria

usarse para buscar candidatos para mejorar sistemas de control de plagas (Li y Feng, 2009).
— Infectividad

La patogenicidad se define como la habilidad para causar una enfermedad, la cual es una medida
cualitativa, mientras que la infectividad es el grado de patogenicidad, por lo tanto es una medida
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cuantitativa (Vega et al., 2012), la cual puede medirse como la dosis (DLso), la concentracién (CLso) o

el tiempo (TLso) requerido para matar al 50% de la poblacién de insectos en el bioensayo (Marcus y
Eaves, 2000).

Los bioensayos efectuados en laboratorio para medir infectividad usualmente se llevan a cabo bajo
condiciones Optimas para el crecimiento de los hongos (por ejemplo, alta humedad, temperatura
constante y fotoperiodo) las cuales, evidentemente son muy diferentes a las condiciones ambientales

las cuales se pueden encontrar en campo (Butt y Goettel, 2000).

El proceso de infeccidn de los hongos entomopatdgenos es un proceso complejo en el cual estan
implicados factores como la degradacion de la cuticula del insecto, la produccion de enzimas, factores
de union del conidio a la cuticula y produccion de metabolitos, la pérdida de alguno de estos factores
podria atenuar la infectividad, por lo tanto es dificil establecer estandares de control de calidad y
rangos de tolerancia para la infectividad, aun asi se recomienda que los conidios de un lote alcancen
un 80-90% de mortalidad por el método de bioensayo, aunque los autores no especifican las
condiciones bajo la cuales se debe proceder, cabe sefialar que los bioensayos siguen siendo una
herramienta pragmatica para comprobar la calidad, por lo tanto debe llevarse a cabo a pesar de que

ocupan tiempo y recursos considerables (Ravensberg, 2011).

1.1.3 Ciclo infectivo de los Hongos Entomopatégenos

El ciclo infectivo de un hongo entomopatégeno inicia cuando un conidio se adhiere a la cuticula del
insecto por medio de hidrofobinas, las cuales son una clase de proteinas que forman parte de la
superficie de los conidios de hongos (Boucias et al., 1988). Algunas enzimas estan implicadas en la
adhesion de los conidios a la cuticula del insecto. Las actividades de la ecto-fosfatasa y de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de los conidios también afectan a la capacidad de adherencia
de estos (Cosentino-Gomes et al., 2013). Por otro lado, la adhesina MAD1, es una proteina generada
después de la germinacién de esporas, esta adhesina media la cohesion fuerte y especificamente
entre Metarhizium spp. y los insectos (Wang y St Leger, 2007). En hongos entomopatdgenos, se
reportd que la velocidad de germinacién y la capacidad adhesiva de los conidios se correlaciona
positivamente con la infectividad (Altre et al., 1999), incluso con los conidios de M. anisopliae obtenidos
de medios de cultivo con una relacion carbono/nitrégeno diferente, se observo una correlacion positiva

entre las velocidades de germinacion y la infectividad contra Galleria mellonella'y Tenebrio molitor
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(Shah et al., 2005); también para el hongo Paecilomyces fumosorosea se encontrd que el nivel de
infectividad se correlaciona con la velocidad de germinacion de los conidios sobre la superficie externa

de lepidopteros (Altre y Vandenberg, 2001).

Después de la adhesion, el conidio germina y forma un apresorio (Figura 1 A), la cual es una estructura
especializadas para la penetracion, aunque la infeccion también se puede lograr por la penetracion
directa de la punta de la hifa extendida. El apresorio produce sustancias adhesivas, lo que le permite
adherirse firmemente al cuerpo del insecto, este secreta enzimas hidroliticas vy lipoliticas, tales como
proteasas, lipasas, quitinasas, y esterasas, para descomponer la estructura epidérmica, con la ayuda
de la presién de turgencia generada dentro de la apresorio (St Leger et al., 1987). La infeccion implica
diferentes eventos, entre ellos la ya mencionada produccion de apresorios, ademas de la penetracion
de la cuticula y los tejidos circundantes por el alargamiento de las hifas para alcanzar la hemolinfa del
insecto, y la produccién de organismos unicelulares, conocidas como blastosporas (Figura 1 C) dentro

de la hemolinfa que son capaces de evadir las células inmunes del huésped (Bidochka et al., 2010).

Figura 1. Etapas de infeccion de Metarhizium (A) Conidio germinado produciendo un apresorio, (B) Micelio siendo atacado
por hemocitos en la hemolinfa, (C) Diferenciacién a blastosporas, (D) Cadaver con hifas emergentes que producen conidios
(E). CO, conidios, AP, apresorio, barra 5 um Tomado de Gao et al., (2011).

La epicuticula del insecto es una capa cerosa y es la primera barrera contra las amenazas ambientales
como insecticidas quimicos y biolégicos. La epicuticula es una capa delgada (Figura 2) sobre la
cuticula del insecto y se compone de una mezcla compleja de lipidos que incluyen cantidades
abundantes de cadenas lineales y ramificadas de hidrocarburos saturados e insaturados, los

hidrocarburos epicuticulares mas comunes son n-alcanos y n-alquenos. Algunos de los determinantes
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bioquimicos para el establecimiento de la infeccion de B. bassiana hacia sus insectos blanco, ademés

de las ya mencionadas hidrolasas, proteasas, lipasas, y fosfatasas, incluyen la produccién de
metabolitos toxicos, tales como beauvericinas, oosporeina y acido oxalico. Sin embargo, se sabe poco
respecto a la degradacion y/o la penetracion de esta barrera inicial la cual debe superarse para la
infeccion exitosa por parte del hongo, en particular se desconocen los mecanismos acerca de la

degradacion de los hidrocarburos que constituyen la epicuticula del insecto (Pedrini et al., 2013).

Se demostrd que B. bassiana y M. anisopliae pueden utilizar varios hidrocarburos presentes en la
epicuticula de un insecto chupador de sangre (Triatoma infestans) los cuales incluyen alcanos
ramificados; la degradacion completa de los hidrocarburos, se evidencié con la liberacién de CO;
(Napolitano y Juarez, 1997), en consecuencia B. bassiana fue capaz de degradar alcanos a acidos
grasos libres, fosfolipidos y acilgliceroles cuando fue cultivado en el hidrocarburo n-octacosano (n-
C28) (Crespo et al., 2008).

Secrecion de peptidasas, quiinasas y lipasas

Apresorio
&~ Conidio

Epicuticula —

Procuticula Clavija dgr
penetracion
>
Endocuticula < L
Melanizacion:
repuesta inmune
del insecto

-~ Secrecion de enzimas y
toxinas en la hemolinfa

Hemolinfa @

Blastoespora T _
Fragmentos hifales

Figura 2. Proceso infectivo de los Hongos Entomopatdgenos tomado de Samuels et al., (2016).
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Hasta ahora solo se describi6 la entrada del hongo al insecto, pero este paso es solo el inicio del
proceso de infeccion. Después de la penetracion, el apresorio del hongo entomopatdégeno se
encuentran con el sistema inmunoldgico del insecto. En general, los hongos patdgenos que invaden
a un hospedero, estan sujetos a ataques por parte de un gran nimero de células inmunes, como
monocitos y macréfagos en los seres humanos, y hemocitos en los insectos. Sélo los hongos
patdgenos que evaden o resisten ataques del sistema inmune tienen la oportunidad de colonizar el

cuerpo del hospedero y causar enfermedades (Kavanagh y Reeves, 2004).

La respuesta inmune innata de los insectos se asemeja a la de los mamiferos (Bergin et al., 2005).
Los hemocitos, plasmatocitos y granulocitos en los insectos, tienen caracteristicas similares a los
macréfagos en los vertebrados. Al entrar en contacto con los antigenos no propios tales como
bacterias u hongos, los hemocitos engullen objetos extrafios y desencadenan el metabolismo
oxidante, que transforma el oxigeno en intermedios de oxigeno reactivos antimicrobianos. Las
respuestas inmunes que se observan comunmente en los sistemas de los animales son la nodulacion,

la fagocitosis y la encapsulacion (Tseng et al., 2014).

El agente externo al insecto es envuelto y se coloca en una vacuola fagocitica, una vez ahi, la NADPH
oxidasa cataliza la reduccion del oxigeno molecular en peréxido y superoxido (O 2 7). El O2*- reacciona
posteriormente con el oxido nitrico (NO) para producir peroxinitrito (ONOO - ). La mieloperoxidasa
(MPO) también entra en la vacuola fagocitica y utiliza el Cl presente en la vacuola para generar acido
hipocloroso (HOCI). La infectividad de un hongo patdégeno por lo tanto se asocia con la capacidad de
afectar directa o indirectamente la produccion de O 2 -y H202 en la célula huésped (Kavanagh y
Reeves, 2004).

La melanina contribuye a la tolerancia al estrés y a la infeccion tanto en hongo patdégenos de humanos,
como Cryptococcus y hongos fitopatégenos como Colletotrichum sp, Alternaria sp, y Magnaporthe sp.
En hongos fitopatégenos se forma una capa de melanina en el apresorio, entre la pared interna de la
célula y la membrana plasmatica, que sélo permite el paso de agua y moléculas pequefias. El
triacilglicerol y glucégeno acumulado en el apresorio permiten entrar al agua extracelular, formando
una enorme presion de turgencia que sirve como la fuerza mecénica necesaria para la invasion (Thines
et al., 2000). En el caso de hongos entomopatdégenos, se reportd que en la cepa transformante M.
anisopliae MA05-169, la melanina es un factor de infeccion clave, la melanina elimina los radicales

libres tales como O, *- que se generan por el sistema inmune del huésped, M. anisopliae MA05-169
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mostrd una correlacidn positiva entre la produccion de melanina y el aumento de la infectividad hacia
Plutella xylostella (Tseng et al., 2014).

Una vez que los hongos evadieron o resistieron los ataques del sistema inmune del insecto, al agotarse
los nutrientes dentro de este, el hongo inicia un crecimiento micelial invadiendo los 6rganos del
hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto y emergen a la
superficie iniciando la formacion de conidios, con lo que se puede completar el ciclo infectivo (Pucheta
etal., 2006). Al final, la muerte del insecto se debe a una combinacion de factores como: la accion de
toxinas del hongo, obstruccion fisica de la circulacién de la hemolinfa, la privacion de nutrientes y la

invasion de 6rganos (Goettel e Inglis, 1997).

1.2 Fuentes de especies reactivas

Todos los sistemas biologicos que funcionan en condiciones aerébicas estan expuestos a oxidantes,
ya sea generados intencionalmente o como bioproductos. Bajo condiciones fisiolégicas normales,
alrededor del 1-2% del oxigeno consumido por la mitocondria se convierte en radical anién superoxido
(O 2*-) (Richter et al., 1995).

Figura 3. Mitocondrias de Neurospora crassa marcadas con fluorescencia mediante la expresién de proteina verde
fluorescente (izquierda) y microscopia de contraste de fases (derecha) durante diferentes periodos de tiempo. (A)
Conidioesporas antes de la germinacién, (B) Conidioesporas recién germinadas, (C) Punta de hifa después de 4 horas de
incubacion, (D) hifa después de incubacién durante toda la noche. Barra 5 um. Tomado de Fuchs et al., (2002).
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El radical anidn superdxido, es una especie reactiva de oxigeno (ERO) que se genera principalmente

por la fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial, como consecuencia de la respiracién
aerdbica (Boveris y Cadenas, 2001), en el hongo filamentoso Neurospora crassa las mitocondrias se
observan como pequefios organulos tipo hilo (Figura 3) que se distribuyen uniformemente a través de

la célula y orientadas a lo largo de la hifa (Fuchs et al., 2002).

EI O, - invivo se produce por vias enzimaticas y no enzimaticas. Las vias enzimaticas incluyen a
las NADPH oxidasas, varias isoformas de estas enzimas se han identificado tanto en animales, plantas
y hongos (Lalucque et al., 2003), estadn situadas en la membrana celular y utilizan NADPH
citoplasmatico para producir O2* - (Malagnac et al., 2004); también se incluye a la citocromo P450
oxigenasa (Coon et al., 1992) y a la xantina oxidasa la cual cataliza la formacién tanto de O*-como
de peroxido de hidrégeno (H20-) (Papapostolou y Georgiou, 2010), y por lo tanto constituye una fuente

de radical hidroxilo (OH *), como se explicara mas adelante.

Por las vias no enzimaticas, el O2°- se produce cuando un electron es transferido directamente al
oxigeno molecular por coenzimas reducidas o grupos prostéticos (por ejemplo, flavinas o clusters de
hierro de azufre) o por xenobitticos (e.g. paraquat) previamente reducidos por ciertas enzimas
(Turrens, 2003).

Otra ERO es el peroxido de hidrogeno (H202) que se produce durante la desintoxicacion de anion
superoxido catalizada por las superdxido dismutasas (SOD) (Fridovich, 1995). El H2O, puede cruzar
faciimente las membranas bioldgicas. Aunque es relativamente poco reactivo, tiene efectos nocivos
debido a su conversion a radical hidroxilo (OH¢) el cual es extremadamente reactivo (Perrone et al.,
2008). El radical hidroxilo se forma a través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss (Michiels et
al, 1994) que involucran la accién del anién superdxido y peroxido de hidrégeno (Figura 4), reaccidn
catalizada por iones metalicos de transicion, tales como Fe 2+ El cation ferroso (Fe?*) reacciona con el
peroxido de hidrdgeno, el cual se fragmenta para generar un radical hidroxilo (OH®) y un ion hidroxilo
(OH-) con la formacién de cation férrico (Fe3*). El ciclo inicia y termina con la reduccion de Fe3* a Fe?*
por accién del anion superdxido (Valko et al., 2005).
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(A) Fet3 +0,” ————> Fe*t? + 0,
(B) Fe*2 + 2H,0, ——— Fe*3 + OH™ + OH®
(C) 02._ + H202 _— OH_ + OH. + 02

Figura 4. Formacion del radical hidroxilo teniendo como primer paso (A) la reduccion del cation férrico a ferroso, como
segundo paso la (B) reaccion de Fenton y finalmente la reaccién neta, conocida como la reaccion de (C) Haber-Weiss.
Tomado de Valko et al., (2005).

Las ERO puede dafiar una amplia gama de moléculas, incluyendo acidos nucleicos, proteinas y
lipidos, sobre todo, los radicales hidroxilo reacciona indiscriminadamente con la mayoria de los
metabolitos y macromoléculas, y en el proceso, pueden participar en la generacion de otros radicales
(Halliwell, 1995). Uno de los principales objetivos del radical hidroxilo y del anién superéxido son los
lipidos insaturados, que conducen a la lipoperoxidacion autocatalitica, durante la peroxidacion de

lipidos se forman radicales de lipidos e hidroperoxidos lipidicos toxicos (Evans et al., 1998)

La formacion de ERO deberia disminuir con la hipoxia, ya que la concentracién de oxigeno es
proporcional a la formacién de ERO (Turrens, 2003). Sin embargo, se ha reportado que existe un
aumento paraddjico de estrés oxidante en condiciones de hipoxia moderada (Schumacker, 2002). Se
reportd que cuando una linea celular de hepatoma (Hep3B) se incuban con diclorofluoresceina (una
sonda fluorescente para ERO), en condiciones de hipoxia se aumenta la fluorescencia en las células
con mitocondrias en funcionamiento, mientras, mutantes sin una cadena respiratoria funcional no

muestran un aumento de fluorescencia (Chandel et al., 1998).

Ademas en condiciones de hipoxia, en las células se puede producir éxido nitrico (Figura 5), el dxido
nitrico (NO) puede reaccionar con el anién superoxido, proveniente de la cadena respiratoria
mitocondrial para generar una gama de especies reactivas de nitrégeno como el peroxinitrito (ONOO
-), el cual puede oxidar de tioles y dafiar algunas proteinas, en Saccharomyces cerevisiae se demostré

que se produce 6xido nitrico en las mitocondrias en condiciones de hipoxia (Castello et al., 2006).
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Figura 5. Modelo del papel de la cadena respiratoria en condiciones de hipoxia, tomado de Castello et al., (2006).

1.3 Defensa antioxidante

Los efectos perjudiciales que podrian causar las ERO formadas en la mitocondria son en gran medida,
impedidos por varios sistemas antioxidantes (Figura 6). El superdxido se convierte enzimaticamente a
H 202 y O 2 por una familia de metaloenzimas llamadas superoxido dismutasas (SOD), la dismutacion
de O2'-a H202 y O 2 también puede ocurrir espontaneamente, el papel de la SOD es aumentar la

velocidad de la reaccion (Fridovich, 1995).

La matriz mitocondrial contiene una forma especifica de SOD, con manganeso en el sitio activo
(Fridovich, 1995), que elimina la O2'- formado en la matriz 0 en el lado interno de la membrana interna.
La expresion de MnSOD se induce adicionalmente por agentes que causan estrés oxidante,
incluyendo la radiacién y la hiperoxia, en un proceso mediado por la activacion oxidativa del factor de

transcripcién nuclear NFkB (Warner et al., 1996).

El peréxido de hidrégeno es el producto de la dismutacion Oz - y el principal precursor de OH+ en
presencia de metales de transicion reducidos como se expuso en la seccidn anterior. Varias enzimas
eliminan H20.: peroxirredoxinas, peroxidasas, catalasa-peroxidasas y catalasas. La Ku para H20, de
estas enzimas varian cuatro érdenes de magnitud, lo que indica que las células tienen sistemas para
la eliminacion de H.0. a diferentes concentraciones (Diaz et al., 2005). Las peroxirredoxinas son
activas a concentraciones <10 uM, mientras que las catalasas son activas concentraciones mucho

mas altas de H202 (Hansberg et al., 2012).
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El glutation (GSH) es uno de los principales antioxidantes no enziméticos, es un tiol de bajo peso

molecular presente en concentraciones de hasta 10 mM en levaduras y hongos filamentosos (Grant
etal., 1996). El GSH se sintetiza a través de dos pasos dependientes de ATP por la y-glutamil cisteina
sintetasa (y-GCS), enzima que junto con la glutatién sintetasa (GS) lo sintetizan partir de L-glutamato,

L-cisteina y L-glicina (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

ElI GSH es importante en la desintoxicacion de hidroperdxidos de lipidos, ademas desempefia un papel
clave en la respuesta al estrés en los hongos (Pdcsi et al., 2004). EI GSH es sustrato para enzimas
como la glutation peroxidasa, la cual es una enzima importante para la respuesta a los hidroperdxidos
de lipidos (Evans et al., 1998). La glutation peroxidasa convierte el glutatién a su forma de disulfuro
oxidado (GSSG) (Figura 6). Sin embargo, el glutatién se encuentra presente predominantemente en
su forma reducida (GSH) tanto en S. cerevisiae como en otros eucariotas debido a la accién de la
glutatién reductasa, la cual es una oxidorreductasa dependiente de NADPH, que convierte GSSG a
GSH utilizando la reduccién de la energia generada por la via de las pentosas fosfato (Morano et al.,
2012).

L-Glutamato
y-GCS
1?
Y- Glutamil-
cisteina

GS

6-Fosfogluconolactona

v
H,0 GSH NADPH
‘\ @Px GR ( >G-6~PD
CAT NADP*

GSSG
O2 4+ H0 <—— H;0, Glucosa-6-fosfato
SOD I ”
Ox
Glucosa

Figura 6. Sistema detoxificante , tomado de Schafer y Buettner, (2001). y-Glutamil cisteina sintetasa (y-GCS), Glutation
sintetasa (GS), Glutation peroxidasa (GPx), Glutatién reductasa (GR), Catalasa (CAT), Superéxido dismutasa (SOD),
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD).
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La via de las pentosas fosfato es la fuente de poder reductor celular en forma de NADPH. EI NADPH

es particularmente importante durante la exposicion a oxidantes, ya que proporciona el potencial de
reduccion para mas antioxidantes y enzimas reguladoras redox incluyendo los sistemas de
tiorredoxina y glutation. La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) y la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6-PGDH) catalizan las dos primeras etapas de la ruta de las pentosas fosfato y son
la fuente de NADPH. La G-6-PD cataliza el paso clave para la produccion NADPH y se sabe que juega
un papel en la proteccién contra el estrés oxidante (Slekar et al.,1996). Finalmente, la via de la pentosa
fosfato esta conectado directamente a la glucdlisis a través de la oxidacién de la glucosa 6-fosfato.
Por lo tanto, cualquier condicion de crecimiento que influya potencialmente en la actividad glucolitica,
puede alterar el flujo de los equivalentes de glucosa a través de la via de la pentosa fosfato de que

conduce a la generacion de NADPH (Ralser et al., 2006).

1.4 Estrés oxidante, diferenciacion celular y respuesta de hongos filamentosos

al oxigeno

El concepto de estrés oxidante se definié por Helmunt Sies como una situacién de desequilibrio con
una aumento de oxidantes o con una disminucion de antioxidantes (Boveris et al., 2008). El delicado
equilibrio entre las defensas antioxidantes y la producciéon de ROS puede ser interrumpido ya sea por
defensas antioxidantes deficientes, o por la inhibiciéon del flujo de electrones o la exposicién a
xenobidticos. Este desequilibrio aparece como un comun denominador en diversos procesos en los
que el dafio oxidante resultante provoca dafios en las células y eventualmente, la muerte celular
(Turrens, 2003).

Los organismos aerobios han desarrollado numerosos factores antioxidantes para hacer frente a la
produccion de ERO, estos factores incluyen enzimas como superdxido dismutasa (SOD), catalasas
(CAT) y glutation peroxidasas (GPx), que los desintoxican de estas moléculas peligrosas. Las células
también tienen numerosos sistemas de defensa para mantener el estado redox celular y sistemas para
la reparacion de proteinas, ADN y lipidos dafiados por ERO, estos sistemas incluyen el glutation y la
tiorredoxina dependientes de equivalentes reductores NADPH para su funcién (Outten et al., 2005)

como se menciond en la seccion anterior.

Las células de S. cerevisiae a las que se les suprimié el gen SOD1 son hipersensibles a agentes

generadores de superdxido, como el paraquat y muestran una serie de fenotipos relacionados con el
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estrés oxidante, como dafios en la vacuola (Culotta, 2001). Aunque por otro lado, se ha demostrado
que la estimulacion por oxidantes suaves puede inducir a las células normales a dividirse, estos
estimulos oxidantes parecen ser reguladores normales de la transcripcion celular, sin embargo,
cuando se excede la capacidad para desintoxicar los oxidantes producidos, provoca una serie de

eventos que pueden inducir la muerte celular (Schafer y Buettner, 2001).

Como se menciond en la seccidn 1.2, los organismos aerobios producen especies reactivas de
oxigeno (ERO) debido al metabolismo celular, generadas principalmente en la cadena respiratoria o
por accion de las NADPH oxidasas. Las especies reactivas de oxigeno tales como el anidn superdxido,
perdxido de hidrégeno y radical hidroxilo producen dafio en ADN, lipidos y proteinas, a pesar de estos
efectos, se ha encontrado evidencia en la que se relacionan las ERO con la diferenciacién celular en
Neurospora crassa (Aguirre et al., 2005; Belozerskaya y Gessler, 2006). Por otra parte, se ha
reconocido que la exposicion de la hifa al aire es un estimulo, en el inicio de la conidiogénesis en
hongos filamentosos (Roncal y Ugalde, 2003). Una hifa expuesta directamente al aire, desarrolla un
estado hiperoxidante, caracterizado por el incremento en la generacion de ERO, en cantidades que
sobrepasan la competencia celular para neutralizarlas. El estado hiperoxidante ocurre al inicio de los
tres pasos morfogenéticos, durante la conidiacion de Neurospora crassa. Se propone que la
diferenciacion celular surge cuando la célula utiliza mecanismos tendientes a evitar el desbalance

oxidante que induce a la célula a aislarse de oxigeno molecular (Toledo et al., 1994).

Una célula que se encuentra en un estado hiperoxidante tiene tres posibles salidas, representadas en
la Figura 7: (1) la célula compensa con una fuente de poder reductor (nutrientes) y vuelve al estado
estable anterior, adaptandose de este modo a una condicién mas oxidante; (2) la célula se diferencia,
aislandose del oxigeno del medio ambiente; y (3) cuando la adaptacion o la diferenciacion de células
no pueden tener lugar, el medio interno reducido se equilibra con el medio externo oxidante y la célula
muere, la muerte celular permite a otras células adaptarse o diferencian (Hansberg y Aguirre, 1990;
Aguirre et al., 2005)
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Figura 7. Modelo de la regulacion de la diferenciacion celular causada por especies reactivas de oxigeno, tomado de
Aguirre et al., (2005).

El efecto del oxigeno sobre el crecimiento de hongos se ha probado con un porcentaje de oxigeno
desde 0% hasta 100%; y se encontr6 que nueve de las diez especies estudiadas tuvieron un mayor
crecimiento radial, conforme aumentaron el porcentaje de oxigeno en la atmésfera, llegando al maximo
crecimiento a 30% de oxigeno y no se encontrd6 mayor crecimiento radial cuando aumentaron el

porcentaje de oxigeno desde 40 % a 100% (Yang y Lucas, 1970).

En un sistema en que se inyectd 100% de oxigeno se estudié el dafio por hiperoxia a células de
Saccharomyces cerevisiae, se encontrd que la resistencia a la hiperoxia requiere de una serie de
factores que respondan al estrés incluyendo aquellos de defensa antioxidante, choque térmico, la
reparacion del dafio al ADN y la homeostasis de metales. Especificamente una serie de factores
antioxidantes resultaron ser importantes para la resistencia a la hiperoxia, estos son la enzimas
superoxido dismutasa (SOD 1y SOD 2) y la glutation reductasa (GLR1) (Outten et al., 2005).

1.5 Respuesta de hongos a factores ambientales y durante el cultivo

La formacidn de esporas €s un proceso que consume energia, y requiere de una estricta regulacion
para utilizar eficientemente los recursos para reproducir y garantizar la supervivencia de la especie.
Ya que las esporas estan destinadas para su distribucion a través del aire, el hongo debe "garantizar"
que las esporas se entregan realmente en el aire 0 se producen sélo cuando las estructuras de
esporulacion son expuestas al aire. Por esta razon, la generacion de esporas esta regulada por un
numero de factores enddgenos y factores ambientales. Algunos factores principales para la induccion
de formacion de esporas es el estado nutricional del micelio, la humedad, la luz, el pH, las lesiones

en micelio y la aireacidn (Fischer y Kles, 2006).

En Aspergillus nidulans, todos los factores externos (agotamiento de los nutrientes, la luz, aireacion)
que influyen en acciones de desarrollo no tienen efecto si el hongo no es “‘competente” para el
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desarrollo. Esto significa que las esporas germinadas necesitan para crecer vegetativamente al menos

18 h antes de que adquieran este competencia de desarrollo (Fischer y Kiies, 2006).

Uno de estos factores que se probaron sobre Isaria fumosorosea (antes Paecilomices) fue la respuesta
a la luz azul, esta respuesta se lleva a cabo en horas especificas del crecimiento de hongo ya que
solo cuando el pulso de luz azul que se aplico a las 72, 84 y 96 h del crecimiento del hongo se obtuvo
mayor produccion de conidios, después o antes de esas horas, no se encontrd efecto del pulso de luz.
Los autores mencionan que la conidiacion del hongo requiere de un periodo de “competencia” para

que pueda observarse la induccién de conidiacion por la luz azul (Sanchez-Murillo et al., 2004).

El efecto de la luz azul también se prob6 sobre la produccion de conidios de Beauveria bassiana, se
dejé crecer al hongo en total oscuridad, y después se aplicd un pulso de cinco minutos de luz azul, los
resultados mostraron que el tiempo del crecimiento en que B. bassiana responde a la luz azul se
encuentra entre las 96 y las 144 h, obteniendo la maxima produccion a las 120 h, pero si se prolongaba
el tiempo de tratamiento a mas de 144 h, el rendimiento de conidios fue de 5 a 6 veces menor que lo
que se obtenia a las 120 h (Zhang et al., 2009) Como se ha observado, cada hongo tiene su propia
ventana de aplicacion para que al exponer al micelio a un factor externo se obtenga una repuesta en

la conidiacién del hongo.

1.6 Pre-exposicion a estrés moderado

En estudios previos se ha indicado que la exposicion de microorganismos a estrés moderado mejora
su tolerancia a un estrés posterior, que podrian ser letal para organismos que no han sido previamente
expuestos o aclimatados a estas condiciones (Wang et al., 2010). Por ejemplo el estrés oxidante
subletal puede mejorar la capacidad de levaduras para soportar condiciones ambientales
desfavorables tales como la radiaciéon UV (Verma y Singh, 2001), mientras que la adaptacién al frio
mejora la tolerancia de Cryptococcus flavescens a la desecacion, ya que de este modo se regula la
fluidez de su membrana (Dunlap et al., 2007). En el estudio realizado por Liu et al., (2012) al someter
a Candida oleophila a estrés oxidante subletal (5mM de H202 por 30 min) se encontré que este pre
tratamiento confiere a la levadura la capacidad de tolerar un estrés oxidante fuerte, posterior al
tratamiento, asi como a otros tipos de estrés tales como alta temperatura y pH bajo. De hecho, las
levaduras que fueron pretratadas mostraron siempre un mayor porcentaje de sobrevivencia cuando

se sometieron a temperaturas elevadas, comparadas con las que no pasaron por el pretratamiento
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(estrés oxidante), mientras que a pH bajo (4) las levaduras que fueron pretratadas presentaron mayor

poblacion de células a las 24 h, comparadas con las que no fueron pretratadas.

En hongos entomopatogenos se ha reportado con M. anisopliae que cuando se expone a una
temperatura moderadamente elevada (40 min a 45 °C) o cuando el hongo crecid bajo estrés osmdtico
(NaCl 0,8 M), se mejord el porcentaje de germinacion en comparacion con los controles no estresados
(Rangel et al., 2008). En condiciones similares a las mencionadas se encontrd que los conidios de M.
anisopliae acumulan altos niveles de eritritol cuando el micelio fue sometido a calor a las 60 h de su
crecimiento (Rangel et al., 2006). La acumulacion de eritritol y otros polioles se ha relacionado como
una respuesta al estrés en hongos entomopatdégenos como M. anisopliae, B. bassiana e Isaria

fumosorosea (Hallsworth y Magan, 1995).

Los cultivos bacterianos expuestos a un tipo especifico de estrés, pueden desarrollar resistencia
cruzada frente a otros tipos de estrés, este proceso se ha denominado como adaptacion al medio
ambiente, proteccion de la fase estacionaria, o proteccién cruzada. Por ejemplo, las células sometidas
a estrés nutritivo, causado por el agotamiento de glucosa en cultivo en fase estacionaria, son mas

tolerantes al peroxido de hidrégeno, el calor, etanol, alta osmolaridad y pH acido (Rangel, 2011).

1.7 Protedmica de conidios de hongos filamentosos

El proteoma se define como la dotacién completa de proteinas expresadas por un individuo, tejido,
cultivo celular, etc., en un momento dado (Wilkins et al., 1996). Por lo tanto, el proteoma es un sistema
dinamico, que varia en un mismo organismo en funcion de los factores del entorno, tales como: estrés,
drogas, efectores, o0 en funcion de su propio estado metabolico o fisiolégico. El proteoma de un
organismo determinado en un momento especifico es el responsable de la expresion de su fenotipo
caracteristico en dicho momento. Las diferencias entre en el proteoma de un organismo se deben a

los cambios sufridos en la expresién y funcionalidad de sus proteinas (Graves y Haystead, 2002).

