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Resumen

RESUMEN

Paecilomyces fumosoroseus es uno de los agentes de biocontrol mas efectivos contra la
mosquita blanca, Bemisia spp. y puede ser cultivado, tanto en fermentacion sélida (FS), como
en fermentacion liquida (FL). Al igual que otros hongos entomopatogenos, este
microorganismo produce metabolitos, como péptidos ciclicos, acido dipicolinico (DPA) y
acido oxalico (OXA), que pueden tener actividad insecticida in vivo y/o in vitro. Sin embargo,
los efectos del medio, condiciones de cultivo y sistema de fermentacion sobre su produccion y
la de otros metabolitos con posible actividad insecticida son poco conocidos.

El trabajo desarrollado estuvo dividido en dos partes. La primera de ellas referida a la
busqueda de otros metabolitos con potencial insecticida sintetizados por el hongo. Para ello se
montd un bioensayo con Artemia salina. La segunda parte del trabajo estuvo referida al
estudio de la influencia del sistema de fermentacion, la composicion del medio y las
condiciones de cultivo sobre la produccion de biomasa y de los principales metabolitos
insecticidas de P. fumosoroseus.

Se encontré que P. fumosoroseus produce, ademas de DPA, OXA en cantidades
importantes (2.5-7.5 g L"), superiores a las producidas por otros hongos entomopatdgenos.
Este metabolito resultdé ser el componente activo principal de las fracciones toxicas de los
sobrenadantes del cultivo del hongo. Sin embargo, debido a las concentraciones altas de OXA,
a la interferencia producida por algunos componentes de los medios de cultivo, asi como a la
sensibilidad del bioensayo utilizado, no se pudo establecer la presencia de otros metabolitos,
como péptidos ciclicos, con potencial insecticida.

Se observo que en FL en matraz, la sintesis de DPA fue inhibida a concentraciones
elevadas de calcio (= 2700 uM), mientras que la produccion de OXA, DPA y pigmentos,
probablemente sideréforos, se vio favorecida a concentraciones bajas de zinc (< 1 uM), en
desmedro de la sintesis de biomasa. Sin embargo, en FS, el zinc no tuvo efecto sobre la
produccion de OXA y DPA, ademas que en este sistema de cultivo hubo un incremento
notable en la velocidad de crecimiento y el consumo de sustratos, siendo el carbono utilizado

preferentemente para la formacion de biomasa. Estos resultados indican que P. fumosoroseus
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responde de manera diferente a la escasez de zinc si se cultiva en FL o en FS y que estas
diferencias pudieran deberse a desequilibrios entre la demanda bioquimica y la provision de
oxigeno ya que la orientacion metabolica depende su suministro. Se sabe que en FS, hay una
transferencia de oxigeno relativamente mayor y mas eficiente que en FL.

En FL, en fermentador sin limitacion de oxigeno (OD > 60%), hubo un incremento
notable en la productividad de OXA (= 20 veces) y DPA (= 7.6 veces) en relacion a los
cultivos en matraz, probablemente gracias al control del pH. Sin embargo, bajo limitacion de
oxigeno (OD = 0%)), el flujo de carbono fue direccionado preferentemente hacia la formacion

de biomasa y propagulos infectivos sumergidos antes que a la de acidos organicos.

XI



Abstract

ABSTRACT

Paecilomyces fumosoroseus, one of the most effective biocontrol agents for whitefly
Bemisia spp., can be cultivated both in liquid (LF) and solid-state fermentation (SSF) systems.
As other entomopathogenic fungi, this fungus produces metabolites like cyclic peptides,
dipicolinic acid (DPA) and oxalic acid (OXA), which can have insecticidal activity either in
vivo or in vitro. However, scarce information about how culture media, culture conditions and
fermentation systems can enhance DPA and other insecticidal metabolites production is
available.

This study was developed following two ways. First, the production of putative
insecticidal metabolites was investigated; through a bioassay with the brine shrimp Artemia
salina. On the other hand, the influence of broth composition, culture conditions and
fermentation systems on biomass, DPA and OXA production was assessed.

It was observed that P. fumosoroseus produces, besides DPA, oxalic acid (OXA), at
higher concentrations than other entomopathogenic fungi (2.5-7.5 g L™). Oxalic acid was
identified as the main active principle in the broth culture supernatants that were toxic to A.
salina. However, due to the residual nutrients interference, the high bioassay sensibility and
the high titers of OXA, no other insecticidal metabolites could be identified.

During flask shake cultures, DPA production was inhibited at high calcium titers (=
2700 uM), while, OXA, DPA and other pigments, probably siderophores, production were
enhanced by low zinc concentrations (< 1 uM), but biomass synthesis was diminished.
Nevertheless, OXA and DPA production were not affected by zinc concentration during SSF,
and high growth specific rates and substrate consumption rates were achieved in this culture
system, and carbon was employed mainly to biomass synthesis. Since the oxygen availability
determines the fungal metabolism and is known that in SSF the oxygen transfer rate is higher
than in LF, the different behavior of P. fumosoroseus to zinc deprivation in both culture
systems could be due to an oxygen limitation, i.e. the oxygen demand might be higher than the

oxygen transfer rate in LF.
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Abstract

Fungal cultures in a stirred tank reactor without oxygen limitation (OD > 60%),
resulted in a high improvement of OXA (= 20 times) and DPA (= 6.6 times) productivities,
probably due to the pH control. However, with oxygen limitation (OD = 0%), carbon fluxes
were directed to biomass and submerged propagule formation, and therefore OXA and DPA

productivities dropped significantly.
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1. REVISION DE LA LITERATURA

1.1.  Introduccién

Dentro de las practicas de la agricultura moderna, el uso de los insecticidas quimicos
ha permitido el control de las plagas de insectos incrementando considerablemente los
rendimientos de los cultivos. Sin embargo, se ha establecido que estos compuestos son
altamente perjudiciales para la salud humana y los ecosistemas; ademas de que favorecen la
seleccion de insectos resistentes, lo que ha llevado al uso de dosis cada vez mayores o de
productos mas toxicos [Asaff y col., 2002]. Por esta razon, actualmente existe una tendencia
creciente del manejo integrado de plagas (MIP), que es la aplicacion racional de una
combinacion de practicas bioldgicas, biotecnologicas, quimicas, fisicas y de cultivo o de
seleccion de vegetales de modo que la utilizacion de productos fitosanitarios quimicos se
limite al minimo necesario para mantener la poblacion de la plaga en niveles inferiores a los
que producirian dafios o pérdidas inaceptables desde un punto de vista econémico.

Dentro de las practicas biologicas estd el llamado control bioldgico que es la
manipulacion intencional de los enemigos naturales o antagonistas de los insectos plaga para
limitar su poblacion. A estos organismos se los llama agentes de control y entre ellos se
encuentran insectos depredadores y parasitoides, asi como patdgenos de insectos, entre los que
se incluyen virus y diferentes géneros y especies de protozoos, bacterias, hongos y nematodos

[Asaff'y col., 2002].
1.2. Hongos como agentes de control bioldgico

1.2.1. Generalidades

De los diferentes agentes utilizados en el control biologico, los hongos
entomopatdgenos son los Unicos capaces de infectar a los insectos chupadores gracias a su
poder de penetracion de la cuticula [Lacey y col., 1996]. Hasta la fecha se han identificado
mas de 750 especies de hongos entomopatdgenos pertenecientes a casi 100 géneros, la
mayoria de los cuales se encuentran clasificados entre las divisiones Zigomicota (orden

entomoptorales), Deuteromicota (hifomicetos) y Ascomicota [Roberts, 1989; Hegedus y col.,
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1995; Khachatourians, 1996]. Sin embargo, solo 10 de ellos (Tabla 1) han sido o vienen
siendo usados corrientemente en formulaciones comerciales o experimentales para el control

de insectos [Lacey y col., 2001].

Tabla 1. Principales hongos entomopatdgenos

Género/Especie Insectos blanco

Comerciales

Beauveria bassiana Langostas, escarabajos, afidos

Metarhizium anisopliae

Paecilomyces fumosoroseus

Verticillium lecanii

Experimentales
Aschersonia aleyrodis

Beauveria brogniartii
Langenedium giganteum
Metarhizium flavoviride
Nomuraea rileyi

Paecilomyces farinosus

Escarabajos, chinches, picudo
del algodon, gorgojos
Mosquita blanca

Afidos

Mosquita blanca
Moscas, escarabajos
Mosquitos
Langostas

Gusanos

Langostas, moscas tse tsé

Modificada de Lacey y col., 2001

1.2.2. Mecanismo patogénico

El inicio del proceso infectivo se da por la adhesion de una espora fungica a la cuticula
del insecto. En este proceso se involucran interacciones electrostaticas del tipo hidrofobico
[Boucias y col., 1988; Hegedus y col., 1992], en las cuales el area de contacto juega un papel
importante, existiendo una correlacion significativa entre el tamafio de las esporas y la
virulencia [Altre y col., 1999].

Una vez adherida la espora se inicia su germinacion, desencadenada por sefales
provenientes del medio externo y que generalmente son carbohidratos presentes en las
proteinas cuticulares de los insectos [Hegedus y col., 1995; Khachatourians, 1996]. En una
siguiente etapa, la espora del hongo ya germinada debe vencer la barrera primaria del insecto

constituida por la cuticula. Este proceso se da por una combinacién tanto de fuerzas mecéanicas
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como por la accion de diferentes enzimas como proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y
lipooxigenasas entre otras, las cuales van degradando la cuticula y proporcionan a su vez
nutrientes al hongo [Roberts y Yendol, 1971; Khachatourians, 1991; Hegedus vy
Khachatourians, 1995; Khachatourians, 1996]. En este proceso también intervienen ciertos
acidos organicos como el acido citrico y el acido oxalico que coadyuvan a solubilizar las
proteinas cuticulares [Bidochka y Khachatourians, 1991].

Una vez dentro del insecto, el hongo prolifera formando cuerpos hifales, los cuales se
reproducen por gemacion, que se van diseminando rapidamente a través del hemocele.
También se ha reportado que ademas de los cuerpos hifales, durante el proceso invasivo los
hongos forman micelio y propagulos tipo conidios [Cantone y Vandenberg, 1999].

Durante este periodo, una actividad comun de los hongos entomopatogenos, es la
secrecion de sustancias toxicas que les permite evadir o suprimir la respuesta inmune del
insecto [Vilcinskas y col., 1999, Vey, 2002] y suelen ser la causa directa de la muerte del
hospedero. La supresion de la respuesta inmune celular esta relacionada en algunos casos con
la disminucion de la actividad fagocitica de células especializadas por la alteracion de la
formacion de su cito—esqueleto [Vilcinskas y col., 1997 Vilcinskas y col., 1997°].

Una vez suprimida o rebasada la respuesta inmune del insecto se produce una invasion
generalizada por el hongo de diversos tejidos y organos como cuerpos grasos, tibulos de
Malpighi y tubo digestivo (septicemia). El insecto normalmente muere después de 3 a 14 dias
de iniciada la infeccion, probablemente por una combinacion de dafio mecéanico en tejidos
(causado por la pérdida de agua), falta de nutrientes y toxicosis [Gillespie y Claydon, 1989].
Una vez muerto el insecto, el hongo aprovecha los pocos nutrientes que quedan y crece en
forma miceliar hacia el exterior, las hifas penetran la cuticula, emergen a la superficie e inician
la formacion de nuevas esporas [Roberts y Yendol, 1971] si las condiciones de humedad son

adecuadas.
1.3.  Produccion de hongos entomopatogenos

1.3.1. Generalidades

El producto buscado de los hongos entomopatdégenos son sus propagulos infectivos

tales como conidios, blastosporas, clamidiosporas, oosporas y zigosporas [Deshpande, 1999].
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En la mayor parte de los casos la produccion masiva de hongos entomopatéogenos se
realiza por fermentacion solida (FS), la cual fue desarrollada desde hace varios siglos en los
paises orientales [Holker y Lenz, 2005], donde hoy en dia continua siendo la técnica preferida
para la produccion de hongos entomopatogenos [Feng y col., 1994]. El uso de este sistema de
cultivo también se ha extendido a muchos paises latinoamericanos [Mendonga, 1992; Jenkins
y col., 1998].

Si bien las caracteristicas de los productos obtenidos en FS son notables, se requiere de
mucha mano de obra y el control preciso de parametros criticos como la humedad y la
temperatura es complicado [Daigle y col., 1998], por lo cual los rendimientos obtenidos
generalmente son variables. Sin embargo, gracias a los avances en el campo de la ingenieria
de FS en los ultimos 20 afios [Bradley y col., 1992; Roussos y col., 1993; Suryanarayan,
2003], la utilizacion de este sistema de produccion ha ido creciendo [Robinson y col., 2001;
Soccol y Vandenberghe, 2003]. Adicionalmente, se ha sefialado que la FS ofrece muchas
ventajas como por ejemplo, bajos costos de produccion [Castilho y col.,, 2000], altas
productividades, mayor estabilidad de los productos, bajos requerimientos de agua y energia,
coeficientes de transferencia de masa altos, formacion de espuma nula [Holker y Lenz, 2005;
Suryanarayan, 2003].

Aunque en menor escala, la fermentacion liquida (FL) también es utilizada para la
producciéon de unidades infectivas de hongos entomopatogenos, como las blastosporas o
propagulos tipo conidios [Jackson y col., 1997; Issaly y col., 2005], sobre todo por la creciente
presion de racionalizacion y estandarizacion de procesos y los problemas de escalamiento
[Holker y Lenz, 2005].