Existe gran cantidad de informacién bioldgica que no se puede obtener exclusivamente del estudio de
los genes, ya que son las proteinas, y no los genes, los responsables del fenotipo (Graves y Haystead,
2002) . Seria muy dificil elucidar los mecanismos de envejecimiento o los efectos del medio ambiente,
entre otros sucesos bioldgicos, estudiando exclusivamente el genoma. Ademas, es necesaria la
anotacién funcional del genoma debido a la dificultad de predecir genes con exactitud a partir

exclusivamente de datos gendmicos, ya que existen errores en la prediccion de intrones y exones de
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muchos genes. Para evitar estos problemas es necesario que la informacion gendmica sea integrada

a los datos provenientes del estudio de las proteinas (Fernandez-Acero et al., 2010).

El analisis protedmico comprende tres pasos principales, el paso inicial es la separacion de las
muestras en geles de poliacrilamida, para separar las proteinas de la muestra en dos dimensiones.
Para la primera dimension, se separan las proteinas por punto isoeléctrico para lo cual se emplean
gradientes de pH inmovilizados en tiras de poliacrilamida, seguido de un SDS-PAGE (electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico) para la separacién de proteinas de acuerdo con
su peso molecular, esto constituye la segunda dimension. Para la posterior deteccion de proteinas es
posible aplicar métodos como la tincién de las proteinas con azul de Coomassie, tincion de plata o
con marcadores fluorescentes (Kniemeyer et al., 2009). El segundo paso es la digitalizacion de geles
y el andlisis de los patrones electroforéticos, la tercera etapa es la identificacion y caracterizacion de
proteinas por espectrometria de masas, esta técnica se basa en la formacion de iones de un analito
en fase gaseosa (en este caso péptidos) que sera separado y detectado segun su relacion masalcarga
(m/z), lo que daré lugar a un espectro de masas en el que se representa la abundancia relativa de
cada uno de los iones en funcién de su m/z. Previo a la espectrometria de masas se procede con la
digestién de proteinas, generalmente con tripsina, lo que dara como producto un conjunto de péptidos
de tamafios determinados por su secuencia de aminoacidos. Los espectros generados por las masas
de los péptidos se comparan con las masas teéricas en bases de datos, cuantos mas péptidos
experimentales coincidan con los teoricos, existira mayor probabilidad de que la identificacion de la

proteina sea correcta (Lee et al., 2001).

El estudio del proteoma de hongos filamentosos ha servido para identificar las proteinas relacionadas
con la respuesta a antifingicos, la adaptacién a un estrés osmoético y la represion catabdlica por
carbono (Barros et al., 2010). Especificamente en hongos entomopatdgenos la proteémica contribuyé
a una mejor comprension de la interaccion que tiene una cepa de M. anisopliae con el artrépodo
Callosobruchus maculatus, al identificar las proteinas sintetizadas y secretadas en presencia de su
exoesqueleto (Murad et al., 2008).

Se sabe que los conidios de la mayoria de los hongos son estructuras latentes con baja actividad
metabdlica, en contraste con el micelio vegetativo, que tiene una alta actividad metabdlica (Braga et
al., 1999). En una aproximacion del proteoma de Metarhizium acridum, se determind que sélo el 35%
de las proteinas es comun a dos etapas de desarrollo (conidios y micelio), cuando se compararon
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perfiles de expresion de proteinas, cabe sefialar que en ese estudio el sistema de produccion no fue
el mismo ya que los conidios aéreos fueron obtenidos en cultivo superficial sobre agar papa dextrosa
y el micelio en medio liquido en caldo papa dextrosa; aun asi el estudio pone de manifiesto la diferencia
entre ambas etapas del crecimiento del hongo. Bajo el sistema descrito se encontré que, entre las
proteinas que se expresan en los conidios se hallan factores protectores de estrés como: proteinas de

choque térmico (HSP), actina, 6-fosfoglucanato deshidrogenasa (Barros et al., 2010).

En un sistema 2-DE (electroforesis bidimensionales) se han identificado las principales diferencias del
proteoma de Aspergillus nidulans en condiciones de anoxia (0% O2) y normoxia (21% O, aeracién
normal). Se observaron importantes diferencias entre ambas condiciones relacionadas con las
enzimas para la produccion de energia, ademas bajo la condicion de anoxia se encontrd6 mayor
abundancia de proteinas implicadas en la recuperacion de nucleotidos, por lo tanto se concluyé que
la activacion de la recuperacion de nucleotidos es un mecanismo de respuesta del hongo a la privacion

de oxigeno (Shimizu et al., 2009).

Los conidios son unidades de dispersién y la caracterizacion del proteoma de conidios de Aspergillus
fumigatus por analisis 2-D, revelé que muchas enzimas esenciales de rutas metabdlicas primarias se
conservan en los conidios inactivos (latentes), de este modo, estas proteinas no tienen que ser
sintetizadas de novo en la salida de la latencia, es decir en el inicio de la germinacion. Comparado con
el proteoma del micelio, los conidios se enriquecen especificamente en enzimas de la ruta de
biosintesis de la melanina, proteinas del sistema desintoxicante de ERO y la hidrofobina conidial RodA
(Teutschbein et al., 2010). De este punto en adelante se indicaran los nimeros de acceso (nimero y
letras) al NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica) que identifican a cada proteina,

los cuales se encontraran entre paréntesis.

Se sabe que la germinacidn de los conidios solo se activa en presencia de oxigeno (Taubitz et al.,
2007), por lo que probablemente, el proceso de germinacidn genera una gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno, ya que en Aspergillus nidulans sblo se detectaron mitocondrias activas en
conidios que estaban germinando, a la vez que se acumularon proteinas relacionadas con la cadena
respiratoria mitocondrial tales como NADH-ubiquinona oxidorreductasa (XP_663575 ), ubiquinol-
citocromo reductasa subunidad hierro-azufre (XP_659910) y la regulacion de las proteinas
relacionadas con la eliminacién de ERO, como la tiorredoxina reductasa, catalasa A y peroxirredoxina
mitocondrial (Oh et al., 2010).
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La catalasa CatA también se produce en exceso en conidios, comparado con el micelio, en general,

se observo que no solo la abundancia, sino que la diversidad de proteinas para la desintoxicacion de
ERO es alta en los conidios (latentes). Ademas de catalasas, se encontraron peroxidasas, superdxido
dismutasas y enzimas del metabolismo de tiorredoxina y el glutation, todos los cuales son miembros
de los sistemas de desintoxicacién de ERO, es muy probablemente que estas enzimas se encuentren
activas en los conidios latentes y contribuyan a proteger la viabilidad de los conidios (Teutschbein et
al., 2010).

Se analiz6 la respuesta al estrés oxidante para Aspergillus fumigatus por 2D SDS PAGE
(electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico) en presencia de
perdxido de hidrégeno y se encontré se indujeron las proteinas con funciones antioxidantes tales como
tiorredoxina peroxidasa, citocromo ¢ peroxidasa, superoxido dismutasa (Cu/Zn) y catalasa (Cat1), del

mismo modo, las proteinas de choque térmico aumentararon en abundancia (Kniemeyer et al., 2009).

Los conidios en reposo se encuentran en un estado latente y albergan un conjunto de enzimas
metabolicas que son capaces de catalizar la degradacion de los sustratos almacenados en ellos
ademas de los sustratos externos, por lo tanto también requieren enzimas que permitan la utilizacion
inmediata de los compuestos de carbono extracelulares degradables, necesarios para la germinacion
(Lamarre et al., 2008).

En A. nidulans, |la activacion del "programa de germinacidn” requiere la ruptura del disacarido trehalosa
y la sintesis de glicerol o manitol acompafiado por un aumento de la presion de turgencia y la
hinchazén de los conidios (Solomon et al., 2007). Las proteinas implicadas en este proceso, también
se detectaron en A. fumigatus, entre las que se encuentran; una GTPasa monomérica
(AFUA_5G11230), una trehalasa neutra (AFUA_4G13530) para la degradacion de trehalosa, una
deshidrogenasa de glicerol (AFUA_4G11730) involucrado en la formacién de glicerol, una
deshidrogenasa manitol-1-fosfato (AFUA_2G10660) para la biosintesis de manitol, ademas se
encontraron algunas proteinas mas abundantes en conidios que en micelio, por ejemplo la hidrofobina
conidial Hyp1/RodA que forma la capa externa (rodlet) de los conidios y la 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno
reductasa (Arp2) que esta implicado en la biosintesis de la melanina, tanto el rodlet y la capa melanina
se forman durante la conidiacion y constituyen elementos estructurales especificos que confieren
caracteristicas a los conidios tales como hidrofobicidad y resistencia frente a las condiciones adversas,

en el mismo estudio se observo que los conidios latentes contienen cantidades considerables de
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proteinas ribosomales, factores de elongacion, aminoacil-ARNt sintetasas y proteinas de la biosintesis

de aminoacidos, que garantizan la rapida reanudacion de la traduccién de ARN mensajeros

almacenados y de los ARN recién sintetizadas en el inicio de la germinacion (Teutschbein et al., 2010).

Otro grupo importante de proteinas, son las proteinas de choque térmico (HSP) relacionadas con el
estrés, estas se inducen durante la osmoadaptacion en A. nidulans, durante este proceso también se
incrementd la expresion de enzimas implicadas en la biosintesis del glicerol, el cual actua como un
osmolito cuando el hongo se enfrenta a un choque osmotico (Kniemeyer et al., 2009). Las proteinas
de choque térmico también se conocen por su papel en la maduracion de los complejos de proteinas
y la degradacion de péptidos dafiados o mal plegados y para la regulacion de la actividad de muchas
proteinas de transduccion de sefiales (Wang et al., 2004), ademas se demostré que seis manchas
proteicas las cuales correspondian a HSP se sobreregularon durante la ruptura de la latencia de las

esporas y en la primera fase de germinacion (Oh et al., 2010).
2 ANTECEDENTES

Se ha observado una relacién entre la formacion de los conidios y el porcentaje de oxigeno en la
atmdsfera donde se cultiva el hongo (Tlecuitl -Beristain et al., 2010; Garza-Lopez et al., 2012; Miranda-
Hernandez et al., 2014). En el estudio realizado por Tlecuitl -Beristain et al., (2010) se mostr6 que una
atmésfera enriquecida con oxigeno (26%) duplicé la produccién de conidios de M. anisopliae cuando
se aplicd un pulso de gas enriquecido con oxigeno a las 60 h de cultivo, que se relaciona al trabajo de
Braga et al., (1999), quienes probaron que alrededor de las 60 h se da un consumo exponencial de la
fuente de carbono y oxigeno. En este sentido, con el hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea se
mostré que la respuesta a la luz azul se lleva a cabo en horas especificas del crecimiento de hongo
(Sanchez-Murillo et al., 2004) ya que solo con el pulso de luz azul que se aplico en las 72, 84 y 96 h
del crecimiento del hongo se obtuvo mayor produccion de conidios, antes de esas horas, no se
encontrd efecto del pulso de luz y después de esas horas especificas se vio un efecto negativo, ya
que se disminuyo la produccion de conidios, debido a que la conidiacién del hongo requiere de un

periodo de “competencia’ para que pueda observarse la induccidn de conidiacion por la luz azul.

Se ha probado el efecto del oxigeno sobre el crecimiento de hongos y se encontrd que nueve de las
diez especies estudiadas tuvieron un mayor crecimiento radial, conforme aumentaron el porcentaje de

oxigeno en la atmdsfera, llegando al méximo crecimiento a 30% de oxigeno y no se encontré mayor
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crecimiento radial cuando aumentaron el porcentaje de oxigeno desde 40 % a 100% (Yang y Lucas,

1970), mientras que con el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana, bajo condiciones de hipoxia
(16% Oz) la produccién de conidios se incrementd 33% respecto a la atmdsfera normal; también el
recambio atmosférico con oxigeno (16% y 26% O2) provoco una respuesta diferencial en la actividad
de SOD, CAT y POX, mostrando los maximos de actividad de todas las enzimas entre los dias 6 y 7
del cultivo y posteriormente la actividad decrecid, la modificacion atmosférica produjo mayor oxidacién
de lipidos, lo cual coincidié con el decremento de la actividad enzimética antioxidante con esto los
autores establecen que los pulsos con 16% y 26% O provocaron estrés oxidante en B. bassiana, 1o
cual se reflejé en la calidad e infectividad de los conidios obtenidos con dichas atmésferas, ya que
estos se afectaron negativamente (Garza-Lépez et al., 2012).

En un sistema en el cual se inyecté 100% de oxigeno se estudio el dafio por hiperoxia a células de
Saccharomyces cerevisiae, se encontrd que la resistencia a la hiperoxia requiere de una serie de
factores que respondan al estrés incluyendo aquellos de defensa antioxidante, choque térmico, la
reparacion del dafio al ADN y la homeostasis de metales. Especificamente una serie de factores
antioxidantes resultaron importantes para la resistencia a la hiperoxia, estos son la enzimas superéxido
dismutasa (SOD 1y SOD2) y la glutatién reductasa (GLR1) (Outten et al., 2005).

Se reportd que cuando se aplican pulsos de oxigeno conteniendo 26 % O al cultivo de dos cepas del
hongo /. fumosorosea CNRCB1 y ARSEF3302, los conidios producidos son més tolerantes a altas
temperaturas (38 y 40°C), comparado con los conidios producidos en atmdsfera normal (21 % O.), al
incrementar en todos los casos el tiempo al cual el 50% de los conidios aun son viables (TSso)
(Miranda-Hernandez et al., 2014). Lo anterior corrobora el efecto de “proteccién cruzada” por
exposiciones a estrés subletal, al mejorar la resistencia de los conidios a otro tipo de tension (Rangel,
2011). La proteccion cruzada podria deberse a la sobreregulacion de genes de enzimas antioxidantes
como en el caso de Candida oleophila que fue expuesta a un pretratamiento con perdxido de hidrogeno
(subletal), y posteriormente fue tratada con concentraciones mas elevadas de perdxido de hidrogeno
0 con calor, estas células presentaron genes sobreregulados de enzimas tales como la glutation
peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en comparacion con las
células que no pasaron por el pretratamiento (Liu et al., 2012).



JUSTIFICACION E HIPOTESIS

El uso de agentes bioldgicos para el control de plagas se ha propuesto como una alternativa confiable

3 JUSTIFICACION

para el manejo integral de plagas (MIP) principalmente porque estos no tienen los riesgos asociados
a la estrategia comun del uso de plaguicidas quimicos, tales como dafios a la salud humana,
contaminacion al medio ambiente y el desarrollo de resistencia a los plaguicidas generados en las
plagas (Alatorre-Rosas, 2007). En particular, los hongos entomopatdgenos, de los cuales Metarhizium
es el mas utilizado, también tienen la gran ventaja de que no necesitan ser consumidos por el insecto
para infectarlo (como es el caso de los bioinsecticidas producidos por Bacillus thuringiensis) sino que
infectan por contacto; esto les da la posibilidad de ser utilizados para controlar plagas de insectos que
transmiten enfermedades como la malaria, la enfermedad del suefio, la enfermedad de Chagas,

dengue y la fiebre amarilla (Nappi y Christensen, 2005).

La efectividad en el uso de M. anisopliae en campo depende de que los conidios, las unidades
infectivas del hongo, sean capaces de soportar tanto los factores ambientales a los que esta expuesto
(como la radiacién ultravioleta o la temperatura elevada (Tseng, et al., 2011)) como de afrontar la
respuesta inmune del insecto (usualmente dependiente de la generacion de ERO), es decir, los
conidios que se utilizan en el control biolégico deben cumplir con ciertos parametros de calidad que
pueden medirse experimentalmente en el laboratorio y que estan relacionados con la capacidad del

hongo de infectar a su insecto blanco.

Por otro lado, se sabe que la exposicion de los hongos entomopatdgenos a un estrés moderado puede
mejorar los parametros de calidad de los conidios resultantes, mejorando no sélo su resistencia al
estrés aplicado sino también a otros tipos de estrés, proceso denominado proteccion cruzada (Rangel,
2011). Una estrategia valida para incrementar la calidad de los conidios es el uso de atmosferas
modificadas con concentraciones crecientes de oxigeno para inducir un estrés oxidante moderado, de
modo que los conidios resultantes incrementen su tolerancia a las ERO generadas durante su
metabolismo aerobio y durante el proceso infectivo, asi como incrementar su resistencia a otros
factores de estrés (en nuestro caso el incremento en la temperatura) gracias a la proteccién cruzada.
La mejora en la calidad de los conidios podrian darse por cambios en la sintesis de proteinas
involucradas con la respuesta general a estrés o de respuesta especifica a ERO (Barros et al., 2010;

Outten et al., 2005) los cuales podrian analizarse utilizando un enfoque protedmico.
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4 HIPOTESIS

La exposicién de un micelio competente de Metarhizium anisopliae a una atmdsfera rica en oxigeno
mejorara la produccion y calidad de sus conidios debido a la sintesis diferencial de proteinas,

especialmente aquellas relacionadas con la defensa antioxidante.



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la calidad y el perfil proteémico de los conidios producidos por micelio de Metarhizium

anisopliae expuesto a atmdsferas oxidantes en diferentes puntos de su desarrollo.

5.2  Objetivos particulares

e Determinar el tiempo especifico de respuesta a pulsos de oxigeno por parte de Metarhizium
anisopliae.

e Determinar el efecto de pulsos con distintas concentraciones de oxigeno sobre la produccién
de conidios de Metarhizium anisopliae.

o Determinar el efecto de los pulsos de oxigeno en la tolerancia de los conidios de Metarhizium
anisopliae a una elevada temperatura.

o |dentificar las proteinas diferenciales presentes en los conidios de Metarhizium anisopliae
obtenidos con distintas concentraciones de oxigeno y determinar qué proteinas estan
relacionadas con los procesos de conidiacion y de tolerancia al estrés.

¢ Relacionarla actividad de enzimas antioxidantes con los parametros de calidad de los conidios

de Metarhizium anisopliae.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo

El' hongo utilizado fue la cepa Metarhizium anisopliae CP-OAX que pertenece a la coleccién de hongos
del Colegio de Posgraduados en Texcoco, México. Este hongo se identifico por analisis de secuencia
de los fragmentos ITS de los genes ribosomales como Metarhizium anisopliae var. lepidiotum. (NCBI:
FJ876298) (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Esta cepa fue depositada en la coleccidn de cepas ENCB-
IPNWDCM449 del Instituto Politécnico Nacional, con el numero de identificacion ENCB-MG-81.

7.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo fue el formulado por Tlecuitl- Beristain et al., (2010), conteniendo harina de avena
No. 1® (33.3 g/L) con de peptona de carne (Bioxon, 10 g/L) ademas de agar bacteriolégico (Bioxon,
15 g/L). El medio de cultivo se esterilizd a 121 °C, a 15 Ib/inZ durante 15 minutos y a menos que se

indique lo contrario, todo el material y los medios de cultivo se esterilizaron de esta manera.

7.3 Reactivacion de la cepa y cultivo monocolonia

Las cepas de hongo filamentosos cultivados sucesivamente en medios de cultivo artificiales pierden
la capacidad de producir conidios y/o los conidios sufren cambios coloracién, se observa formacion de
sectores en el cultivo y la cepa pierde la capacidad de infectar a su hospedero (Wang et al., 2005),
algunas de las caracteristicas se pueden recobrar luego que los conidios se recuperan de los
cadaveres de su hospedero una vez infectado (Brownbridge et al., 2001; Vandenberg y Cantone,
2004), con el objetivo de iniciar cada cultivo con una cepa que contara con las mejores caracteristicas
fisiolégicas posibles se infectaron larvas de Tenebrio molitor como se indica en la seccion 7.8.4 y un
asada de conidios, tomada del cadaver de un insecto se sembré por estria en medio harina peptona
al que se agregd sulfato de estreptomicina (Sigma,10 mg/L) como antibi6tico para evitar el crecimiento
de bacterias (Jaronski y Jackson, 2012), la solucion de estreptomicina se filtré con una membrana de
2 um de poro (Pall), como método de esterilizacion, después de 7 dias de crecimiento se tomé una
asada de conidios y se sembro por estria en medio Agar Maltosa Sabouraud (AMS), pasados 3 dias

se tomd un colonia aislada y se sembré en el centro de una caja Petri con medio avena-peptona,
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descrito anteriormente, después de diez dias se tomaron bocados de los conidios que crecieron en la

periferia de la colonia y se almacenaron como se indica en la seccién 7.4.

7.4 Produccion del inoculo

A partir de conidios obtenidos del cultivo monocolonia, los bocados con micelio y conidios se
almacenaron con 4 mL de agua desionizada a 4 ° C (Lastra et al., 2011). El inéculo se obtuvo
distribuyendo los conidios que se encontraban en el bocado, sobre una caja Petri que contenia 15 mL
de medio avena-peptona, mencionado anteriormente. La cepa se mantuvo a 28° C y con fotoperiodo
luz-oscuridad 12:12 h durante 7 dias. Los conidios obtenidos de este modo se utilizaron para iniciar
las cinéticas de produccion de conidios, para las pruebas de calidad y la obtencidn de proteina, cabe
sefialar que cada vez que se inicid la produccion del indculo para cualquiera de las pruebas
mencionadas, siempre se inicid de conidios almacenados a 4°C que pertenecian a un mismo lote de
conidios y que no se resembraron mas que para obtener el indculo, esto con la finalidad de evitar la
degeneracion de la cepa por crecimiento sucesivo en un medio artificial (Chengshu Wang, Butt, & St
Leger, 2005).

7.5 Produccion de conidios y modificacion de la atmésfera

Para las cinéticas de produccion de conidios, las unidades experimentales fueron botellas seroldgicas
de 120 mL (Distbrand, México) conteniendo 10 ml del medio avena-peptona, el indculo inicial fue una
suspension de conidios realizada con Tween 80 al 0.1% (v/v) con una concentracion de 5.7x 105
con/cm?. Las botellas se cerraron con tapones de algodon, hasta las 60 h de cultivo y después se
cambiaron por tapones de goma (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Después de 60 h de cultivo se modifico
la atmosfera con una mezcla de gas con una concentracion de 16 26, 30 y 40 % de oxigeno,
balanceado a 100 % con nitrégeno (Praxair, México); con una aguja se introdujo el gas proveniente
de un tanque que contenia la mezcla a probar, con un flujo de 13.8 cm3/s de la mezcla durante 1.2
min y otra aguja funcion6 como salida del gas, se renovo la atmésfera cada 24 h. Ademas, se evalu6
la concentracion de oxigeno en condiciones normales (21% de O.), para lo cual, se mantuvieron las
unidades experimentales con tapones de algodén durante toda la cinética. Para cada tratamiento se

evaluaron tres muestras independientes.
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7.6 Cuantificacion de la produccion de conidios

En cada tiempo de muestreo (cada 24h) se adicionaron 20 ml de Tween 80 0.1% (v/v), a cada una de
las botellas (seccion 6.5) y se agitd con una barra magnética que raspd la superficie sdlida. El conteo
de los conidios se realizd con cdmara de Neubauer con el objetivo a 40 X de un microscopio dptico
(BOECO, Alemania). La produccidn se calculé como conidios por centimetro cuadrado (con/cm?), al

considerar el area sobre la cual crece el hongo.

Es importante sefialar que se realiz6 una normalizacién de la produccion de conidios debido a que
dicha produccién varia de lote a lote, como se reportd por Cherry et al., (1999). La normalizacion se
calculé usando como referencia la maxima produccion de conidios (5.43 x 10 7 con/cm?2) observada
bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2), mediante la ecuacién 1. La normalizacion de datos
se realiz6 ya que permitié visualizar la magnitud de cambio obtenido debido al tratamiento empleado
(McCune et al., 2002).

Cv==- (1)

Donde Cn es la produccién de conidios normalizada, Cr produccion de conidios obtenida en cada
tiempo de muestreo de cada tratamiento y Cc es la produccion de conidios control cuyo valor fue 5.43

x 10 7 con/cm?

7.7 Determinacion del tiempo critico de respuesta a pulsos de oxigeno

Con el objetivo de determinar el tiempo critico de respuesta del hongo a los pulsos oxidantes se inoculd
M. anisopliae como se describidé en la seccion 6.5, aunque en estos ensayos el primer recambio
atmosférico se realiz6 a las 36, 40, 60 o 72 h. Estos ensayos se llevaron a cabo sélo con 30 % de

oxigeno, se cambio la atmosfera cada 24 h y se cuantific la produccién de conidios.

Los resultados correspondientes a la cinética de produccion de conidios se ajustaron al modelo de
crecimiento de Gompertz (ecuacion 2), con ello se estimé produccion maxima de conidios al modificar

el tiempo de aplicacién de los pulsos (Zwietering et al., 1990).

y=a*exp[—exp(b—ct)] 2
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Donde y es el In C/C, al tiempo t, y a, b y ¢ son pardmetro del modelo de Gompertz a y b

(adimensional) y ¢ (h'"), finalmente, t es el tiempo (h).

El parametro bioldgico Cmax fue determinado por la ecuacién 3:

Cmax =exp(a) *Co (3)

Donde Cmax €s la maxima concentracion de conidios (con cm2), a (adimensional) es un parametro del

modelo de Gompertz, y Co (con cm-2) es la concentracion inicial de conidios.

7.8 Pruebas de calidad

7.8.1 Viabilidad

La viabilidad de los conidios de M. anisopliae se probé cultivando sobre Agar Maltosa Sabouraud
(AMS) con desoxicolato de sodio (0.5 g/ L). Se inocul6 cada caja Petri (90 x 15 mm) con 30 uL de una
suspension de conidios con una concentracion de 1 X 104 con/mL, por lo tanto; se sembraron 300
conidios obtenidos de cada tratamiento y se esparcieron con una varilla de vidrio por todo el medio de
cultivo, para cada tratamiento se realiz6 tres réplicas. Después de 72 h a 28 £ 1° C se conto las
unidades formadoras de colonias y posteriormente se reportd como porcentaje de viabilidad,

considerando 100 % los 300 conidios sembrados originalmente (Montesinos-Matias et al., 2011).

7.8.2 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad se determin por un método exclusion de fases. Los conidios de M. anisopliae
obtenidos de cada tratamiento se centrifugaron a 5000 rpm por 30 minutos a 4°C, se desechd el
sobrenadante y se realizd un lavado con agua destilada, nuevamente se centrifugé la suspension y se
desechd el sobrenadante, finalmente se realizd un lavado con nitrato de potasio (0.1 M) para
neutralizar la carga de la superficie de los conidios. Se estandarizaron las suspensiones de conidios
a una concentracion final de 1X107 con/mL. En un tubo de ensayo se transfirieron 3 mL de la
suspension de los conidios y se adicion6 1 mL de n-hexadecano (Sigma) y se agit6 por 20 s. Después
de 30 min la fase acuosa fue removida con una pipeta Pasteur y se determiné la densidad dptica (OD
ac), también se determiné la densidad 6ptica a la suspension de conidios (OD total). La densidad

dptica de la suspension y de la fase acuosa fue determinada con un espectrofotémetro (Perkin-Elmer)
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a 660 nmy se realizo tres réplicas por tratamiento, el porcentaje de hidrofobicidad fue calculada con

la ecuacion 4:

oD,
H(%):{l— g J*lOO
ODtotaI

(4)
Donde, ODxotal €s €l valor de la densidad optica de la muestra inicial (suspension de conidios) y ODagq

es el valor de las densidad Optica de la fase acuosa después del tratamiento (Shah et al., 2007).

7.8.3 Termotolerancia de conidios

La temperatura es uno de los factores que afecta la viabilidad de los conidios (Li y Feng, 2009), por
tanto es importante conocer el grado de resistencia de estos a una elevada temperatura, por otro lado,
esta prueba se llevé a cabo para evaluar el desarrollo del fenémeno conocido como “proteccion
cruzada” contra un tipo de tensién ambiental diferente a la concentracion de oxigeno al que se expuso

a M. anisopliae.

Se probé la termotolerancia de los conidios obtenidos bajo diferentes atmésferas modificadas, la
prueba se efectud de acuerdo al protocolo reportado por Rangel et al., (2005), se estandarizé a 1x 104
con/mL una suspension de conidios que se coloco en tubos de vidrio y fueron expuestos a una 45 +
1 °C en un bafo de temperatura controlada. Periddicamente, se tomaron 30 UL de muestra de las
suspensiones de conidios y se cultivaron sobre medio AMS y se incubaron 72 h a 28 £ 1°C, con un
fotoperiodo 12:12 h luz/oscuridad. Después del periodo de incubacién se cuantificaron las unidades
formadoras de colonia se grafico la sobrevivencia (%) contra el tiempo de exposicion al calor, los datos
se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial (ecuacion 5) propuesto por Miranda-Hernéndez et
al, (2014).

s=5,*e (5)

Donde S es la viabilidad de los conidios a un tiempo £, So es la viabilidad inicial (%), k es la tasa
especifica de decaimiento en la viabilidad (h-"). El tiempo de sobrevivencia 50 (TSso) fue estimado y
se definio como el tiempo al cual el 50% de los conidios es aun viable.
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Con el objetivo de determinar si la infectividad de los conidios se afectd negativamente por la

7.8.4 Infectividad

modificacién de la atmésfera, se llevaron a cabo bioensayos utilizando larvas de Tenebrio molitor
(Petmmal, Estado de México). Los conidios producidos bajo atmésfera modificadas (16, 26, 30 y 40%
02) y atmésfera normal (21% O2) se cosecharon y se prepar6 una suspension de conidios, con una
concentracion de 1X 108 con/mL. Las larvas fueron sumergidas durante 15 s, en 20 mL de la
suspension de conidios y luego se pasaron a cajas Petri (90 x 15 mm), cada caja Petri contenia 12
larvas, y una mezcla de salvado de trigo: avena (1:1) estéril, esta se agreg6 después de 10 min que
se dejo secar el cuerpo del insecto, se utilizaron 5 réplicas por tratamiento (Goettel e Inglis, 1997).
Como control, un grupo de larvas se sumergieron de la misma manera, pero en solucion estéril de
Tween 80 (0.1%) y luego las unidades experimentales se incubaron a 28 £ 1°C con un fotoperiodo de
luz-oscuridad 12:12 h, en contenedores de plastico transparente con papel filtro hiumedo, el porcentaje
de sobrevivencia se registré cada 24 h. Tras la muerte del insecto, este fue retirado de la caja de Petri
en donde se encontraba, y se colocd dentro de una nueva caja Petri estéril la cual fue puesta en otro
contenedor con papel filtro himedo para promover el crecimiento del hongo y confirmar que la muerte

fue ocasionada por la infeccion de Metarhizium anisopliae.

Los datos experimentales se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial (ecuacion 6), graficando

el porcentaje de sobrevivencia contra el tiempo.

Y =(200-S)e ™) 43
Y =100si 0<t<t, (6)
Donde, Y es el porcentaje de sobrevivencia en el tiempo {, k es la tasa especifica de muerte (d-1), to
es el tiempo de retardo en el primer insecto muri6 (d) y S es el nivel (%) de sobrevivencia asintotica.
Este modelo corresponde a una ecuacion diferencial de primer orden que indica el tiempo de retardo

de muerte con la condicion inicial Y — S para t — oo (Rodriguez-Goémez et al, 2009).

7.9 Extraccion de proteina intracelular de conidios Metarhizium anisopliae

Con el objetivo de analizar el efecto de la concentracidn de oxigeno sobre los conidios producidos, por
medio de un enfoque protedmico, se cosecharon los conidios producidos bajo la atmésfera rica en

oxigeno (30 % O2) y atmdsfera normal (21 % O2) con 20 mL de Tween 80 al 0.1 % (v/v), ese volumen
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se paso a otra botella con la finalidad de concentrar la suspension, luego esta se lavo con 3 mL de la

solucion de Tween 80, este volumen se afiadio a los 20 mL de volumen inicial, y lo mismo se realiz6
para 20 botellas mas, al final se cont6 con 80 mL de suspension, la suspensién se mantuvo en un
bafio con hielo para posteriormente se filtrar la suspension por cuatro capas de gasa con el prop6sito
de remover la mayor cantidad de micelio, luego se centrifugé a 7000 rpm, a 4 ° C por 10 min, se
elimind la solucién de Tween 80 y el sedimento se lavé dos veces con agua desionizada, se centrifugd
y los conidios se lavaron con 20 mL de solucién amortiguadora de fosfato salino (0.9 % p/v NaCl en
0.1 M de solucion amortiguadora de fosfato de potasio, pH 7.0), se centrifugd nuevamente y esta vez
solo se agregd 5 mL de solucién amortiguadora de lisis (20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM NaCl, 0.5 mM
desoxicolato de sodio), se tomd 1 mL de esta suspension y se pasé a un tubo que contenia 500 mg
de perlas de vidrio (5mm de didmetro, Cole Palmer) previamente esterilizadas, ademés se afiadié 30
ML de cocktail inhibidor de proteasas por cada mililitro de suspension (Sigma P8215); posteriormente
se rompieron los conidios en un disruptor de células (Mini-bedbeater 16, Biospec Products), durante 6
min, en ciclos de 30 s de rompimiento por 30 s de enfriamiento en hielo, esta suspension se centrifug6
a 9000 rpm, 4 ° C por 14 min para separar los restos celulares de la proteina soluble, el precipitado
se desechd y el sobrenadante se centrifugd 9000 rpm, 4 ° C por 10 min para asegurar que todos los
restos celulares fueran removidos, el sobrenadante se paso a tubos de 2 mL (Nandakumar y Marten,
2002).

Finalmente la solucion se ultrafiltrd en unidades de 10 kDa (Amicon ultra-15, Millipore), se centrifugd
a 8000 rpm, a4° C por 2 h y se lavo dos veces con Tris-HCI 20 mM con un pH de 7.2, finalmente se
tomaron alicuotas de 200 g de proteina que se midié por el método de Bradford (Biorad USA) como
se describe en la siguiente seccion y finalmente se liofilizé a 0.01 mBa, -53°C (Labconco Freezone
4.5).

7.10 Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracidn de proteina se midi6 por el método de Bradford, (1976) en microplaca de Biorad, la
mezcla de reaccion consistié en 160 L de extracto intracelular y 40 pL de reactivo de Bradford
(Biorad). Se mezcld la muestra y el reactivo de Bradford y después de 5 minutos de reaccion a
temperatura ambiente se registré la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas (Biotex,
ELx808). El célculo de la concentracién de proteina se realiz6 mediante una curva de calibracion
empleando Albumina Sérica Bovina (ASB) como estandar, se prepararon 5 diluciones de ASB desde
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0 hasta 60 g/ mL, que es el rango lineal de este método, la curva de calibracién se muestra en el

Anexo |.

7.11 Determinacion del tiempo de ruptura de células

Se cosecharon los conidios de M. anisopliae cultivados con atmosfera normal (21 % O2), la suspension
de conidios se estandarizé a 1 x 10° con/mL, como se describe en la seccién 6.9 se procedio6 a extraer
la proteina intracelular, con la diferencia de que los conidios se mantuvieron en el disruptor de células
(Mini-bedbeater 16, biospec products), durante 3, 4, 6, y 8 min, en ciclos de 30 s de rompimiento por
30 s de enfriamiento en hielo; posteriormente se realizaron las diluciones necesarias para sembrar
300 conidios en una caja Petri con medio AMS y se determind la viabilidad como se describié en la
seccion 7.8.1, esta prueba se realizo para determinar el tiempo en el cual los conidios no sobreviven
a la ruptura, a la par se corroboré la ruptura de los conidios colocando 10 uL de la suspension de
conidios que paso por el tratamiento y se coloco en una camara de Neubauer la cual se observé en

un microscopio optico a 40 X (Boeco, Alemania ), la imagen se puede encontrar en la seccion 8.4.
7.12 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

(SDS PAGE)

Esta técnica se empled para verificar la integridad de la proteina aislada (seccion 7.9). Debido a la
desnaturalizacion por dodecil sulfato sodico (SDS), las proteinas migran en el gel de acuerdo con su
peso molecular, lo que permite detectar posibles eventos de protedlisis, producto del método de
extraccion (Raynal et al., 2014), para llevar a cabo esto, se utilizd el sistema de amortiguador
discontinuo (Laemmili, 1970). Se mezclaron los reactivos descritos en la Tabla 1, primero se realizo el
gel de resolucion con una concentracion de poliacrilamida 12 % T, que contenia solucién
amortiguadora Base Tris HCI 0.375 M, pH de 8.8, posteriormente se realizé el gel de compactacion
cuya concentracion de poliacrilamida fue de 5 % T con solucién amortiguadora Base Tris-HCI 0.125
M, pH 6.8 y se sonicd ambas mezclas durante 5 min. Aparte, se preparo persulfato de amonio (APS)
al 10 %, una vez realizado esto se afiadio TEMED (Tetrametiletilendiamina) y APS a la mezcla para
realizar el gel de resolucion y se dejo polimerizar por 40 min, afiadiendo 1 mL de agua desionizada
para evitar la desecacion del gel, pasado este tiempo se afadié el gel de compactacion, se colocd un
molde para realizar pozos y se dej6 polimerizar por 15 min, al finalizar los geles tenian pozos de 0.75

mm de grosor.
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Tabla 1. Mezcla para preparar geles de poliacrilamida

Reactivo Cantidad paraGelal 5%  Cantidad para Gel al 12 %
H-0 desionizada 5.7 mL 3.4 mL
Acrilamida/Bis 30 % T, 2,67 % C 1.7mL 4.0 mL
Base Tris HCL* 2.5mL 2.5mL
Tampon de gel 0.1mL 0.1mL

Las cantidades que se indican son para preparar 10 mL de mezcla, *la concentracion y pH se especifica en el texto.
%T, donde T es la concentracion total de monémeros de acrilamida y bisacrilamida.
%C, donde C es la concentracion de bisacrilamida

Se reconstituyd con 80 pL de solucion amortiguadora de solubilizacion (sin anfolitos) un tubo con
proteina soluble extraida de los conidios (seccion 7.9), se tomd 50 ug de proteina (20 uL de solucién)
a la cual se afiadié 10 L de solucion de carga (Tabla 2) la mezcla se agitd en vortex y se calentd a
90 °C por 5 min. La mezcla de proteina soluble extraida de los conidios obtenidos bajo una atmdésfera
rica en oxigeno (30 % O2) o atmdsfera normal (21 % O-) junto con la solucidn de carga se afiadieron
en cada uno de los pozos (30 uL ) y la electroforesis se realizo con un voltaje constante de 150 V por
1 h en una camara de electroforesis (Miniprotean tetra 4, Biorad) que contenia solucién amortiguadora
de corrida 1x (Tabla 3)a continuacion los geles se retiraron y se adicion6 solucién fijadora (Tabla 4)
durante 2 h, posteriormente la solucion se retird y se lavd los geles 6 veces con agua desionizada, se
retird el agua y se afiadi6 solucién de tincion (Tabla 5) y se dejo agitando suavemente por 12 h
(Candiano et al., 2004). Finalmente se destifieron los geles por medio de lavados con agua
desionizada y se digitalizé la imagen como se describe en la seccién 6.14, la electroforesis se realizd

por triplicado para cada muestra.

Tabla 2. Solucién de carga

Reactivo Cantidad
Agua desionizada 3.5mL
Tris HCI 0.5M, pH 6.8 1.25mL
Glicerol 2.5mL
SDS 10 % (p/v) 2.0mL
Azul de bromofenol 0.5 % (w/v) 0.2mL

B-mercaptoetanol, justo antes del uso 50 pL
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Tabla 3. Solucién amortiguadora de corrida 10 X (Laemmli)

Reactivo Cantidad (g/L)
Tris base 30349
Glicina 144 ¢
SDS 109

Tabla 4. Solucién fijadora

Reactivo Concentracion
Acido acético glacial 10 %
Etanol absoluto 40 %
Agua desionizada 50 %

Tabla 5. Solucién de tincion “Blue silver”

Reactivo Concentracion
H3PO4 2%
(NH4)2S04 10 %
Metanol 20 %
Azul de Coomassie G-250 0.1%

7.13 Electroforesis bidimensional (2D-SDS PAGE)

Esta técnica se empled para separar a las proteinas extraida de los conidios obtenidos bajo una
atmésfera rica en oxigeno (30 % O2) o atmésfera normal (21 % O2), primero por su punto isoeléctrico
y posteriormente como segunda dimension, por peso molecular, para esto se rehidrataron 200 ug de
proteina soluble (liofilizada) extraida de los conidios, con 125 pL de solucion amortiguadora para
solubilizacion (Tabla 6) y se cargd en una tira de 7 cm con poliacrilamida, con un gradiente lineal de
pH inmovilizado de 3-10 (Biorad), luego las tiras se rehidrataron a 20 °C por 14 h (rehidratacion
pasiva). Para resolver las proteinas, se realizo un isoelectroenfoque (Protean i12™ [EF cell) con las
condiciones siguientes: 20 °C, 250 V por 0.25 h, 4000V por 2h, 4000-15000 V h. Después del

isoelectroenfoque las tiras se almacenaron a -80°C para su uso posterior.

Previo a realizar la segunda dimension las tiras se equilibraron en dos pasos sucesivos de 15 min
cada uno, agitando la tira suavemente en solucién amortiguadora de equilibrio (Tabla 7) agregando:
(@) 2% p/iv DTT a continuacion se decanté la solucion y se reemplazé por solucion amortiguadora de
equilibrio y (b) 2.5 % de iodoacetamida (Li et al., 2010).
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Tabla 6. Solucién amortiguadora de solubilizacién.

Reactivo Concentracion
Urea 8M
CHAPS 4% (plv)
DTT 1% plv
Anfolitos pH 3-10 0.2 % (viv)

Azul de bromofenol

0.001 % (p/v)

Tabla 7. Solucién amortiguadora de equilibrio
Reactivo

Concentracion

Urea
SDS
Tris HCI, pH 8.8

Glicerol

6 M
20 % (piv)
1.5M
50 % (vIv)

Las tiras se cargaron en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 12 % T (SDS-

PAGE), de 1 mm de grosor, para asegurar la tira se agreg6 0.6 % p/v de agarosa de bajo punto de

fusion que contenia 0.1 pL de azul de bromofenol al 0.5 % (p/v), 5uL de un marcador de peso

molecular de 10 a 250 KDa (Figura 9) se carg6 en papel filtro que se incluyé en los geles (All blue,

Biorad) los geles se cargaron en un cassette y estos se sumergieron en solucion amortiguadora de
corrida 1X (Tabla 3), pH 8.3 (Laemmli, 1970) contenida en una cdmara Mini-PROTEAN® 3 Dodeca™

Cell (Biorad) que se muestra en la Figura 8, para finalizar se aplicé un corriente constante de 150 V.

Después de 45 min, se lavd el gel con agua desionizada y se sumergi6 en solucion para fijadora (Tabla

4) por 2 h, luego se realizaron seis lavados con agua desionizada, el gel se tifid con solucién “Blue

silver” (Tabla 5) que contenia azul de Comassie G-250 (Candiano et al., 2004) después de 12 h de

tincion se lavd el gel con agua desionizada y el gel se digitalizo.

Figura 8. Mini-PROTEAN® 3 Dodeca™ Cell
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7.14 Adquisicion de imagenes e identificacion de las proteinas con cambio de

abundancia
Después de separar las proteinas que fueron extraidas de los conidios obtenidos bajo una atmosfera

rica en oxigeno (30 % O-) o atmdsfera normal (21 % O) por su peso molecular y su punto isoeléctrico),
se obtuvieron seis geles 2D SDS PAGE, correspondientes a 3 réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas,
mismas que se digitalizaron en el equipo Gel Doc™ Biorad XR* Imaging sytem, con el software Image
lab 3.0 de Biorad, el software optimizd automaticamente el tiempo de exposicion de cada gel.
Posteriormente se analizaron las imagenes en el programa PDQuest Advance 8.0.1 (Biorad), se
procedid a realizar un “experimento” en el programa para obtener un gel maestro correspondiente a
cada tratamiento, para esto, primero se realiz6 una edicion de manchas, se eliminaron los falsos
positivos que el programa detecté como manchas, se verificé que las manchas fueron agrupadas
correctamente, estas debian estar al menos en tres geles (Valledor y Jorrin, 2011) Con el objetivo de
comparar los geles de las dos condiciones atmosféricas probadas (21 y 30 % O.), la normalizacion de
las manchas se hizo utilizando el modelo de regresion local, de este modo se obtuvo la cantidad
normalizada de todas las manchas detectadas. Una vez que se obtuvieron los geles maestros de cada
condicion se realizd un “experimento de alto nivel” que empatd las manchas que se encontraban en

ambos tratamientos, y se encontro las proteinas que eran exclusivas de cada tratamiento.

Para las manchas que se encontraron en ambos tratamientos, se consideraron para su posterior
andlisis por espectrometria de masas, aquellas que habian cambiado en abundancia, esto fue cuando
la cantidad normalizada de una mancha fue mayor al menos 3 veces en relacion con el tratamiento

(21 % vs 30 %), se determind la diferencia significativa por una prueba estadistica de t de Student.

7.14.1 Estimacion de Peso Molecular y del punto Isoeléctrico

Para conocer el peso molecular experimental de cada proteina encontrada, se calculd la movilidad
electroforética relativa (Rf) mediante la ecuacion 7, para cada proteina. La distancia recorrida

verticalmente por cada proteina (cm) se midié con el programa Image ProPlus.

Se determind cada Rf y debido a que la movilidad electroforética relativa es inversamente proporcional
al logaritmo del peso molecular (Voet et al., 2009), se traz6 un grafico con los logaritmos de los pesos
moleculares conocidos del estandar (All Blue, Biorad) contra la movilidad relativa de cada banda,

posteriormente se ajustaron los datos a una ecuacion exponencial que permitié interpolar las Rf de
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cada mancha que se obtuvo en los geles 2D SDS PAGE. La curva de calibracion se puede encontrar

en el Anexo |.

— Rf — Distancia recorrida por la proteina(cm)
=& Distancia recorrida por el colorante(cm)

Figura 9. Marcador de peso molecular (All Blue)

Para determinar el punto isoeléctrico experimental de cada mancha se midio la distancia horizontal
que migro la proteina con el programa Image ProPlus, en este caso el gradiente de pH (pl 3-10,
Biorad), de la tira con acrilamida es de tipo lineal, por lo que se graficd la distancia recorrida (cm)
contra las unidades de pH y los datos se ajustaron a un modelo lineal para interpolar la distancia
recorrida por cada mancha en los geles 2D SDS PAGE. La curva de calibracién se puede encontrar

en el Anexo .

7.15 Digestion triptica en gel

El analisis de las manchas proteicas seleccionadas, por espectrometria de masas se realiz6 en el
servicio del Laboratorio de Analisis Bioquimico e Instrumental del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, unidad Irapuato (CINVESTAV Irapuato), y los

materiales y métodos que se utilizaron se describen en las secciones 7.15, 7.16 y 7.17.

La digestion triptica de las proteinas contenidas en el gel se realizd siguiendo el protocolo de
Shevchenko et al. (1996), las machas seleccionadas se cortaron manualmente de los geles con ayuda
de puntas para pipeta estériles y se colocaron en tubos independientes que contenian 10 uL de agua
desionizada, el agua se retiro y se afiadié 50 uL de acetonitrilo (50 %) con el cual se realizaron dos
lavados, el liquido se retird y se afiadié acetonitrilo (100 %) y se mantuvo en agitacién por 10 min, el
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acetonitrilo se retiré y se agreg6 25 uL de una solucion de NHsHCO3 100 mM se incub6 por 5 min y

se afadié 25 pL de acetonitrilo (100 %), la mezcla se incub6 en agitacion a temperatura ambiente por

15 min y posteriormente se retir6 todo el liquido.

Se afiadio un volumen suficiente para cubrir las piezas de gel con una solucion de ditiotreitol (DTT) 10
mM disuelto en NHsHCO3 100 mM durante 1 hora a 56 °C, de este modo se redujeron las proteinas,
posteriormente se enfri6 la mezcla a temperatura ambiente y la solucion que contenia DTT se
reemplazo con el mismo volumen, pero con una solucion que contenia iodoacetamida 55 mM disuelta
en NH4HCO3 100 mM y se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente por 45 min. Pasados los 45
min, se desecho la solucion anterior y las piezas de gel se lavaron con 100 pL de una solucion de
NHsHCO3 100 mM y de 100 uL acetonitrilo (100 %) y se incub6 durante 10 min. La fase liquida se

retird, y las piezas de gel se secaron completamente en una centrifuga de vacio.

Se adiciond un tampén de digestion que contenia NHsHCO3 100 mM, CaClz 5 mM, y 12,5 ng/ul de
tripsina (grado secuenciacién, Promega) y se incubd en un bafio con hielo por 45 min, pasado ese
tiempo se retir6 la solucidn y se reemplazd con 10 pL del mismo tampén, pero esta vez sin tripsina y

se incubo a 37 ° C, durante toda la noche.

Los péptidos se extrajeron afiadiendo a las piezas de gel 20 yL de NHsHCO320 mM se incubaron 20
min con agitacion, a continuacion se centrifugé a 5000 rpm por 2 min y se recuperd el sobrenadante,
este procedimiento se realizo tres veces mas, pero agregando una solucion de &cido férmico (5 %)
diluido en de acetonitrilo (50%) (20 min para cada solucion), al final se colect6 el sobrenadante de

cada lavado y se seco a temperatura ambiente.

7.16 Analisis por espectrometria de masas

Para identificar las proteinas que eran Unicas o habian incrementado su abundancia se procedio al
analisis por espectrometria de masas el cual se llevo a cabo en un sistema de cromatografia liquida,
nanoAcquity nano-flow (Waters, Milford, USA) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ velos
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) el cual estaba equipado con una fuente de ionizacion
nanoelectrospay. El solvente A consistié en acido férmico (0.1 %) y el solvente B de acetonitrilo (100
%) en acido formico (0.1 %). Se tomé 3 uL de proteinas digeridas con tripsina (seccion 7.15) y se
cargaron en una precolumna (Symmetry® C18, 5 um, 180 um x 20 mm, Waters). Posteriormente el
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fluido se cambi6 a una columna capilar de UPLC' (100 um ID BEH-C18, tamafio de particula 1.7 um).

La temperatura de la columna se controlé a 35 ° C. Los péptidos se separaron por gradiente durante
60 min a un flujo de 400 nL/min. El gradiente se programé de la siguiente manera: solvente B 3- 50 %
(30 min), 50-85 % (2 min), 85 % (4 min) y 3 % (22 min).

Los péptidos se eluyeron en un espectrémetro de masas con una fuente nano electospray a través de
una punta revestida de silice (NewObjective, Woburn, MA). El espectrometro de masas se opero en
el modo de adquisicién de datos dependientes con la finalidad de alternar automéaticamente en la
exploracién completa (400-1600 m /z) y posteriormente se exploro cinco péptidos mayoritarios MS/MS
en una trampa de iones lineal con exclusion dinamica habilitada. La disociacion inducida por colision
(CID, Collision-induced dissociation) se realizé utilizando helio como gas de colision a una energia de
colisién normaliza de 35 % y 10 ms. La adquisicion de datos fue controlada por el software Xcalibur
2.0.7 (Thermo Fisher Scientific).

7.17 Identificacion de proteinas

Los espectros de masas en tandem se extrajeron en el software Proteome Discoverer version 1.4 y se
utilizo el programa Sequest como motor de busqueda, la base de datos contra la que se comparé fue de
Metarhizium anisopliae obtenida de NCBI con 26,779 entradas. Los parametros de busqueda se
establecieron de la siguiente manera: un maximo de 2 puntos de corte fallidos permitidos, y errores de
1Da para espectros MS/MS, la carbamido metil cisteina (derivado de la iodoacetamida) se especificd como

una modificacion fija y la oxidacién de la metionina como modificacion variable.
7.18 Actividades enzimaticas de enzimas antioxidantes

7.18.1 Obtencion del extracto crudo enzimatico (ECE)

Se obtuvo una suspension de conidios que crecieron bajo distintas concentraciones de oxigeno (16,
21,30y 40 % Oy), desde las 84 h, es decir 24 h después de que se aplico el primer pulso de oxigeno,
y se tomaron muestras cada 24 h hasta las 156 h, como se ha descrito previamente en la seccién 7.9,
la suspension se concentrd por centrifugacion a 7000 rpm, a 4° C por 10 min, se descartd la solucion
de Tween 80 al 0.1 %, se centrifugd nuevamente y se lavd dos veces con agua desionizada.

' Cromatografia de liquidos de ultra presién
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Posteriormente se sustituyd el agua con solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 50 mM, pH 7.4,

se centrifugd nuevamente y se desechd para resuspender con la solucion amortiguadora de fosfatos
de sodio, esta suspension se afiadio a tubos de 2 mL con aproximadamente 500mg de perlas de vidrio

de 0.5 mm de diametro.

El extracto crudo enzimatico se obtuvo al romper los conidios de M. anisopliae en un disruptor de
células durante 6 min con ciclos de 30 s de ruptura por 30 s de enfriamiento, una vez pasado ese
tiempo se centrifugd 9000 rpm a 4°C por 15 min (Nandakumar y Marten, 2002), se deseché el pellet
junto con la perlas de vidrio, para liberar al ECE de restos celulares. Se pas6 el ECE a otro tubo con
ayuda de una pipeta automatica y se centrifugé nuevamente para retirar los posibles restos celulares
que hayan quedado cuanto se retird el pellet, posteriormente se realizaron alicuotas del ECE
conteniendo 500 L en diferentes tubos con la finalidad de medir distintas actividades enzimaticas.
Una vez hecho esto, inmediatamente se congeld el ECE a -70 ° C y se mantuvo asi hasta que se
obtuvieron todas las muestras (156 h), finalmente se liofilizd el ECE con el objetivo de concentrar la
solucién, para esto las muestras se congelaron en nitrégeno liquido a -80° C y se liofilizé a 0.01 mBa,

-53° C (Labconco Freezone 4.5).

7.18.2 Actividad Glutation Peroxidasa (GPx)

Se midi6 la actividad Glutation Peroxidasa (A. GPx) de las muestras de ECE de los conidios obtenidos
bajo atmésferas modificadas o atmosfera normal (16, 21, 30, 40 % O2) con un kit comercial (Cayman
Chemical). Este kit utiliza como principio dos reacciones acopladas, primero el hidroperéxido de
cumeno es reducido mientras se oxidan dos moléculas de Glutation reducido (GSH) por la GPx a
Glutatién oxidado (GSSG); como segunda reaccidn se recicla el GSSG por la Glutation Reductasa
(GR), la reaccion requiere de la oxidacién de NADPH (Figura 10, B) esta oxidacion esta acompafiada
por el decremento en la absorbancia a 340 nm, lo anterior es posible debido a que la glutatién
peroxidasa reduce hidroperéxidos lipidicos y no lipidicos asi como H20, mientras oxida dos moléculas
de GSH.

La GPx es muy especifica para su donador de H y mucho menos especifica para el substrato
(hidroperoxido) (Michiels et al., 1994). Una unidad de actividad enzimética se definié como la cantidad
de enzima que puede causar la oxidacion de 1.0 nmol de NADPH a NADP+* por minuto a 25 ° C., la

cual es totalmente dependiente de la cantidad de GSSG generado por la GPx (Figura 10, A).
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(A) GPx
RO-O-H+2GSH __— = | R-O-H+GSSG+H,0
GSSG +NADPH+H+  C°R . 2GSH + NADP*

(B)

Figura 10. Reacciones acopladas para cuantificar la actividad glutation peroxidasa

Se reconstituyeron las muestras de ECE, agregando 50 L de solucién amortiguadora que contenia
50 mM de Tris HCI (pH 7.6), 5 mM de EDTA y albumina sérica bovina (1 mg/mL), por lo tanto el factor
de concentracion con respecto a las muestras antes de liofilizar, fue 10, esto se realiz6 manteniendo
las muestras en hielo. Por instrucciones del proveedor se reconstituyé una mezcla de co-substratos
con 6 mL de agua desionizada, esta mezcla contenia NADPH, GSH y glutatién reductasa; aparte se
prepard una solucion amortiguadora de ensayo que contenia 50 mM de Tris HCI (pH 7.6) y 5 mM de
EDTA, posteriormente se realiz6 la mezcla de reaccion para determinar la actividad GPx de cada una
de la muestras y de un control positivo proporcionado por el fabricante (GPx de eritrocitos bovinos),
las cantidades de la mezcla de reaccion se descritas en la Tabla 8. En las celdas que no contenian

enzima (blanco) el volumen de la muestra se sustituyd por solucion amortiguadora de ensayo.

La reaccion se inici6 con la adiccion de hidroperdxido de cumeno, una vez agregado este, se monitore6
la absorbancia a 340 nm en un lector de microplacas (Biotex, ELx808) a 25 °C, durante 6 min. Cada
30 s se obtuvo una lectura, las cuales se emplearon para construir una grafica de Absorbancia (340
nm) contra el tiempo (min) para cada una de las muestras y se ajustaron los datos a una modelo lineal,
cuya pendiente fue la tasa de decaimiento de absorbancia (AAs4), una vez obtenida la tasa de

decaimiento de las muestras y del blanco, se restd la tasa de decaimiento del blanco.

Tabla 8. Mezcla de reaccion para determinar actividad glutation peroxidasa

Reactivo Cantidad
Solucion amortiguadora de ensayo 1X 100 uL
Mezcla de co-sustratos 50 pL
Muestra o control positivo 20 uL
Hidroperdxido de cumeno 20 uL

La actividad GPx se calculé utilizando el coeficiente de extincion molar de NADPH ¢ DE 0.00622 uM-
T cm 1, el valor fue ajustado considerando el ancho del pozo (0.6 cm). Finalmente, la A GPx se calculd

como se muestra en la ecuacion 8.
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=nmol / min/ mL (8)

ActividadGPx = 2 min_ 0.19mL
0.00373zM " 0.02mL

Al mismo tiempo se midi6 la concentracion de proteina soluble por el método de Bradford, la reaccion
se midid a 595 nm como se indica en la seccion 6.10 con el objetivo de calcular la actividad enzimatica

especifica.

7.18.3 Actividad Glutatiéon Reductasa (GR)

La GR es una enzima dimérica que contiene FAD en su sitio activo la cual utiliza NADPH para reducir
GSSG (Michielis et al., 1994), en esta reaccion la GR oxida al NADPH a NADP+, esta oxidacion esta
acompafiada por el decremento en la absorbancia a 340 nm (Figura 11). Una unidad de actividad
enzimatica se definid6 como la cantidad de enzima que puede causar la oxidacion de 1.0 nmol de
NADPH A NADP "+ por minuto a 25 ° C. Este es el principio bajo el cual trabaja el kit comercial (Cayman
Chemical) que se utilizé para medir la Actividad Glutation Reductasa (A. GR) del ECE obtenido de los

conidios.

GR
GSSG + NADPH+ H* > 2GSH + NADP*

Figura 11. Reaccion catalizada por la Glutation Reductasa

Se reconstituyeron las muestras previamente liofilizadas, agregando 50 L de solucién amortiguadora
de muestra que contenia 50 mM de fosfato de potasio (pH 7.5), 1 mM de EDTA y albimina sérica
bovina (1 mg/mL), por lo tanto; el factor de concentracion de las muestras en este caso también fue
10 con respecto al volumen que se liofilizo. Siguiendo las instrucciones del proveedor se reconstituyd
NADPH que se encontraba liofilizado, con 2 mL de agua desionizada. Ademas, se realiz6 una solucion
amortiguadora de ensayo que contenia 50 mM de fosfato de potasio (pH 7.5) y 1 mM de EDTA.
Finalmente, la mezcla de reaccién para determinar la actividad GR de un control positivo provisto por
el fabricante (GR de Saccharomyces cerevisiae) y del ECE obtenido de los conidios contenia las
cantidades que se muestran en la Tabla 9, en las celdas que no contenian enzima (blanco) el volumen

de la muestra se sustituyd por solucién amortiguadora de ensayo.
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Tabla 9. Mezcla de reaccién para determinar Actividad Glutatiéon Reductasa

Reactivo Cantidad
Solucion amortiguadora de ensayo 1X 100 pL
Solucion de GSSG (9.5 mM) 20 uL
Muestra /control positivo 20 uL
Solucion de NADPH 50 uL

La reaccidn se inici6 con la adiccidn de la solucién de NADPH, se monitore6 la absorbancia a 340 nm
en un lector de microplacas (Biotex, ELx808) a 25 °C, durante 6 min, cada 30 s se obtuvo una lectura,
las cuales se emplearon para construir una grafica de Absorbancia (340 nm) contra el tiempo (min)
para cada una de las muestras y se ajustaron los datos a una modelo lineal, cuya pendiente fue la
tasa de decaimiento de absorbancia (AAs4o). Una vez obtenida la tasa de decaimiento de las muestras

y del blanco se restd la tasa de decaimiento del blanco a la tasa de decaimiento de las muestras.

Para el calculo de la A. GR, se utiliz6 el coeficiente de extincion molar del NADPH vy la ecuacion 9 y
para calcular la actividad enzimatica especifica también se midi6 la concentracion de proteina soluble

por el método de Bradford.

ActividadGR = Ay, m'n_l “ 0.19mL
0.00373uM ™ 0.02mL

=nmol / min/ mL (9)

7.18.4 Actividad Catalasa-Peroxidasa (CPs)

La Catalasa-Peroxidasa estan involucradas en el mecanismo de defensa contra ERO que catalizan la
reaccion representada en la Figura 12, para medir la actividad de esta enzima antioxidante se utilizo
un Kit comercial (Cayman Chemical) el cual utiliza como principio la reaccién de la catalasa con
metanol en presencia de H20;, la cual produce formaldehido (Johansson y Hakan Borg, 1988). Este
formaldehido puede detectarse a 540 nm cuando reacciona con Purpald (4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol) como cromodgeno en condiciones alcalinas a temperatura ambiente, donde el
formaldehido se oxida por la adiciéon de H20. y peryodato de potasio, los cambios de oxidacion

provocan el desarrollo del color por este cromdgeno (Quesenberry y Lee, 1996).
CPs

H202 + AH >  A+2H,0

Figura 12. Reaccion catalizada por la Catalasa Peroxidasa
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Las muestras liofilizadas de los ECE extraidos de los conidios obtenidos bajo diferentes condiciones

oxidantes, se reconstituyeron con 50 L de solucion amortiguadora de muestra que contenia fosfato
de potasio 25 mM (pH 7.5), EDTA 1mM y albuimina sérica bovina (1 %). Por instrucciones de fabricante
se inicié la reaccion agregando H.0 (0.035 M), se incubd por 20 min a temperatura ambiente, para
que el formaldehido desarrollado por la catalasa peroxidasa fuera detectable, se agregd Hidréxido de
Potasio (10 M) y Purpald y se dejé reaccionar por 10 min, posteriormente se agreg6 peryodato de
potasio y se dejo reaccionar por 5 minutos, pasado este tiempo se leyd la absorbancia de las
soluciones diluidas del estandar de formaldehido y las muestras de los ECE a 540 nm en un lector de

microplacas (Biotex, ELx808) a 25 °C. La mezcla de reaccién final puede verse en la Tabla 10.