En los procesos en FS, generalmente se utilizan medios complejos heterogéneos como
trigo, arroz y sus salvados, soya o soportes soOlidos degradables, humidificados con una
solucion nutritiva [Dorta y Arcas, 1998; Koutinas y col.,, 2003], los cuales difieren
sustancialmente de los medios de cultivo homogéneos empleados en FL [Jackson y col.,
1997]. Por esta razon, se dificulta realizar una evaluacion comparativa de rendimientos y
cinéticas de produccion entre ambos sistemas de cultivo. Hasta la fecha no se han podido
explicar claramente las diferencias fisioldgicas encontradas en un mismo microorganismo

cultivado en FS o en FL y unicamente se han sugerido algunas hipdtesis. Esta carencia de
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informacion dificulta la evaluacion del valor que tiene un sistema frente al otro, lo cual
entorpece el enfoque fundamental de optimizacion y disefio de procesos [Viniegra y col.,
2002].

Para vencer esta limitante, Raimbault y col. (1990) desarrollaron un sistema de dos
fases formado por un soporte poroso compresible inerte al cual se agrega un medio nutritivo.
Este caldo de fermentacion forma entre los intersticios del soporte, peliculas muy delgadas de
aproximadamente 60 pm de espesor sobre las que se desarrollan los hongos en un cultivo de
superficie [Romero—Gomez, 2001], que es una forma simplificada de la FS. Este sistema
permite realizar estudios fisiologicos basicos, ya que es posible controlar la composicion del

medio, el desarrollo de biomasa y la formacion de productos.

1.3.2 Patrones de crecimiento y transferencia de oxigeno en FSy FL

Los cultivos de hongos tienen diferentes patrones de crecimiento de acuerdo al sistema
utilizado. En FL, los hongos estdn expuestos a fuerzas hidrodinamicas y crecen formando
pequeios agregados o esférulas y como micelio libre [Papagianni y col., 2001].

Dicho patron de crecimiento determina en muchas ocasiones la produccion de
metabolitos debido a que la difusividad efectiva de oxigeno cambia de acuerdo al tamafio de
las esférulas o al crecimiento miceliar, afectando la actividad bioldgica de los
microorganismos [Papagianni y col., 2001].

En FL, el oxigeno contenido en las burbujas de aire difunde a través de la capa limite
donde se disuelve en la interfase gas—liquido. Luego el oxigeno disuelto difunde a través de la
pelicula liquida que envuelve la burbuja gaseosa antes de entrar en el seno del liquido donde
queda disponible para los microorganismos [Thibault y col., 2000].

En FS, el crecimiento de los hongos esta restringido generalmente a la superficie de
una matriz sélida [Papagianni y col., 2001] donde el desarrollo miceliar va creando un sistema

compuesto de tres zonas claramente distinguibles:
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Figura 1. Esquema del crecimiento de hongos en FS (Modificado de Rahardjo y col., 2002)

La zona 1, en la que el micelio aéreo se encuentra espaciado, es en muchos casos la
region donde ocurre hasta un 75% del consumo de oxigeno [Biesebecke y col., 2002]. Gracias
a que las hifas se encuentran en un contacto mds intimo con el oxigeno gaseoso que fluye
entre los espacios del lecho empacado [Thibault y col., 2000], en esta zona no existe
limitacion en la difusion de oxigeno [Rahardjo y col., 2002].

En la zona 2 las hifas forman un entramado muy denso y quedan inundadas por la
cantidad relativamente pequefa de liquido del medio ambiente. Se trata de una zona donde
existe una fuerte limitacién a la difusiéon de oxigeno al no haber conveccion forzada del
liquido como en la FL [Oostra y col., 2001].

La zona 3 es la que estd constituida por las hifas que penetran al material s6lido usado
como soporte y sustrato y que permiten al hongo acceder a mas nutrientes. Es una capa
caracterizada por estar en anoxigenia [Rahardjo y col., 2002].

En el sistema desarrollado por Raimbault y col. (1990), unicamente se tienen las dos
primeras zonas y en el caso de la zona inundada, el grosor fino de la pelicula (= 60 um),
aireada por ambos lados, no constituye una barrera severa a la difusion de oxigeno.

En las fermentaciones aerobias, la transferencia de oxigeno a los microorganismos es
indudablemente el fenomeno mas importante para mantener la actividad microbiana. La
velocidad de transferencia de oxigeno a las células es el factor limitante que determina la
conversion bioldgica [Thibault y col., 2000]. Dadas las caracteristicas de los sistemas
descritos, los rendimientos de productos de fermentacion obtenidos difieren

considerablemente entre si [Robinson y col., 2001; Viniegra y col., 2002].
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1.4.  Produccion y deteccion de metabolitos con actividad insecticida

Un tema muy comun en la literatura de patologia de insectos es la produccion de
toxinas por diversas especies de hongos entomopatdgenos. Una revision de la literatura de las
ultimas décadas muestra un considerable numero de metabolitos secundarios de bajo peso
molecular que han sido aislados de patdogenos de insectos (Tabla 2), muchos de los cuales han

demostrado poseer una actividad insecticida marginal [Gillespie y Claydon, 1989].

Tabla 2. Principales metabolitos producidos por hongos entomopatgenos

Clasificacion Hongos que las producen

No peptidicas

Ooosporeina B. tenella, B. bassiana

Tenellina B. tenella

Bassianina B. bassiana

Acido oxalico Beauveria, Verticillium, Metarhizium
Acido fusarico Fusarium

Acido dipicolinico Beauveria, Paecilomyces, Verticillium
Paecilomicinas Paecilomyces tenuipes

Peptidicas lineales

Leucinostinas Paecilomyces

Efrapeptinas Tolypocladium

Peptidicas ciclicas

Beuvericina B. bassiana, Paecilomyces
Beauverolidos B. bassiana, Paecilomyces
Destruxinas Metarhizium

Eniatinas Fusarium

Ciclosporinas Metarhizium

Modificada de Khachatourians, 1996

Aunque menos estudiadas, también se ha observado que diferentes macromoléculas de
naturaleza proteica tienen un efecto insecticida notable como las proteinas melanizantes de

Beauveria bassiana (Fuguet y Vey, 2004; Fuguet y col.,, 2004), una glicoproteina de
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Beauveria sulfurescens [Mollier y col., 1994] y la hirsutellina A, aislada de Hirsutella
thompsonii [Wei-Zhen y col., 1995].

Muchos de los metabolitos secundarios producidos por hongos entomopatégenos son
comunes para varios de ellos y han sido detectados en la mayoria de los casos por su
produccion in-vitro, la cual es afectada significativamente por las condiciones y la
composicion del medio de cultivo [Khachatourians, 1991].

Por ejemplo, se encontré que los rendimientos de produccion de destruxinas por
Metarhizium anisopliae, cambiaron considerablemente de acuerdo al sistema de cultivo (FS o
FL). Asimismo, los rendimientos fueron afectados positivamente por un incremento de
peptona en el medio y negativamente por el pH [Wang y col., 2004]. Adicionalmente, se
reportd que en FL, el tamano de las esférulas formadas por Metarhizium anisopliae y el tipo
de reactor incidieron notablemente en la produccion de destruxinas, debido a la disponibilidad
de oxigeno [Kuo-Ching y col., 2004]. Por otro lado, la produccion de otros depsipéptidos se
vio afectada por la fuente de carbono y a su vez fue favorecida por fuentes inorganicas de
nitrégeno [Billich y Zocher, 1988; Peeters, y col., 1983].

Se conoce que la produccion de ciertos acidos organicos como el oxalico y el citrico
dependen de la presencia de fuentes utilizables de carbono tales como glucosa, trehalosa o
glicerol [Bidochka y Khachatourians, 1993], al igual que la sintesis de ciertos pigmentos con
propiedades antibidticas e insecticidas. En Beauveria bassiana se observo que la sintesis de
oosporeina ocurrié con glicerol como fuente de carbono y nitrato de sodio como fuente de
nitrogeno. Por otro lado, el méximo rendimiento de bassianina se alcanzé con glucosa y
glicina como fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente [Khachatourians, 1991].

En los microorganismos la produccion de diversos metabolitos y enzimas es regulada
frecuentemente por represion catabolica, cuya funcion principal es asegurar y organizar una
utilizacion secuencial de las fuentes de carbono, cuando mas de una esta presente en el medio.
Bajo estas condiciones, la célula cataboliza la fuente de carbono de mas fécil procesamiento
como la glucosa, mientras que la sintesis de ciertas enzimas requeridas para la utilizacion de
otros sustratos es reprimida hasta que el sustrato primario se haya agotado [Sanchez y Demain,
2002]. Por otro lado, la regulacion del nitrogeno es de un amplio significado industrial, ya que

afecta la sintesis de enzimas involucradas tanto en el metabolismo primario como en el
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secundario [Sanchez y Demain, 2002]. Muchas rutas metabdlicas secundarias son afectadas
negativamente por fuentes de nitrogeno favorables para el crecimiento, como por ejemplo las
sales de amonio [Shapiro, 1989]. Este cation, juega sin duda un papel central en el
metabolismo del nitrégeno en hongos filamentosos [Adrianopoulos y col., 1998]. Por ello los
medios complejos de produccion a menudo solo incluyen una fuente proteica, mientras que los
quimicamente definidos contienen un aminoacido de asimilacion lenta, a fin de asegurar una
produccion de metabolitos secundarios elevada [Sdnchez y Demain, 2002]. Los aminoacidos
pueden ser utilizados por los hongos filamentosos tanto como fuente de nitrégeno como de
carbono. Adicionalmente, la alteracion sistematica de otros parametros de fermentacion como:
aireacion, pH, tipo de reactor, sistema de fermentacion, adicion de inhibidores enzimaticos,
etc., permite incrementar el nimero de metabolitos secundarios de una sola fuente microbiana

[Zahn y col., 2001; Bode y col., 2002].

Un aspecto crucial en la investigacion de actividades biologicas, es la disponibilidad de
un bioensayo adecuado para monitorear los efectos buscados. Idealmente los sistemas de
prueba deben ser rapidos, reproducibles, baratos y con una alta capacidad de procesamiento de
muestras [Hostettmann y Wolfender, 1997]. Un método interesante para la deteccion de
productos, fracciones y metabolitos con potencial insecticida es el bioensayo con Artemia
salina. Este bioensayo cumple con todos los requisitos de un sistema ideal de prueba y ha sido
ampliamente utilizado para la evaluacion de toxicidad de pesticidas y otros productos
provenientes de plantas, bacterias y hongos [Hamill y col., 1969; Hartl y Humpf, 2000; Sarker
y col., 2001].

Artemia salina es un pequefio crustaceo de la subclase de los anostraceos que vive en
las aguas salobres e hipersalinas de todo el mundo. Cuando el ambiente es demasiado salado
ponen huevecillos recubiertos por una pelicula dura a los que se denomina quistes y que se
pueden conservar durante mucho tiempo, eclosionando cuando las condiciones son propicias.
Luego de un periodo aproximado de 24 h de incubacion de los quistes, nacen las larvas del

crustaceo a las que se denomina nauplios, los cuales son empleados para los bioensayos.
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1.5.  Paecilomyces fumosoroseus como agente de biocontrol

En los ultimos afios, uno de los hongos entomopatégenos mas empleado es
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith. Este microorganismo es capaz de
infectar a una gran variedad de insectos [Smith, 1993]; sin embargo, su accion conocida mas
efectiva es contra Bemisia spp. “mosquita blanca”, insecto chupador polifago extendido en
todo el mundo y que anualmente causa millonarias pérdidas en la agricultura. Paecilomyces
fumosoroseus es capaz de infectar a la mosquita blanca en todas sus etapas de desarrollo,
incluyendo huevos, provocando altos niveles de mortalidad a una velocidad mayor que otros
hongos entomopatdgenos [Osborne y Landa, 1992]. Existen reportes sobre la muerte de estos
insectos entre las 24 a 48 horas posteriores a la aplicacion de sus esporas, sugiriendo la
produccion de toxinas por el hongo [Osborne, 1990].

Trabajos posteriores mostraron que los sobrenadantes de algunos medios de cultivo de
P. fumosoroseus presentan actividad insecticida moderada sobre larvas de mosquita blanca
[Osuna y col., 2003], gracias en parte a la produccion de acido dipicolinico (DPA) [Asaff y
col., 2005]. Investigaciones previas sefialaron que este compuesto resulta toxico para larvas de
la mosca Calliphora erithrocephala [Claydon y Grove, 1982]. Ademas de la produccion de
DPA, existen reportes a cerca de la sintesis de acido oxalico (OXA) (Shima, 1955) y otro tipo
de compuestos insecticidas e inmunoreguladores como beauvericina y beauverdlidos
[Bernardini y col., 1975; Jegorov y col., 1994] por P. fumosoroseus. Sin embargo, los estudios
sobre su metabolismo secundario aun resultan escasos, a diferencia de los de otros hongos
entomopatdogenos como Beauveria y Metarhizium, conocidos por su amplia diversidad
metabolica [Roberts, 1981].