Tabla 10. Mezcla de reaccion para determinar Actividad Catalasa Peroxidasa

Reactivo Cantidad
Solucién amortiguadora de ensayo 1X 100 L
Metanol 30 pL
Muestra /control positivo 20 yL
Peroxido de Hidrogeno 20 yL
Hidroxido de Potasio 30 uL
Purpald 30 uL
Peryodato de potasio 10 uL

Se realizd una curva estandar con 7 diluciones de una solucion estdndar de formaldehido (se
presentan en el Anexo ), los resultados de las absorbancias de estas diluciones se ajustaron a un
modelo lineal (ecuacién 10) cuya ecuacion permitio interpolar las absorbancias de los ECE y conocer
la concentracion de formaldehido que habia producido, para calcular la actividad catalasa peroxidasa
se utilizé la ecuacion 11, donde una unidad se definié como la cantidad de enzima que causa la
formacion de 1.0 nmol de formaldehido por minuto a 25 ° C. Para calcular la actividad enzimatica

especifica se midio la concentracion de proteina soluble por el método de Bradford.

Abs, ... —0.2411

M 10
0.0079 # 10

[ Formaldehido] =

M ) .
ActividadCps = A omléeito oo o o deconcentracion = nmol /min/mL (1)

20min




MATERIALES Y METODOS

7.18.5 Actividad superoéxido dismutasa (SOD)

Se midié la actividad SOD en el ECE de los conidios obtenidos bajo atmésferas modificadas o
atmésfera normal (16, 21, 30, 40 % O2), esta enzima cataliza (Figura 13) la dismutacién de dos
moléculas de anién superdxido (O2+) en perdxido de hidrégeno (H202) y oxigeno (Michiels et al.,
1994). También se midi6 la actividad con un Kit comercial (Cayman chemical) el cual emplea como
principio la formacion del anién superdxido por la xantina oxidasa y la reduccion de una sal de tetrazolio
a formazan generando una reaccion colorida detectable a 415 nm (Figura 14), esta reaccion es inhibida
por la superdxido dismutasa, por lo tanto la técnica para la determinacion de A. SOD se basa en la
disminucion de la deteccién del formazan en presencia de la enzima SOD ya que esta elimina el
superoxido. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que causa el

50 % de dismutacion del radical superoxido (Peskin y Winterbourn, 2000).

SOD
O -+ Oz -+ 2H* ¥ 2H0,+ 0,

Figura 13. Reaccion catalizada por la superdxido dismutasa

Xantina +O; Formazan
Xantlna Oxidasa
H202
SOD

Acido Urico Sal de tetrazolio

02 +H202

Figura 14. Esquema del fundamento del ensayo para medir actividad superoéxido dismutasa

En el caso de la A. SOD, a diferencia del resto de las actividades enzimaticas medidas en este trabajo,
los ECE para esta enzima no se concentraron por liofilizacién debido a que caian dentro del rango
dinamico de deteccidn del kit (0.025-0.25 U/mL). Para medir la A. SOD, se prepar6 una curva estandar

con 7 diluciones de SOD de eritrocitos bovinos (se presentan en el Anexo 1) la cual se diluy6 con
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solucién amortiguadora de muestra la cual contenia Tris-HCl 50 mM (pH 8). Al mismo tiempo se

preparo la solucion con xantina oxidasa con solucion amortiguadora de ensayo la cual contenia Tris-
HCI 50 mM (pH 8) y de &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) 0.1 mM. Finalmente se prepard la
mezcla de reaccion que se muestra en la Tabla 11 y la reaccion se inicié al agregar la solucion con
Xantina Oxidasa, después de 20 min de reaccion la absorbancia se midié a 415 nm en un lector de
microplacas (Biotex, ELx808) a 25 °C, en las celdas que no contenian enzima (blanco) el volumen de

la muestra se sustituyd por solucion amortiguadora de muestra.

Tabla 11. Mezcla de reaccion para determinar actividad SOD.

Reactivo Cantidad
Solucion de sal de tetrazolio 200 L
Muestra o estandar 10 uL
Solucion de Xantina oxidasa 20 yL

Una vez que se obtuvo la absorbancia de la enzima estéandar y de las diluciones, se dividi6 la
absorbancia del blanco entre si mismo y entre la absorbancia de los estandares (y las muestras) para
obtener una grafica de tasa linealizada (TL) contra actividad enzimatica (U/mL). Los resultados de la
absorbancia de los estandares diluidos se ajustaron a una modelo lineal cuya ecuacion permitid
interpolar la A. SOD de las muestras (ecuacion 12), la curva estandar se encuentra en el Anexo I.

TL-1.0782

U /mL (12)
12.213

Actividad SOD =

Al mismo tiempo se midi6 la concentracién de proteina soluble por el método de Bradford, como se

describe en la seccion 6.10, finalmente la actividad SOD se reporté como U /mg de proteina.

7.19 Analisis estadistico

La comparacion de medias se realizd mediante andlisis de varianza (ANOVA) o pruebas de t (de
student). La comparacién maltiple de medias se realiz6 utilizando la prueba de Tukey. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de significancia (a) de 0.05. Las curvas estandar que
se presentan en el Anexo |, se realizaron al menos por duplicado y en todos los casos los coeficientes

de regresion fueron mayores de 0.9.
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Para determinar la correlacion de los parametros de calidad con la actividad de las enzimas

antioxidantes, se utilizé el método estadistico conocido como anélisis de componentes principales, en
el cual se transforman las variables originales en componentes principales (variables sintéticas) que
son funciones lineales de las variables originales (Ramette, 2007). EI primer componente principal (CP
1) representa la mayor porcion de variabilidad de los datos, la cual desciende en los componentes
restantes CP2, CP3, etc.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS version 18 y excepto el
andlisis de componentes principales que se realizd en el software Statgraphics centurién XVI version
16.1.03.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Produccion de conidios

En una etapa anterior a esta investigacién (Garcia Ortiz, 2012), se estudi6 el efecto de distintas
concentraciones de oxigeno en la atmosfera en la que se cultivd M. anisopliae (16, 21, 26 y 30 % O2)
sobre la produccién de conidios de este hongo entomopatogeno, aplicando la concentracidén de
oxigeno a probar desde las 60 h y con recambios de la atmésfera cada 24 h, gracias a ese trabajo,
sabiamos que una concentracion de 16 % de O, no afecto la produccion de conidios (p > 0.05),
comparado con la atmésfera normal (21 %). Por otro lado, las atmésferas ricas en Oz (26 y 30 %),
provocaron un incremento en la produccidn de conidios (p < 0.05), tanto, que la aplicacion de pulsos
de 26 % de O, consigui6 elevar en 86 % la cantidad de conidios a las 180h; por su parte con 30% de
0o, se logré una mejoria del 120 % después de tan solo 132h de cultivo, lo cual significa que se mejoré
la productividad de conidios con respecto a la atmdsfera normal, ya que se produjo un rendimiento
similar en menor tiempo (48 h menos). Era notable que las concentraciones de oxigeno mas altas que
la concentracién de oxigeno normal, provocaron cambios favorables en la produccion de conidios, asi
que resulté interesante conocer si este efecto se podia presentar al incrementar la concentracién de
oxigeno arriba de 30 %, por lo tanto en el presente trabajo se incluy6 el efecto de una concentracién
aln mas elevada de oxigeno (40 % O2) sobre la produccidn de conidios de M. anisopliae. En la Gréfica

1 se presenta la produccion de conidios normalizada contra el tiempo.

Como habiamos mencionado, incrementar la concentracion de oxigeno (26 y 30 % O2) provocd
cambios favorables en la produccion de conidios con respecto a la atmdsfera normal, en contraste, la
produccion de conidios no mejord por la aplicacion de una concentracidn de oxigeno mas elevada (40
%) de hecho no se encontrd diferencia significativa (p > 0.05) a lo largo de toda la cinética, con respecto
al control (21 % Oy).

Comparando la produccién de conidios bajo todas las concentraciones de oxigeno probadas (16, 21,
26, 30y 40 % O2), la produccién de conidios mas alta se obtuvo a las 132 h por lo tanto se decidi6 que
las siguientes pruebas se llevarian a cabo utilizando los conidios obtenidos en este punto especifico,

con el objetivo de determinar la calidad de los conidios y en la busqueda de una posible explicacidn
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de este fendmeno, la proteina total de los conidios también fue evaluada en este punto con un enfoque

protedmico.
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Grafica 1.Cinética de produccion de conidios con pulsos de 16 % (e); 21 % (0, linea punteada); 26 % (¥ ); 30 % (:;linea
negra intensa) y 40 %(m) de Oz en la atmosfera del cultivo de M. anisopliae. La flecha indica el tiempo en que se inici6 el
cambio atmosférico.

La aplicacion de atmosferas modificadas a cultivos de M. anisopliae para obtener altas producciones
de conidios fue propuesto originalmente por Tlecuitl-Beristain et al. (2010). En este trabajo la
produccion y/o productividad de conidios se mejor6 significativamente por atmosferas ricas en oxigeno
(26 y 30 % O2), por su parte, algunos autores han estudiado atmésferas ricas en oxigeno (>70 %) para
incrementar la vida media de vegetales, en estos casos el oxigeno se utilizd con el objetivo de inhibir
el crecimiento de hongos y bacterias (Amanatidou et al., 1999, 2000; Jacxsens et al., 2001). La
aplicacién de atmésferas oxidantes durante el crecimiento de hongos entomopatégenos puede afectar
la produccién de conidios dependiendo de la cepa, mostrando diferencia entre cepas de la misma
especie. Similarmente a M. anisopliae, Isaria fumosorosea ARSEF 3302 incrementa la produccion de
conidios de 3.38 x 107 a 1.68 x 108 con / cm? cuando se expone a una atmosfera conteniendo 26 %

02 (Miranda-Hernandez et al., 2014). En contraste, la produccion de conidios de Beauveria bassiana
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no se afectd por este tipo de tratamiento, incluso la calidad de los conidios producidos disminuyd

debido al estrés oxidante inducido por la atmésfera rica en oxigeno (Garza-Lépez et al., 2012).

En el presente trabajo, la produccion de conidios de M. anisopliae no se afect6 por la aplicacion de
una atmdsfera conteniendo 40 % de O, ya que no fue significativamente diferente de la produccion
de conidios bajo atmdsfera normal. La produccion de esporas de Botritis cinerea puede afectarse
negativamente por la aplicacion de una alta concentracion de oxigeno (80-95 %) resultando en el
decremento de la produccion de 1.4 X108 a 4.5 X 105 esporas/ mL (Jacxsens et al., 2001). Los hongos
crecidos en hojas de tabaco incrementaron su crecimiento radial cuando se exponen a altas

concentraciones de oxigeno (hasta 40 %) (Yang y Lucas, 1970).

El hecho de que M. anisopliae puede tolerar los pulsos con concentraciones altas de oxigeno, después
de las 60 h de cultivo en etapa de la investigacion, sugirié que este hongo ha desarrollado mecanismos
de proteccidn contra un posible estrés oxidante, como: catalasas, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation reductasa (Garza-Lopez et al., 2012; Amanatidou et al., 1999) cuya actividad en
conidios de M. anisopliae se discutiran en la seccion 8.7. Similarmente, cuando Saccharomyces
cerevisiae fue expuesto a 100 % de O (hiperoxia), desarrolld numerosos factores de respuesta al
estrés, incluyendo aquellos involucrados en la defensa antioxidante, choque térmico, reparacion del
dafio a ADN y proteinas (Outten et al., 2005).

8.2 Tiempo critico de respuesta a pulsos de oxigeno

De acuerdo con los resultados mostrados en la seccidn anterior, la aplicaciéon de pulsos con una
atmdsfera modificada con 30 % de O2 mejor la produccion y productividad de conidios; la aplicacién
de estos pulsos se inicié después de 60h de incubacion de M. anisopliae bajo condiciones atmosféricas
normales (21 % Oz). Con la finalidad de determinar si la respuesta al O. depende del estado fisiologico
del hongo al momento de la aplicacion del primer pulso de oxigeno, se aplicaron pulsos de Oz (30 %)

iniciando a diferentes tiempos: 36, 48 y 72 h, ademas de las 60 h cuyo efecto ya se conocia.

Se estimd la producciéon méxima de conidios (Cmax) ajustando el modelo de Gompertz (Zwietering et
al., 1990) a los datos obtenidos durante las cinéticas de crecimiento de M. anisopliae (Gréfica 2), el
modelo fue capaz de explicar el 99 % de los datos (R?=0.99). La méxima produccién de conidios
que se obtuvo aplicando el primer pulso de oxigeno a las 36 h fue de 1.1 x 108 + 6.2 x10% con/cm?,
cuando el primer pulso se aplicé a las 48 o 72 h de incubacién, la produccion de conidios disminuy6
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3.7 % en ambos casos, en contraste, bajo las mismas condiciones de cultivo, la aplicacidn del primer
pulso a las 60 h causo6 un incremento de 40 % (p < 0.05) en la produccién de conidios, en comparacion
con la produccion registrada aplicando el primer pulso a las 36 h. Estos resultados muestran que la
respuesta de M. anisopliae a una atmédsfera oxidante (30 % O2) depende de un punto especifico de
tiempo al cual se aplica el primer pulso de oxigeno, ya que la produccion de conidios no mejor6 cuando
el primer pulso, se aplico antes o después de las 60 h, es decir, el micelio alcanza un estado de
‘competencia” para responder a la atmdsfera oxidante a las 60h de cultivo. Por lo tanto, la mejora de
la produccion de conidios depende del estado fisioldgico del hongo en el momento en que el primer

recambio atmosférico se lleva a cabo.

1.8x108

1.6x108 -
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Gréfica 2. Produccién maxima de conidios (Cmax) en funcion del tiempo en que se aplicd el primer recambio atmosférico
conteniendo 30 % de Oz2( ).

El hecho de que la produccion de conidios se afectd positivamente, sélo si los pulsos de oxigeno
iniciaron después de 60h de crecimiento bajo atmdsfera normal, sugiere un papel fisioldgico del micelio
en respuesta a la atmosfera oxidante; por lo tanto, con la finalidad de obtener una respuesta positiva
a la presencia de altas concentraciones de oxigeno es necesario contar con una biomasa de hongos

‘competente” antes de la primera aplicacion del pulso de oxigeno. Esta respuesta positiva consistio
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en el aumento de la produccion de conidios (seccion 8.1) cuya calidad e infectividad se discutiré en la

seccion 8.3. Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se reporta un periodo critico de
respuesta, para un efecto positivo en la conidiacién de M. anisopliae, aplicando atmdsferas oxidantes.
Sin embargo, otros factores pueden desencadenar los procesos de conidiacién cuando se aplican a
un periodo especifico del cultivo del hongo (Sanchez-Murillo et al., 2004; Zhang et al., 2009). Sanchez-
Murillo et al. (2004) trabajando con una cepa de /. fumosorosea encontr6 que la conidiacion se puede
mejorar por fotoinduccion con pulsos de luz azul, s6lo si estos pulsos se aplican en un micelio
competente al menos a las 72 h creciendo en oscuridad, antes de este tiempo critico la luz azul no
induce la conidiacion. Por lo tanto, es posible que en nuestro trabajo los pulsos de oxigeno jueguen
un papel como un inductor de la conidiacion de manera similar como lo hace la luz azul. Incluso
algunos autores han observado que una hifa de N. crassa que estd expuesta directamente al aire
puede desarrollar un estado hiperoxidante, este estado se caracteriza por un incremento de ERO.
Algunos reportes previos sugieren que los mecanismos de diferenciacion celular se desencadenan
por procesos disefiados para evitar un desequilibrio oxidante en la célula (Aguirre et al., 2005; Toledo
etal, 1994).

8.3 Pruebas de calidad

8.3.1 Viabilidad

En este trabajo, se llevaron a cabo cuatro importantes pruebas de calidad de conidios, entre ellas, la
viabilidad y la hidrofobicidad. El trabajo que antecedio a este (Garcia Ortiz, 2012) permitié conocer la
viabilidad (%) de los conidios obtenidos con 16, 21, 26 y 30 % O, hasta ese momento se sabia que
la viabilidad de los conidios obtenidos bajo atmosfera normal era de 79.6 % + 8.1 %. Ahora, con una
atmésfera aun mas oxidante (40 % Ox), se encontré que la produccién de conidios no mejord con
respecto a la atmdsfera normal (Grafica 3), pero aun era desconocido qué sucedia con los conidios
en cuanto a calidad. Se observé que la viabilidad registrada para los conidios producidos bajo
condiciones oxidantes extremas (16 y 40 % Oo) fueron significativamente (p < 0.05) mas bajas,
exhibiendo valores de 45.6 + 8.4 y 52.3 £ 5.3%, respectivamente, frente a una viabilidad del 79. 6 +
8 % de los conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O). Por el contrario, la
viabilidad de los conidios producidos bajo las atmésferas 26 y 30 % Oz no fueron significativamente
diferentes (p > 0.05) de aquellas que se registraron para los conidios producidos bajo atmésfera

normal, la viabilidades registradas fueron 88.1 £12.4 y 96 £ 6.1 %, respectivamente. Estos resultados
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son favorables debido a que la produccion de conidios mas alta también se obtuvo por la aplicacion

de la atmésfera modificada con 30 % O2, como se mostrd en la seccion 8.1.
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Gréfica 3.Porcentaje de viabilidad de conidios de M. anisopliae (promedio + desviacion estdndar) producidos bajo
atmosferas modificadas conteniendo diferentes concentraciones de oxigeno (16 % -, 21 % [} 26 % [ 1,30 % [l y 40%
7). Barras con diferente letra indican diferencias significativas (Prueba de Tukey p < 0.05)

Respecto a la calidad de los conidios, la viabilidad es uno de las pruebas de calidad mas importantes.
De acuerdo con Jenkins y Grzywacz, (2000), con el objetivo de garantizar la calidad del lote de
conidios, la viabilidad del producto, medido como conidios germinados, debe ser mayor al 80 %, sin
embargo, en este trabajo, la viabilidad se midié en términos de UFC, mostrando no sélo los conidios
germinados sino aquellos que son capaces de formar una colonia. Los conidios que cumplieron con
dicho criterio son aquellos obtenidos con 21, 26 y 30 % Oa.

El decremento en la calidad, especificamente en la viabilidad de los conidios de M. anisopliae
producidos bajo condiciones oxidantes extremas (16 0 40 % O.), sugiere que el hongo ha sufrido un
tipo de dafio debido al propio oxigeno o debido a la formacion de ERO. Las ERO pueden dafar

diferentes macromoléculas que conducen a multiples alteraciones metabdlicas, incluyendo inhibicion
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del crecimiento y posiblemente un desequilibrio oxidante en la célula (Amanatidou et al., 1999), este

efecto se ha observado en cultivos de B. bassiana expuestos a 16 % O (Garza-Lopez et al., 2012).

8.3.2 Hidrofobicidad

La cuticula de los insectos es la primera linea de defensa contra la infeccién por contacto de hongos
entomopatdgenos. La epicuticula es la capa mas externa y esta cubierta por hidrocarburos de cadena
larga y una variedad de lipidos (Juarez y Fernandez, 2007) la adhesion de los conidios a la cuticula
del insecto es importante en los primeros pasos del ciclo infectivo y se atribuye a interacciones de
proteinas tipo hidrofobinas de bajo peso molecular (Jeffs et al, 1999), por lo tanto es un parametro de

calidad importante a considerar en los lotes de conidios producidos.

Respecto a la hidrofobicidad, en esta investigacion se encontré que los conidios producidos bajo
condiciones hipoxicas (16 % Oz) o bajo atmosfera conteniendo 30 % O2 mostraron la hidrofobicidad
mas baja (38.4 £ 6.2 %) (p < 0.05). Los conidios producidos bajo atmdsfera normal mostraron un valor
de hidrofobicidad del 71.4 + 4.5 %, y no se encontro diferencias significativas (p > 0.05) con aquellos
valores registrados para los conidios producidos por la aplicacion de atmdsferas conteniendo 26 y 40
% O, cuyos valores fueron 72.3 £ 5.1y 66.5 + 4.5 %, respectivamente (Grafica 4). Estos resultados
estan de acuerdo con lo obtenido por Tlecuitl-Beristain et al. (2010), donde no se reportaron diferencias
entre la hidrofobicidad de los conidios producidos bajo condiciones atmosféricas normales y aquellos

obtenidos bajo una atmosfera conteniendo 26 % O.

En el caso de B. bassiana, los conidios cultivados sobre arroz bajo atmdsfera enriquecida (26 % Ox)
disminuyeron su hidrofobicidad en un 20 % comparado con la atmésfera normal, por el contrario a lo
encontrado en la presente investigacion, los autores reportaron que la atmosfera modificada
conteniendo 16 % Oz no decrementd la hidrofobicidad de los conidios, comparado con los conidios

obtenidos en condiciones atmosféricas normales (Pérez-Guzman et al., 2016).
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Grafica 4. Hidrofobicidad de conidios de M. anisopliae (promedio + desviacion estandar) producidos bajo atmosferas
modificadas conteniendo diferentes concentraciones de oxigeno (16 %, 21 % [ 26 %[ ], 30 % [ y 40 % ).
Barras con diferente letra indican diferencias estadisticas significativas (Prueba de Tukey p < 0.05).

Es importante recordar que aunque la hidrofobicidad es critica para la adhesion del conidio al insecto,
la infeccién es un fendmeno multifactorial que depende ademas de la adhesidn, de otros factores como
la capacidad del hongo para producir una combinacion de enzimas hidroliticas y que pueda superar la
respuesta inmune por parte del insecto (Khachatourians, 1996); de manera que aunque la
hidrofobicidad se considera un pardmetro de calidad, no hay una correlacion directa entre la adhesion
y la infectividad del conidio (Montesinos-Matias et al., 2011b) por ejemplo como se puede ver en la
Tabla 13 de la seccién 8.3.4, a pesar de que la hidrofobicidad de los conidios obtenidos con 40 % O2
no difiere (p > 0.05) de los conidios obtenidos con atmésfera normal, estos no lograron matar al 50 %
de larvas de T. molitor.
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La temperatura es uno de los factores que afectan la sobrevivencia de los conidios durante su

8.3.3 Termotolerancia

almacenaje, transporte y aplicacion en campo (Faria et al, 2012), asimismo algunos insectos son
capaces de elevar su temperatura corporal, como una forma de hacer frente a la infeccién fungica
(Inglis et al., 1996; Blanford y Thomas, 2000). Por lo tanto, es deseable que los conidios muestren una
alta termotolerancia. Los conidios producidos por M. anisopliae bajo las distintas atmosferas
modificadas se expusieron a 45 + 1 °C en un bafio de temperatura controlada, los datos
experimentales se ajustaron al modelo propuesto por Miranda-Hernandez et al. (2014), mostrando un
grado de ajuste elevado (R2= 0.95). La tasa especifica de decaimiento (k) cambio significativamente
(p < 0.05) entre los conidios obtenidos de los diferentes tratamientos (Tabla 12). Los valores de k" para
los conidios producidos bajo atmésfera normal fue 0.95 £ 0.07 h-'y no fue significativamente diferente
(p>0.05) al valor obtenido por los conidios producidos bajo la atmdsfera conteniendo 26 % O2 (k=0.95
1 0.04 h1).

Tabla 12. Parametros de termotolerancia de los conidios de M. anisopliae obtenidos de los diferentes tratamientos con O,
expuestos a 45 + 1 °C. Las letras indican los grupos obtenidos en la prueba de Tukey (p < 0.05).

02 (%) k’ (h) TSs0 (h)
16 0.79+0.02b 0.87+0.02 a,b
21 0.95+0.07 ¢ 0.76+0.03 a
26 0.95+0.04 ¢ 0.79+0.05 a
30 0.57+0.02 a 1.21+0.04 ¢
40 0.82+0.04 b 0.92+0.05 b

Donde k” es la tasa especifica de decaimiento en la viabilidad y TSso es el tiempo al cual el 50 % de los conidios iniciales
que aun son viables.

Diferentes letras mintisculas muestran diferencias significativas entre tratamientos con diferente concentracién de oxigeno,
para cada parametro (prueba de Tukey p < 0.05).

Es importante resaltar que los conidios producidos bajo las atmdsferas modificadas conteniendo 16,
30 040 % O2 mostraron valores de k” significativamente mas bajos (p < 0.05) que los producidos bajo
atmosfera normal, de estos, los conidios obtenidos con la atmdsfera con 30 % Oz mostraron
termotolerancia mas alta (p < 0.05), debido a que su tasa de decaimiento de viabilidad (0.57 + 0,02 h-
1) fue 66.6 % mas lenta en comparacion con los conidios obtenidos con atmésfera normal. Por otro

lado, el TSso fue de 0.76 h para los conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales, este
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valor se incrementd a 1.21 h cuando los conidios se obtuvieron con 30 % de Oz, del mismo modo, el

TSs0de los conidios increment6 un 20 % cuando los conidios se obtuvieron con 40 % Oo.

Los resultados encontrados en esta investigacion mostraron que la aplicacion de atmdsferas
modificadas, conteniendo altas concentraciones de oxigeno (30 0 40 % O2), mejoran la termotolerancia
de los conidios producidos. De hecho, los valores de TSso de los conidios provenientes de 30 % O:
fueron significativamente mas altos (p < 0.05) que para otros tratamientos. Estos resultados podrian
explicarse por la acumulacion de trehalosa, ya que se sabe que este disacarido protege a las células
contra altas temperaturas (Abrashev et al., 2008); adicionalmente, las células mutantes que son
incapaces de acumular trehalosa, también son incapaces de desarrollar termotolerancia cuando son
expuestos a altas temperaturas (Mensonides et al, 2005). En el caso de M. anisopliae, se incrementd
el doble la concentracién de trehalosa en los conidios que fueron cultivados bajo una atmésfera
enriquecida (26 % O2) respecto a los conidios obtenidos con atmosfera normal aunque otro soluto
compatible, el manitol, disminuyé més del 80 % su concentracién bajo las mismas condiciones
(Miranda Hernandez, 2014), con base en esto, es posible decir que la trehalosa podria ser el soluto
compatible que este contribuyendo a mejorar la termotolerancia de los conidios de M. anisopliae,
aunque algunos resultados recientes reportados por Garza-Lopez et al. (2015) mostraron que en
conidios de B. bassiana, obtenidos con una atmosfera rica en oxigeno (26 % O2), disminuy6 un 75 %
la concentracidn de trehalosa con respecto a los conidios producidos bajo una atmésfera normal y de
hecho, los conidios mas afectados en su concentracion de trehalosa fueron aquellos obtenidos con 16
% O2, ya que el disacarido no se detecté durante el estudio, asimismo los autores reportaron que se
incremento la concentracion manitol hasta 100 % en conidios cultivados bajo atmédsferas modificadas

(16'y 26 % Oz) con respecto a la atmésfera normal.

La exposicion de bacterias o micelio de hongos a un tipo especifico de estrés ambiental puede
promover el desarrollo de tolerancia contra otros tipos de estrés, este fenémeno se conoce como
proteccion cruzada (Rangel, 2011), se ha descrito para los conidios de dos cepas de /. fumosorosea
que fueron expuestos a una atmdsfera rica en oxigeno (26 %) y posteriormente a altas temperaturas
(38 y 40 ° C), estos incrementaron por lo menos 1.5 veces el tiempo al cual el 50 % de los conidios
aun es viable (TSso) (Miranda-Hernandez et al., 2014). En el presente trabajo se observé que las
concentraciones elevadas de oxigeno (30 0 40 % O2) mejoraron la termotolerancia de los conidios,

estos resultados sugieren que los conidios obtenidos con atmosferas modificadas ricas en oxigeno
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estaban adaptados a altas concentraciones de ERO, de modo que pudieron desarrollar un mecanismo

para enfrentar estrés oxidante, esto les permitié desarrollar una proteccién cruzada, ya que estos
conidios enfrentaron una tension similar al estar expuestos a la elevada temperatura, esto se sustenta
con la informacién reportada por Abrashev et al. (2008) donde indican que la elevacién de la
temperatura en células de Aspergillus niger incrementd significativamente los niveles de ERO, entre

ellas el anion superoxido y el perdxido de hidrégeno.

8.3.4 Infectividad

Con el objetivo de describir los perfiles de mortalidad de larvas de T. molitor infectadas con los conidios
producidos bajo distintas atmésferas modificadas, y para calcular los correspondientes parametros de
infectividad, los resultados obtenidos durante los bioensayos se ajustaron al modelo propuesto por
Rodriguez-Gémez et al. (2009). Los resultados mostraron un alto grado de ajuste a el modelo (Rz=
0.91), los pardmetros de infectividad se presentan en la Tabla 13. Estos resultados muestran que sélo
los conidios obtenidos bajo una atmésfera conteniendo 21, 26 0 30% de oxigeno infectan y matan a
mas del 50 % de los insectos, obteniéndose sobrevivencias de insectos de 22.27, 3044 y 7.6 %
respectivamente, de hecho no se encontré diferencia significativa (p > 0.05) entre la sobrevivencia de
los insectos infectados con conidios obtenidos 21 0 26 de oxigeno, por otro lado los conidios cultivados
bajo una atmdsfera conteniendo 30% O presentaron el menor porcentaje de sobrevivencia de
insectos, por lo que en este parametro, 30% Oz fue la condicion que propicié la obtencion de conidios

mas virulentos.

Por otra parte, no se registraron diferencias significativas (p > 0.05) entre los valores de TLso, para los
conidios obtenidos bajo atmédsfera normal y aquellas atmésferas que contenian 26 0 30 % Oz, como
lo report6 Tlecuitl-Beristain et al., (2010). Sin embargo, los conidios obtenidos con los valores extremos
de oxigeno (16 % y 40 % Oo) significativamente decrementaron la infectividad (p < 0.05); de hecho,
estos conidios no fueron capaces de infectar el 50 % de los insectos durante el tiempo del bioensayo,
lo cual corresponde con la elevada sobrevivencia de insectos encontrada bajo estas dos condiciones,
52.2'y 82.2 % respectivamente.

Ademas del TLso, otro importante parametro de infectividad es el tiempo de la aparicién del primer
insecto muerto (to). Con respecto a este pardmetro, los conidios producidos bajo la atmdsfera mas

oxidante (40 % O) mostrd la mas baja capacidad de infectar larvas de T. molitor; el valor estimado de
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to para estos conidios increment6 el doble (p < 0.05) con respecto a los conidios obtenidos bajo

atmédsfera normal y mostré la mayor sobrevivencia de insectos (p < 0.05). En términos de la tasa
especifica de muerte (k), no se encontraron diferencias entre tratamientos, mostrando que después
de la infeccion todos los conidios fueron capaces de matar a las larvas a una tasa similar.

Tabla 13. Parametros de infectividad de conidios de M. anisopliae obtenidos de distintas atmésferas modificadas con
larvas de T. molitor como hospedero.

02 (%) k (d) to (d) TLso (d) S (%)
16 0.20 +0.07 a 471+ 156 a NA. 5220 +1.30
21 0.24+0.10a 349+072a 0.87 +1.99 a 2227 £2.29b
26 0.14+0.08a 369+035a 10.63 +1.95 a 30.44 +5.01 b
30 0.22+0.07a 414+005a 8.0+1.29a 760+132a
40 0.34 +0.07 a 7.32+034b NA. 82.20 + 10.07 d

NA, no alcanzado, los conidios no fueron capaces de matar al 50 % de los insectos durante el tiempo del bioensayo.
Donde k es la tasa especifica de muerte, to es tiempo en que el primer insecto muere TLso es el tiempo de sobrevivencia
50 y S es la sobrevivencia final. Diferentes letras mintsculas representan diferencias entre los tratamientos con oxigeno
para cada parametro (prueba de Tukey p < 0.05).

La baja viabilidad observada para los conidios obtenidos bajo atmésferas conteniendo 16 0 40 % O:
(seccidn 8.3.1) podria estar relacionado con la imposibilidad de alcanzar el TLsoy el elevado porcentaje
de sobrevivencia de los insectos durante los bioensayos en ambos casos, debido a que la infectividad
de los conidios esta directamente correlacionada con la viabilidad (Safavi et al., 2007). De acuerdo
con (Montesinos-Matias et al., 2011a), la germinacion de los conidios en B. bassiana esta

correlacionado positivamente con los parametros de infectividad contra larvas de T. molitor.

En investigaciones recientes se reportd que los conidios de B. bassiana obtenidos de una atmosfera
pobre en oxigeno (16 % O2) no lograron matar al 50 % de larvas de T. molitor, mientras que el pulso
con una atmdsfera oxidante (26 % O2) mejord el TLso de 8.6 a 6.4 dias, comparado con la atmésfera
normal (Pérez-Guzman et al., 2016). Por otro lado, los conidios de /. fumosorosea obtenidos bajo una
atmosfera modificada conteniendo 26 % O mostraron un alta infectividad contra larvas de Galleria
melonella ademas de que estos conidios desarrollaron mecanismos de proteccion cruzada contra

otros tipos de estrés (Miranda-Hernéndez et al., 2014).
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8.4 Tiempo optimo para la ruptura de conidios

En este estudio se busco un método que permitiera extraer las proteinas intracelulares de los conidios
de M. anisopliae, principalmente debido a que la pared celular de los hongos es especialmente fuerte
a la fragmentacion, ademas de que es importante que el método de disrupcion del material celular no
modifique, o degrade minimamente, las proteinas que se emplean en el analisis protedmico
(Nandakumar y Marten, 2002).
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Grafica 5. Sobrevivencia de conidios a distintos tiempos de rompimiento celular. Las letras distinguen los grupos obtenidos
en la prueba de Tukey para cada tiempo de ruptura (p < 0.05).

Como se describio en las secciones 7.9 y 7.10, los conidios cultivados bajo atmdsfera normal se
sometieron a diferentes tiempos de rompimiento, en la Grafica 5 se observa que 95 % de los conidios
los conidios que se sometieron a rompimiento con perlas de vidrio en el Mini-Beat-Beater desde los 3
min, no sobrevivieron al proceso, puesto que no formaron una colonia; después de 6 min no sobrevivid
el 99 % de lo conidios y finalmente a los 8 min no sobrevivid ningun conidio, pero no se encontrd
diferencia significativa (p > 0.05) entre estos ultimos tiempos, es por esta razon que se decidid que en

lo sucesivo se utilizaria 6 minutos como tiempo de ruptura para los conidios de M. anisopliae, tanto
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para la extraccion de proteina como para la obtencién de ECE. Ademas se corrobord con un
microscopio optico que los conidios estuvieran efectivamente rotos y que por esa razén no pudieran
formar una UFC, en la Figura 15 (A) se puede observar los detritos de los conidios después de pasar
por 6 min de rompimiento celular, en el centro de la figura se puede ver la mitad de un conidio roto y

en contraste en la Figura 15 (B) se observa cémo son los conidios de M. anisopliae normalmente.

(A) (B)
Figura 15. (A) Conidios rotos de M. anisopliae después del tratamiento de 6 min con ciclos de 30 s rompimiento 30 s
enfriamiento en un Mini-beadbeater 16 (B) Conidios de M. anisopliae que no se sometieron a rompimiento.

Nandakumar y Marten (2002) probaron cuatro métodos para extraer proteina de Aspergillus oryzae (i.
hervir la muestra en un alcali fuerte, ii. hervir la muestra en SDS, iii. Lisis quimica con un detergente
comercial (Y-PER™) y iv. Lisis mecanica por agitacion rapida con perlas de vidrio en un Mini-Beat-
Beater). Los autores encontraron que la disrupcidn con perlas de vidrio es el mejor método debido a
que fue el mas eficiente, ademas se encontrd un elevado numero de proteinas tanto de alto como de
bajo peso molecular en geles de poliacrilamida en una y dos dimensiones, en esta investigacion
encontramos que para los conidios de M. anisopliae este también fue un método apropiado y se

aseguro que se extraia las proteinas intracelulares del 99 % de los conidios.
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8.5 Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se utilizé la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE,) como un

método de control de calidad para la deteccion de proteinas degradadas (Raynal et al., 2014).
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Figura 16. SDS PAGE, carril 1- marcador de peso molecular, carril 2- proteina intracelular de conidios de M. anisopliae
obtenidos bajo atmdsfera normal (21 % O2), carril 3 -proteina intracelular de conidios de M. anisopliae obtenidos bajo

atmoésfera enriquecida con 30 % O2

Las muestras conteniendo proteinas que fueron degradadas con diferentes proteasas, tienen un
patron alterado con respecto a las que contenian proteinas sin degradar, observandose s6lo manchas
difusas de bajo peso molecular en geles (Thomas et al, 2009), debido a la degradacion proteolitica,
dando lugar a péptidos de bajo peso molecular (Chalabi et al., 2014) . En la Figura 16 en el carril 2 se
muestra las proteinas intracelulares obtenidas de conidios de M. anisopliae cultivados bajo atmdsfera
normal (21 % O2), en el carril 3 las proteinas intracelulares de conidios de M. anisopliae cultivados
bajo atmésfera enriquecida con 30 % Oz, de acuerdo al marcador de peso molecular (carril 1) se
observa, que no se obtuvieron exclusivamente proteinas de bajo peso molecular, lo que indica que las

muestras no fueron degradas durante el proceso de obtencién.
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8.6 Analisis protedmico de proteinas intracelulares de conidios de Metarhizium

anisopliae basado en geles 2D SDS PAGE

Con base en el analisis de calidad y produccion de conidios de M. anisopliae, obtenidos con distintas
atmdsferas modificadas (16, 26 ,30 y 40 % Ox) y con atmdsfera normal (21% O.), presentado en las
secciones previas, se observo que una atmdsfera conteniendo 30 % O, incrementd la produccion y
productividad de conidios, mejor6 la termotolerancia y no afecté a los parametros de calidad
(infectividad, viabilidad e hidrofobicidad). Se decidi6 buscar con un enfoque proteémico, las proteinas
que estaban implicadas en estos resultados, la hipdtesis era que identificariamos sobre todo proteinas
relacionadas con una respuesta antioxidante, que permitieran al hongo enfrentar un posible estrés
oxidante provocado por una elevada concentracion de oxigeno, por estas razones se decididé comparar
el proteoma de conidios obtenidos bajo una atmésfera enriquecida en oxigeno (30 % O2) contra los

conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21% O>).

En general para ambos tratamientos el 93.2% de las proteinas detectadas en los geles 2D SDS PAGE
se encontrd en un pl entre 5y 7, con pesos moleculares entre 250 y 10 KDa, se detectd un total de
289 manchas proteicas procedentes de los conidios obtenidos con 30 % Oz y 180 proteinas de la
condicién normal (21 % O2), ambas condiciones compartian 147 manchas proteicas, 30 manchas
eran exclusivas de los conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2) y 142
manchas eran exclusivas de los conidios obtenidos con una atmosfera rica en oxigeno (30 % O)
(Figura 17). Es decir se encontr6 que en los conidios obtenidos con 30 % de oxigeno habia 60.5 %
mas manchas proteicas en comparacion con los conidios obtenidos bajo atmdsfera normal (21% O>),
esto podria relacionarse con el hecho de que el micelio al estar en contacto con una atmosfera mas
oxidante comparada con la normal, suministra a sus conidios una mayor carga de proteinas que estén
listas para enfrentar un ambiente de mayor tension de modo que al encontrar condiciones adecuadas
para germinar, no gaste tiempo y energia en traducir ciertas proteinas, ya que los conidios cuentan
con ARNm “preenvasado” que se encuentra listo para ser traducido por los ribosomas para sintetizar
las proteinas de novo (Lamarre et al., 2008), con lo que los conidios proliferen adecuadamente, de
hecho, para sintetizar estas proteinas se requieren entre 4 y 6 h de crecimiento, tiempo después del
cual los conidios se han hinchado e incrementan su capacidad de biosintesis (Suh et al., 2012).
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21 % O 30 % O

Figura 17. Diagrama de Venn de las manchas proteicas que se identificaron por analisis de imagenes en geles en dos
dimensiones.

Una de las mayores diferencias entre estos dos tratamientos fue, como ya se menciond, que en los
conidios obtenidos bajo una atmosfera rica en oxigeno (30 % de O2) se encontr6 60.5 % mas manchas
proteicas, estas se encontraron sobre todo a un pl alrededor de 5 y con un mayor peso molecular
comparado con las proteinas obtenidas con la atmosfera normal, como se puede observar en la Figura

18 encerradas en el recuadro punteado en geles representativos, el resto de las réplicas se pueden

encontrar en el Anexo |l.
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Figura 18. Geles representativos 2D SDS PAGE de proteina intracelular de conidios de M. anisopliae obtenidos de (A)
atmdsfera normal (21 % O2) y (B) bajo atmésfera enriquecida con 30 % Ox.

Debido al nimero de manchas proteicas encontradas en los geles 2D SDS PAGE se realizd un cribado
de las manchas que se analizarian por espectrometria de masas, asi que, con base en el anélisis de

imégenes realizado con el programa PDQuest, se definieron los siguientes criterios, que debia cumplir

una mancha proteica para ser analizada.

1. Coeficiente de variacién de la cantidad normalizada (abundancia) entre machas proteicas, menor

oigual al 25 % (Hunt et al., 2005).
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2. Manchas proteicas exclusivos de un tratamiento, es decir aquellas que bajo las condiciones de

estudio no aparecieron en una condicion y si en la otra 0 manchas proteicas que se encontraron en

ambos tratamientos y que cambiaron en abundancia segun el criterio de “fold increase” mayor a 3.

3. Manchas proteicas visibles, es decir aquellas que tienen un valor de intensidad (peak value) mayor

a 250, este criterio calific solo la intensidad de la mancha, por lo tanto, indicé si las manchas proteicas

eran visibles en el gel fisico.

En la primera columna de la Tabla 14 se enlistan las proteinas que fueron identificadas, ademas en la

primera columna de la Tabla 15 se muestra el nimero de identificacion (SSP, Standar Spot) de las

manchas proteicas que cumplieron con todos los criterios establecidos.

Tabla 14. Proteinas observadas diferencialmente, obtenidas de conidios cultivados bajo una atmésfera conteniendo 30%

(07)
Nombre de la proteina Abreviacion  Numero de Acceso (NCBI) 'pl_ PM ’(KDa)
tedrico tedrico

Carboxilesterasa CARB 672385859 517 64.71
Proteina hipotética MANI_005266

LHEF 672375407 6.45 33.22
Lectina de hongos especifica para fucosa
Proteina hipotética H633G_04982

PDI 770406240 4.96 56.51

Proteina disulfuro isomerasa
Proteasa Vacuolar A PVA 672376640 5.25 42.66
Catalasa peroxidasa CPs 672378132 5.83 80.75
Enolasa ENO 672384501 5.12 47.36
Proteina hipotética MANI_026147 HP26147 672383289 4.94 29.99
Aldehido Deshidrogenasa ALDH 672384998 6.23 54.03
Proteina de choque térmico 88 (HSP 88) HSP88 672382438 5.15 80.13
Dipeptidil peptidasa DPP 672385674 5.44 78.60
Tirosina Hidroxilasa 14-3-3 TH 672379662 4.85 29.90
Transaldolasa TAL 672384382 6.06 35.49

Los pesos moleculares (PM) y los puntos isoeléctricos (pl) tedricos de cada proteina, se obtuvieron de
http://www.expasy.org/, en todos los casos la base de datos contra la que se comparé fue de Metarhizium anisopliae

obtenida del NCBI con 26,779 entradas.
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Las proteinas contenidas en ocho manchas (Tabla 15) se identificaron por espectrometria de masas;
dentro de los recuadros se indica la puntuacion de la identificacion. En general se identificaron
proteinas que fueron exclusivas, es decir que solamente se detectaron en los geles realizados con
proteina de los conidios cultivados bajo una atmésfera rica en oxigeno (30 % O,) (Proteinas agrupadas
ala derecha en el diagrama de Venn, Figura 17) y s6lo se identificé las proteinas de una mancha (SSP
3401) que se encontraba en ambas condiciones (Proteinas agrupadas en el centro del diagrama de
Venn, Figura 17). Doce diferentes proteinas se identificaron en ocho manchas, es importante
mencionar que se encontré una misma proteina en diferentes manchas proteicas, en la Tabla 15 puede

verse por columna cuales y por fila cuantas proteinas se identificaron por cada mancha.

Tabla 15. Manchas proteicas seleccionadas después del anélisis de imagenes con el programa PDQuest, se muestran
identificadas por su nimero SSP.

SSP CARB LHEF PDI PVA CPs ENO 2;'1':7 ALDH HSP88 DPP TH TAL ((ﬁ/ov) z)l(p :)'(v'p
219 505 13882

254 514 4480

2257 231 551 2928

2942 2704 1887 1456 2757 196 554 10406

3802 2845 154 547 10085
1043 4124 2318 1375 965 575 13251

176 621 3951

9768 235 619 7034

Adicionalmente se calculd el factor normalizado de abundancia espectral (NSAF, normalized spectral
abundance factor) con la finalidad de obtener la abundancia relativa de cada proteina identificada en

cada mancha proteica, esta se calcul6 con la ecuacién 13.
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(NSAF), =5—c55 (13)
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Donde NSAF es el factor normalizado de abundancia espectral para cada proteina k (adimensional),
SpC es el numero de recuentos espectrales (adimensional), L es la longitud de la proteina (nimero de

aminoacidos) (Ferreira de Oliveira et al., 2011).

Los casos que mas llamaron la atencion fueron la carboxilesterasa (CARB) y la lectina de hongos
especifica para fucosa (LHEF), que se identificaron en seis de ocho diferentes manchas proteicas
(para una mejor visualizacion ver Grafica 19 Ay B) , pero este hallazgo también se presenté para la
mayoria de las proteinas identificadas, esto surgio debido al bajo poder de resolucién de los geles de
poliacrilamida de 7 cm (Reed et al, 2012) que fue el tamafio de la tira de poliacrilamida de gradiente
de pH que se utilizé en este trabajo y debido a que las proteinas se concentraron en un intervalo de
pH de 5-7; la primera opcién para mejorar este analisis seria realizar geles 2D SDS PAGE con tiras
de poliacrilamida con gradiente de pH de 17 0 24 cm, para mejorar la resolucion, y/o reducir el intervalo
de pH en la separacion por pl en la primera dimension con tiras de poliacrilamida de gradiente de pH

de 5-8, las cuales se encuentran en el mercado.

Otro factor que afecto la identificacion de proteinas, haciendo que una misma proteina se encontrara
en mas de una mancha proteica, es la abundancia de la CARB y la LHEF. Mediante el factor
normalizado de abundancia espectral (NSAF) es posible determinar que estas proteinas son la primera
y segunda en abundancia en las manchas proteicas que se identificaron (Gréfica 6 A, D y Gréfica 7 F,
G, H), la alta abundancia de estas proteinas provocd que enmascararan a las proteinas de baja
abundancia (Bjorhall et al., 2005; Magdeldin et al., 2014). El problema de que una proteina se enfoque
en un sitio pero que el remanente se pueda encontrar en otros puntos del gel se report6 por Linke et
al., (2007) con muestras de plasma de rata, y con muestras de plasma y suero humano por Echan et
al., (2005), por lo tanto en una préxima investigacién, y conociendo que estas proteinas son de alta
abundancia, se debera proceder con un método conocido como agotamiento de proteinas muy
abundantes, que consiste en eliminar por métodos selectivos la (s) proteina (s) mas abundantes y
realizar de nuevo el analisis en geles 2D SDS PAGE con una muestra empobrecida. Este
procedimiento se realiza para analizar el proteoma de muestras de fluidos biol6gicos, por ejemplo en
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la sangre humana se agota la albumina sérica humana (HSA por su siglas en inglés), en muestras de

saliva se agota la amilasa y es preferible que se realice antes del analisis del proteoma (Hu et al.,
2006; Zolotarjova et al., 2005). Al eliminar las proteinas de alta abundancia, lo cual correspondié al
85% de las proteinas contenidas en suero humano, la capacidad de resolucion de los geles 2D SDS
PAGE mejoré con las muestras de suero empobrecido (Bjorhall et al., 2005). EI mismo caso sucede
con la muestras de plantas en donde se remueven las proteinas mas abundantes entre ellas la
Ribulosa 1,5 bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa (RuBisCO) (Ahsan et al., 2007). Hasta ahora no se
conocia que estas proteinas fueran de alta abundancia en los conidios de M. anisopliae, de hecho,
hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se realiza un analisis de la respuesta a una elevada

concentracion de oxigeno de un hongo entomopatdgeno con un enfoque protedmico.

Considerando los factores descritos previamente, se identificaron doce proteinas que se describen en
la Tabla 14, algunas proteinas se identificaron como hipotéticas, es decir que se han predicho por
herramientas bioinformaticas, sin embargo falta evidencia experimental que dé certidumbre que se
expresan in vivo, incluso hay evidencia de que el producto del gen se expresa por medio de
espectrometria de masas, como en el caso de este estudio, pero no se han caracterizado
funcionalmente ni se han descrito a nivel de bioquimico (Lubec et al., 2005). Es comun encontrar estas
proteinas, pues se estima que representan la mitad de las proteinas codificadas en el genoma de un
organismo (Sivashankari y Shanmughavel, 2006). Sin embargo, para poder inferir su posible funcién
y su relacion con los pardmetros de calidad descritos previamente, se utilizd la herramienta
bioinformatica BLAST (basic local alignment search tool) del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI), para identificar dominios homologos de proteinas reportadas, con funciones
conocidas o dominios de los cuales ya se conoce su actividad. Las proteinas se agruparon de acuerdo
a su funcién en cuatro grupos, proteinas relacionadas con infectividad (1), proteinas implicadas en la
resistencia al estrés (ll), proteinas implicadas en otras reacciones metabdlicas (lll) y proteina con

funcién desconocida (IV), la funcién de cada proteina se describe mas adelante
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Figura 19. Manchas proteicas donde se identificaron (A) Carboxilesterasa, (B) Lectina de hongos especifica para fucosa,
(C) Proteina disulfuro isomerasa, (D) Proteasa vacuolar A, (E) Catalasa / Peroxidasa, (F) Enolasa.
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Figura 20. Manchas proteicas donde se identificaron (G) Proteina Hipotética 26147, (H) Aldehido deshidrogenasa, ()
Proteina de choque térmico 88, (J) Dipeptidil peptidasa, (K) Tirosina hidroxilasa y (L) Transaldolasa.
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Gréfica 7. Factor normalizado de abundancia espectral (NSAF) para las proteinas identificadas en las manchas proteicas
(E) 3802, (F) 3808, (G) 4508, (H) 4608. Para identificar el nombre de las proteinas, se utilizd el sistema de abreviaturas de
que se describe en la Tabla 14.
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8.6.1 Grupo I: Proteinas relacionadas con infectividad

— Carboxilesterasa

Las esterasas (carboxilesterasas, lipasas, tioesterasas, y fosfolipasas) son hidrolasas (EC 3.1.1) que
muestran una elevada especificidad de sustrato hacia los oxiésteres o tioésteres de diversos acidos
grasos. Algunas esterasas muestran mayor actividad hacia sustratos de cadena larga de acilo (C12-

C18) mientras que otras prefieren sustratos de cadena corta (C2-C6) (Kuznetsova et al., 2005).

Aunque tanto las lipasas y carboxilesterasas hidrolizan los enlaces éster de acidos carboxilicos, las
carboxilesterasas (CARB, EC 3.1.1.1) preferentemente actuan sobre las cadenas de acilo de hasta
12 atomos de carbonos, mientras que la actividad maxima de lipasas se exhibe en las cadenas de
acilo con mas de 12 atomos de carbono (Eggert et al., 2002). Se caracteriz6 una carboxilesterasa para
el hongo Penicillium expansum, esta proteina era una de las bandas mas intensas encontradas en

geles SDS PAGE, lo cual corresponde con este estudio (Corréa et al., 2013).

Hasta ahora no se ha caracterizado la funcién de esta proteina en hongos entomopatogenos, pero se
puede inferir que gracias a su actividad lipolitica podria participar en el establecimiento de la infeccion
de insectos, ya que para traspasar las estructuras de proteccidn de los insectos son necesarias
diferentes esterasas, como lipasas y algunas quitinasas para descomponer la estructura epidérmica
(St Leger et al., 1987).

— Lectina de hongos especifica para fucosa

Las lectinas son proteinas de union a carbohidratos que se encuentran en una amplia gama de
especies, incluyendo plantas, animales y microorganismos. La superficie de las células de los
organismos estan cubiertas de carbohidratos abundantes y diversos, por lo tanto, algunas lectinas son
importantes debido a su especificidad por estructuras de carbohidratos definidos (Vijayan y Chandra,
1999).

Las bacterias y los hongos son organismos heterotrofos que dependen de saprofitismo, simbiosis 0
patogenicidad para obtener su fuente de energia. Estos estilos de vida requieren el reconocimiento
especifico de tejido organico para la adhesion y la posterior invasidn. Una estrategia comun adoptada
por estos microorganismos implica la union a glicoconjugados (por ejemplo glicoproteinas) (Imberty et

al., 2005), que en la bacteria Pseudomonas aeruginosa se han asociado estrechamente como factores
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de infectividad; dos lectinas de esta bacteria se produjeron junto con otros factores de infectividad por

metabolismo secundario por la deteccion de quérum cuando colonizaron pulmones de pacientes con

fibrosis quistica (Imberty et al., 2004).

Se identificaron algunas lectinas cuya union es especifica para fucosa, la lectina del hongo Aleuria
aurantia (AAL) se une preferentemente a oligosacaridos a 1,6 fucosilados, la AAL es una lectina
disponible en el mercado y es ampliamente usada para estimar el grado de a1,6-fucosilacion en
glicoproteinas. También se identifico una lectina, en cultivos deficientes en hierro del hongo Aspergillus
oryzae (AOL); esta lectina es especifica para L -fucosa, y se encontré que comparte 26% de

homologia con AAL en estructura primaria (Matsumura et al., 2007).

— Proteasa vacuolar A

La vacuola es un organelo que participa en diversos procesos celulares como degradacién y
almacenamiento de macromoléculas, regulacion del pH, osmoregulacidon, almacenamiento de
aminoacidos, acidos carboxilicos, carbohidratos y algunas vitaminas (Sarry et al., 2007). Por otra parte,
cuando los conidios del hongo fitopatogeno Magnaporthe grisea germinan, crean un apresorio que
genera una presion de turgencia de 8 MPa que proporciona la fuerza suficiente para romper la cuticula
de la planta del arroz, en este evento, la vacuola apoya a la formacion del apresorio a través de la
degradacion de lipidos de reserva para generar metabolitos osméticamente activos (Veneault-Fourrey
et al., 2006; Veses et al., 2008).

Trichoderma atroviride representa una alternativa ecolégica a los fungicidas quimicos ya que parasita
hongos fitopatégenos como Rhizoctonia solani, una proteasa vacuolar A y otras proteasas se
encontraron en el proteoma de T. atroviride cuando crece en la pared celular de Rhizoctonia solani
(Grinyer et al., 2005).

Las proteasas son importantes durante la infeccion de insectos ya que se ha reportado que el peso
seco de la cuticula de la larva de Tenebrio molitor tiene un 47.7 % proteina (Bidochka y
Khachatourians, 1991), la cual es una barrera para el establecimiento de la infeccion, en el hongo
entomopatdgeno M. anisopliae, dos tipos de proteasas importantes se reportaron en su vacuola, Pr1
y Pr2 las cuales estan relacionadas con la infectividad (St. Leger et al., 1988),
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Por la funcion asignada a cada proteina, revisada en la literatura, es viable sefalar que la

carboxilesterasa, la proteasa vacuolar y la lectina, son proteinas importantes en el establecimiento de
la infeccién de insectos para hidrolizar los ésteres de lipidos, degradar proteinas o el reconocimiento
del tejido organico, posiblemente el incremento en la sintesis de estas tres proteinas en los conidios
obtenidos bajo una atmésfera conteniendo 30 % O incrementa la infectividad en la etapa final de la
infeccion hacia larvas de T. molitor, puesto que la sobrevivencia de los insectos (seccion 8.3.4) fue
34.12 % menor con conidios cultivados con 30 % Oz, en relacion a los conidios cosechados de cultivos
con una atmésfera normal (21 % O.). Es importante recordar que estas proteinas se encontraron

exclusivamente en los conidios cultivados bajo la atmésfera mas oxidante (30 % O2).

Los productos de transcripcion (ARNm) de carboxilesterasas, proteasas y lectinas, se encontraron en
conidios de Aspergillus fumigatus, que es un hongo patdgeno, estas proteinas también podrian servir
para la salida del estado latente (conidio), el cual es el primer paso para el establecimiento de la

infeccion (Lamarre et al., 2008, ver el archivo 1 del material suplementario).
8.6.2 Grupo II: Proteinas implicadas en la resistencia al estrés

— Catalasa/Peroxidasa Bifuncional

Las catalasa/peroxidasas son oxidorreductasas bifuncionales (CPs, EC 1.11.1.21) con actividad
peroxidatica y de oxidoreducion de H2O (Figura 21), son similares a las catalasas monofuncionales,
las cuales presentan una linea evolutiva diferente (Zamocky et al., 2009). Un analisis filogenético
demostrd que la mayoria de las secuencias de katG (nombre del gen) estan codificadas dentro de los
genomas de eubacterias y arqueobacterias, pero las katG también se puede encontrar en

Ascomicotas y Basidiomicotas (Passardi et al., 2007).

Las catalasa/peroxidasas participan en la degradacion del H.O: intracelular que deriva del
metabolismo de los hongos y/o contribuyen a la proteccion de los hongos fitopatdgenos contra las
especies reactivas del oxigeno (ERO), producidas durante la interaccién planta-patdégeno (Zamocky
etal., 2009). También durante la infeccién de los hongos entomopatdgenos a los insectos se producen
ERO en los hemocitos para tratar de destruir al patégeno (Nappi y Christensen, 2005), en el hongo
fitopatdgeno Magnaporthe grisea la expresion del gen katG1K incrementd 120% en presencia de
paraquat en comparacion con el que se cultivé en condiciones estandar (Zamocky et al., 2009).
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Una catalasa/peroxidasa bifuncional (AFUA_8G01670) se identifico en los conidios y micelio de

Aspergillus fumigatus, de hecho la abundancia de esta proteina se increment6 4.59 veces en los

conidios, con respecto a lo encontrado en el micelio (Teutschbein et al., 2010).

(1) H205 + AH, > A+2H,0

(2) 2H>02 > 02+2H0

Figura 21. Reacciones que cataliza la [Catalasa/Peroxidasa bifuncional, (1) actividad peroxidatica y (2) la oxidoreducion
de H202

— Dipetidil peptidasa

Las dipeptidil peptidasas son un grupo de enzimas del tipo metalopeptidasa cuya funcion esta
estudiada principalmente en humanos (Prajapati y Chauhan, 2011), para hongos esta proteina sélo se
ha aislado y purificado de Saccharomyces cerevisiae. La comparacion de la secuencia de la proteina
de M. anisopliae var. lepidiotum analizada en el presente estudio (utilizando BLAST) reveld un 91%
de identidad con la DPP Ill'y un 41 % de identidad con la DPP humana, la DPP Il purificada existe en

la forma de mondmero y dimero (Jaj¢anin - Jozi¢ et al., 2010).

La dipeptidil peptidasa Il (DPP Ill, EC 3.4.14.4) es una enzima dependiente de zinc que escinde
especificamente los dos primeros aminoacidos del amino terminal de péptidos de diferente longitud

(Baral et al., 2008) y se describié como una peptidasa de citosol (Prajapati y Chauhan, 2011).

La sobreexpresidn del factor de transcripcidn Nrf2 tanto in vitro como in vivo protege de estrés oxidante
ya que se encuentra implicado en la expresion de genes de biosintesis de glutation (Wakabayashi et
al., 2004). Se reportd la migracion hacia el nucleo del factor de transcripcion Nrf2 en respuesta a la
sobreexpresion de DPP lll en células de neuroblastoma, aunque el mecanismo por el cual la DPP Il
media la translocacion de Nrf2 al ntcleo no esta claro, las células que sobrexpresan la DPP |ll atentan
eficazmente lo efectos toxicos de la rotenona y del H202 (Liu et al., 2007), del mismo modo, en células
de higado de ratones expuestos a condiciones de hiperoxia (100 % O>) la DPP Il se acumula en el

nucleo lo que resultd en la reduccién del dafio oxidante (Sobocanec et al., 2016).
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La proteinas 14-3-3 es de una familia muy conservada en organismos eucariotas, capaces de unirse

— Tirosina hidroxilasa 14-3-3

a mas de 200 proteinas, en su mayoria a proteinas fosforiladas, la unién de una proteina 14-3-3 puede
estabilizar la forma activa o inactiva, una vez que la proteina se encuentra fosforilada (van Heusden y
van Heusden, 2005).

Existen al menos dos vias de biosintesis de melanina en hongos, una via involucra la utilizacién de la
1,8-dihidroxi-naftaleno (DHN) como intermediario y alternativamente algunos hongos utilizan la L -3,4-
dihidroxifenilalanina ( L-DOPA) (Eisenman y Casadevall, 2012). La tirosina hidroxilasa o tirosina 3-
monooxigenasa (TH, EC 1.14.16.2) cataliza el primer paso en la biosintesis de dopamina que implica
la hidroxilacién de L-tirosina (precursor), el cual se convierte primero a L-DOPA y luego a dopaquinona
(Luthra'y Singh, 2010).

Esta proteina en especial no se ha estudiado en hongos entomopatdgenos, pero si el producto de la
via en la que participa, la melanina elimina los radicales libres tales como O 2 *-. Se clonaron genes
de la biosintesis de melanina via DHN (policétido sintasa, scitalona dehidratasa, y los genes de 1,3,8-
trihidroxinaftaleno reductasa) de Alternaria alternaria BCRC30501 en el hongo entomopatdégeno
Metarhizium anisopliae; la transformante M. anisopliae MA05-169 exhibi6é una tasa de germinacion
mas alta comparado con la cepa silvestre (M. anisopliae BCRC35505) y mostré mayor resistencia a la
radiacion UV-B, ya que después de la exposicion de los conidios a una dosis de 46.8 mJ/cm?, la
transformante M. anisopliae MA05-169, germin6 4.8 veces mas que la cepa silvestre, después de 72

h de incubacion (Tseng et al., 2011).