En hongos, la biosintesis de DPA se da a partir del dihidrodipicolinato, el cual es
formado por condensacion entre el piruvato y el aspartato semialdehido proveniente de la
reduccion del aspartato [Hodson y Foster, 1966; Kanie y col., 1966], que a su vez se sintetiza
por la reaccion entre el glutamato y el oxaloacetato (OXAA). A su vez, el OXA puede ser
sintetizado por hidrolisis del OXAA a través de la enzima oxaloacetato hidrolasa [Kubicec y
col., 1988] u oxaloacetasa [Munir y col., 2001] o por oxidacion del glioxilato, mediante
catalisis de la glioxilato oxidasa o glioxilato deshidrogenasa [Yoon y col., 2002]. Varios de los

precursores del DPA y OXA son intermediarios o productos del ciclo de Krebs, el cual se sabe
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es fuertemente regulado por los requerimientos energéticos de la célula. Por esta razon,
diferentes factores que afectan el metabolismo energético como la disponibilidad de
nutrientes, la naturaleza de la fuente de carbono y otros que inciden en la relacion de las pozas
de oxido reduccion, como las condiciones de aireacion y el sistema de cultivo, probablemente
tengan un efecto directo en la produccion de DPA y OXA. Asimismo, muchos de los
complejos enzimaticos que regulan el ciclo de Krebs requieren de cationes metalicos para una
actividad optima y en muchos casos, cuando los medios de cultivo son deficientes en ellos, la
pérdida de actividad conduce a una acumulacion de los intermediarios del ciclo [Christopher y
van Holde, 1998; Voet y Voet, 1995]. Por otro lado, la sintesis de beauvericina en P.
fumosoroseus es similar a la de la eniatina en Fusarium oxysporum [Peeters y col., 1983],
siendo mediada por la enzima multifuncional constitutiva eniatina sintetasa, cuya actividad
puede ser inhibida a pH bajos [Billich y Zocher, 1988]. Al parecer la sintesis de beauvericina
también sufre represion catabolica de carbono [Audhya y Russell, 1975], mientras fuentes de
nitrogeno de cierta naturaleza, logran estimular su produccion [Billich y Zocher, 1988;
Peeters, y col., 1983].

Paecilomyces fumosoroseus puede ser cultivado tanto en FS, como en FL, en las
cuales, diversos factores como la naturaleza de la fuente de carbono y de nitrégeno, su
relacion (C:N), la presencia de ciertos oligoelementos, el pH, la disponibilidad de oxigeno, la
temperatura y la luz entre otros, afectan su crecimiento [Lopez-y-Lopez y col., 2000].

En FS, P. fumosoroseus se desarrolla como micelio aéreo mientras las condiciones
medioambientales le sean favorables. Ante condiciones adversas, como la falta de nutrientes y
una baja actividad de agua, se desencadena el proceso de esporulacion. Las sefiales y el
mecanismo que gobiernan dicho proceso son muy complejos y han sido poco estudiados en
este hongo en particular, habiendo tan solo establecido que la luz es indispensable para que se
inicie la conidiacion en cultivos de superficie [Sanchez-Murillo y col., 2004]. Los conidios
aéreos son los productos insecticidas mayormente utilizados por su virulencia y resistencia a
condiciones adversas del medio como la radiacion UV y la desecacion [Thomas y col., 1987;
Smits y col., 1997; Stephan y Zimmermann, 1998].

En FL, P. fumosoroseus puede crecer como micelio disperso (hifas libres) o formar

esférulas, las cuales generalmente se originan al inicio de la fermentacion por la agregacion de
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los conidios aéreos hidrofobos usados como indculo. Adicionalmente, puede desarrollar otro
tipo de propagulos, que de acuerdo a su forma y tamafio han sido clasificados como
blastosporas y conidios sumergidos. Las blastosporas o también llamadas cuerpos hifales son
células simples de pared delgada, de forma cilindrica, con una relacion de 3 a 4 veces de largo
por una de diametro, con la parte media mas estrecha que los extremos y su tamafio es mayor
al de los conidios aéreos y sumergidos. Se producen generalmente en medios que contienen
fuentes complejas de nitrogeno y azicares simples como fuente de carbono [Jackson y col.,
1997; Jackson, 1999] y son menos resistentes a condiciones adversas del medioambiente por
lo que su eficiencia como bioinsecticidas resulta contradictoria [Vandenberg y col., 1998;
Fargues y col., 1994]. Los llamados conidios sumergidos son estructuras que se asemejan a un
elipsoide de revolucion (grano de arroz), con una relacién aproximada de 2:1 entre el largo y
el diametro. Generalmente se producen en medios de cultivo formulados con una fuente de
carbono simple y una fuente inorganica de nitrégeno [de la Torre y Cardenas-Cota, 1996].
Estos propagulos aparentemente son menos hidrofobicos que los conidios aéreos pues a
diferencia de estos ultimos no tienden a agregarse y se encuentran dispersos en el medio de
cultivo.

La ubicacion taxonomica de Paecilomyces. fumosoroseus segiin Ulloa y Herrera
(1994) es la siguiente:

Division: Deuteromycetes.

Subdivision: Deuteromycotina.
Clase: Hyphomycetes.
Orden: Moniliales.
Familia: Moniliacea.
Género: Paecilomyces.

Especie: Paecilomyces fumosoroseus.

12
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2. JUSTIFICACION

Los hongos son conocidos por su capacidad de producir una gran variedad de
compuestos bioactivos. En el caso de los hongos entomopatégenos en particular, se ha
establecido que muchos de sus metabolitos presentan actividad insecticida, la cual puede ser
aprovechada para potenciar su eficacia como agentes de control bioldgico si son formulados
junto con sus propagulos infectivos. Sin embargo, existe poca informacion a cerca de los
diferentes factores que pueden afectar la produccion de metabolitos insecticidas. Esta falta de
conocimiento dificulta la eleccién de un proceso u otro, al no contarse con los elementos
fundamentales para el disefio y optimizacion de procesos.

En este sentido se planted la siguiente pregunta: ;Cambios en la composicion de los
medios, los sistemas de cultivo y las condiciones de operacion, pueden ocasionar un
incremento en la produccion de metabolitos insecticidas que se sabe produce Paecilomyces
fumosoroseus o inducir la produccion de otros nuevos?

El presente trabajo buscé dar respuesta a la interrogante planteada con el propdsito de
contribuir al escaso conocimiento en este campo; ademas, pretendio aportar nuevos elementos
a cerca del papel de los metabolitos insecticidas dentro del mecanismo patogénico, abrié la
posibilidad de encontrar nuevos insecticidas, contribuyendo asi al estudio de la quimica de
productos naturales y permitié evaluar la bioseguridad de Paecilomyces fumosoroseus y sus

metabolitos bajo los sistemas y condiciones de proceso ensayados.
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3.1

3.2.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar si cambios en la composicion de los medios, los sistemas de cultivo y las
condiciones de operacion pueden ocasionar un incremento en la produccion de
metabolitos insecticidas que se sabe produce Paecilomyces fumosoroseus o inducir la
produccion de otros nuevos.

Objetivos especificos

Establecer un bioensayo adecuado con el propésito de evaluar la produccion de
metabolitos tdxicos con potencial insecticida.

Determinar la toxicidad de los sobrenadantes del cultivo de P. fumosoroseus
producidos sobre diferentes medios y sistemas de fermentacion a través del bioensayo.
Seleccionar los sobrenadantes que muestren mayor toxicidad e identificar las
fracciones y principios activos.

Determinar cuales son los principales factores de un medio de cultivo que afectan la
produccién de DPA y los otros metabolitos insecticidas identificados.

Establecer el efecto de algunas condiciones de operacién como aireacion y control de
pH sobre la produccion de DPA y los otros metabolitos insecticidas identificados.
Evaluar el efecto del sistema de cultivo sobre la produccion de DPA y los otros
metabolitos insecticidas identificados.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Microorganismo

Se utilizo la cepa Pfrd de Paecilomyces fumosoroseus obtenida de la coleccion del
Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico DGSV-SAGARPA, México. Se
utilizaron esporas de primera generacion, proporcionadas por el Centro de Ciencias de
Sinaloa, obtenidas en tubos inclinados con medio SDYM (Sabouraud-Dextrosa, extracto de
levadura y extracto de malta), los cuales habian sido previamente inoculados con esporas
denominadas de generacion “0”, e incubados a 27 °C hasta esporulacion (aproximadamente 14
dias), almacenados luego a 4 °C. Las esporas denominadas de generacion “0” son aquellas
aisladas de ninfas muertas de Bemisia spp. infectadas por el hongo. Las esporas de primera
generacion fueron empleadas como indculo para la propagacion del hongo en cajas Petri por

siembra directa con asa microbiologica.
4.2.  Medios de cultivo

4.2.1. Para la obtencion de esporas

Para la produccion de conidios aéreos se utiliz0 un medio formulado con agar
Sabouraud-Dextrosa (65 g L), suplementado con 10 g L™ de extracto de levadura (medio

SDY), y pH ajustado a 5.6.

4.2.2. Para fermentacion solida y liquida

Se utilizaron los medios de cultivo cuya composicion se muestra en la Tabla 3 y puntos
subsiguientes. Los medios M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 y M4BF, corresponden a medios
de cultivo utilizados por He Zengguo en su estancia posdoctoral para la obtencion de
propagulos sumergidos de P. fumosoroseus cepa Pfrd. Los medios M3 Ca(-) y M3 Ca(+),
corresponden a modificaciones del medio M3 utilizado por He Zengguo, con el proposito de
efectuar evaluaciones especificas sobre el efecto del calcio en la sintesis de DPA. Por otro
lado, M3 glut(+), es otra variante de M3 que se utiliz6 como medio para determinar el efecto

del zinc, de las condiciones y del sistema de cultivo sobre la fisiologia del hongo, que no
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interfirio con las técnicas analiticas de HPLC utilizadas para la deteccion y cuantificacion de
acidos organicos y que ademas permitié monitorear el consumo de la fuente de nitrogeno. El
medio M8 (infusiéon de papa) es un medio muy comun utilizado para el cultivo de hongos y
fue seleccionado porque, a diferencia de los otros medios, tanto la fuente de carbono, como la
de nitrégeno son complejas. El medio M9 fue seleccionado bajo los mismos criterios que M8
y corresponde al medio de cultivo utilizado para la produccion de un pigmento rojo por
Paecilomyces siinclairii [Cho y col., 2002]. Finalmente, el medio M3 glut(+) modificado para
cinéticas en fermentador, es una variante de M3 glut(+), en la que tanto la fuente de carbono,
como la de nitrégeno, fueron disminuidas en un 150% guardando por tanto la misma relacion
C:N. Esta modificacién se efectué con el propdsito de evitar una formacion excesiva de
biomasa en el fermentador, la cual hubiese podido interferir con una adecuada transferencia de

oxigeno y la mezcla del sistema.

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo empleados en los diferentes ensayos

Componentes Unidad M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7  M4BF Ma3Ca(-) M3Ca(+) M3glut(+)

glucosa g/L  50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
ext. de levadura g/L 5.00 0.05 0.05 0.05

glutamato g/L 2.50 16.70
Pep.de caseina "H" g/l 20.00

(NH,),SO, g/L 1.12 1.12

KNO; g/L 10.00 10.00 10.00 10.00

NH,NO; gL 0.70 1.17

KH,PO, g/L 039 500 500 0.13 0.13 0.39 6.83 5.00 5.00 5.00
Na,HPO, 12 H,0  g/L 1.42 1.42

MgSO, 7H,0 g/L 0.60 200 200 015 0.15 0.60 0.15 2.00 2.00 2.00
Na,SO, g/L 240 240 2.40

CaCl,2 H,0 g/L 0.05 0.05 040 040 0.40 0.40 0.05
KCl g/L 1.00 0.50  0.50 1.00 0.50

FeCl; 6H,O mg/L 12.00 0.10

MnSO, H,0 mg/L 2.50 2.00

Co(NOy), 6H,0 mg/L 0.25 10.00

Na,Mo0O, 2H,0 mg/L 0.20 2.00

ZnS0O, 7H,0 mg/L 2.50 * 1550 15.50 20.00  15.50 *
CuSO, 5H,0O mg/L 0.50 3.00

FeSO, 7H,0 mg/L 5.00  5.00 20.00  5.00

Na, EDTA mg/L 60.00

pH 6.00 500 500 500 560 560 @ 6.00 5.00 5.00 5.00 5.00

* Adicion de solucion de sulfato de zinc hasta alcanzar concentraciones deseadas
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Adicionalmente se utilizaron los siguientes medios:

M8 (Infusion de papa) preparado de la siguiente forma: 200 g de papa en 400 mL de agua se
sometieron a ebullicion durante 1 h, luego de decantar sélidos en suspension se aford el

extracto a 1 L con agua destilada y se ajustd el pH a 5.90 con una solucién diluida de HCL.

M9 preparado con 15 g L' de almidén soluble, 10 g L de extracto de carne, 5 g L de
peptona de carne y pH ajustado a 6.10.

M3 glut(+) modificado para cinéticas en fermentador con el mismo contenido mineral y

pH de M3 glut (+), reduciendo la concentracion de glucosa a 20 g L' y glutamatoa 7 g L™.

Los criterios utilizados para la seleccion de los medios descritos anteriormente, se

discutiran en detalle en el capitulo 5.
4.3.  Condiciones de cultivo

4.3.1. Obtencion de esporas y preparacion de inéculo

Se utilizaron cajas Petri de 90 mm de didmetro conteniendo 10 mL de medio SDY
inoculadas por estria con una asada de esporas de primera generacion. Las cajas se incubaron a
27 °C durante 10 dias en una incubadora NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Innova 4230, con
foto-periodos de 12 horas de luz/oscuridad.

En el segundo dia de cultivo las cajas fueron selladas con parafilm para evitar la
pérdida de humedad. Al cabo del periodo de incubacion, se quitd esta pelicula, dejando las
cajas a temperatura ambiente para que perdieran agua y se indujera la esporulacion. Las
esporas de este cultivo (segunda generacion) se utilizaron para la preparacion de los inoculos
resuspendiéndolas en una solucién de Tween (0.05% v/v), a una concentracién de 4 x 10’

v g -1 . , .
conidios mL"" y se almacenaron en tubos criogénicos de 5 mL a -70°C.
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4.3.2. Fermentacion liquida en matraz

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 mL con 150 mL de medio, incubados a 27°C
con una agitacion de 150 rpm en una incubadora NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Innova
4230. Se inocularon con 5 mL del indculo congelado, alcanzando una concentracion de 1.3 x

10° conidios mL™' de medio.