— Proteina de choque térmico 88

La exposicidn a temperaturas elevadas induce a todos los organismos a sintetizar proteinas de choque
térmico (HSP, Heat Shock Proteins), muchas actlian como chaperonas que ayudan en el pliegue o
despliegue de otras proteinas. Estas actividades son utiles durante la exposicion de las células a las
altas temperaturas que desnaturalizan las proteinas y pueden conducir a la agregacion de proteinas,

también se requiere en condiciones de crecimiento normal (Plesofsky-Vig y Brambl, 1998).
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Se identifico en los conidios y micelio de A. fumigatus una proteina de choque térmico 88 (HSP 88)

(AFUA_1G12610) cuya abundancia se incrementd 4.42 veces con respecto a lo encontrado en el

micelio (Teutschbein et al., 2010), sin embargo no se reporté alguna funcién conocida.

La HSP 88 de Paecilomyces tenuipes Jochoen-1 (ahora Isaria) mostrd un incremento en el nivel de
expresion relativo a 30 ° C incrementando 1.74 veces después de 8 h de exposicion a esta temperatura
y 2.55 veces después de 16 h con respecto al nivel de expresion encontrado a 20 ° C, es decir, el
calor indujo la expresion de la HSP 88 (Liu et al., 2014). El analisis con el programa BLAST mostré
que la HSP 88 de P. tenuipes tiene un 83% de identidad con la proteina obtenida de los conidios de
M. anisopliae cultivados bajo una atmésfera oxidante (30 % O>), identificada en este estudio, también
los genes de HSP 88 se encuentran en cuatro hongos entomopatdgenos, Paecilomyces tenuipes

Jochoen-1, Paecilomyces tenuipes, Cordyceps militaris, y Cordyceps pruinosa (Liu et al., 2012).

— Proteina disulfuro isomerasa

La proteina disulfuro isomerasa (PDI, EC 5.3.4.1) esta presente en el reticulo endoplasmico y cataliza
la formacién, la reduccion e isomerizacién de enlaces disulfuro in vitro y facilita el plegamiento de

proteinas con enlaces disulfuro in vivo (Wang et al., 2008; Conesa et al., 2001).

Una proteina disulfuro isomerasa se identifico en Metarhizium acridum (Barros et al., 2010), aunque
en ese estudio no se menciona qué funcion tiene la proteina en el hongo. También se reportd que esta
proteina se sobreregula durante el crecimiento de M. anisopliae var. acridum en un medio de cultivo,
que entre otros componentes, contenia cuticula de langosta adulta (Schistocerca gregaria) comparado

con aquellos que crecieron en caldo dextrosa Sabouraud (Wang y St. Leger, 2005).

En esta seccidn se mostrd que una elevada concentracion de oxigeno (30 % O2) indujo la sintesis de
cinco proteinas que no se encontraron en los conidios cultivados bajo una atmésfera normal (21 %0.).
Es interesante que cinco, de las doce proteinas identificadas, pertenezcan al grupo I, las proteinas
implicadas en la resistencia al estrés oxidante. Probablemente para combatir la formacién de H.0:
(Boveris y Cadenas, 2001), se indujo la sintesis de la catalasa/peroxidasa bifuncional, a la vez que el
incremento de oxigeno, pudo provocar la migracion del factor de transcripcion Nrf2 hacia el nicleo en
respuesta a la sobreexpresion de DPP Il (Liu et al., 2007), por lo que estas dos proteinas podrian

participar como una respuesta adaptativa provocada por un estrés oxidante y/o como una forma de
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enfrentar el estrés oxidante caracteristico de la salida de la latencia o dicho de otra manera, el inicio

de la germinacién (Oh et al., 2010) que dara lugar a la siguiente generacién.

Cabe sefialar que los conidios de los hongos entomopatégenos se han utilizado para el control
bioldgico de plagas de insectos durante décadas, sin embargo, la eficacia de este tipo de hongos en
pruebas de campo se afecta, principalmente debido al estrés ambiental, como la radiacién UV y
temperaturas extremas (Tseng et al., 2011). En la seccion 8.3.3 se mostro que los conidios obtenidos
con una concentracion elevada de oxigeno (30 % O2) mejoran un 60.8 % su termotolerancia (TSso)
comparado con aquellos obtenidos con una concentracion de oxigeno normal en la atmosfera (21 %
02), esto coincide con la aparicién de la HSP88, lo cual podria explicar la mejora de termotolerancia.
Como efecto de proteccion cruzada (Rangel, 2011), el micelio sujeto al estrés oxidante (desde las 60
h de cultivo) produjo conidios que pueden soportar otro tipo de estrés, este efecto ya se ha reportado

antes por Miranda-Hernandez et al., (2014) con el hongo entomopatdgeno /. fumosorosea.

La transcripcion de los genes HSP, inducida por calor en Saccharomyces cerevisiae se rige por 10s
factores de transcripcion Hsf1 (factor de choque térmico), Msn2, y Msn4, en particular la actividad
transcripcional de Hsf1 se induce por el estrés oxidante, por calor, tratamiento con etanol y por falta
de glucosa (Yamamoto et al., 2008), dado que la acumulacién de proteinas mal plegadas
desencadena la activacion de Hsf1 (Morano et al., 2012) es concebible que el incremento de la
concentracion de oxigeno indujo ademas de la chaperona HSP88, a la PDI, para facilitar el
plegamiento de proteinas (Wang et al., 2008). Por otro lado se ha reportado que la melanina mejora
la resistencia de los conidios a la radiacion UV-B (Braga et al., 2006; Tseng et al., 2011); en los conidios
obtenidos de una atmdsfera rica en oxigeno (30 % O) se identifico la tirosina hidroxilasa, que participa
en la biosintesis de melanina via L-DOPA (Eisenman y Casadevall, 2012). En el presente estudio no
se probo la resistencia a la radiacion UV-B, pero, recientemente se ha reportado que los conidios de
cepa de I. fumosorosea obtenidos bajo atmdsfera enriquecida (26 % O2) incrementaron 2 veces la

resistencia a luz UV-B (Suarez-Vergel et al., 2016).

Finalmente, poco se sabe sobre el modo de accion de los sistemas de defensa antioxidante de
conidios en estado latente y la forma en que pueden influir en la persistencia de conidios en el medio
ambiente. Un aumento en la persistencia medioambiental de los conidios es muy deseable porque el
conidio es la etapa del desarrollo de los hongos que normalmente se utiliza como indculo en los

programas de control biolégico (Barros et al., 2010). Esto se relaciona con la abundancia de HSP88
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(AFUA_1G12610) que se identificd en los conidios y micelio de A. fumigatus, se increment6 4.42 veces

en conidios con respecto a la abundancia en el micelio (Teutschbein et al., 2010) lo cual indica que

esta proteina es necesaria para la sobrevivencia del conidio.
8.6.3 Grupo lll: Proteinas implicadas en el metabolismo

— Enolasa

La enolasa (ENO, EC 4.2.1.11), también es conocida como hidratasa fosfopiruvato o 2-fosfo-D-
glicerato hidro-liasa 2 es una enzima clave en la ruta de la glucolisis, altamente expresada en todas
las células procariotas y eucariotas, cataliza la conversion del 2-fosfatoglicerato a fosfoenolpiruvato y

viceversa (Breitenbach et al., 1997).

Ademas de su papel en la glucolisis, se han reportado otras funciones para la enolasa; en
Saccharomyces cerevisiae se demostrd que la proteina de choque térmico HSP48 es una isoforma
de la enolasa, esta proteina en S. cerevisiae parece ser importante para la termotolerancia y control
del crecimiento, debido a que la abundancia de la enolasa se incrementd en la fase de crecimiento
estacionario (lida y Yahara, 1985). En el hongo fitopatdgeno Botritis cinerea una enolasa
(XM_001561215) que codifica el gen BcEnol-1 se induce por frio y posee una actividad de union al

ADN por lo que podria ser un represor de la transcripcion (Pandey et al., 2009).

Esta enzima se ha encontrado en Metarhizium anisopliae ARSEF 23 (Gao et al., 2011) y en
Metarhizium acridum (Barros et al., 2010); en el hongo entomopatdgeno B. bassiana se encontrd el
transcrito de la enolasa en los conidios que fueron cultivados sobre cuticula del insecto Hypothenemus
hampei (broca del café) la cual también podria estar implicada en los procesos de infeccion (Mantilla
etal., 2012).

— Aldehido deshidrogenasa

La aldehido deshidrogenasa (ALDH, EC.1.2.1) cataliza la oxidacion de varios aldehidos alifaticos y
aromaticos a los correspondientes acidos carboxilicos en presencia de NAD* o NADP* como cofactor

(Quash et al., 2002), ademas esta implicada en la detoxificacion de aldehidos enddgenos, derivados

2 Obtenido de la base UniProt el 21/08/2016: http://www.uniprot.org/uniprot/Q9HDT3 (Consortium, 2015)



http://www.uniprot.org/uniprot/Q9HDT3

RESULTADOS Y DISCUSION _

del metabolismo de los lipidos o de fuentes exdgenas y desempefia un papel similar en la

detoxificacion de xenobioticos (Lindahl, 1992).

La degradacion y/o la penetracién por parte de los hongos entomopatogenos de la barrera inicial de
los insectos, es la etapa inicial de la infeccion, esta barrera es la epicuticula y la constituyen
hidrocarburos, hasta la fecha se conoce que para la degradacion de estos, se lleva a cabo una
hidroxilacion terminal de los alcanos a alcoholes grasos por parte de la citocromo P430, los alcoholes
grasos posteriormente se oxidan a aldehidos grasos y acidos grasos por parte de la alcohol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa, se considera que los acidos grasos posteriormente se
metabolizan en la via de la B oxidacién (Pedrini et al., 2013). Se postula que en los hongos
entomopatogenos existen ALDH que presentan especificidad para los aldehidos presentes o
generados durante la asimilacion de hidrocarburos de cuticula. En M. anisopliae, dos ALDH se
sobreregulan cuando el hongo se cultiva en presencia de cuticula (Manduca sexta) en comparacion
con el hongo que se cultiva en medios comerciales como ADS (Freimoser et al, 2005), lo mismo
sucede con el hongo M. anisopliae var. acridum cuando crece en extracto de cuticula de langosta
(Wang y St. Leger, 2005).

— Transaldolasa

La transaldolasa (TAL, EC 2.2.1.2) pertenece a la clase | de la familia aldolasa, cuyos miembros son
las enzimas fundamentales que catalizan las reacciones de formacion de enlaces carbono-carbono

mas importantes (Huang et al., 2008).

La transaldolasa es una enzima clave en la ruta de las pentosas fosfato, cataliza la transferencia
reversible de un resto de dihidroxiacetona a partir de fructosa 6-fosfato y eritrosa 4-fosfato para formar
sedoheptulosa 7-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato, respectivamente. La funcién mas importante de
esta enzima es equilibrar los niveles de NADPH en la via de las pentosas fosfato, como parte del

metabolismo de la glucosa, y la neutralizacion de ERO (Perl, 2007).

El NADPH es una fuente importante de electrones para el sistema glutation que proporciona dos
electrones, ya que se oxida de NADPH a NADP*. La mayoria de las reacciones bioldgicas son
procesos de dos electrones, esto asegura que la mayoria de estas reacciones tiene una configuracion
de capa cerrada (todos los orbitales moleculares estan completamente llenos), evitando asi los

procesos de radicales libres potencialmente peligrosos. En células y tejidos la relacion NADPH/NADP*
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tiende a ser 100: 1, el NADPH es en general un cofactor en las reacciones reductoras y sirve como

fuente de electrones, mientras que el NADP* sirve en las reacciones oxidativas (catabolismo) (Schafer
y Buettner, 2001).

El reencaminamiento del flujo metabdlico de la glucdlisis a la via de las pentosa fosfato, tiene relacion
directa con la generacion de NADPH, y parece ser una respuesta al estrés oxidante conservada en
las células eucariéticas (Ralser et al., 2007). En este sentido, es notable la elevacion de la sintesis de
tres proteinas implicadas en el metabolismo (ENO, ALDH, TAL), de tal modo que su presencia solo se
detecto en los conidios obtenidos bajo una atmaésfera rica en oxigeno (30 % O.). La transaldolasa que
al equilibrar los niveles de NADPH (Perl, 2007) participa en la ruta de la pentosa fosfato, la cual esta
conectada directamente a la via glucolitica, via en la que participa la enolasa, identificada en este
estudio. La clave de los cambios metabolicos parece ser la reprogramacion de metabolismo de los
carbohidratos, que es esencial para mantener el equilibrio redox de la célula durante las condiciones
oxidativas (Ralser et al., 2007), al incrementar la sintesis de este grupo de proteinas, es viable que
el estrés oxidante posiblemente provocado por la elevada concentracion de oxigeno (30 % Oz) en el
cultivo de M. anisopliae, indujo la sintesis de estas tres proteinas y también provocd que los conidios
fueron mas infectivos, puesto que lograron mantener un equilibrio redox durante el proceso de

infeccion.
8.6.4 Grupo IV: Proteina con funcion desconocida

— Proteina hipotética MANI_026147

Se encontré una mancha proteica obtenida de los conidios cultivados bajo una atmaésfera rica en
oxigeno (30 % O2) que fue 34.5 (p > 0.05) veces mayor en abundancia normalizada que la misma
mancha proteica obtenida de los conidios cultivados bajo atmosfera normal (21 % O2) (Figura 22).
Por espectrometria de masas se identificaron cuatro diferentes proteinas en esta mancha pero
utilizando el factor normalizado de abundancia espectral (NSAF) observamos que la abundancia
relativa que mas aporta a esta mancha proteica (Gréafica 6 C) es la proteina hipotética MANI_026147,
la cual al utilizar la herramienta BLAST del NCBI presentd identidad solamente con proteinas
hipotéticas por lo tanto no fue posible inferir ninguna funcién para ella.
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Figura 22. Mancha proteica SSP 3401 (A) proteina de conidios obtenidos bajo atméfera normal (21 % O:) y de (B) proteina
intracelular de conidios de M. anisopliae obtenidos bajo atmdsfera enriquecida con 30 % Oz, la flecha indica la mancha
que ha cambiado incrementado 34.5 veces en abundancia (p < 0.05) con respecto a las condiciones atmosféricas normales

Como se menciond antes, no es extrafio encontrar proteinas hipotéticas en estudios protedmicos,
aunque por ahora se desconoce su funcion en los conidios de M. anisopliae y mas aun se desconoce
la razdn por la cual se elevd su concentracion cuando el hongo se cultivd con una elevada
concentracion de oxigeno, este tipo de proteinas abre las puertas de estudio para analizar proteinas

presentes en fendmenos importantes. (Sivashankari y Shanmughavel, 2006).

En esta seccion (8.6) se mostrd que la protedmica es una herramienta util en el anélisis del fenémeno
observado en conidios de M. anisopliae, provocado por una atmdsfera rica en oxigeno (30 % O)
comparado con una atmésfera normal (21 % O.), debido a que explica en parte las mejoras en los
parametros de calidad, termotolerancia y infectividad, mostrado en las secciones 8.3.3 y 8.3.4,
respectivamente. La termotolerancia mejorada cumple con los criterios del fenémeno de proteccion

cruzada.

Un proximo paso serd mejorar el método de empobrecimiento de las muestras, para eliminar las
proteinas de elevada concentracién con el objetivo de identificar proteinas de baja abundancia,
ademas la proteina cuya funcién aun es desconocida, abre puertas para identificar proteinas que
debido a su elevada abundancia, posiblemente sean muy importantes para este hongo

entomopatdgeno pero que no se ha estudiado su funcién.

8.7 Actividad de enzimas antioxidantes

Una de las técnicas para determinar estrés oxidante en una célula, es la medicion de productos de
oxidacion derivados de reacciones con ERO, ademas de contar con una muestra experimental control,

en un estado normal, para que esta se pueda comparar con la eventual situacion desequilibrada de
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estrés (Boveris et al., 2008). En el caso de B. bassiana, la modificacion de la concentracion de oxigeno,

bajo la cual se cultivd el hongo, causo estrés oxidante, esto se evidencié con la medicion de la
concentracion de proteinas y lipidos oxidados. Con respecto a la lipoperoxidacion, se reportd que a
partir del sexto dia de cultivo se acumularon lipidos oxidados; al dia 7, ambas atmésferas modificadas
tanto la que contenia una baja concentracion de oxigeno (16 %) como la que contenia una alta
concentracion (26 % O) provocaron un 30 % de incremento en la concentracion de lipidos oxidados
con respecto a la atmosfera normal, con respecto a las proteinas oxidadas se reportd una disminucion
en la concentracion en ambas atmosferas modificadas (16 y 26 % Oy), pero esta posible contradiccién
se atribuyd a que el manitol, contribuy6 a la estabilizacién de la proteinas (Garza-Lopez et al., 2012).
Asimismo en dos cepas de otro hongo entomopatégeno, . fumosorosea CNRCB1 e . fumosorosea
3302, los conidios que se obtuvieron de una atmdsfera rica en oxigeno (26 % O2) incrementaron la
concentracion del anion superoxido, 4 y 3 veces respectivamente, comparado con aquellos conidios
obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2) (Miranda Hernandez, 2014). Por su
parte, al exponer a S. cerevisiae a una atmdsfera hiperoxidante (100 % Ox) se report6 que las células
requieren una serie de factores de respuesta al estrés, incluidos los que participan en la defensa
antioxidante, choque térmico, el dafio del ADN para modular la sensibilidad a la hiperoxia, con estos
estudios queda evidenciado que elevar la concentracion del oxigeno en la atmésfera bajo la cual se

cultiva a los hongos puede provocar un estrés oxidante en las células.

Por otra parte, se ha reportado que las enzimas antioxidantes tienen un papel fundamental en el
incremento de la capacidad infectiva, por ejemplo una cepa de M. anisopliae increment6 su infectividad
hacia larvas de Plutella xylostella, se sobreexpreso el gen que codifica para la enzima catalasa (cat1)

(Morales Hernandez et al., 2010).

Conociendo los estudios antes expuestos y con base en los resultados que hemos mostrado en las
secciones anteriores, se procedio a determinar si un grupo de enzimas con actividad antioxidante se
relaciona con el fendmeno provocado por atmosferas enriquecidas con oxigeno, las cuales
incrementaron la termotolerancia (TSso), infectividad (S y TLso) mientras que una de ellas (30 % O2)

no afect6 los pardmetros de calidad, viabilidad e hidrofobicidad, de los conidios de M. anisopliae.

El oxigeno entra a una célula por difusién (Hansberg, 2002) y debido a que la naturaleza de los
tratamientos que provocaron los efectos antes descritos, es decir su riqueza en oxigeno, se postulé

que podia deberse a que M. anisopliae previo a la diferenciacion (60 h, creciendo como micelio), censd



RESULTADOS Y DISCUSION

una elevacion en la concentracion de oxigeno y como respuesta adaptativa, incrementd la actividad
enzimatica de alguna de sus enzimas antioxidantes, de tal modo que enfrentara un estado oxidante
potencialmente dafino. En particular este estudio se enfoco en la glutation peroxidasa, glutation

reductasa, catalasa/peroxidasa y superéxido dismutasa.

Con el objetivo de explorar el comportamiento de las enzimas antioxidantes antes enlistadas (a través
de sus actividades enzimaticas) y de los parametros de calidad (viabilidad, hidrofobicidad, infectividad
y termotolerancia), bajo cuatro condiciones de oxigeno en la atmdsfera (16, 21, 30 y 40 % O») se
realizé un analisis de componentes principales. En las siguientes secciones se expondra que
relaciones e implicaciones pude tener este analisis, asi como la actividad enzimatica medida para cada
uno de los ECE de los conidios de M. anisopliae cultivado bajo distintas atmdsferas oxidantes.
Mediante este andlisis se lograron obtener dos componentes principales (CP), los cuales en conjunto
explican el 81.67 % de la variabilidad total de los datos; donde el componente principal 1 (CP1) explicé
el 52.53 % de la variabilidad y el componente principal 2 (CP2) explicd el 29.14 %. Como se puede
observar en la Gréafica 8 el CP1 permitié separar a la atmosfera conteniendo 21y 30 % Oz de los
tratamientos con atmadsferas conteniendo 16 y 40 % Oz, y mientras que el CP2 separa los tratamientos

con atmdsferas 21, y 30 %.
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Gréfica 8. Bigrafica del Analisis de Componentes Principales, Viabilidad (V,%), Hidrofobicidad (H), Sobrevivencia (S, %),
Tiempo de sobrevivencia 50 (TS50, d), Tiempo letal 50 (TL50), Glutatién peroxidasa (GPx, U/mg de proteina), Glutatién
reductasa (GR, U/mg de proteina), Catalasa / Peroxidasa (CPs, U/mg de proteina), Superéxido dismutasa (SOD, U/mg de
proteina), 16 (16 % O2), 21 (21 % O2), 30 (30 % Oz) y 40 (40 % O2).
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Los tratamientos con atmdsferas conteniendo 21y 30 % O tienen relacion positiva con la actividad

catalasa/peroxidasa con la viabilidad y con los parametros de infectividad (TLso, S). El tratamiento con
una atmésfera rica en oxigeno (30 % O2) ademaés tiene relacion positiva con la actividad glutation
reductasa y la termotolerancia (TSso); mientras que los tratamientos con atmosferas conteniendo 16y
40 % O tiene una relacién negativa con los parametros de calidad, pero una relacion positiva con la
actividad superéxido dismutasa. Con respecto a las enzimas antioxidantes el analisis revel6 que la
catalasa/peroxidasa se correlaciona positivamente con los pardmetros de calidad, infectividad (S, r =
0.807; p =2 0.05), y viabilidad (V, r = 0.859; p = 0.05), por su parte la actividad glutation reductasa se
correlaciona positivamente con la termotolerancia (TSso, r = 0.76; p = 0.05), mientras la superdxido
dismutasa tiene una correlacion negativa con la viabilidad (V, r = -0.65; p = 0.05) y la termotolerancia
(TSso, r = -0.2711-; p = 0.05). Finalmente, la actividad glutation peroxidasa tiene una baja relacion
(positiva 0 negativa) con los parametros viabilidad, hidrofobicidad, infectividad y termotolerancia (r <
0.5)

8.7.1 Glutation Peroxidasa

Se midi6 la Actividad Glutation Peroxidasa (A. Gpx) de conidios de M. anisopliae obtenidos con
distintas condiciones oxidantes en la atmésfera de cultivo (16, 21, 30, 40 % O2) y se observé que la A.
GPx de los conidios obtenidos con 21 % O2 increment6 a través del tiempo, alcanzando un punto
méaximo (132 h) que luego descendid (156 h), este descenso no se presentd con los conidios obtenidos

con el resto de los tratamientos, por lo menos hasta el tiempo muestreado.

Los conidios obtenidos de las atmésferas 16, 30 y 40 % O exhiben una magnitud de cambio menor
con respecto a la atmosfera normal, cuando se comparé la A. GPx de los conidios a las 84 h'y luego
a las 132 h (donde presentan la mayor actividad enzimatica) se observd que la actividad se habia
incrementado 2.27, 0.92 y 3.67 veces respectivamente, mientras que la A. GPx de los conidios
obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales fue 8.18 veces mas elevada. Nuestros resultados
sugieren que los conidios cultivados en condiciones mas oxidantes que 21 % O estan adaptados a
este tipo de condiciones ambientales, adquiriendo una alta capacidad antioxidante que se ve reflejada
desde los conidios que se forman tempranamente (84h); los conidios formados en los tiempos
sucesivos, tienen una capacidad enzimatica GPx sostenida, la cual no cambia en los Ultimos puntos
de la cinética (p >0.05) como se puede observar en la Grafica 9 en letras mayusculas. Esto tiene

implicaciones préacticas debido a que si todos los conidios producidos en un lote tienen una actividad
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antioxidante semejante, la mayoria de ellos podrian tener mejores oportunidades de sobrevivir a un

ambiente oxidante.
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Grafica 9. Actividad Glutation Peroxidasa de conidios de M. anisopliae, obtenidos con distintas concentraciones de oxigeno
en la atmosfera (16 % i, 21 % [} 30 % W y 40 % 72 ). Las barras con diferente letra minascula, distinguen los grupos
obtenidos entre distintos tratamientos a un solo tiempo; barras con diferente letra mayuscula distinguen los grupos
obtenidos comparando el mismo tratamiento a través del tiempo (prueba de Tukey p < 0.05).

Los conidios son unidades de preservacion que eventualmente germinan (con estimulos ambientales
especificos) para iniciar de nuevo el ciclo, estos estan equipados con una maquinaria de enzimas y
proteinas que les permiten interrumpir su latencia. La germinacion representa un cambio hacia un
metabolismo respiratorio que se ha asociado a la formacion de ERO (Oh et al., 2010), por lo tanto los
conidios estan dotados de GPx capaz de utilizar como sustrato al H,O; para reducirlo a agua, a la vez
que oxida al GSH que actia como un donador de electrones, de tal manera que esta enzima contribuye
a la degradacion ERO. Ademas de H20., la GPx es capaz de reducir lipoperoxidos producto de la
oxidacion de lipidos, lo cual muestra la importancia de esta enzima ya que protege a las membranas
previniendo la propagacion de lipidos oxidados (Michiels et al., 1994).

Cuando la actividad enzimética de la GPx en el hongo fitopatégeno Alternaria alternata disminuyd, el

hongo no fue capaz de infectar a su hospedero, sin embargo en el presente trabajo a pesar de que los
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conidios obtenidos de las atmosferas 21 y 30 % Oz son capaces de matar mas del 80 % de larvas de

Tenebrio molitor (seccion 8.3.4), en el analisis de componentes principales (Grafica 8) se observé que
la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa tiene una baja relacién(r < 0.5) con todos los
parametros de calidad medidos en esta investigacion, aunque no se descarta que los conidios
obtenidos con estas condiciones se relacionen con algun otro parametro de calidad, por ejemplo la

resistencia alaluz UV.

8.7.2 Glutation Reductasa

La glutation reductasa es la enzima que permite reciclar el GSSG oxidado por la glutation peroxidasa
(seccion 8.7.1), y asi recuperar el poder reductor del GSH, donde interviene un NADPH que entre

otras rutas proviene de la ruta de la pentosa fosfato (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La glutation reductasa es sumamente importante debido a que permite mantener el sistema
GSSG/2GSH el cual se considera el tampon de tiol-disulfuro redox mas abundante en la célula, en
promedio la concentracion GSH en el citosol es de 1-11 mM, esta concentracion es mucho mas
elevada que otros pares redox (Schafer y Buettner, 2001). Por otro lado se ha observado que la
exposicion de las células al estrés oxidante trae como consecuencia cambios rapidos en las
concentraciones de GSH y GSSG, y con ello alteraciones en el ambiente oxidoreductivo, ademas
existe un rapido incremento de GSH intracelular en respuesta al estrés oxidante, también se ha
demostrado que las ERO incrementan los niveles de GSH a través de la induccidn de la y-glutamil
cisteina sintetasa (y-GCS), enzima que junto con la glutatién sintetasa (GS) sintetizan GSH a partir de

L-glutamato, L-cisteina y L-glicina (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La Actividad Glutation Reductasa (A. GR) de los conidios obtenidos con las atmésferas modificadas
16, 30 y 40 % O2 se incrementd significativamente (p < 0.05) 24 h después de la aplicacién del primer
pulso (84 h) con una concentracidn de oxigeno diferente a la atmdsfera normal, obteniéndose asi una
respuesta temprana por parte del hongo a todas las atmésferas modificadas probadas (Grafica 10).
Esta respuesta temprana también se observo con la glutation peroxidasa (seccién 8.7.1). A las 84 h,
la condiciéon atmosférica que ocasiond el mayor incremento en la A.GR en comparacion con los
conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2), fue 16% O2 con 3.39 veces,
seguido de un incremento de actividad de 2.83 veces ocasionado por la atmdsfera conteniendo 30 %
02y finalmente un incremento de 2.49 veces ocasionado por la atmosfera conteniendo 40 % O.. A las

108 h se observé el mismo comportamiento, mientras que alas 132 h de cultivo los conidios obtenidos
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solo bajo las atmosferas conteniendo 30 y 40 % O exhibieron un incremento de 2.44 y 2.41 de A.GR
respectivamente comparado con los conidios obtenidos con 21 % O, y finalmente a las 156 h se

observo el mismo comportamiento que a las 132 h.
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Grafica 10. Actividad Glutation Reductasa de conidios de M. anisopliae, obtenidos con distintas concentraciones de
oxigeno en la atmsfera (16 % i, 21 % |} 30 % [l y 40 % 7). Las barras con diferente letra mindiscula, distinguen los
grupos obtenidos entre distintos tratamientos a un solo tiempo; barras con diferente letra mayUscula distinguen los grupos
obtenidos comparando el mismo tratamiento a través del tiempo (prueba de Tukey p < 0.05).

La respuesta temprana que se describié sugiere que los conidios obtenidos bajo esas condiciones
atmosféricas (16, 30 y 40 % O2) necesitan del poder reductor del GSH, esto podria relacionarse con
que las células que tienen una concentracion de GSH mas elevada podrian ser mas resistentes al
estrés oxidante (Schafer y Buettner, 2001), en el mismo sentido, recuperar el poder reductor es
importante para los conidios de M. anisopliae, esto se sustenta por la proteina que participa en esta
ruta de las pentosas fosfato, la transaldolasa, que se identific en los conidios obtenidos bajo una
atmdsfera rica en oxigeno (30 % O, seccion 8.6.3). Como se menciond al inicio de esta seccion, en
la recuperacion del poder reductor del GSH, interviene un NADPH que proviene de la ruta de la
pentosa fosfato (Cardenas-Rodriguez et al., 2008), ademéas el NADPH se considera como la principal
fuente de equivalentes de reduccion para el sistema glutation, el cual es especialmente importante
para hacer frente a un estrés oxidante (Schafer y Buettner, 2001).
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La implicacién que tiene el hecho que los conidios exhiban una enzima que participe en la recuperacion

del poder reductor, por un lado del NADPH y por otro lado del GSH, a través del incremento de la
actividad glutation reductasa, es que en la respuesta inmune del insecto a la infeccién por parte de los
hongos entomopatdégenos y en la exposicion a elevadas temperaturas existen elevadas
concentraciones de ERO (Abrashev et al., 2008; Kavanagh y Reeves, 2004), por lo tanto hacer frente
a esta condicidn mejora la resistencia, esto es congruente con que existe una relacion positiva entre
el incremento de la actividad glutation reductasa y la mejora de la termotolerancia (TSso, r = 0.76; p =
0.05) en los conidios obtenidos bajo una atmésfera rica en oxigeno (30 % Oz2), que revel6 el analisis

de componentes principales.

8.7.3 Catalasa Peroxidasa

La principal fuente de H20. es la dismutacion del superdxido producido en las mitocondrias, por
algunas oxidasas celulares como la NADPH oxidasa y xantina oxidasa, el H20; es toxico debido a que
por medio de la reaccion de Fenton, que se lleva a cabo con metales de transicion Fe (I1) y Cu (I). Los
metales de transicion pueden estar libres, unidos a proteinas o ADN y reaccionan con H20, formando
radical hidroxilo que es muy reactivo y puede oxidar a los lipidos de las membranas celulares
(Hansberg et al., 2012).

Varias enzimas eliminan el H20z, tales como las peroxirredoxinas, peroxidasas, catalasa/peroxidasas
y catalasas monofuncionales. La Ku de estas enzimas varian cuatro érdenes de magnitud, lo que
indica que las células tienen sistemas de eliminacion de H20- a diferentes concentraciones de este.
Las catalasa/peroxidasas cobran importancia debido a que son enzimas bifuncionales que tienen un
gran potencial para degradar H2O2, mas que las catalasas monofuncionales debido a que exhiben

valores de Kn mas bajos (Hansberg, 2002).

Se decididé medir la actividad catalasa/peroxidasa (A. CPs) con base en los resultados mostrados en
la seccion 8.6.2, donde el analisis protedmico reveld que la concentracion de la catalasa/peroxidasa
se incrementd en los conidios obtenidos bajo una atmésfera enriquecida con 30 % Oa, sin embargo
no se detectd la presencia de esta proteina en los conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas
normales (21 % O2) en los geles 2D SDS PAGE, aunque a la luz de los resultados mostrados en la

Grafica 11, es posible decir que la CPs se encontraba presente en los conidios obtenidos con 21 %
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02, puesto que fue posible medir su actividad, pero el método de tincion de proteinas empleado no

permiti6 detectarla.

En resumen, la concentracién de la CPs se increment6 en los conidios obtenidos con 30% Oz, con
respecto a aquellos obtenidos con 21 % Oo, sin embargo se observé que desde las 84 h y hasta las
156 h no se encontrd diferencia significativa (p > 0.05) entre estos dos tratamientos en la A. CPs (ver
letras minUsculas de la Grafica 11), posiblemente debido a la presencia de isoenzimas en los conidios
obtenidos bajo una atmosfera rica en oxigeno (30 % Ox), es decir se elevd la concentracion de una
isoenzima (que fue posible detectar en los geles) pero que no presentaba la mayor activad enzimatica,
de hecho hay isoenzimas de catalasas/peroxidasa que se han detectado antes en conidios de dos

cepas de M. anisopliae (Miller et al., 2004).
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Grafica 11. Actividad Catalasa Peroxidasa de conidios de M. anisopliae, obtenidos con distintas concentraciones de
oxigeno en la atmosfera (16 % i, 21 % [} 30 % W y 40 % 7Z ). Las barras con diferente letra mindscula, distinguen

los grupos obtenidos entre distintos tratamientos a un solo tiempo; barras con diferente letra mayUscula distinguen los
grupos obtenidos comparando el mismo tratamiento a través del tiempo (prueba de Tukey p < 0.09).

El analisis de componentes principales evidencié que la actividad catalasa/peroxidasa se relaciona
positivamente con los pardmetros de calidad, infectividad y la viabilidad (Gréfica 8), tanto en los

conidios obtenidos con atmosfera normal (21 % O2) como con atmosfera rica en oxigeno (30 % O2).
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Esta relacion concuerda con el hecho de que sélo los conidios obtenidos bajo estas condiciones

infectan a mas del 50 % de los insectos en un bioensayo, de tal modo que sélo sobrevivieron 22.2 %
y 7.6% de la poblacion de insectos, respectivamente (seccion 8.3.4), que a su vez concuerda con que
los conidios obtenidos a las 132 h de las condiciones atmosféricas mencionadas, exhiben al menos
un 58 % de incremento en la A. CPs, comparado con los conidios obtenidos bajo las atmésferas
modificadas conteniendo 16 y 40 % O, las cuales disminuyeron su actividad al menos en 53.6 %
comparado con la atmésfera normal y mataron menos del 50 % de las larvas de T. molitor. Este
resultado es coherente con que soélo los conidios resisten a las condiciones oxidantes presentes

durante la infeccién, tienen éxito en ocasionar la muerte del insecto (Kavanagh y Reeves, 2004).

De acuerdo con estos resultados, cuando los conidios de Isaria fumosorosea se obtuvieron a las 156
h en presencia de una atmaésfera conteniendo 26 % de O, la actividad catalasa (total) incrementé 50
% con respecto a la atmdsfera normal (Miranda-Hernandez et al., 2014). En el presente estudio, este
comportamiento lo ocasion6 tempranamente una atmosfera pobre en oxigeno (16 % O2), en la Gréfica
11 se observa que a las 108 h de cultivo se produce un incremento (p < 0.05) del 61.9 % en la A. CPs
de los conidios obtenidos bajo un atmésfera conteniendo 16 % Oz, comparado con la actividad de los
conidios obtenidos con atmosfera normal, en contraste, las atmdsferas ricas en oxigeno (30 y 40 %
02) no provocaron ningun incremento de la actividad significativo (p > 0.05) con respecto a la atmédsfera

normal (21 % Oz) en este tiempo de muestreo (ver letras minusculas).

Es importante mencionar que la mayor actividad enzimatica (Catalasa/Peroxidasa) exhibida por los
conidios obtenidos bajo la atmdsfera conteniendo 30 % O> se observé en un solo punto en el tiempo
(132 h, Grafica 11, ver letras mayusculas), para el resto de los tiempos de muestreo no se encontr6
diferencia significativa (p > 0.05). Como se menciond antes, la condicion que provoca primero una
elevaciénenla A. CPs es 16 % O2 (108 h), por otro lado; la atmédsfera normal (21 % O2) y la atmésfera
una atmésfera rica en oxigeno (30 % Oo) incrementaron la actividad enzimatica al mismo tiempo
(132h), la atmésfera conteniendo 40 % Oz no incrementd la A. CPs en ninguno de los puntos

muestreados.

Los conidios del hongo Isaria fumosorosea obtenidos con 26 % O, tienen una viabilidad que se
modifica en dos diferentes tiempos de muestreo. En cultivo superficial con la cepa . fumosorosea
ARSEF 3302, a las 180 h, la viabilidad de los conidios obtenidos con 26 % Oz incrementé 27.2 % con

respecto a los conidios obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2), pero el efecto



RESULTADOS Y DISCUSION _

benéfico de la atmdsfera rica en oxigeno desaparece a las 300 h, donde no se encontrd diferencia

significativa (Mufiz-Paredes et al., 2016), posiblemente porque a las 300 h disminuy6 la actividad
catalasa, si se relaciona ese fenémeno con el presente estudio en donde existe un incremento en la
actividad de esta enzima en un sélo punto de la cinética; en el caso de /. fumosorosea ARSEF 3302
el punto de mayor actividad CPS podria ser a las 180 h, esta es una explicacion plausible puesto que
el analisis de componentes principales mostré que la actividad catalasa/peroxidasa esta relacionada
con la viabilidad, ademas las catalasas son enzimas necesarias para salir de la latencia y enfrentar el
nuevo metabolismo aerobio (Oh et al., 2010) y para enfrentar a las ERO que se generan por parte del

insecto durante la infeccion (Kavanagh y Reeves, 2004).

8.7.4 Superéxido Dismutasa

La superdxido dismutasa es una enzima antioxidante que cataliza la dismutacion de dos moléculas de
anion radical superoxido en moléculas de perdxido de hidroégeno y dioxigeno (Fridovich, 1989; Michiels
et al., 1994), esta enzima se ha reportado como uno de los factores antioxidantes mas importantes
para la resistencia a la hiperoxia en células de Saccharomyces cerevisiae (Outten et al., 2005). Para
M. anisopliae, esta enzima también es importante, ya que los conidios y el micelio de este hongo
presenta dos isoenzimas y tres isoenzimas solo en los conidios de la cepa M. anisopliae 324 (Miller et
al., 2004).También se demostrd que la SOD, que contiene en su centro activo Cu/Zn, juega un papel
importante en el establecimiento de la infeccion del hongo a Candida albicans al protegerlo del estrés
oxidante provocado por los macréfagos que producen ERO durante la infeccion (Hwang et al., 2002).
Por su parte, los conidios de Isaria fumosorosea obtenidos de un medio de cultivo al cual se adiciond
Cu y Zn los cuales indujeron la actividad SOD, fueron mas tolerantes a la radiacion UV-B, a la
temperatura y exhibieron una mayor tasa de virulencia contra larvas de Plutella xylostella, ademas de

que mejord la resistencia al estrés oxidante provocado por la adicién de menadiona (Ali et al., 2011).

En la presente investigacion se midié la actividad total de las SOD de los conidios de M. anisopliae, la
actividad superdxido dismutasa (A. SOD) de los conidios obtenidos no exhiben diferencia significativa
(p > 0.05) en las primeras 24 h después del primer pulso (84 h), independientemente de la
concentracién de oxigeno bajo la cual fueron cultivados. Este efecto persiste durante toda la cinética,
excepto para los conidios obtenidos bajo la atmosfera conteniendo 40 % Oa, cuyos conidios presentan
la actividad enzimatica mas alta y que difiere de la A. SOD de los conidios obtenidos del resto de los

tratamientos (p < 0.05); con las atmésferas modificadas (16 y 30 % O2) y la atmésfera normal (21 %
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02) la A. SOD exhibié valores de entre 60 y 70 U/ mg de proteina y esta actividad no difirio

significativamente (p > 0.05) en el tiempo (Gréfica 12, ver letras mayusculas), por otro lado la tendencia
que se observa en la Grafica 12, es que solamente la A. SOD de los conidios obtenidos bajo la
atmésfera mas oxidante (40 % O2) son los que incrementan su A. SOD a través del tiempo, hasta
incrementar poco méas del 100 % su actividad a las 156 h. Este comportamiento se habia observado
antes en los conidios de B. bassiana que fueron expuestos a una baja (16 %) y una alta (26 %)
concentracién de oxigeno, comparado con la atmésfera normal, B. bassiana no mostré diferencias

significativas entre tratamientos en 3 de los 6 dias muestreados (Garza-L6pez et al., 2012).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, indican que los conidios de M. anisopliae
obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O.), tienen una A. SOD limitada (entre 60 y
70 U/mg de proteina) y que de manera normal esta actividad es consistente en todos los conidios
producidos a través del tiempo, dicho de otra manera, la A.SOD no cambia significativamente en el
tiempo en estos conidios (p < 0.05), esto sugiere que en el momento, en que se forma un septo
alrededor del cuello de la fidlide y se crea un nuevo conidio (Campbell, 1975), la enzima SOD que el
micelio “preenvasa” o provee al conidio, es cuidadosamente controlada, ya que uno de sus productos
(H202) podria reaccionar por medio de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, lo cual eventualmente
generaria al radical hidroxilo (OH®), considerado la especie reactiva de oxigeno mas peligrosa, ya que
puede dafiar a las membranas celulares al causar la oxidacion de lipidos (Michiels et al., 1994), esta

explicacion podria extenderse para los conidios obtenidos bajo la atmésfera conteniendo 30 % Oo.

En contraste, los conidios obtenidos bajo un atméfera conteniendo 40% de Oo, si incrementan su A.
SOD, esto sugiere que posiblemente hasta una concentracién de 30 % O, M. anisopliae tiene la
capacidad antioxidante para tolerar el incremento de oxigeno. Ali et al, (2011) y Hwang et al., (2002)
reportan que la actividad superoxido dismutasa se correlacionaron positivamente con la infectividad,
sin embargo en esta investigacion se observo por medio del analisis de componentes principales
(Gréfica 8) que actividad de la enzima superéxido dismutasa se relaciona negativamente con la
infectividad (TLso, r = -0.689 y S, r -0.934; p = 0.05), mientras que la A.SOD si se relaciona con la

modificacion atmosférica con concentraciones de oxigeno de 16 y 40 %.
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Grafica 12. Actividad Superéxido dismutasa de conidios de M. anisopliae, obtenidos con distintas concentraciones de
oxigeno en la atmosfera (16 % %, 21 % [} 30 % [ y 40 % ZZ ). Las barras con diferente letra minuscula, distinguen
los grupos obtenidos entre distintos tratamientos a un solo tiempo; barras con diferente letra mayUscula distinguen los
grupos obtenidos comparando el mismo tratamiento a través del tiempo (prueba de Tukey p < 0.095).

Recientemente se reportd que la concentracion de superdxido se mantuvo alrededor de 2.5 FU/ mg
de proteina en los conidios de B. bassiana en todos los dias de muestreo, excepto en el dia 7 en el
que la concentracion fue 25 veces mayor con los conidios obtenidos con una atmdsfera rica en oxigeno
(26 %) en comparacion con una atmosfera normal (Pérez-Guzman et al., 2016), este hecho podria
explicar por qué en los conidios de M. anisopliae solo se incremento la actividad enzimatica en el

ultimo tiempo de muestreo y con una concentracion elevada de oxigeno (40 % O2).

Apoyando la idea que el micelio “preenvasa” cuidadosamente a la SOD, es posible argumentar que
especialmente en las mitocondrias debe de existir un equilibrio entre la actividad de la SOD (que
genera H202 ) y el ciclo redox del GSH para asegurar la eliminacion eficaz del H202, puesto que este
organelo carece de catalasas para eliminar el H.0, y cuando se disminuye la concentracion de GSH
mitocondrial se compromete la reduccién adecuada de H20> (Fernandez Checa y Garcia Ruiz, 2008),
en el presente estudio se midio la actividad SOD total, no la SOD exclusivamente mitocondrial, pero
no se descarta que la falta de la elevacion en la actividad SOD pueda deberse a ese hecho.
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Las mitocondrias son las principales consumidoras de oxigeno molecular en la célula, y este proceso
funciona como un dispositivo de transduccién para promover la energia requerida para la sintesis de
ATP durante la fosoforilacién oxidativa. Aunque la mayor parte del oxigeno consumido durante la
fosforilacion oxidativa se convierte en agua, parte del oxigeno genera especies reactivas de oxigeno
como el radical superéxido y peroxido de hidrogeno (Fernandez Checa y Garcia Ruiz, 2008), por lo
tanto es viable que las atmdsfera modificadas (16, 26, 30 y 40 % O.) ocasionen estrés oxidante en el
micelio una vez que se inicié la aplicacion de los pulsos a las 60 h de cultivo, y como un mecanismo
para aislarse de una posible elevacién en las ERO, el micelio eligio la via de la diferenciacion, a
conidios (Aguirre et al., 2005). Lo anterior seria la respuesta al posible estrés oxidante, previamente a
la diferenciacion, el micelio desarrolla varios mecanismos de respuesta para contrarrestar las
consecuencias perjudiciales del estrés oxidante, entre estos procesos, las alteraciones metabdlicas
juegan un papel importante en las células eucariotas (Ralser et al., 2007), incluyendo a Metarhizium
anisopliae, puesto que los resultados indican que por lo menos en los conidios obtenidos bajo una
atmdsfera conteniendo 30 % O, la sintesis de proteinas fue diferencial con respecto a aquellos
obtenidos bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O.), sintetizando proteinas que estan

implicadas en el metabolismo (Grupo Ill, seccién 8.6.3).

La formacion de ERO deberia disminuir con la hipoxia, ya que la concentracién de oxigeno es
proporcional a la formacién de ERO (Turrens, 2003). Sin embargo, en esta secciéon se mostré que en
ciertos puntos de la cinética, la atmésfera con menor concentracion de oxigeno (16 %) eleva tanto las
actividades enzimaticas (excepto de SOD), como lo hacen las atmaosferas ricas en oxigeno (30 y 40
%), este incremento paradojico esta relacionado a que en condiciones de hipoxia, se puede producir
dxido nitrico, este a su vez puede reaccionar con el anion superdxido, proveniente de la cadena
respiratoria mitocondrial para generar una gama de especies reactivas de nitrdgeno como el
peroxinitrito (ONOO -), el cual puede oxidar de tioles y dafiar algunas proteinas. Esto se ha
demostrado en Saccharomyces cerevisiae (Castello et al., 2006) y es posible que este efecto se haya
ocasionado en el micelio de M. anisopliae cuando se modifico la atmésfera (60 h) con una
concentracion baja de oxigeno (16 %), en consecuencia los conidios analizados muestran una mayor

actividad de las enzimas antioxidantes para hacer frente a esta condicion en la siguiente generacion.

Finalmente, los factores que determinan el éxito de un hongo entomopatdgeno son sus caracteristicas

de calidad, ademas de que los factores ambientales a los que estara expuesto y la respuesta inmune
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de su hospedero responden incrementando la concentracion de ERO (Inglis et al., 2001; Lovett y St.
Leger, 2015). Tomando en cuenta estos factores, en este trabajo se mejoraron los pardmetros de
calidad por el incremento de la concentracién de oxigeno bajo el cual se cultiva M. anisopliae (30 %
02), esto indujo la sintesis de proteinas que participan en la resistencia al estrés, tanto al estrés
oxidante (CPs) como estrés térmico (HSP88); mientras que algunas enzimas antioxidantes que
también se incrementan, se relacionan con la viabilidad (CPs), la termotolerancia (GR) y la infectividad

(CPs y Grupo |, seccion 8.6.1).

Las cepas que no resisten a las ERO forman sectores, en los cuales no hay formacion de conidios,
ademas se nota una clara degradacion de la cepa en cultivos sucesivos en medios artificiales (Wang
et al., 2005). Para resolver esto, una posible aplicacién, seria utilizar conidios obtenidos bajo una
atmdsfera rica en oxigeno, que serian menos sensibles a cultivos sucesivos por contener enzimas y
proteinas para enfrentar el estrés oxidante, esto evitaria pérdidas economicas al evitar la formacion

de sectores con falta de conidios, puesto que estos son la unidad infectiva comerciable.
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9 RESUMEN DE RESULTADOS

Anélisis de la produccion y calidad de conidios

e L.a mayor produccion de conidios de M. anisopliae se encontro con atmdsferas ricas en oxigeno (26 y
30 % Oy), pero la maxima productividad se encontré a las 132 h con 30 % O,

¢ El mejor punto de crecimiento del micelio de M. anisopliae que provoca la maxima produccion de
conidios (Cmax), calculada por el modelo de Gompertz, para aplicar una atmésfera rica en oxigeno es 60
h de cultivo.

e Las atmésferas que ocasionaron que los conidios producidos por M. anisopliae exhiban buenos
parametros de calidad, son aquellas que contuvieron 21, 26 y 30 % de oxigeno, en especial los conidios
obtenidos bajo una atmdsfera conteniendo 30 % Oz exhibieron los siguientes valores en sus parametros,
viabilidad (V, 96 %), termotolerancia (TSso, 1.21 h) e infectividad (S, 22.27 %) contra una viabilidad (V,
79. 66 %), termotolerancia (TSso, 0.76 h) e infectividad (S, 7.6 %) presentada por los conidios obtenidos
bajo una atmésfera normal (21 % Oy).

e Las atmdsferas que ocasionan que los conidios producidos por M. anisopliae exhiban pobres valores
en los parametros de calidad, viabilidad, hidrofobicidad, e infectividad son aquellas que contienen 16y
40 % O,

Anélisis del perfil proteémico

e Para extraer proteina intracelular de conidios de M. anisopliae, fue necesario someter a rompimiento
a los conidios con perlas de vidrio al menos 6 min para asegurar el rompimiento del 99 % de conidios.
e | a electroforesis con geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes parece ser una buena
técnica para la deteccion de proteinas degradadas.

o E| analisis del perfil protedmico de los conidios obtenidos bajo una atmosfera rica en oxigeno,
conteniendo 30% O2 y aquellos obtenidos bajo una atmésfera normal (21 % O2), reveld que los conidios
de M. anisopliae obtenidos con la atmdsfera rica en oxigeno contienen una dotacion “preenvasada” de
proteinas, principalmente aquellas que estdn implicadas con la infectividad, resistencia al estrés,
metabolismo y con funcién desconocida que estan relacionadas con la mejora de dos parametros de
calidad (termotolerancia e infectividad). Por otro lado, recuperar el poder reductor es importante para
los conidios de M. anisopliae, puesto que entre las proteinas que participan en el metabolismo (Grupo
1) se identifico a la transaldolasa, que participa en la ruta de las pentosas fosfato.
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Andlisis de las enzimas antioxidantes

e Los conidios de M. anisopliae cultivados en condiciones mas oxidantes que 21 % O adquirieron una
alta capacidad antioxidante (incremento en de la actividad Glutation peroxidasa) que se ve reflejada
desde los conidios que se forman tempranamente (84h), aunque el analisis de componentes principales
reveldo una baja relacidn con los parametros de calidad con la actividad de la enzima glutation
peroxidasa.

. Desde las 84 h, la actividad glutation reductasa de los conidios que fueron cultivados en atmosferas
modificadas (16, 30 y 40 % O:) se incremento 3.39, 2.83 y 2.49 respectivamente, respecto a la actividad
de los conidios cultivados bajo una condicién atmosférica (21 % Ox), este comportamiento se mantuvo
hasta las 156h en los conidios cultivados bajo las atmdsferas mas oxidantes (30 y 40 % O2), por otro
lado el analisis de componentes principales mostrd que existe relacion positiva entre el incremento de
la actividad glutation reductasa y la mejora en la termotolerancia de los conidios de M. anisopliae
obtenidos bajo una atmésfera conteniendo 30 % de O

e a mayor actividad enzimatica (Catalasa/Peroxidasa) exhibida por los conidios obtenidos bajo la
atmdsfera conteniendo 30 % Oz con respecto a la atmosfera normal, se observé en un solo punto de la
cinética (132 h). El andlisis de componentes principales evidencid que la actividad catalasa/peroxidasa
se relaciona con los parametros de calidad, infectividad y viabilidad, tanto en los conidios obtenidos con
atmdsfera normal (21 % O2) como con atmésfera rica en oxigeno (30 % O2), esta relacién concuerda
con el hecho de que s6lo los conidios obtenidos bajo estas condiciones infectan a mas del 80 % de los
insectos en un bioensayo.

e | os conidios de M. anisopliae obtenidos no exhiben diferencia significativa (p > 0.05) en su actividad
superoxido dismutasa en las primeras 24 h después del primer pulso (84 h), independientemente de la
concentracion de oxigeno bajo la cual fueron cultivados, este efecto persiste durante toda la cinética,
excepto para los conidios obtenidos bajo la atmésfera conteniendo 40 % Oo, la actividad de la enzima
se encontrd limitada entre 60 y 70 U/mg de proteina, por su parte, se observé por medio del anélisis de
componentes principales que actividad de la enzima SOD se ve relacionada negativamente con la

infectividad.
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10 CONCLUSION

La exposicion de un micelio competente de Metarhizium anisopliae (60 h) a una atmdsfera rica en
oxigeno (30 % O2) mejor6 la produccion y calidad de sus conidios con respecto aquellos obtenidos
bajo condiciones atmosféricas normales (21 % O2), debido al incremento de la sintesis de un grupo

de enzimas (Il) que le permitieron resistir al estrés (oxidante o por temperatura).

La modificacidn de la atmdsfera con oxigeno conteniendo 30 % resultd ser una buena estrategia para
mejorar la infectividad de los conidios con respecto aquellos cultivados bajo una atmdsfera
conteniendo 21 % Oz, debido a que estos sintetizan diferencialmente un grupo de proteinas (I)
implicadas en la infectividad, a la vez que la actividad de las enzimas antioxidantes glutation reductasa
y catalasa / peroxidasa se elevan y se relacionan con los parametros de calidad virulencia e
infectividad. Por un lado, la atmosfera modificada conteniendo 16 % O2 no mejord ningin parametro
de calidad de los conidios de M. anisopliae, debido a que no se relacionan con ninguna enzima
antioxidante que mejore estos pardmetros, y por otro lado, la atmésfera modificada conteniendo 40 %
02 s6lo mejoré la termotolerancia de los conidios debido a que este tratamiento se relaciona con la

actividad de la enzima glutation peroxidasa.

Es importante mantener el poder reductor del NADPH y el GSH para M. anisopliae debido a que provee
a sus conidios obtenidos con una atmdsfera rica en oxigeno (30 % O2) de dos proteinas importantes,
una que participan en la via de la pentosa fosfato (transaldolasa) y otra en el ciclo del glutatién

(glutatién reductasa), en la cual se eleva la actividad.

La modificacion atmosférica en el cultivo de M. anisopliae es un fendmeno que involucra respuestas
multifactoriales para la sintesis de proteinas, incluyendo enzimas antioxidantes. Algunas de estas
proteinas participan en la reprogramacion de metabolismo de carbohidratos para recuperar el poder

reductor.
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11 PERSPECTIVAS

» Realizar pruebas de resistencia a la luz UV- B, para determinar si una elevada concentracién
(30 % O2) de oxigeno puede incrementar la resistencia de los conidios

» Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno

» Analizar si el efecto benéfico sobre parametros de calidad ocasionado por una concentracion
elevada de oxigeno puede transmitirse a la siguiente generacion de conidios de M. anisopliae.

» Evaluar si los conidios que presentan enzimas de proteccién contra estrés (Grupo ) pueden
ser més estables cuando son cultivados sucesivamente en medios de cultivo artificiales.

» Agotar en las muestras de proteina intracelular de conidios de M, anisopliae las proteinas mas
abundantes y realizar nuevamente geles 2D SDS PAGE

» Corroborar el incremento de la expresion de los genes de las proteinas identificadas por qPCR
(quantitative polymerase chain reaction)

» Realizar el andlisis proteémico de los conidios de M, anisopliae obtenidos bajo las atmosferas
modificadas 16 y 40 % O que pueda dar indicios del porque estos conidios tienen en general
una mala calidad.

» Determinar el estado oxido reduccion con los pares GSSG/ 2GSH y NAPD+/NADPH
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13.1 Curva estandar de proteina

Se realizd una curva de calibracion para determinar la concentracién de proteina intracelular extraida
de los conidios, los datos se interpolaron con la siguiente ecuacion, lo datos se ajustaron a una linea
recta con un coeficiente de correlacion (R2) de 0.9902. Se realizaron los calculos necesarios para
depositar 200ug de proteina en un tubo de 2.0 mL, las muestras fueron liofilizadas como se describid

en la seccion de materiales y métodos.

ABS = 0.0177 (r‘;—i de protefna) + 0.3714

1.6

0.8 -
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Grafica 13. Curva estandar de albumina sérica bovina.

Este fue un paso previo para realizar los siguientes experimentos, a cada tubo con 200 ug de proteina
se rehidrat6 y se procedié a realizar la primera dimension (separacidn por punto isoeléctrico) de tres
replicas biol6gicas y dos réplicas técnicas de cada condicion seguido de la separaciéon por peso

molecular en la segunda dimension.
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13.2 Curvas estandar de Peso Molecular y Punto Isoeléctrico

El peso molecular experimental de cada mancha se determind por interpolacion de los log del Peso
Molecular del marcador de peso molecular (Figura 9) contra su Rf, con la siguiente ecuacion
log PM = 2.438 e~ 101 R/ con un coeficiente de variacion (R?) de 0.9943. En la Grafica 14 se

muestra una linea sdlida que indica el ajuste de los datos experimentales a la ecuacion exponencial.

25

0 0.2 04 0.6 0.8 1
Movilidad relativa (Rf)

Grafica 14. Curva estandar de movilidad relativa de proteinas.

Para determinar el punto isoeléctrico de cada proteina se sirvio del hecho de que el gradiente de pH
en la tira con acrilamida es de tipo lineal, por lo que se graficé la distancia recorrida (cm) contra las

unidades de pH y los datos se ajustaron la siguiente ecuacion con un coeficiente de variacion (R?)

0.999.

pH = 0.9987 * distancia recorrida (cm) + 3
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Grafica 15. Curva estandar del punto isoeléctrico de proteinas.

13.3 Curva estandar CPs

Se construyd una curva estandar de formaldehido, se realizaron 7 diluciones que se muestran en la
Tabla 14, de una solucion de formaldehido estandar que tenia una concentracion de 4.25 mM , las
absorbancias de las soluciones estandar diluidas sirvieron para construir la Grafica 17, los datos se
ajustaron a un modelo lineal con una R? de 0.9857, cuya ecuacion (9) se ocup6 para calcular la
concentracion de formaldehido (uM) de los ECE de conidios de M. anisopliae, posteriormente se

calculé la A. CPs con la ecuacion 10 descrita en la seccién 7.18.4 de materiales y métodos.

ADS s —0.2411 Y (10)

[ Formaldehido] =
0.0079

Tabla 14. Soluciones estandar de formaldehido

Solucion estandar de  Soluciéon amortiguadora

Tubo  Formaldehido (uL) de muestra (uL) [Formaldehido] final (uM)
1 0 1000 0
2 10 990 5
3 30 970 15
4 60 940 30
5 90 910 45
6 120 880 60
7 150 850 75
8 170 830 85
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Grafica 16. Curva estandar de Formaldehido.

13.4 Curva estandar SOD

Se construyd una curva estandar con superoxido dismutasa de eritrocitos bovinos que tenia una
actividad de 1.25 U/mL, se realizaron 7 diluciones que se muestran en la Tabla 15 cuyas absorbancias
sirvieron para calcular la Tasa linealizada (TL) y construir la Gréfica 17. Los datos se ajustaron a un
modelo lineal con una R2 de 0.9833, cuya ecuacion (11) se ocup6 para calcular la A. SOD de los ECE

de conidios de M. anisopliae

Actividad.sOD = 1= 10782 _y (12)
12.213
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Tabla 15. Estandares de actividad SOD
Estandar de SOD Solucién amortiguadora de A. SOD final

Tubo (ML) muestra (pL) (U/mL)

1 0 1000 0
2 20 980 0.025
3 40 960 0.05
4 80 920 0.1
5 120 880 0.15
6 160 840 0.2
7 200 800 0.25
8 240 760 0.3
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T 301
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Grafica 17. Curva estandar de Actividad SOD
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14.1 Analisis de imagenes
Gel maestro 21% obtenido con PDQuest Advanced 8.0.1

-
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Gel maestro 30% obtenido con PDQuest Advanced 8.0.1
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15.1 Trabajos presentados en congresos
» Effect of oxidant pulses in Metarhizium anisopliae cultures: Conidial production and infectivity.

VX National congress of biotechnology and bioengineering and 12 th International symposium on the
genetics of industrial microorganisms, Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, 23-28 de

Junio de 2013, Cancun, Quintana Roo, México

» Una elevada concentracion de oxigeno en la atmésfera del cultivo de Metarhizium anisopliae

mejora la termotolerancia de los conidios.

3er Simposio: Perspectivas en Biotecnologia, Universidad Autbnoma Metropolitana, Posgrado en

Biotecnologia, 28 Marzo 2014, Ciudad de México, México

» Modulacion de la superoxido dismutasa en conidios de Metarhizium anisopliae por

concentraciones de oxigeno en el cultivo

XVI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, Sociedad Mexicana de Biotecnologia y

Bioingenieria, 21-26 de Junio de 2015, Guadalajara, Jalisco, México

» Oxygen concentration in culture of Metarhizium anisopliae generates conidia with uniform

antioxidant activity.

XXXI Congreso Nacional de Bioquimica, Sociedad Mexicana de Bioquimica, 6 al 11 de Noviembre del

2016, Aguascalientes, Aguascalientes, México

15.2 Publicacion internacional

Garcia-Ortiz, N., Tlecuitl-Beristain, S., Favela-Torres, E., Loera O. (2015) Production and quality of conidia by
Metarhizium anisopliae: critical oxygen level and period of mycelium competence. Applied Microbiology and
Biotechnology 99(6): 2783- 2791. doi:10.1007/s00253-014-6225-2
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Abstract Mycoinsecticides application within Integral Pest
Management requires high quantities of conidia, with the
proper quality and resistance against environmental condi-
tions. Metarhizium anisopliae var. lepidiotum conidia were
produced in normal atmospheric conditions (21 % O,) and
different concentrations of oxygen pulses (16, 26, 30, and
40 %); conidia obtained under hypoxic conditions showed
significantly lower viability, hydrophobicity, and virulence
against Tenebrio molitor larvae or mealworm, compared with
those obtained under normal atmospheric conditions. Higher
concentrations of oxygen (26 and 30 %) improved conidial
production. However, when a 30 % oxygen concentration was
applied, maximal conidial yields were obtained at earlier times
(132 h) relative to 26 % oxygen pulses (156 h); additionally,
with 30 % oxygen pulses, conidia thermotolerance was im-
proved, maintaining viability, hydrophobicity, and virulence.
Although conidial production was not affected when 40 %
oxygen pulses were applied, viability and virulence were
diminished in those conidia. In order to find a critical time
for mycelia competence to respond to these oxidant condi-
tions, oxygen pulses were first applied cither at 36, 48, 60, and
72 h. A critical time of 60 h was determined to be the best time
for the M. anisopliae var. lepidiotum mycelia to respond to
oxygen pulses in order to increase conidial production and
also to maintain the quality features. Therefore, oxygen-
enriched (30 %) pulses starting at 60 h are recommended for
a high production without the impairment of quality of
M. anisopliae var. lepidiotum conidia.