4.3.3. Fermentacion solida en matraz

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo ca. 1 g de cubos de espuma
de poliuretano (EPU) de baja densidad (= 0.017 g L"), de aproximadamente 0.5 cm de arista,
previamente lavados con agua caliente (x 3), secados por un periodo aproximado de 24 h en
una estufa HERAUS a 70 °C bajo vacio (480 mm de Hg), a los que se agregaron 20 mL de
medio previamente inoculado conteniendo 1.3 x 10° conidios mL™, incubados a 27 °C en una

incubadora NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Innova 4230.

4.3.4. Fermentacion liquida en fermentador

Se utiliz6 un fermentador CHEMAP—Fermenter (Switzerland, Chemap A.G.) de 7 L
conteniendo 4.5 L de medio. Como pardmetros de operacion se fijaron 27 °C, pH de 5.4 (+
0.1, controlado con NaOH 0.5 M), una agitacion de 300 rpm y 300 mL min™' de aire o una
corriente gaseosa enriquecida con oxigeno.

Como indculo se emplearon 200 mL de un cultivo de 24 horas de edad previamente

inoculados con la suspension de conidios aéreos congelada, con una cuenta inicial de 2 x 100

conidios mL ™.
4.4. Técnicas analiticas

4.4.1. Conteo de esporas

El conteo se realizé con un hemocitometro de Neubauer bajo microscopio con una

ampliacion de 400 x.
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4.4.2. Determinacion de biomasa en fermentacion liquida

El crecimiento del hongo fue evaluado indirectamente por gravimetria. Para este efecto
la biomasa (micelio y otros propagulos) contenida en alicuotas de 5 mL del mosto de
fermentacion, fue filtrada en membranas Millipore de 0.45 um de corte, previamente pesadas.
La biomasa retenida en las membranas se lavo tres veces con alicuotas de 5 mL de agua
destilada y se secaron por un periodo aproximado de 24 h hasta peso constante en una estufa
HERAUS a 70 °C, bajo vacio (480 mm de Hg). Previamente al lavado, los filtrados fueron

recuperados se y almacenados 4 °C para analisis posteriores.

4.4.3. Determinacion de biomasa en fermentacion sélida

La evaluacion fue realizada indirectamente por gravimetria. Para este efecto se tomo el
peso inicial del soporte de crecimiento (espuma de poliuretano), luego se drend el medio de
cultivo residual del soporte por compresion dentro de una jeringa de 60 mL sobre membranas
Millipore de 0.45 pum de corte previamente pesadas. Los filtrados fueron recuperados y
almacenados a 4 °C para analisis posteriores. El soporte contenido en la jeringa se lavo 2 veces
con agua destilada, drenando nuevamente sobre las membranas. Finalmente, tanto las
membranas como el soporte fueron llevados hasta peso constante en una estufa HERAUS a 70

°C bajo vacio a 480 mm de Hg, en un periodo aproximado de 24 h.

4.4.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Tanto las cromatografias analiticas cuantitativas como las preparativas se llevaron a
cabo en un equipo THERMO SEPARATION Constametric 4100 usando como eluyente
H,S04 0.005 M a un flujo de 0.6 mL min™', en una columna ALLTECH OA-1000 (300 mm x
6.5 mm) para acidos orgénicos, a 35 °C. Se us6 un detector UV/visible PERKIN ELMER
SERIES 200, operado a 210 nm.

4.4.5. Cromatografia en capa fina (TLC)
En placas de silica gel 60 Fys4 Merck, con CHCl3:MeOH (9:1) y n-BuOH:H,0:AcOH

(12:5:3) como eluyentes y sulfato cérico amoniacal 0.051 M y luz UV como reveladores.
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4.4.6. Espectrometria de masas (MS)

Los analisis de espectrometria de masas se realizaron a 20 eV en un equipo Hewlett

Packard 5989A

4.4.7. Espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN)

Las mediciones de resonancia magnética nuclear fueron hechas a 300 MHz para 'Hy a
75.4 MHz para °C en un espectrometro Varian Mercury, usando (CD5),SO como solvente y

TMS como referencia interna.

4.4.8. Acido dipicolinico

Se cuantifico mediante un método colorimétrico [Janssen y col., 1958]. Se prepard una
solucién disolviendo 1 g de Fe (NH4)2(SO4), - 6H,O y 1 g de 4cido ascérbico en 100 mL de
un buffer de acetatos 0.5 M, pH 5.5. Para la cuantificacion se colocaron 0.8 mL de la muestra
y 0.2 mL de la solucion, desarrollandose color de forma inmediata.

La intensidad del color es proporcional a la concentracion de 4cido dipicolinico y fue
cuantificado por medicion de la absorbancia a 440 nm es un espectrofotometro BECKMAN

DU-530.

4.4.9. Acido oxalico

Fue cuantificado por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un equipo
THERMO SEPARATION Constametric 4100 usando como eluyente H,SO4 0.005 M a un
flujo de 0.6 mL min™', en una columna ALLTECH OA-1000 (300 mm x 6.5 mm) para acidos

organicos a 35°C. Se us6 un detector UV/visible PERKIN ELMER SERIES 200, operado a
210 nm.

4.410. CO, Yy O,

Fueron cuantificados por cromatografia gaseosa en un equipo SRI 8610C usando como
gas acarreador helio a un flujo de 20 mL min™, en una columna ALLTECH CTR I, a

temperatura constante (40 °C), con un detector TCD a 100 °C. Se inyectd 1 mL de muestra.
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4.4.11. Glucosay glutamato

Tanto la glucosa como el glutamato fueron determinados en un analizador bioquimico

YSI 2700 SELECT (Yellow Springs Instrument, Ohio, EEUU).

4.5. Bioensayos

Se realizaron sobre Artemia salina, en microplacas de 96 pozos, segin el protocolo
propuesto por Hartl y Humpf (2000).

La incubacion de los huevecillos se realiz6 en una incubadora NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC Innova 4230 bajo las siguientes condiciones:

e [luminacion: 2000 lux (bien iluminado)
e Salinidad: 325gL"!

e pH: 7-8.5

e Temperatura: 27 °C

e Concentracion de huevecillos: 5-10gL"

El periodo de incubacion tuvo una duracidon aproximada de 24 h y fue llevado a cabo
en cajas Petri de vidrio conteniendo 25 mL de la solucién salina. Una vez producida la
eclosion, se depositd en cada pozo de la microplaca, 200 pl de medio conteniendo 20 a 40
nauplios (larvas planctonicas de reciente eclosion).

. Para la evaluacion de toxicidad de los diferentes sobrenadantes se adicionaron 5 pL.
de muestra problema por pozo y al cabo de un tiempo' se hizo el recuento de
artemias muertas por observacion directa al microscopio con una ampliacion de 25
x. El recuento del total de artemias por pozo se efectu6 luego de inmovilizar a las

sobrevivientes por adicion de 50 pL de etanol.

'El tiempo para las evaluaciones de la toxicidad mediante el bioensayo fue variable (1-3 h) y se

defini6 en funcion de la toxicidad y/o de la concentracion de los principios activos en solucion.

° Para la determinacion de la dosis letal media, LDsy, de DPA se adicionaron 20 pL

por pozo de soluciones conteniendo 20, 50, 200, 500, 1000 y 2000 mg L' de DPA.
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. Para la determinacion del tiempo letal medio, LTs, de las diferentes soluciones se
adicionaron 10 pL de las mismas, observando la mortalidad producida a intervalos
de 10 minutos.

Tanto para determinacion de la LDsy como para la comparacion del grado de toxicidad
de los diferentes sobrenadantes obtenidos, la mortalidad observada fue corregida con los

blancos utilizando la féormula de Abbot (1925).

%MT — %Mt

%Mc:{
100 — %Mt

:l><100

Donde:

%Mc = Porcentaje de mortalidad corregida.

%MT = Porcentaje de mortalidad del tratamiento.
%Mt = Porcentaje de mortalidad del control o testigo.

Para la determinacion de la LDsy como de la LTsg se realizd un andlisis Probit [Finney,
1962] mediante el uso del paquete estadistico NCSS 2000.

Para la evaluacion de la toxicidad de los diferentes sobrenadantes, las mortalidades
corregidas fueron sometidas a un analisis de varianza ANOVA para establecer si existia
diferencia significativa entre las mortalidades observadas (o = 0.05). La comparacion de
medias se realizd mediante la prueba de Tukey—Kramer. En ambos casos se us6 del paquete

estadistico NCSS 2000.

4.6.  Ajuste de parametros y modelos cinéticos

Los datos experimentales fueron empleados para estimar todos los parametros
cinéticos por ajuste a los diferentes modelos, usando el programa NCSS 2000, el cual utiliza el
algoritmo de Marquard [Marquard, 1963] y calcula un intervalo de confianza del 95% para

cada parametro ajustado.

4.6.1. Crecimiento

El crecimiento fungico fue adecuadamente descrito por la ecuacion logistica [Gatto y

col., 1988] originalmente desarrollada para el crecimiento de poblaciones:
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dX X
V. = max 1 RV X 1
i M { } (1
donde X, es la concentracion de biomasa [g L], Xmax €l valor de equilibrio para X > 0,
cuando, dX/dt = 0 y umax, es la velocidad especifica de crecimiento maxima, (1/X) dX/dt,

medida cuando 0 < X << Xy [h™']. Para el ajuste de los datos experimentales y estimacion de

los pardmetros fimax, Xmax Y Xo se utilizo la ecuacion (2), que es la solucion de la ecuacion (1).

X

X t — max
O (X = X,) /X, e @

donde Xy, es la condiciodn inicial para X.

4.6.2. Consumo de sustratos

El consumo de sustratos fue modelado usando la ecuacion de Pirt [Pirt, 1975]:

dS 1 dX
———=—"+mX (3)

dt Y, dt
Donde S, es la concentracion del sustrato [mol C(S) L'l]; X, es la concentracion de biomasa
[mol C(X) L'l]; Ysx, el rendimiento de biomasa en base a sustrato [mol C (X) mol on S)]ym
el coeficiente de mantenimiento [mol C (S) mol! C X) h'l]. En los casos en los que se
emplearon glucosa y glutamato, S fue expresada como la concentracion de los moles totales de

carbono en los medios de cultivo; Ysx, al igual que m, también fueron evaluados sobre el

consumo total de carbono.

La solucion a la ecuacion (3) para S como funciéon de X y considerando Sy como la

condicion inicial esta dada por la ecuacion (4):

max ln max

SX /umax X - X

max

S(t)=S, -

X-X, mX {x —xo} "
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4.6.3. Produccion de metabolitos

Las cinéticas de produccion de acidos orgédnicos fueron modeladas usando la ecuacion

de Luedeking y Piret [Luedeking y Piret,1959] segun:
dR _
dt

donde, Pj, es la concentracion del producto [mol C(P) L'l], ai, el coeficiente asociado a

dX
L - X
@ at +4 )

crecimiento [mol C (P) mol c! (X)] y f, el coeficiente no asociado a crecimiento [mol C (P)

mol™ C (X) h™']. La solucién de la ecuacion (5) es:

P =Py +a (X~ X,)+ 7 Lx‘“*"‘ ln{ f{“*‘" __ﬂ (6)

donde Pjp, es la concentracion inicial de productos. Ahora, definiendo el nivel relativo de

biomasa como &= X/Xpmax ¥ &= Xof/Xmax, 12 ecuacion (6) puede ser reescrita como sigue:

Pt -PR,=AR = X (- )+ P h{ll__e;“} (7)

Si g = 0, la sintesis de producto ocurre solo durante el crecimiento y el producto no es

max

posteriormente metabolizado. La grafica AP; vs. &, es una linea recta con pendiente, o Xmax. Si
o >0y [ <0, la grafica AP; vs. &, tiene un maximo siempre que, -1 < £ < 0, y este maximo
es obtenido cuando 0 < (&= 1+ £) < 1. Esto significa que la sintesis de producto est4 asociada
a crecimiento con una velocidad fija de degradacion, f. Finalmente si >0y o > 0, la
sintesis de producto esta asociada parcialmente a crecimiento. Si 5> 0y ¢ = 0, la produccion
no estéd asociada a crecimiento. En ambos casos se obtienen curvas concavas.

La productividad especifica de producto en base a biomasa, O, [g (P) g' (X)h'] se

calcul6 segun un arreglo de la ecuacion (5):

dP,

Xdt

dX
—qp/x _aim+ﬂi_aiﬂ+ﬂi (8)
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Los rendimientos verdaderos de biomasa y productos en base a sustrato, evaluados

sobre las concentraciones iniciales y finales se calcularon segln las ecuaciones (9) y (10):

Yor = (-1) (Xo— X¢) (So— S)” ©9)

Yeis=(-1) (Po—Pp) (So— Sy’ (10)
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S. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION
DE METABOLITOS CON POTENCIAL INSECTICIDA

5.1. Introduccion

Como se menciond en la revision de la literatura, Paecilomyces fumosoroseus es capaz
de producir diferentes metabolitos con potencial insecticida entre los que destacan péptidos
ciclicos como la beauvericina y acidos orgéanicos como el dipicolinico (DPA) y oxalico
(OXA). En un trabajo previo se determin6 que la cepa Pfrd del hongo produce DPA cuando es
cultivado en un medio complejo en matraz, no habiendo detectado la formacion de
beauvericina u otros compuestos, de acuerdo a la sensibilidad y tipo de técnicas analiticas
utilizadas [Asaff y col., 2005]. Esta escasa diversidad metabdlica contrasta con la de otros
hongos entomopatogenos, como Beauveria y Metarhizium, conocidos por su capacidad de
sintesis de una amplia gama de metabolitos insecticidas [Roberts, 1981] (Tabla 2).