N. Garcia-Ortiz + E. Favela-Torres + O. Loera (D<)
Departamento de Biotecnologia, Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa, 09340 Mexico, DF, Mexico
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Programa Educativo de Ingenieria en Biotecnologia, Universidad
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Introduction

Entomopathogenic fungi have received considerable interest
because of their capacity to control insect pests, and thus may
be considered as an alternative to chemical insecticides. These
biological control agents can be produced and then integrated
into agro systems as a part of the integrated pest management
(IPM) programs (Faria and Wraight 2007). Entomopathogenic
fungi application in some inoculative strategies requires levels
of conidia of about 10'? conidia per hectare, and thus it is very
important to have an appropriate method for conidial produc-
tion (Dorta et al. 1996). Recently, many studies have focused
on achieving high conidial yields. Nevertheless, a few reports
have considered the quality of the conidia produced, in addi-
tion to resistance to abiotic factors, where the temperature
plays an important role (Kamp and Bidochka 2002; Prakash
et al. 2008; Tarocco et al. 2005; Li and Feng 2009).

In general, molecular O, has been considered harmless,
since this compound is required by aerobic organisms.
Reactive oxygen species (ROS) are generated in acrobic or-
ganisms either as by-products of normal metabolism (respira-
tory chain) or by the activity of NADPH oxidases. However,
under certain environmental conditions, molecular O, can
promote the generation of high levels of ROS in amounts
representing a significant toxicity against the cells
(Hansberg et al. 1993). ROS such as superoxide anion,
hydrogen peroxide, and hydroxyl radical can damage
DNA. lipids, and proteins (Garza-Lopez et al. 2012).
Nevertheless, these radicals are also related to cell differ-
entiation in some fungal microorganisms (Aguirre et al.
2005; Belozerskaya and Gessler 2006).

@ Springer
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Different studies have probed the effectiveness of modified
atmospheres to reduce the germination of fungal spores during
the treatment of minimally processed vegetables; in fact, those
treatments are based on increasing the O, concentration in the
atmosphere (Jacxsens etal. 2001). In the case of entomopatho-
genic fungi, oxygen-rich atmospheres enhance the conidial
production in M. anisopliae var. lepidiotum (Tlecuitl-Beristain
et al. 2010), cause moderate stress in Beauveria bassiana
(Garza-Lopez et al. 2012) and/or improve the thermotolerance
and the virulence parameters in Isaria fumosorosea (Miranda-
Hernandez et al. 2014). These studies with entomopathogenic
fungi have been performed only under either normal atmo-
spheric conditions or 26 % O, pulses; the effects of hypoxia
pulses (16 % O,) have been reported only for B. bassiana
growing in solid culture.

Hence, the aim of this work was to explore wider ranges of
O, pulses (from 16 to 40 %), and then to determine the best O,
concentration to improve the conidial production of
M. anisopliae var. lepidiotum, and to evaluate the quality of
the produced conidia. In addition, there are no studies describ-
ing the critical time for initiating these atmospheric pulses,
since mycelia competence might vary before the onset of
conidiation (Sanchez-Murillo et al. 2004). Another goal was
to establish the competence time for the mycelia to respond to
such oxidant conditions, which would be essential in current
strategies of conidial production.

Materials and methods
Microorganisms and culture conditions

The fungal strain M. anisopliae CP-OAX was obtained from
the culture collection of the Colegio de Posgraduados
(Texcoco, Mexico) and identified as M. anisopliae var.
lepidionim (Tlecuitl-Beristain etal. 2010). This strain has been
deposited into the Culture Collection ENCB-IPN WDCM449
with the identification number ENCB-MG-81. Maintenance
was carried out using vials with deionized water at 4 °C
(Lopez Lastra et al. 2002). The initial inoculum was obtained
by propagating the fungus in Petri dishes containing oat-
peptone agar (oat flour 33.3 g L™ [Grupo industrial Vida,
Jalisco, Mexico], meat peptone 10 g L' [Bioxon, Estado de
Mexico, Mexico], and agar 15 g L' [Bioxon, Estado de
Mexico, Mexico]). Incubations were carried out at 28+1 °C
with a 12/12 h light/dark photoperiod. The conidia obtained
after 7 incubation days were used as the inocula during the
conidial production assays.

Conidial production under modified atmospheric conditions

The conidial production assays were carried out in 120-mL
serological bottles (Distbrand, Mexico City, Mexico)

€\ Soringer

containing 10 mL of oat-peptone agar. The medium was
inoculated with a conidial suspension prepared with Tween
80 (0.1 k% vAv) (Amresco, Solon, USA); the conidia concen-
tration was 1x107 con mL™' corresponding to 5.7x
10% con em . All bottles were closed with cotton stoppers
to allow continuous gas exchange with the external environ-
ment and were incubated as previously described. After 60 h,
the stoppers were replaced by hermetic rubber seals, and the
atmosphere was displaced and replaced by the corresponding
modified atmosphere (Tlecuitl-Beristain et al. 2010). Four
modified atmospheres (Praxair Mexico, Monterrey, Mexico)
were used, one of them with a low oxygen concentration
(16 % O3) and the rest of them with high oxygen concentra-
tions (26, 30, and 40 % O,), all of them balanced with N,. The
modified atmosphere application was carried out as follows:
two needles were simultaneously placed in the rubber seals,
the modified atmosphere was passed through the first needle
for 1.2 min (flow rate, 13.8 cm’ s 1), and the second needle
functioned as the outlet during the continuous replacement of
the atmosphere. This procedure was carried out daily for
6 days. Serological bottles with cotton stoppers and no atmo-
spheric modifications (21 % O,) were used as the control. All
assays were carried out in triplicate. Conidia produced were
harvested every day by adding 20 ml of Tween 80 to each
bottle (0.1 % v/v) under vigorous magnetic stirring for 10 min,
every day three new bottles were used for harvesting conidia,
which were counted in a Neubauer chamber (Marienfeld,
Lauda-Ko6nigshofen, Germany). First, harvesting correspond
to 60 h post-inoculation, before this time conidia were not
detected, and finally the results are reported as conidia per
square centimeter. In order to better visualize the magnitude of
the changes, the data showed are the result from normalize
conidial production from each treatment, it means that all
values were divided by the maximal conidial production ob-
tained in normal atmosphere conditions (21 % O,), rendering
dimensionless units (conidia per squared centimeter divided
by conidia per squared centimeter).

Determination of the competence time to start the atmospheric
modifications

In order to determine the optimal response time of the fungus
to the atmospheric modification, these replacements were
initiated at different culture times. The strain M. anisopliae
var. lepidiotum was cultivated in serological bottles as previ-
ously described, although in these assays the first atmospheric
replacement was done after 36, 48, 60, or 72 h. These tests
were carried out only in a 30 % O, atmosphere. Conidia
quantification was performed as previously mentioned.
Results corresponding to conidial production (C) were fitted
by the Gompertz model (Eq. 1) to determine the maximum
conidial production obtained due to the changes on the initial
time of atmospheric replacement (Zwietering et al. 1990).
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v =axexp[-exp(b—ct)] (1

Where y is the In C/C, at time 7, a (adimensional), b
(adimensional), and ¢ (h™") are the parameters of the
Gompertz model; and 7 is the time (h).

The biological parameter C,,,« was determined by Eq. 2:

Cimnax = expla) * Co (2)

Where C,. 1s the maximum conidia concentration
(con em ?), a (adimensional) is the mathematical parameter
of the Gompertz model, and C; (con cm72) is the initial
conidia concentration.

Quality tests
Viability

The viability of the M. anisopliae var. lepidiotum conidia was
determined using maltose Sabouraud agar (MSA) containing
sodium deoxycholate (0.5 g L™") (Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, USA). Petri dishes containing MSA were inoculated
with 30 puL of a conidial suspension (1x10% con mL™",
corresponding to 300 conidia per dish). The conidia
were spread on the agar surface using a glass rod.
Incubation was carried out at 28+1 °C for 72 h.
Subsequently, the colony-forming units were counted
and the results were reported as a viability percentage
considering the initial 300 colonies as 100 %
(Montesinos-Matias et al. 2011b).

Hydrophobicity

Conidial hydrophobicity was determined by aqueous-solvent
partitioning assays (Shah et al. 2007). The conidia obtained
from the different conidial production assays were centri-
fuged (5000 rpm, 30 min, 4 °C) and the supernatant was
discarded. The conidia pellet was washed with distilled
water and centrifuged again. In order to neutralize the
surface charges, after discarding the supernatant, the co-
nidia were suspended in a 0.1 M KNO; (J.T. Baker,
Estado de Mexico, Mexico) solution. The conidial suspen-
sion was standardized to a final concentration of 1x
107 con mL™", and the optical density (OD) was deter-
mined at 660 nm using a UV/Visible Spectrophotometer
(Beckman, Fullerton, USA). This value corresponded to
the total optical density (OD,y). The conidial suspension
(3 mL) and 1 mL of n-hexadecane (Sigma-Aldrich, St.
Louis MO, USA) were transferred to assay tubes and
stirred for 20 s. The suspension was held at room tem-
perature for 30 min, and then the aqueous phase was
collected with a Pasteur pipette and the optical density
in the aqueous phase (OD,,) was recorded.

Relative hydrophobicity (/) was determined by Eq. 3:

oD,
H(%) = | 1-——X4 100 3
= (15p) o)

Where the ODy, represents the optical density of the
original conidial suspension, and the OD,, represents the
optical density of the resultant aqueous phase after n-
hexadecane addition (Shah et al. 2007).

Virulence bioassays

In order to probe if conidia virulence was negatively altered by
the modified atmospheres, virulence bioassays were carried
out using 7. molitor larvae (mealworm) (Petmmal, Estado de
Mexico, Mexico). The conidia produced under the modified
atmospheres (16, 21, 26, 30, or 40 % O,) were collected and
used to prepare conidial suspensions standardized only by
concentration (1 x 10% con mL™"). The larvae were submerged
for 15 s in these conidial suspensions and then were placed in
Petri dishes (90> 15 mm); each Petri dish contained 12 larvae
and a mixture of wheat bran/oat flakes (1:1 wAv) as feed. As a
control, a set of larvae was submerged into a sterile solution of
Tween 80 (0.1 %). The Petri dishes were placed into a trans-
parent plastic vessel containing a wet filter paper bed and then
incubated at 28+1 °C with a 12/12 h light/dark photoperiod;
the survival percentage was registered daily. To verify myco-
sis, dead larvae were transferred individually to new Petri
dishes and incubated in a plastic container as previously
described (Goettel and Inglis 1997). The experimental data
were fitted to a decay model proposed by Rodriguez-Gomez
etal. (2009) (Eq. 4).

Y = (100-S)e ¥ 1§ )
Y = 100 if 0<i<ig

Where Y is the percentage of survival at time # & is the
specific death rate (d"); £, is the time of the first insect death
(days); and S'is the final asymptotic survival (%). The survival
time 50 (STsq) was also calculated when Y=50 %.

Thermal tolerance of conidia

The conidia obtained under the different modified atmo-
spheres were subjected to thermal tolerance tests. The assays
were performed according to Rangel et al. (2005). Assay tubes
containing a conidial suspension standardized to 1x
10* con mL™" were incubated in a water bath at 45+1 °C.
Periodically, samples of the conidial suspension were collect-
ed, cultured in Petri dishes containing MSA medium, and
incubated for 72 h at 28+1 °C with a 12/12 h light/dark
photoperiod. After the incubation period, the colony-forming
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units were counted, then the survival percentage was plotted
against the time of heat treatment, and finally the results were
fitted to an exponential decay model according to Eq. 5:

S =Sy +c * (5)

Where S is the viability of the conidia at time ¢ S is the
initial viability (%). k" is the specific viability decay rate (h™"),
and ¢ is the time (h). The ST’ 5, was also estimated and defined
as the time at which 50 % of the initial conidia were still
viable, relative to the number of conidia able to form a colony
before applying the thermal stress (initial time).

Statistical analysis

All assays were carried out at least in triplicates. The results
obtained during the determination of the competence time, the
virulence assays, and the thermal tolerance test were fitted to
the corresponding models by using the estimation model of
Levenberg-Maquard, using the statistical software SPSS
v.18.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Data were analysed by
one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test. In
all cases, the set point of significance was «=0.05, and the
analysis was conducted with the SPSS software as well.

Results
Conidial production under modified atmospheric conditions

The effects of different O, concentrations in the conidial
production of M. anisopliae var. lepidiotum were studied by
applying pulses of different modified atmospheres every 24 h.
The results are shown in Fig. 1, where values were normalized
relative to the maximal value (at 156 h) obtained under normal
atmospheric conditions (5.43x 107 con cm ). The conidial
production obtained using 16 % O, was not affected (p>0.05)
in comparison with that registered under the normal atmo-
sphere. On the other hand, both oxygen-rich atmospheres (26
and 30 % O,) caused an increase (p<<0.05) in conidial pro-
duction, up to 86 % atter 180 h (with 26 % 0O,) and up to
120 % after only 132 h (with 30 % O,). These results showed
the effectiveness of these oxygen concentrations to enhance
conidial production levels and also the productivity relative to
the normal atmosphere. By contrast, conidial production was
not improved by applying a higher oxygen concentration
(40 % O,), as the yield obtained was not different (p>0.05)
from that registered under the normal atmosphere (21 % O,).
Among all the experiments, the highest (p<0.05) conidial
yield was obtained at 132 h (Fig. 1), therefore all the subse-
quent assays were carried out using the conidia obtained at
this specific time.
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Fig. 1 Time course of conidial production by M. anisopliae var.
lepidiotum (average+standard deviation) grown under O,-modified
atmospheres: 16 % O, (black circle); 21 % Oy (Lozenge, dotted line),
26 % O, (black down-pointing triangle); 30 % O, (dotted circle, darker
line); and 40 % O; (black square). The arrow shows the time at which the
first atmosphere exchange was applied. Values were normalized relative
to the maximal value (at 156 h) obtained under normal atmospheric

conditions (5.43x 107 con cm )
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Determination of the mycelium competence time to begin
the atmospheric modifications

According to the previous results, applying pulses of a mod-
ified atmosphere containing 30 % O, improved the conidial
production in M. anisopliae var. lepidiotum, and the applica-
tion of these O, pulses started after 60 h of incubation under
normal atmospheric conditions (21 % of O,). In order to
determine if the culture response to the oxidizing atmosphere
depends on the physiological stage of the fungus at the mo-
ment of the first O, pulse application, the atmosphere replace-
ments were initiated at different times: 36, 48, and 72 h, in
addition to 60 h.

Maximum conidial production (C,,,) was estimated by
fitting the data obtained during the growth kinetics of
M. anisopliae var. lepidiotum to the Gompertz model
(Zwietering et al. 1990). The model was able to explain
99 % of the analysed data (R*>0.99). The conidial production
obtained by applying the first O, pulse after 36 h was 1.1x10°
+6.2x10° con em > (Fig. 2). When the first O, pulse was
applied after 48 or 72 h of incubation, conidial production
decreased by 3.7 % in both cases. By contrast, under the same
culture conditions, the application of the first O, pulse after
60 h caused a 40 % increase (p<0.05) of conidial production
in comparison with that registered by applying the first pulse
after 36 h. These results showed that the fungal response to the
oxidizing atmosphere (30 % of O,) depends on the specific
time at which the first O, pulse is applied, as conidial produc-
tion was not improved (p<0.05) when the first O, pulse was
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Fig.2 Maximal conidial production (Cy,4y) as function of time of the first
atmosphere exchange to a modified atmosphere containing 30 % O,
(average+standard errors). Incubation C,,,. values were estimated with
the Gompertz model. Bars with different /etters show significant
differences (Tukey’s test p<0.05)

applied before or after 60 h; thus, mycelia reach a “compe-
tence” level to respond to the oxidant atmosphere at 60 h.
Therefore, conidial production improvement depends on the
fungal physiological stage at the moment of the first atmo-
sphere exchange.

Viability and hydrophobicity

In this work, we carried out two important conidia quality
control procedures, viability, and hydrophobicity (Fig. 3). The

100 -

(¢}

80 1 B.C
A, B

=
O
=

60 a

40

Viability or hydrophobicity (%)

20 4

0 T T T T T
16 21 26 30 40

Oxygen concentration (%)

Fig. 3 Percentage of viability (black) and relative hydrophobicity (gray)
ofthe M. anisopliae var. lepidiotum conidia (average+standard deviation)
produced under modified atmospheres containing different O, concen-
trations. Bars with different lowercase letters show significant differences
between the viability values and bars with different uppercase letters
show significant differences between the hydrophobicity values (Tukey’s
test p<0.05)

viability of the conidia obtained under normal atmospheric
conditions was 79.6+8.1 %. On the other hand, the viability
registered for the conidia produced under extremely oxidant
conditions (16 and 40 % O,) was significantly lower (p<0.05)
than that obtained under normal atmospheric conditions (21 %
05). On the contrary, the viabilities of the conidia produced
under higher oxidizing atmospheres, 26 and 30 % O,, were
not significantly different (p>0.05) from those registered for
the conidia produced under normal atmospheric conditions;
the viabilities registered were 88.1+12.4 and 96+6.1 %, re-
spectively. These results are favorable since the highest co-
nidial production was also obtained by applying a modified
atmosphere containing 30 % O, (previous section).

Regarding the conidial hydrophobicity, the conidia pro-
duced under hypoxic conditions (16 % O,) or under an atmo-
sphere containing 30 % O, exhibited the lowest hydrophobic-
ity (38.4£6.2 %) (p<<0.05). The conidia produced under the
normal atmosphere showed a hydrophobicity value of 71.4+
4.5 %, and no significant differences were observed (p>0.05)
relative to those registered for the conidia produced by apply-
ing the atmospheres containing 26 and 40 % O,; the hydro-
phobicity values were 72.3+£5.1 and 66.5+4.5 %, respective-
ly. These results are in accordance with those reported by
Tlecuitl-Beristain et al. (2010), where no changes were report-
ed between the hydrophobicity of the conidia produced under
normal atmospheric conditions and those from the conidia
obtained under an atmosphere containing 26 % O,.

Virulence bioassays

In order to describe the mortality profiles of the 7. molitor
larvae infected with the conidia produced under the different
modified atmospheres, and to calculate the corresponding
virulence parameters, the results obtained during the bioassays
were fitted to the model proposed by Rodriguez-Gomez et al.
(2009). The results showed a high degree of fitting to the
model (RZZO.‘)]), and the virulence parameters are presented
in Table 1. Those findings show that no significant differences
(p=>0.05) were registered between the STs, values from the
conidia obtained under the normal atmosphere, and those
from the atmospheres containing 26 or 30 % O,. However,
the conidia obtained under extreme values (16 and 40 % O,)
significantly decreased the virulence (p<0.05); in fact, these
conidia were not able to infect 50 % of the insects during the
time of the bioassays.

Besides the ST, another important virulence parameter is
the time of the death onset (#;). Regarding to this, the conidia
produced under the highest oxidizing atmosphere (40 % O;)
showed the lowest capacity to infect the 7. molitor larvae;
estimated ¢, values for these conidia were twofold higher
(p<0.05) than those from the conidia obtained under the
normal atmosphere. On the other hand, in terms of the specific
death rate (k), no significant differences (p>0.05) were found
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Table 1  Virulence parameters of the M. anisopliae var. lepidiotum
conidia obtained under the different modified atmospheres with
T molitor larvae as the host

02 (%) kd™ iy (d) STso (d)

16 0.20+0.07 a 4.71+1.56 a NR

21 0.24+0.10a 3.49+0.72 a 987+1.99 a
26 0.14+0.08 a 3.69+0.35a 10.63+195 a
30 0.22+0.07 a 4.14+0.056 a 8.0+1.29a
40 0.34+0.07 a 7.32+0.34b NR

NR, Not reached, the conidia were not able to kill 50 % of the insects
during the time of the bioassays

Where £ is the specific death rate, 7, is the time of the first insect death,
and STy is the survival time 50. Different lower case letters represent
significant differences among oxygen treatments for each parameter
(Tukey’s test p<0.05)

among treatments, showing that after the infection all the
conidia were able to kill the larvae at a similar rate.

Thermal tolerance of conidia

Temperature is one of the factors affecting the survival of the
conidia during storage, transport, or field application (Faria
et al. 2012). Hence, it is desirable that the conidia exhibit a
high thermotolerance. The conidia produced by M. anisopliae
var. lepidiotum under the different modified atmospheres were
analysed, and the experimental data were fitted to the model
proposed by Miranda-Hernandez etal. (2014) (R*>0.95). The
specific viability decay rate (k") significantly varied among the
conidia (»p<0.05) from the different treatments (Table 2). The
k" value for the conidia produced under the normal atmo-
sphere was 0.95+0.07 h™" and no significant differences were
observed (p<0.05) between this value and that exhibited by
the conidia produced under the atmosphere containing 26 %
0, (K'=0.95+0.04 h™"). Interestingly, the conidia produced
under the modified atmospheres containing 16, 30, or 40 % O»

Table 2 Thermotolerance parameters from the conidia produced by
M. anisopliae var. lepidiotum under modified atmospheres containing
different O, concentrations

0, (%) k(WY ST'sq (h)

16 0.79=0.02 b 0.87+0.02 a, b
21 0.95+0.07 ¢ 0.76+0.03 a
26 0.95+0.04 ¢ 0.79+0.05 a
30 0.57+0.02 a 1.21+0.04 ¢
40 0.82+0.04 b 0.92+0.05 b

Where £’ is the specific viability decay rate and ST's; is the time at which
50 % of the initial conidia were still viable

Different lower case letters represent significant differences among oxy-
gen treatments for each parameter (Tukey’s test p<<0.05)

showed significantly lower & values (»<<0.05); conidia from
the 30 % O, atmosphere exhibited higher thermotolerance
(p<0.05) with £'=0.57+0.02 d™, thus, the rate of viability
loss was 66.6 % slower compared to that under normal atmo-
spheric conditions. In comparison to the ST 5, obtained under
normal atmospheric conditions (0.76 h), this value was higher
(p<0.05) in conidia obtained under 30 % O, pulses (1.21 h);
similarly, the ST’5y of conidia obtained under 40 % O, in-
creased by 20 %. These results showed that applying a mod-
ified atmosphere containing 30 or 40 % O, improved conidia
thermotolerance in M. anisopliae var. lepidiotum.

Discussion

The application of modified atmospheres to cultures of
M. anisopliae var. lepidiotum for higher conidial productions
was originally proposed by Tlecuitl-Beristain et al. (2010). In
that work, the conidial production of M. anisopliae var.
lepidiotum was significantly improved when an oxygen-rich
atmosphere containing 26 % O, was applied. On the other
hand, a number of authors have studied the effects of oxygen-
rich atmospheres (>70 % O,) on the shelf life of vegetables by
mnhibiting the growth of fungi and bacteria (Amanatidou et al.
1999, 2000; Jacxsens et al. 2001).

In the present work, the application of modified atmo-
spheres containing 26 or 30 % O, improved the conidial
production and/or productivity in M. anisopliae var.
lepidiotum. The application of oxidizing atmospheres during
the growth of entomopathogenic fungi may affect the conidial
production yields in a strain-dependent manner, showing dif-
ferences between strains of the same species (Miranda-
Hernandez et al. 2014). Similarly to M. anisopliae var.
lepidiotum, Isaria fumosorosea ARSEF 3302 increased the
conidial production from 3.38x107 to 1.69x10% con ecm 2
when it was exposed to an atmosphere containing 26 % O,.
By contrast, the conidial production of B. bassiana was not
affected by this kind of treatment, even worse the quality of
the conidia produced was diminished due to the oxidative
stress induced by the oxygen-rich atmosphere (Garza-Lopez
etal. 2012).

Interestingly, in the present work, the conidial production
of M. anisopliae var. lepidiotum was not affected by the
application of an atmosphere containing up to 40 % O, as
the conidial production was not significantly different from
that observed under the normal atmosphere. The spore pro-
duction of Botrytis cinerea can be negatively affected by the
application of high O, concentrations (80-95 %) resulting in a
spore production decrease from 1.4x10° to 4.5%10° spores
mL™" (Jacxsens et al. 2001). Fungi that grew on the tobacco
leaves increased their radial growth when exposed to high O,
concentrations (40 % O,) (Yang and Lucas 1970). The effect
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of O, on bacterial growth varied significantly affecting the
shelf life of minimally processed carrots (Amanatidou et al.
1999).

The fact that M. anisoplie var. lepidiotum can tolerate the
application of high O, concentrations after 60 h of culture
suggest that this fungi have developed substantial protective
mechanisms against oxidative stress. This mechanism can
include either ROS-decomposing enzymes generated by O,
excess (e.g., catalases, peroxidases, and superoxide
dismutases) or radical scavengers (¢.g., glutathione) to avoid
lethal damage by O» (Amanatidou et al. 1999; Garza-Lopez
ct al. 2012). Similarly, when Saccharomyces cerevisiae is
exposed to 100 % O, (hyperoxia), this microorganism de-
velops a number of stress response factors, including those
involved in antioxidant defence, heat shock, DNA and protein
damage repair (Outten et al. 2005). In a similar way, when the
1. fumosorosea conidia were obtained in the presence of an
atmosphere containing 26 % O,, the catalase activity in-
creased by 50 % (Miranda-Hernandez et al. 2014), and this
same response was reported for Neurospora crassa when the
strain was exposed to H,O, (Aguirre et al. 2005; Angelova
et al. 2005).

During the assays to determine the competence time to
initiate the atmospheric modifications, the conidial production
was positively affected only if the oxygen pulses begin at 60 h
of growth under the normal atmosphere. This fact suggests a
role of the physiological stage of the mycelia in the response
to oxidizing atmospheres. Thus, in order to tolerate and obtain
a positive response to the presence of high O, concentrations,
it is necessary to have a “competent” fungal biomass before
the first O, pulse application. This positive response consisted
of the increase in conidial production without affecting their
quality and virulence. To the best of our knowledge, this is the
first time that a critical period is reported, for a positive effect
to occur on conidiation of M. anisopliae var. lepidiotum,
applying oxidant atmospheres. However, other factors can
trigger the conidiation process when applied at specific critical
period of the fungal cultures (Sanchez-Murillo et al. 2004;
Zhang et al. 2009). Sanchez-Murillo et al. (2004) working
with a [ fumosorosea strain found that the conidiation
can be improved by photoinduction with blue light
pulses, only if those pulses were applied in a competent
mycelia grown at least 72 h under darkness, before this
critical time the blue light failed to induce conidiation.
Therefore, it is possible that in our work the O, pulses
play a role as a conidiation inducer in a similar way as
the blue light. Indeed, some authors have observed that
N. crassa hyphae directly exposed to air can develop a
hyper-oxidant state and that this state is characterized
by an increase of ROS. Previous findings suggested that
the cellular differentiation mechanisms are triggered by
processes designed to avoid cellular oxidative imbalance
(Toledo et al. 1994; Aguirre et al. 2005).

Regarding to conidia quality, the viability is one of the most
important quality tests. According to Jenkins and Grzywacz
(2000), in order to guarantee the quality of a batch of conidia,
the viability of the product, measured as germinated conidia,
must be higher than 80 %; nevertheless, in this work, the
viability was measured in terms of CFU, showing that conidia
not only germinate, but also they were able to form a colony.

The decrease on the quality, specifically the viability of the
conidia of M. anisopliae var. lepidiotum produced under ex-
treme oxidant conditions (16 or 40 % O,), suggests that the
fungus was suffering some kind of damage due to the O itself
or because of the formation of ROS. The ROS can damage
different macromolecules leading to multiple metabolic alter-
ations, including growth inhibition and possibly cellular oxi-
dative imbalance (Amanatidou et al. 1999), this effect has
been observed in B. bassiana biomass in cultures exposed to
16 % O, (Garza-Lopez et al. 2012).

On the other hand, the low viability observed for the
conidia obtained under atmospheres containing 16 or 40 %
0, may be related to the failure to reach ST during bioassays
in both cases, since conidial virulence is directly correlated to
viability (Safavi et al. 2007). According to Montesinos-Matias
et al. (2011a), conidial germination in B. bassiana is well
correlated to the conidial virulence against 7 molitor larvae.
Also, it has been showed that the conidial hydrophobicity is
partially correlated to the virulence parameters (Montesinos-
Matias et al. 2011b). Similarly in this study, we observed that
the conidial hydrophobicity and the virulence of the conidia
against 7. molitor larvac were not strongly associated. In a
recent report by Miranda-Hemandez et al. (2014), conidia of
1. fumosorosea obtained under a modified atmosphere con-
taining 26 % O, exhibited high virulence against Galleria
melonella larvae (waxworm), and also that these conidia
developed a cross protection mechanism against other kinds
of stresses, although this phenomenon was not detected in the
present study with M. anisopliae var. lepidiotum.

Our results show that the application of modified atmo-
spheres, containing high oxygen concentrations (e.g., 30 or
40 % O,), improves the thermotolerance of the conidia pro-
duced. In fact, ST’ values for conidia from 30 % O, were
significantly higher than for other treatments. These results
could be explained by the accumulation of trehalose, since it is
known that this disaccharide can protect the cells against high
temperatures (Abrashev et al. 2008); additionally, mutant cells
that are incapable of accumulating trehalose are also incapable
of developing thermotolerance when repeatedly exposed to
high temperatures (Mensonides et al. 2005). In addition, the
exposure of bacterial cells or fungal mycelia to a specific kind
of environmental stress can promote the development of tol-
erance against other kinds of stresses; this phenomenon is
known as cross protection (Rangel 2011).

It is also important to remark that the atmosphere compo-
sition is involved during the complete process of
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mycoinsecticides production or conidiogenesis. In this regard,
Faria et al. (2010) determined that the atmosphere modifica-
tions are also important during the storage, once conidia were
harvested, as conidial viability was prolonged in low-O,
atmospheres.

As concluding remarks, an increase in the oxygen concen-
tration (up to 30 % O,) improves the production and quality of
M. anisopliae var. lepidiotum conidia. This improvement
could be achieved only if the O, pulse was applied after a
critical preincubation period (60 h) under normal conditions
(21 % O,). Besides, the application of a modified atmosphere
containing 30 % O, enhanced the quality of the conidia
produced. On the other hand, the use of the modified atmo-
sphere promoted a higher conidia thermotolerance perhaps
due to a cross protection mechanism. Finally, the application
of'a modified atmosphere containing extreme oxygen concen-
trations (16 or 40 % O,) negatively affected all the conidia
quality parameters evaluated. These results have practical
approaches in the design of production systems, since oxygen
concentration is a controllable variable in a large-scale
process.
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