Se ha sugerido que pequefios cambios en los medios de cultivo, condiciones de
operacion y sistemas de fermentacion permiten explorar la diversidad metabolica de una
misma cepa [Zahn y col., 2001; Bode y col., 2002]. Bajo estos antecedentes se decidio
primeramente cultivar a P. fumosoroseus Pfrd en diferentes medios y evaluar si era capaz de
sintetizar nuevos metabolitos o incrementar la produccion de compuestos ya conocidos con
potencial insecticida.

Un aspecto crucial en la investigacion de actividades biologicas, es la disponibilidad de
un bioensayo adecuado para monitorear los efectos buscados. Por esta razon, en este capitulo
se presenta primeramente el montaje de la técnica y la sensibilidad del bioensayo elegido para
seguir la formacion de metabolitos con potencial insecticida, evaluada como toxicidad. En
segundo término se muestran los resultados del efecto de los medios de cultivo de P.
fumosoroseus Pfrd sobre la toxicidad de sus sobrenadantes, conjuntamente algunos datos de
crecimiento y pH. Finalmente se presentan los analisis quimicos y bioldgicos que permitieron

la identificacion de las fracciones y principios activos.
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5.2.  Montaje del bioensayo y evaluacion de su sensibilidad a metabolitos del hongo

Primeramente se establecieron las condiciones para la eclosion y mantenimiento de los
nauplios de Artemia salina. Aunque se implemento el procedimiento de desenquistado [Amat,
1985], la evaluacioén de su efecto sobre el porcentaje y tiempo de eclosion, mostrd que no
existia una diferencia importante con respecto a los huevecillos sin tratar, por lo que para los
diferentes bioensayos se emplearon inicamente los quistes del crustaceo.

Para la eclosion de los quistes se probaron soluciones salinas preparadas tanto con
cloruro de sodio como con sal de mar. Se observo que la solucidon preparada con cloruro de
sodio, si bien permitia una elevada eclosion, no era apta para el mantenimiento ya que la
sobrevivencia de los nauplios transcurridas 24 h era muy baja (7.99 + 2.19%). Contrariamente,
la solucion de sal de mar ademas de permitir una elevada eclosion, resulté adecuada para el
mantenimiento con un alto porcentaje de sobrevivencia (96.63 + 2.21%), sugiriendo el
requerimiento de otras sales, ademas del cloruro de sodio.

Establecidas las condiciones adecuadas para la eclosion y mantenimiento de los
nauplios de Artemia salina, se evalud la sensibilidad de este sistema a los metabolitos
excretados por el hongo. Con este propdsito se prepararon soluciones de diferente
concentracion de acido dipicolinico (DPA) y se evaluo su efecto a las 24 horas de aplicacion.

100+
a)
80

60+

40

Mortalidad (%)

201

T T 1
0 50 100 150 200
Dosis DPA (pg mL™)

Figura 2. a) Curva de dosis/respuesta del DPA sobre Artemia salina. Cada punto fue determinado por
cuadruplicado y corresponde a la media de la mortalidad corregida respecto al control (% mortalidad = 2.45) b)

Vista al microscopio (25 x) de nauplios muertos en el fondo de un micropozo a concentraciones elevadas de DPA
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La curva de dosis/respuesta obtenida (Fig. 2a) fue una sigmoide que es caracteristica
de este tipo de pruebas [Lagunas-Tejeda, 1994], encontrandose que concentraciones altas de
este compuesto (>150 pg mL™") produjeron una mortalidad elevada (Fig. 2b). Mediante un
analisis Probit se estim6 una LDsy =44.5 £ 2.49 ng DPA mL™.

En bioensayos de caracteristicas similares, Delaney y Wilkins (1995) encontraron que
la microcistina-LR, aislada de la cianobacteria Microcystis aeruginosa, mostro a las 24 h una
LDsy = 3.8 mg L es decir, fue aproximadamente 12 veces mas toxica que el DPA. En
correlacion con esta elevada toxicidad, la microcistina-LR tuvo una actividad insecticida muy
importante, similar a la de otros insecticidas de uso comercial como rotenona, malathion o
carbofuran. Las fumonisinas B; y B, producidas por el hongo Fusarium moniliforme tuvieron
a las 48 h una LDsp = 1.98 + 0.12 y 3.37 £ 0.13 pg mL", respectivamente [Hartl y Humpf,
2000]. Por otro lado, la evaluacién toxicolégica de diferentes derivados del retinol manifesto
que estos compuestos presentaban toxicidades con LDsg que oscilaban entre 25 y 420 pg mL™
[Salo y col., 1995]. Una comparacion de la LDsy del DPA con las de esos compuestos sefala
que este metabolito es de una toxicidad moderada, mostrando por otra parte que el sistema

elegido para el bioensayo respondié a metabolitos producidos por P. fumosoroseus.

5.3. Seleccion de los medios de cultivo

No obstante que los microorganismos varian considerablemente respecto de los
nutrientes que pueden necesitar para su crecimiento y sintesis de metabolitos es posible
efectuar la distincion de las siguientes categorias de componentes: a) Macronutrientes,
agregados en cantidades de gramos por litro que estan representados por las fuentes de C, N,
S, P, K y Mg; b) Micronutrientes o elementos traza representados por las sales de Fe, Mn,
Mo,Ca, Zn, Co y Cu que se agregan a los medios en cantidades de miligramos o microgramos
por litro; y ¢) Factores de crecimiento, que estan constituidos generalmente por componentes
organicos suministrados en baja concentracion como son las vitaminas, algunos aminoécidos,
acidos grasos, etc. Ademas de la relacion de los nutrientes antes sefialados, fendmenos como
la represion catabdlica de carbono y la regulacion por nitrégeno, son los factores nutricionales
que determinan la fisiologia de los microorganismos. Antes de proceder a un disefio

experimental con los diferentes factores, tomando como variable de respuesta a la toxicidad,
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se decidid hacer una evaluacion previa de esta variable en los sobrenadantes del cultivo del
hongo en los medios utilizados por He Zennguo en una estancia posdoctoral (M1-M7 de la
Tabla 4). Su trabajo tuvo por objeto el estudio de la influencia de algunos medios de cultivo en
la formacién de propagulos sumergidos de P. fumosoroseus Pfrd, reportando no solamente
variaciones en su relacion y morfologia, sino también en el pH y la coloracion de los
sobrenadantes. La produccion de pigmentos y los cambios en la morfologia durante un cultivo
indican que algunos géneros de hongos son metabolicamente diversos como por ejemplo

Beauveria [Roberts y Yendol, 1971].

Tabla 4. Medios utilizados para el cultivo de P. fumosoroseus en fermentacion liquida

Medio Fuente de C  Fuente de N C:N Medio mineral

Ml Glucosa Extracto de levadura 34:1 K, Na, Mg, Ca, P, S, CI

M2 Glucosa KNO; 17:1 K, Na, Mg, Ca, P, S, Cl, Fe (III), Mn,
Co, Mo, Zn, Cu

M3 Glucosa KNO; 17:1 K, Mg, Ca, P, S, Cl

M4 Glucosa (NH4),SO, 98:1 K, Na, Mg, Ca, P, S, Cl, Zn, Fe (IT)

M5 Glucosa Glutamato 130:1 K, Na, Mg, Ca, P, S, Cl, Zn, Fe (IT)

M6 Glucosa Peptona de caseina Informacién no disponible

M7 Glucosa NH4NO; 57:1 K, Na, Mg, Ca, P, S, CI, Fe (IlT y 1),
Mn, Co, Mo, Zn, Cu (en EDTA)

MS8 Almidon Desconocida Informacién no disponible

M9 Almidon Extracto y peptona de carne Informacién no disponible

Ver detalles de la composicion de los medios en Materiales y Métodos

Adicionalmente se evaluaron los medios M8 y M9, correspondientes a medios
empleados para el cultivo de hongos del género Paecilomyces [Cho y col., 2002] y que a
diferencia de los primeros, tanto la fuente de carbono, como la de nitrégeno, son complejas.

Como se observa en la Tabla 4, la gran diversidad en la relacion y la naturaleza de los
nutrientes de los medios de cultivo hacia prever que debian provocar necesariamente cambios
metabolicos en el hongo. De no ser asi, era poco probable que otros medios de cultivo

formulados en base a un disefio experimental, provocaran los cambios de toxicidad esperados.
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5.4. Crecimiento de P. fumosoroseus en diferentes medios y toxicidad de los

sobrenadantes

Los medios de cultivo tuvieron un efecto importante sobre el desarrollo de la biomasa
y el pH de los sobrenadantes (Tabla 5). Los medios M1 y M2 permitieron el crecimiento mas
alto a las 144 h, mostrando que tanto fuentes organicas de nitrogeno como el extracto de
levadura y fuentes inorganicas como el nitrato de potasio, con una adecuada suplementacion

de microelementos, podian soportar de igual manera un buen desarrollo del hongo.

Tabla 5. Efecto de los medios de cultivo sobre el crecimiento y pH

Medio XigL'l -
72 h 144 h Oh 72 h 144 h
M1 6.68 £ 0.21 12.31+£0.18 6.0 2.36+£0.10 3.30+£0.28
M2 543+0.11 18.32 £ 0.54 5.0 6.08 £ 0.08 6.28+ 0.06
M3 3.43+0.01 2.79+0.13 5.0 3.86+0.18 2.90+0.13
M4 333+0.14 3.52+0.09 5.0 2.05£0.11 2.12+0.19
M5 6.48 £ 0.57 10.05 £ 0.64 5.0 5.20+ 0.09 3.94+0.12
M6 1.19+0.08 1.19+£0.01 5.6 5.02+0.13 4.84+ 0.22
M7 6.68 £0.14 9.40 £0.85 6.0 5.84+0.21 4.58£0.14
M8 6.67£0.12f  5.73+£0.18%F 6.0 nd 522 £0.02+%
M9 822£0.79f  8.03+£0.327F 6.0 nd 6.29 £ 0.05F7

+ Corresponde a 96 h de cultivo 1 Corresponde a 168 h de cultivo

En el caso de M1 (Tabla 5) se observo que el pH descendié debido a la secrecion de
compuestos de naturaleza acida como el DPA [Asaff y col., 2005]. Contrariamente, en el caso
de M2, el pH tuvo un ligero ascenso, probablemente debido a una menor produccion de
metabolitos acidos o la mejor capacidad amortiguadora del medio por su contenido de
fosfatos. Destacd que tanto la produccion de biomasa como la evolucion del pH en M3
tuvieron un comportamiento contrario al observado en M2, pese a que ambos fueron
formulados de igual manera, salvo en su contenido de microelementos. Probablemente el
descenso del pH en M3 se debid a una mayor produccion de compuestos de naturaleza acida

que superaron la capacidad amortiguadora del medio.
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En el caso de M4 el crecimiento fue muy pobre ocasionado por el excesivo descenso
del pH. Es conocido que la asimilacion de amonio por los hongos permite la incorporacion
inicamente de amoniaco a las vias metabdlicas, liberando iones H' que acidifican el medio
[Moore-Landecker, 1996]. Cuando se cambi6 la fuente de nitrogeno a glutamato (MS5) se

observo un mejor desarrollo del hongo y un descenso del pH menor.

En el caso de M6 se tuvo el crecimiento mas bajo de todos. Este medio no habia sido
suplementado con ningin microelemento, salvo por las trazas que pudiera haber contenido la
peptona de caseina, lo cual pone en evidencia el requerimiento de microelementos para un

desarrollo adecuado de Paecilomyces fumosoroseus.

En el caso de M7, M8 y M9 el crecimiento y evolucion del pH fue mas o menos
similar, siendo probablemente su contenido de nutrientes lo que determind la biomasa maxima
alcanzada.

A fin de establecer la influencia de los medios de cultivo sobre la produccion de
metabolitos toxicos, los sobrenadantes de los 9 medios de cultivo, libres de cualquier forma
biologica del hongo, fueron evaluados mediante el bioensayo con Artemia salina. Los

resultados son presentados en la Figura 3.
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Figura 3. Efecto de los
medios sobre la toxicidad de los sobrenadantes. Las barras corresponden al valor de las medias del porcentaje de

mortalidad obtenido a las 2 horas de iniciado el bioensayo. Los valores con las mismas letras indican que no
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existe una diferencia significativa entre los tratamientos (o0 = 0.05), segun la prueba para diferencia de medias de
Tukey—Kramer. Se hicieron 4 repeticiones por cada prueba.

Los sobrenadantes de los medios M3 y M4 resultaron altamente toxicos para Artemia
salina, mientras que M5 y M1 mostraron una toxicidad considerable y moderada
respectivamente. Los otros sobrenadantes practicamente no presentaron actividad durante la
duracion del bioensayo.

En primer término se traté de descartar que la toxicidad observada no fuera ocasionada
por el pH bajo de los sobrenadantes que mostraron actividad. Para el efecto se evaluo la
toxicidad de dos soluciones 0.010 M de HCI y H,SO4 (pH = 3), las cuales provocaron una
mortalidad practicamente despreciable (2.59 y 3.17% respectivamente). Por otro lado, se
observo que cuando el pH del sobrenadante M3 fue ajustado a 4.2, la toxicidad fue reducida en
un 50% y a pH 5 fue practicamente abatida luego de una hora de ensayo. A pH 7 no se
observé actividad transcurridas 24 h y con los sobrenadantes M1, M4 y M5 ajustados al
mismo pH, la mortalidad fue practicamente despreciable (= 2%) luego de un periodo similar.
El pH fue ajustado a diferentes niveles por la adicion de un volumen minimo de una solucion
de KOH concentrada, por lo cual el efecto de dilucion se considera despreciable. El descenso
del pH de los diferentes sobrenadantes (< 3.6) y la actividad observada en estas condiciones
hizo suponer que los metabolitos activos eran de naturaleza 4cida y que mostraban actividad

unicamente cuando se encontraban en su estado molecular o parcialmente disociados.

5.5.  Anailisis fisico-quimico de los sobrenadantes

Tratando de establecer el origen de las diferencias de mortalidad observadas, se busco
caracterizar los diferentes sobrenadantes de acuerdo a la naturaleza de sus componentes.

En primera instancia, los sobrenadantes fueron sometidos a un analisis de
cromatografia de capa fina (TLC) de doble dimension, utilizando n-BuOH:H,O:AcOH
(12:5:3) como primer solvente y CHCl3:-MeOH (9:1) como segundo solvente, revelados con
sulfato cérico amoniacal (Fig. 4). Se observo que en la primera elusion tanto los componentes
de los medios de cultivo (0 h) como componentes residuales y algun probable metabolito
producido (144 h) migraron minimamente a lo largo de la placa, mientras en la segunda

elucion ninguna muestra fue capaz de migrar, indicando claramente la fuerte polaridad de la
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totalidad de los componentes de las muestras analizadas. La glucosa de los medios de cultivo
fue revelada también con la solucion empleada por lo cual no fue posible precisar si se
produjeron metabolitos de naturaleza polar con tiempos de retencion similares a los de este
azticar. Unicamente en algunos casos (M1, M2, M6, M8) qued6 en evidencia el consumo de

los nutrientes iniciales.
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Figura 4. Cromatoplacas de doble dimension, utilizando n-BuOH:H,O:AcOH (12:5:3) como primer solvente y
CHCI3:MeOH (9:1) como segundo solvente, de los medios (0 h) y sobrenadantes de los cultivos (144 h) de P.

fumosoroseus en FL, reveladas con sulfato cérico amoniacal.

También se corrieron otras cromatoplacas revelandolas con luz UV (Tabla 6) a fin de
evitar la interferencia de componentes residuales del medio como la glucosa. En el caso de M1

y M3 en particular, se observé una especie quimica con un Rf = 0.2 que coincidio con el del
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DPA; sin embargo, en M3 la sefial fue muy intensa, ocasionando incluso un barrido desde 0 a
0.2, frente a una sefal tenue de MI1. En los otros medios, incluido M9, no fue posible
discriminar si las marcas observadas correspondian a metabolitos producidos por el hongo o a
componentes residuales de los medios de cultivo. En ninguno de los casos se observo la

formacion de beauvericina, cuyo estandar eluido con CHCl;:MeOH (9:1), tiene un Rf = 0.8.

Tabla 6. Marcas en cromatoplacas de doble dimension de los medios (0 h) y sobrenadantes de

los cultivos (144 h) de P. fumosoroseus en FL observadas con luz UV

Medio uv Rf (n-BuOH:H20:AcOH) Rf (CHCI3:MeOH)
M1 (0 h) - -—- -—-
M1 (144 h) ++ 0.2 0
M2 (0 h) + 0 0
M2 (144 h) + 0 0
M3 (0 h) - --- ---
M3 (144 h) ++++ 0-0.2 0
M4 (0 h) + 0-0.2 0
M4 (144 h) + 0-0.2 0
M5 (0 h) + 0-0.2 0
MS5 (144 h) + 0-0.2 0
M6 (0 h) + 0.3;04 0.2
M6 (144 h) + 0.3;0.6 0.2
M7 (0 h) + 0.3 0
M7 (144 h) -— -— -
MS (0 h) + 0 0
MS (168 h) + 0 0
M09 (0 h) + 0-0.2 0
M9 (168 h) + 0-0.2 0

Los andlisis de cromatografia de capa fina mostraron que en algunos casos se
producian metabolitos fuertemente polares, muy probablemente de naturaleza écida, por lo
que en los analisis por HPLC de los sobrenadantes, se us6 una columna para acidos organicos.

Los cromatogramas obtenidos en cada caso son ilustrados en la Figura 5.
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M10h M1 144 h M20h 2 144k
M20h I3 144 b M4 0h L4 144 h

o M .

M50h 05 144 h MEOR LIE 144 h
Figura 5. Cromatogramas de HPLC de los sobrenadantes y medios de cultivo de P. fumosoroseus en FL usando
como eluyente H,SO, 0.005 M a un flujo de 0.6 mL min™', en una columna ALLTECH OA-1000 para acidos
organicos, a 35 °C y deteccion UV a 210 nm. Los picos con Rt = 5 y 46 min fueron identificados como OXA y

DPA respectivamente.
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En M1 se observd un pico con un Rt = 46.4 min, el cual apareci6 también en M3,
aunque con un area 17 veces superior. La comparacion del tiempo de retencion y su espectro
de absorcion con el de un estdndar mostraron que se trataba del DPA.

A los niveles de sensibilidad empleados para el andlisis cromatografico no se observo
en los otros medios la produccion de DPA, aspecto que indica que su sintesis dependi6 de
manera importante de la composicion del medio de cultivo.

En M2 aparecieron dos nuevos picos con Rt = 9.5 y 15.7 min que también fueron
observados en M3, aunque el primero no fue resuelto de forma adecuada.

En M3 (0 h) se vio un pico de area considerable con un Rt = 5 min, que en el
sobrenadante (144 h) también aparecié pero con un area mayor y aparentemente traslapado
con alguna otra seal.

Cuando se utiliz6 un detector con arreglo de diodos, se observo que los espectros de
absorcion de los picos con un Rt = 5 min del medio de cultivo M3 (0 h) y del sobrenadante M3
(144 h) eran diferentes, lo cual indica que en M3, ademas del DPA, se produjo algun(os)
otro(s) metabolito(s) con un Rt = 5 min. Se observo que cuando la fuente de nitrogeno de M3
(KNO3) fue reemplazada con glutamato [M3 glut(+)], el sobrenadante que se obtuvo luego de
212 h de cultivo, provoco una mortalidad del 100% en 1 h. Cuando el blanco de este medio (0
h) fue analizado por HPLC, la sefial con un Rt = 5 no aparecid, mientras que en el
sobrenadante (212 h) se apreciaba nuevamente su formacion al igual que la fraccion con un Rt
= 46.4 min, correspondiente al DPA.

Tanto en M4, M5 y M6 también se observo la aparicion del pico con un Rt = 5 min
aunque de area diferente. El espectro de esta fraccion del sobrenadante de M3 y los espectros
de los picos detectados en los sobrenadantes de M4, M5 y M6 con el mismo tiempo de
retencion, fueron similares por lo que se presumi6 que se trataba de un mismo metabolito. En
M7, M8 y M9 no se observo la formacion de ninglin metabolito en cantidades significativas.

Al parecer la elevada toxicidad mostrada por M3, M4 y M5 y en menor grado por M1
(Tabla 5) y posteriormente por M3 glut(+), estuvo correlacionada con su contenido de DPA y

de la fraccion con un Rt = 5 min.
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5.6.  Seleccion y aislamiento de las principales fracciones activas

De acuerdo a los cromatogramas de HPLC y toxicidad de los sobrenadantes de M1,
M3, M3 glut(+), M4 y M5, se selecciond la fraccion con un un Rt = 5 min como una de las
principales candidatas a contener ¢l o los principios activos. Con el proposito de evitar la
interferencia de componentes del medio de cultivo en los analisis posteriores, tanto para el
aislamiento, como para la identificacion del compuesto(s) contenido(s) en dicha fraccion, se
utilizo el sobrenadante de M3 glut(+). También se colectaron las fracciones con Rt = 9 y 15
min del sobrenadante de M2, también presentes en M3 y M5, aunque mejor resueltos en el
primero. Finalmente se colectd la fraccion correspondiente al DPA con un Rt = 46 min.

Las fracciones colectadas del equipo de HPLC fueron contrastadas durante los
bioensayos con fracciones con tiempos de retencion similares, colectadas a partir de sus
blancos respectivos (medio de cultivo puro). Los resultados del bioensayo luego de un periodo

de 2 h son presentados en la Tabla 7.

Tabla 7. Toxicidad de las diferentes fracciones de HPLC de los sobrenadantes

Fraccion Rt [<] min Mortalidad blanco (%) Mortalidad sobrenadantes (%) Fuente
5 5.32 (£2.11) 98.33 (£2.89) M3 glut(+)
9 1.67 (£1.39) 1.74 (£1.54) M2
15 2.19 (£1.89) 1.75 (£1.01) M2
46 2.62 (£2.28) 4.15 (£0.79) M3 glut(+)
(H,S0, 0.005M) 1.43 (z1.06) e Fase movil

Para la coleccion de fracciones se inyectaron 100 pl. de muestra, colectando las fracciones por periodos
aproximados de 2 minutos con una dilucion de 1:12. Las fracciones colectadas se concentraron en la misma

proporcion por evaporacion bajo una corriente de nitrogeno.

El bioensayo mostré que la fraccion aislada con un Rt = 5 min fue altamente toxica.
Las fracciones con Rt = 9 y 15 min no mostraron ninguna actividad. Por su parte la fraccion
con Rt = 46 min correspondiente al DPA ocasion6 una mortalidad despreciable. De acuerdo a
estos resultados el o los compuestos activos principales estaban contenidos en la primera

fraccion por lo cual se procedio a aislarlos e identificarlos.
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5.7. Identificacion de los compuestos activos

Como se mencion6 anteriormente, tanto los analisis de capa fina (Rf = 0), como los de
HPLC (Rt = 5 min) mostraron que la fraccion activa tenia una naturaleza fuertemente polar.
Los analisis del compuesto purificado mostraron una masa molecular de 90 y su espectro de
BC mostré un tnico pico con un desplazamiento de 160.441 ppm, coincidente con el
desplazamiento de 160.770 ppm del acido oxalico (manual Aldrich de espectros), por lo que se
concluy6 que se trataba de este compuesto.

El efecto téxico mostrado por el acido oxélico (OXA) estd correlacionado con las
propiedades insecticidas y acaricidas altamente efectivas de este compuesto sobre la chinche
Lygus hesperus y el acaro Varroa destructor [Alverson, 2003; Gregorc y Planinc, 2002]. Este
ultimo se ha constituido en una plaga muy seria para la industria apicola, capaz de causar
epizootias de gran magnitud en las colmenas, por lo cual el uso de OXA o caldos de
fermentacion que lo contienen, resultan una alternativa de control interesante. Por ejemplo,
existen reportes a cerca de que los sobrenadantes de Beauveria bassiana libres del hongo,
causaron una gran mortalidad entre otras especies de acaros como Ambylomma americanum
L., Ambylomma maculatum Koch e Ixodes scapularis Say, siendo el OXA, el compuesto
activo de estos sobrenadantes [Kirkland y col., 2005]. Un aspecto importante a considerar es
que dichos autores sefialan que el efecto acaricida se manifest6 en sobrenadantes con pH 4,
mientras que dicho efecto fue practicamente suprimido a pH 7. Este fenomeno concuerda con
los resultados encontrados en los bioensayos con Artemia salina en los cuales se observo que
los sobrenadantes conteniendo OXA o soluciones puras de OXA con pH > 4 carecieron de
actividad (Tabla 8). Este hecho sugiere que la forma parcialmente disociada (pK,, =4.19) y la
molecular (pK,; = 1.20) del OXA son las biologicamente activas. Este comportamiento
posiblemente tiene su origen en fenomenos de transporte y en un modo de accidon similar al
sugerido para los acidos benzoico (pK, = 4.19), sorbico (pK, = 4.80) y lactico (pK, = 3.08)
como inhibidores de crecimiento microbiano. Estos compuestos son acidos débiles que a pH
menores a 5.0 son protonados y llevados a su forma molecular la cual les permite penetrar la
membrana celular. Una vez dentro de la célula, estos acidos se disocian liberando protones lo

cual origina que los microorganismos tengan que bombearlos fuera mediante la ATP sintetasa
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a fin de mantener constante el pH interno de la célula. Esto ocasiona una disminucién en la
produccion de ATP con la consecuente pérdida de energia [Griffin, 1994].

Ademas de las propiedades insecticidas del OXA, se ha encontrado que su produccioén
en hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana, forma parte de un mecanismo
concertado con la actividad de enzimas hidroliticas y otros acidos como el citrico para la
solubilizacion de la cuticula de los insectos. Este mecanismo conjuntamente con la accion

mecanica del apresorio permite la penetracion de las hifas [Bidochka y Khachatourians, 1991].

5.8. Contenido de acidos y correlacion con la toxicidad de los sobrenadantes

Una vez identificado el OXA como uno de los compuestos activos, ademas del DPA,
se busco establecer si la toxicidad de los sobrenadantes analizados se debia en su totalidad a su
contenido de estos acidos o si ademas existian otras sustancias involucradas que no habian
sido detectadas debido a la sensibilidad de las técnicas analiticas y/o procedimientos
utilizados. Para el efecto se tomo el sobrenadante de M3 glut(+) y se cuantificé su contenido
de 4cidos organicos y nutrientes residuales. Se determinaron concentraciones de 0.98 g L™ de
DPA, 3.53 g L' de OXA, 26.31 g L' de glucosa y 7.07 g L™ de glutamato. Se afiadieron 10
uL de este sobrenadante, al igual que de todas las otras muestras ensayadas, a 200 pL de la
solucion salina conteniendo los nauplios de Artemia en cada micropozo. Las concentraciones
en molaridad y considerando el efecto de dilucion para el DPA, OXA, glucosa y glutamato en
los micropozos fueron 0.285, 1.852, 6.878 y 2.299 mM respectivamente. De acuerdo a estas
concentraciones se hicieron diferentes pruebas de toxicidad de los compuestos puros o
mezclas, tratando de establecer su grado de participacion en la actividad observada mediante
la estimacion de la LTso y la LTgo. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Tanto la LT 59 como la LTgg sefialan que el sobrenadante de M3 glut(+) (1) resulté mas
toxico que cualquiera de sus componentes acidos puros o mezclados (2—7). Se prepararon
soluciones tanto de DPA como de OXA en las mismas concentraciones en las que se
encontraban presentes en el sobrenadante de M3 glut(+). En el caso del DPA (2), se observo
que su actividad fue practicamente despreciable. Tampoco se observd un efecto sinérgico o
aditivo con el OXA pues la actividad de este compuesto puro (4) o mezclado con DPA (5) no

mostrd diferencias significativas ni en la LTso ni en la LTy,.
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Tabla 8. Comparacion del grado de toxicidad del sobrenadante de

M3 glut(+) y sus principales componentes

Descripcion pH Concentracién LTs (min) LTy (min)
(mM)*
0 M3 glut(+) 3.54 (1.852 + 0.285)° 12.45 (1.98) 29.52 (2.37)
2) DPA 3.44 0.285 >400 >400
) DPA 3.51 1.853 18.33 (2.45) 31.67 (4.66)
4 OXA 3.52 1.852 27.64 (3.32) 50.45 (12.61)
) (OXA + DPA) 3.50 (1.852 +0.285) 34.23 (4.19) 69.90 (8.31)
(©6) (OXA + DPA) 3.55 (1.852 +0.285)" 16.78 (6.01)  47.83 (16.03)
) (OXA + DPA) 5.01 (1.852 +0.285) >500 >500

“Concentraciones alcanzadas en cada micropozo de los bioensayos. *Corresponde a las concentraciones de OXA
y DPA respectivamente, conteniendo ademas 6.878 mM glucosa y 2.299 mM de glutamato. Todas las pruebas

tuvieron 5 repeticiones y los nimeros entre paréntesis representan los limites de confianza a un 95%.

Con el proposito de comparar el grado de toxicidad del DPA y OXA, se prepard una
solucion de DPA (3) a la misma concentracion del OXA (4), observando que en este caso
tanto la LTso como la LTey fueron menores, lo cual indica que el DPA es un compuesto
aproximadamente 36% mas toxico que el OXA. Por otro lado, se tratd de establecer si los
componentes residuales del medio de cultivo pudiesen también tener un efecto toxico aditivo
con el DPA y el OXA. Para el efecto se preparé una solucion (6) conteniendo las sales del
medio M3 glut(+), glucosa y glutamato (en las mismas concentraciones en las que se
encontraban en el sobrenadante). En este caso se observo un incremento de la toxicidad en
comparacion a la mezcla tinicamente de DPA y OXA (4), lo cual indica que ademads de los
acidos producidos, también los nutrientes residuales del medio coadyuvaron en alguna medida
a la toxicidad del sobrenadante. Finalmente se busco reconfirmar el efecto del pH utilizando la
misma mezcla de DPA y OXA pero a un pH mayor (7). En este caso, nuevamente se observo
que no hubo actividad, que como se discuti6 anteriormente, sefiala al estado molecular o
parcialmente disociado de los 4cidos como los bioldgicamente activos.

Estos resultados confirman que el OXA a la concentracion alcanzada, fue el
componente activo principal de M3 glut(+) y muy probablemente de M3, M4 y M5 en los que

se observo su formacion (Fig. 5). Otro componente del sobrenadante como el DPA, mas
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toxico que el OXA, no present6 actividad durante el tiempo del ensayo simplemente por un
efecto de concentracion. Como en este caso, no fue posible descartar que el sobrenadante
pudiera haber contenido también otros componentes minoritarios con actividad, pero que no
fue posible detectarlos por su baja concentracion y debido a que la alta produccion de OXA
enmascar6d cualquier otro efecto, ademas de que la sensibilidad del bioensayo permitié la
interferencia de los nutrientes residuales. En este sentido, se apreci6 la formacion de
pigmentos amarillo verdosos, probablemente sideréforos. En muchos casos se ha observado
que los pigmentos producidos por hongos entomopatdgenos, tal el caso de la tenellina,
basianina y oosporeina, producidos por Beauveria bassiana, presentan actividad bioldogica
[Jeffs y Khachatourians, 1997]. En algunos de los cromatogramas de HPLC también se
observaron algunos picos minoritarios no identificados, probablemente intermediarios del
ciclo de Krebs como el 4cido citrico, que sin embargo no presentaron toxicidad.

Los resultados presentados a lo largo de este capitulo muestran que cambios en la
composicion de los medios de cultivo permiten modificar la toxicidad de los sobrenadantes de
P. fumosoroseus, gracias principalmente a una mayor o menor produccion de DPA, OXA vy el
pH final alcanzado. Sin embargo, con la metodologia seguida no fue posible establecer la
produccion de nuevos metabolitos con potencial insecticida, que por su baja concentracion
probablemente no alcanzaron a mostrar actividad bioldgica.

Por otro lado, tanto el DPA y el OXA son considerados de riesgo moderado para la
salud humana. La clasificacion NFPA para el DPA es de 2 (Sigma-Aldrich), que corresponde
a materiales que en exposicion intensa o continua pudieran causar incapacitacion temporal o
posibles dafos residuales a menos que se dé pronta atencion médica. En el caso del OXA, su
clasificacion NFPA lo ubica en el nivel 3 (Sigma-Aldrich), usado para materiales que en un
tiempo corto pudieran causar dafios temporales o residuales aunque se hubiera recibido pronta
atencion médica. La mayor parte de los insecticidas quimicos estan en el nivel 4 de la
clasificacion NFPA, correspondiente a materiales que en muy poco tiempo pudieran causar la
muerte o dafios permanentes aunque se hubiera recibido pronta atencion médica. Por tanto,
utilizando una adecuada proteccion, el uso de los sobrenadantes de P. fumosoroseus, solos o
combinados con propagulos infectivos del hongo, puede ser una opcion interesante para el

control de plagas. Sin embargo, serdn necesarios mas estudios a este respecto.
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6. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO, CONDICIONES
DE OPERACION Y SISTEMA DE FERMENTACION SOBRE LA
PRODUCCION DE DPA Y OXA

6.1. Introduccion

En este capitulo se presentan los resultados que explican las diferencias encontradas en
el capitulo anterior a cerca de la produccion de DPA y OXA por efecto del medio de cultivo.
Ademas se muestra el efecto de las condiciones de operacion (aireacion y control de pH) y el
sistema de fermentacion (FL y FS) sobre las cinéticas de produccion de DPA, OXA y
biomasa, asi como las de consumo de sustratos. Cabe aclarar que en los primeros analisis no se
incluye al OXA debido a que su identificacion se logrd en forma posterior a muchos de los
resultados obtenidos.

Con el proposito de identificar los principales factores del medio de cultivo que afectan
la produccion de los acidos organicos de interés se pudo haber recurrido a un disefio de
experimentos. Sin embargo, como se verd mas adelante, un andlisis comparativo de la
composicion de algunos de los medios utilizados en el capitulo anterior, permiti6 excluir a

varios factores, recurriendo en la mayoria de los casos a pruebas menos elaboradas.

6.2. Cinéticas de crecimiento, consumo de sustratos y produccion de DPA en tres

medios seleccionados (M1, M3, M4)

Los analisis cromatograficos (Fig. 5) mostraron que la produccion de DPA era muy
variable. Llamoé la atencion la elevada produccion en algunos casos (M3) y su casi nula
formacion en otros (M4). En una primera instancia se siguieron las cinéticas de crecimiento,
consumo de sustratos y produccion de DPA en estos dos medios, usando como control M1, al
ser el medio en el que se habia encontrado la presencia de este metabolito en un trabajo
anterior [Asaff'y col., 2005], buscando establecer si la produccion de DPA estaba ligada o no a
crecimiento. Los resultados experimentales y las curvas correspondientes al modelado se

ilustran en la Figura 6. Los parametros cinéticos estimados se muestran en la Tabla 9.
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Figura 6. Cinéticas de cultivo de P. fumosoroseus en FL en matraz en diferentes medios a 27 °C y 150 rpm.
a) Crecimiento; b) pH; ¢) Consumo de glucosa; d) Produccion de DPA en funcion de la biomasa relativa. 1 M1;
O M3;/\ M4. Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas a los datos ajustados

a los modelos.

De los medios ensayados, en M1 se alcanzod la biomasa mas alta, 353% y 209% mayor
a la alcanzada en M3 y M4 respectivamente. En M3 el hongo crecié principalmente como
micelio disperso hasta las 150 h y partir de este punto formo6 conglomerados que sedimentaron
y se separaron del medio de cultivo, dificultando la toma de muestras representativas. Por esta
razon solo se volvid a evaluar el crecimiento hasta el final de la fermentaciéon como biomasa

total por matraz por volumen total de sobrenadante.
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Tabla 9. Parametros cinéticos de FL en matraz de P. fumosoroseus en diferentes medios

Medios de cultivo

M1 M3 M4
Xinax 18.11 (0.23) 4.16 (0.57) 5.86 (0.66)
Limax % 107 4.69 (0.65) 4.36 (0.89) 4.18 (1.82)
R? 0.9947 0.9736 0.9656
Yys 0.63 (0.05) 0.48 (0.06) 0.61 (0.06)
m x 107 0.87 (0.38) 2.72 (1.09) 5.57 (2.01)
R? 0.9893 0.9756 0.9712
ax 1072 0.18 (0.09) 2.22(1.37) nd

Bx 107 0.02 (0.01) 1.52 (0.17) nd

R? 0.9775 0.9974 nd

Los nimeros entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza del 95% de los parametros ajustados. Todos

los parametros cinéticos relacionados con el consumo de glucosa y produccion de DPA estan en base molar.

Las umax estimadas muestran que si bien en M1 se obtuvo la velocidad especifica mas
elevada, estadisticamente no presenta diferencias significativas con las de los otros dos medios
de acuerdo a los intervalos de confianza del 95%. Las gimax estimadas indican que
Paecilomyces fumosoroseus crecié mas lentamente que otros miembros del género. Por
ejemplo P. varioti tuvo una gimx = 0.30 h™' [Heijjnen y Roels, 1981], mientras que P. farinosus
una fmax = 0.12 h! [Inch y Trinci, 1987]. Asimismo fue inferior a las tmax reportadas por
Vidal y col. (1998) (0.08 h™' to 0.265 h™), para la cepa 92117 de P. fumosoroseus. Sin
embargo, la f4may resultd similar a las reportadas (= 0.40 h'l) para la misma cepa creciendo en
medios y condiciones de cultivo de caracteristicas parecidas a las de M1 [de la Torre y
Cardenas-Cota, 1996; Asaff y col., 2005].

Por otro lado, tal como se observa en la Figura 6b, el pH en M1 fue descendiendo en
forma gradual conforme el hongo creci6 hasta alcanzar un minimo de 2.34 a las 176 horas de

cultivo a partir de las cuales hubo un ligero ascenso. El pH en M3 sufrié un ligero incremento

44



Resultados y discusion

alrededor de las 50 h, cuando las esporas empezaron a germinar, pero iniciada la fase de
crecimiento exponencial descendi6 rapidamente y una vez alcanzado un minimo de 2.93 a las
124 horas se observo un ligero ascenso sostenido hasta el final de la fermentacion. El pH en
M4 descendi6 rapidamente hasta 2 cuando las esporas empezaron a germinar entre las 36 y 48
h, manteniéndose constante a partir de este punto hasta el final de la fermentacion.

El consumo de glucosa tuvo un perfil relacionado con los patrones de crecimiento. En
M1 la glucosa quedd agotada al cabo de 200 h, punto en el cual se alcanz6 la biomasa
maxima, mientras que al final de las fermentaciones en M3 y M4 (= 300 h) qued6 como
remanente mas del 50% del azucar original (Fig. 6¢). En la Tabla 10 se observa que en M1 y
M4 el rendimiento especifico de biomasa en base a sustrato (Yx/s) fue estadisticamente similar,
aunque 30% mas alto que el alcanzado en M3. Sin embargo, los coeficientes de
mantenimiento en M3 y M4, si bien estadisticamente iguales, fueron aproximadamente 380%
mayores que en MI1. Estos pardmetros indican que en M1 la glucosa fue empleada
principalmente para la sintesis de biomasa. En M3 el consumo de glucosa se dio
principalmente entre las 50 y 150 horas que corresponden al periodo de crecimiento
exponencial. Al cabo de este tiempo tanto el crecimiento como el consumo decrecieron
drésticamente.

La relacion C:N en M1 y M3 fueron 34:1 y 17:1 respectivamente, por lo cual el menor
crecimiento observado en M3 no pudo deberse a una limitacion por nitrogeno. De hecho se
reportd que en el hongo Talaromyces flavus, usado como agente de control bioldgico,
relaciones C:N entre 15:1 y 30:1 no tuvieron efecto sobre su crecimiento miceliar [Engelkes y
col., 1997]. El perfil de consumo de glucosa en M4 fue similar al observado en M3; sin
embargo, en este caso el bajo crecimiento y consumo de nutrientes si pudo haberse debido a la
elevada relacion C:N (98:1) y/o al descenso excesivo del pH que ocasion6 la formacion de
estructuras deformes como micelio corto, hinchado y con multiples nodulaciones (Fig. 7). El
bajo crecimiento y el desarrollo de estructuras deformes en M4, también fueron observadas
por He Zengguo en una estancia posdoctoral (comunicacion personal). Estos fendmenos
fueron atribuidos al excesivo descenso del pH ocasionado por el (NH4),SO4 usado como

fuente de nitrégeno en este medio (Fig. 6b).
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En el trabajo de He Zengguo se establecido que la adicién de diferentes niveles de
KH,POy4 u otras sales como MgPO3; o CaCOj3 al mismo medio de cultivo evitaba la formacion
de estructuras deformes estableciendo un umbral critico de pH (= 2.3), abajo del cual se daba

la formacion de dichas estructuras.

Figura 7. Vista al microscopio de las estructuras morfologicas de P. fumosoroseus a las 72

horas de cultivo en diferentes medios: a) M1; b) M3; ¢) M4 (400 x)

Al igual que en el caso del crecimiento y el consumo de glucosa, la produccion de
DPA fue severamente influenciada por los medios de cultivo. A fin de evaluar el grado de
asociacion de su produccion con el crecimiento, se grafico la produccion de DPA vs. biomasa
relativa, & = X/Xmax (Fig. 6d). En M1 se alcanzé una produccion maxima de DPA de 0.075 g L
' Esta concentracion result6 mayor en un 88% a la reportada para la misma cepa creciendo en
un medio similar, aunque con una concentracion de glucosa menor (30 g L), manteniendo
una relacion C:N equivalente [Asaff y col., 2005]. Esta diferencia en la concentracion final de
DPA se correlaciona con la mayor cantidad de nutrientes, pues la productividad especifica en
base a biomasa, qpx, calculada con la Pmax estimada para este medio fue de 1.03 x 10* g DPA
g (X) h™', similar a la reportada por Asaff y col. (2005) (1.2 x 10* g DPA g (X) h™). De este
valor, el término asociado a crecimiento (o) contribuy6 con el 78%, mientras que el término
no asociado a crecimiento () con el 22% restante. Este hecho es claramente visible en la
Figura 6d, donde se observa una linea recta durante casi toda la fermentacion, tornandose
ligeramente concava hacia el final de la misma, indicando que la producciéon de DPA estuvo
asociada principalmente a crecimiento. Si bien en M3 el desarrollo de biomasa fue muy pobre,
la produccion de DPA fue alta, alcanzando a las 292 h de cultivo, una concentracion maxima

de 0.805 g L™, 10 veces superior a la obtenida en M1. La productividad especifica, Op/xo
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calculada con la Py estimada para este medio fue de 2.30 x 10~ g DPA g™ (X) h™', 22 veces
superior a gy« calculada para M1. De este valor, el término asociado a crecimiento contribuy6
con el 37%, mientras que el término no asociado a crecimiento con el 63% restante. En este
caso, en la Figura 6d se observa una linea concava, ilustrando graficamente que la produccion
de DPA se dio principalmente de forma no asociada a crecimiento. Si bien en el caso de M3 se
dio una importante producciéon de DPA, el descenso del pH fue mas pequefio que en los otros
dos medios debido a su mejor capacidad amortiguadora, gracias a un mayor contenido de
fosfatos. La produccion de DPA por P. fumosoroseus en M3 result6 notable en comparacion a
otros hongos entomopatogenos. Claydon y Grove, (1982) reportan una produccion de 0.133 g
L luego de 672 h de cultivo en superficie de una cepa virulenta de Verticillium lecanii.

En el caso de M4, si bien hubo un crecimiento ligeramente mayor al observado en M3,
contrariamente a lo observado en este medio, la produccion de DPA fue practicamente

inhibida, alcanzando concentraciones cercanas a los 0.023 g L™
6.3. Influencia de algunos oligoelementos

6.3.1. Efecto del calcio

En el punto anterior se observaron grandes diferencias en cuanto a la produccion de
DPA entre M3 y M4. Un analisis de la composicion de estos medios muestra que sus
principales diferencias fueron la naturaleza de la fuente de nitrégeno (nitrato de potasio para
M3 y sulfato de amonio para M4), la relacion C:N (17:1 para M3 y 98:1 para M4) y un mayor
contenido en M4 de algunos microelementos como el calcio, zinc y hierro. Estudios en
Penicillium citreoviride sefialan que el calcio resulta inhibitorio para la formacion de DPA
[Kalle y Adkar, 1986]. Para evaluar el efecto de este cation sobre la sintesis de DPA en P.
fumosoroseus, se modifico su contenido en M3. En un caso fue suprimido de la formulacion
[M3Ca(-)] y en otro se incrementd su concentracion 8 veces (similar al contenido de calcio de
M4) [M3Ca(+)]. Al parecer, una concentracion abajo de los 0.05 g L™ de CaCl, - 2H,0 en M3
tuvo un efecto positivo pequefio sobre la producciéon de DPA; sin embargo, una elevada
cantidad de esta sal (0.40 g L) tuvo un efecto negativo dréstico sobre su sintesis, no asi sobre

el crecimiento del hongo (Tabla 10). Este hecho muestra que en P. fumosoroseus, el calcio en

47



Resultados y discusion

concentraciones altas, tiene también un resultado inhibitorio sobre la sintesis de DPA como el

observado en P. citreoviride.

Tabla 10. Efecto del calcio en el crecimiento de P. fumosoroseus y produccién de DPA

Medio C:N pH final Biomasa (g L) Glucosa residual (g L™) DPA (g L")
M3 17:1 3.31+0.15 3.76 £ 0.56 27.90 + 1.56 0.68 £ 0.09
M4 98:1 1.98 £0.01 6.51+0.08 27.50 +1.13 0.02 +£0.01
M3Ca(-) 17:1 3.10 £ 0.07 4.04 +£0.02 26.65 +0.35 0.83 £0.01
M3Ca(+) 17:1 3.45+0.09 4.14+0.12 28.50 + 1.27 0.03 £ 0.00

Todas las mediciones fueron hechas por duplicado transcurridas 312 h de cultivo. La glucosa inicial en todos los

casos fue de 45 g L™\,

6.3.2. Efecto del zinc a nivel de matraz

Las grandes diferencias encontradas tanto a nivel de crecimiento, consumo de
sustratos, como en produccion de DPA por P. fumosoroseus cultivado en M3, llevaron a
buscar la razén de este fendmeno. Un analisis de los medios utilizados muestra que la
composicion de M2 fue muy parecida a la de M3, con una relacién C:N idéntica, salvo que se
encontraba suplementado con diferentes cationes (0.4 pM Fe’", 14.7 uM Mn*", 1.0 uM Co*",
1.2 pM Mo®, 10.0 pM Zn*" y 2.0 pM Cu*"). Sin embargo, los resultados obtenidos sobre la
produccion de biomasa, pH final (Tabla 5) y producciéon de DPA (Fig. 5) fueron muy
diferentes. En M2 se obtuvo una formaciéon de biomasa alta (18.32 g L), frente a una
produccion muy pobre en M3 (2.79 g L™"). Por su parte el pH en M2 se mantuvo casi constante
(= 6) mientras que en M3 descendid considerablemente (= 3). A su vez, en M2 se observé una
pequena produccion de DPA en contraste con la elevada produccion en M3.

De los oligoelementos antes sefialados, el molibdeno es considerado como un i6n
esencial para la actividad de la enzima nitrato reductasa, que es la encargada de la conversion
de nitrato (fuente de nitrégeno en M2 y M3) a amonio. Por su parte el manganeso y el zinc son
conocidos por su importancia para la actividad de diferentes enzimas del ciclo de los acidos

tricarboxilicos (TCA) [Moore—Landecker, 1996].
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Bajo estas consideraciones, M3 fue suplementado separadamente con estos cationes,
evaluando la produccién de biomasa, DPA y consumo de glucosa al cabo de 200 h de

fermentacion. Los resultados son presentados en la Tabla 11.

Tabla 11. Efecto del Zn, Mo y Mn sobre el crecimiento de P. fumosoroseus y produccion de DPA

Medio Biomasa (g L) Glucosa residual (g L™) DPA (g L")
M3 3.87+0.83 30.53+1.33 0.47 +£0.04
M3 + 1.2 uM Mo®* 3.51+£0.44 29.4£0.76 0.52 +0.08
M3 +10.0 uM Zn? 15.78 £ 0.53 0.16 £0.01 0.15+£0.02
M3 +14.7 uM Mn?" 4,12 +0.62 27.64+1.14 0.51 £0.04

Todos los anélisis se realizaron por duplicado. La glucosa inicial en todos los casos fue de 50 g L™

Se observd que la adicion de zinc tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento del
hongo y negativo en la produccion de DPA. En el medio suplementado con 10.0 pM Zn*" la
biomasa se increment6 4 veces mientras que la formacion de DPA disminuy6 3.4 veces. Este
elemento ya habia sido sefialado como importante para el crecimiento Optimo de P.
fumosoroseus [Cliquet y Jackson, 1999]. Aunque la adicion de los otros cationes en los niveles
ensayados no tuvo efecto sobre la fisiologia del hongo, no se puede descartar que fueran
aportados como trazas por las otras sales empleadas en la formulacion del medio de cultivo y
que esa cantidad resultara suficiente para soportar el crecimiento del hongo.

En el caso de M1 también se observd una produccion de biomasa alta y una baja
produccion de DPA (Fig. 6). En este medio, aunque no se aport6 zinc en forma de alguna sal,
se utilizd una fuente compleja de nitrogeno como el extracto de levadura, el cual se sabe
contiene factores de crecimiento como vitaminas y oligoelementos entre los que destacan el
sodio, potasio, magnesio y fésforo; en menor proporcion el hierro, cobre y zinc y como trazas
el manganeso, cromo selenio y niquel. El contenido aproximado de zinc en 100 g de extracto
de levadura es de 2.8 mg [Paul y Southgate, 1978], equivalente a una concentracion de 2.2 uM
Zn*" en M1 (de acuerdo a su contenido de extracto), que al parecer fue suficiente para soportar
un buen crecimiento del hongo.

Adicionalmente se evalu6 el efecto de diferentes niveles de zinc sobre el crecimiento

de P. fumosoroseus y la sintesis de DPA. Con este propodsito se usé como medio basal M3. Se
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parti6 de una concentracion maxima de 100 uM Zn>", diez veces superior a la encontrada en
M2 y se fueron haciendo diluciones sucesivas 1:10 (Tabla 12). Sin embargo, no se evaluaron
concentraciones aun mayores de este cation metélico, bajo el antecedente de que el zinc a
concentraciones elevadas (> 4000 uM), a diferencia de otros metales pesados, practicamente
no tuvo efecto sobre el crecimiento, esporulacion y virulencia de Verticillium lecanii [Ropek y
Para, 2002]. Solo se tomaron los datos hasta las 236 h ya que a este tiempo se alcanzé la
biomasa méaxima y la glucosa fue agotada a las concentraciones mas altas de zinc.

Se observaron umbrales criticos en la concentracion del cation en los cuales se dio un
cambio efectivo en el crecimiento, mientras que entre ciertas concentraciones, la biomasa
maxima se mantuvo practicamente constante.

El consumo de glucosa estuvo acorde con el crecimiento observado. A 100 y 10 uM
Zn*", la glucosa fue consumida en su totalidad a las 236 h, pero a concentraciones menores

hubo una cantidad importante de glucosa remanente.

Tabla 12. Efecto de la adicion de zinc al medio M3 sobre el crecimiento de

P. fumosoroseus y produccion de DPA

Nivel Zn** Biomasa (g L) Glucosa residual (g L™) DPA (gL
100 uM 15.61 + 0.01° 0.00 = 0.00° 0.53 +0.03"

10 uM 17.12 £ 0.14* 0.00 + 0.00° 0.64 + 0.06°

1 uM 8.83 +0.04° 11.80 +0.28" 0.96+0.11°

0.1 uM 7.34+1.22° 1550+ 1.27° 0.95 +0.03°
0.01 uM 3.30 +0.82° 32.10 +0.14° 0.53 +0.01*
0.001 uM 289+ 1.12° 33.50 £ 0.71° 0.48 +0.02°

Todas las mediciones fueron hechas por duplicado transcurridas 236 h de cultivo. Medias con la misma letra
indican que no presentan diferencia significativa (P < 0.05) segin la prueba de Tukey-Kramer. La glucosa inicial

en todos los casos fue de 47 g L™,

Las concentraciones finales de DPA alcanzadas a 100, 10, 0.01 y 0.001 uM Zn**
fueron estadisticamente similares. A 1 y 0.1 pM Zn®" la produccién se increment6

practicamente al doble, observando también una formacioén notable de pigmentos amarillo
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verdosos. Es conocido que diversas especies de bacterias y hongos producen sider6foros en
medios deficientes en hierro [Winkelmann, 2002]. Estos metabolitos estan encargados de
solubilizar y facilitar su transporte y en muchos casos son substancias de color. Probablemente
los pigmentos observados fueron este tipo de compuestos, dado que los medios de cultivo
empleados estuvieron limitados en este elemento. Aunque los sider6éforos tienen una alta
afinidad por el hierro, también se ha encontrado que son capaces de quelar a otros cationes
metalicos como el zinc [Neu, 2000].

La Figura 8 muestra los rendimientos especificos en base a sustrato, calculados a partir

. . R R .,
de las concentraciones finales de biomasa, glucosa y DPA (Y,',s ¥ Yppa,s ), como una funcion

de la concentracion de zinc en escala logaritmica.

0.36- £0.04
0331
—_ \—1’\
o 003 7
o> 0304 =
\é \/@
<
« g
> 0.274 x °
to.o2 >
O
0.24
0211 Lo.o1
1 10 100 1000 10000 100000
2 -9
Zn* x10°M

Fig. 8. Efecto del zinc sobre los rendimientos especificos de biomasa y DPA en base a sustrato

Se observo que Y, incrementd considerablemente con la concentraciéon de zinc,

mientras que Yy, s tuvo un comportamiento inverso. El perfil de la Figura 8, graficada en

escala semilogaritimica, indica que existen umbrales criticos (< 10 y > 1 uM Zn>") en la
concentracion de zinc a los cuales los rendimientos cambian sustancialmente.

Los resultados obtenidos concuerdan con los de Hodson y Foster (1966), quienes
observaron que los rendimientos de produccion de DPA en fermentaciones liquidas de
Penicillium citreoviride eran elevados cuando el hongo crecia pobremente en presencia de

fuentes de carbono y nitrogeno, pero en ausencia de minerales esenciales como el zinc para el

51



Resultados y discusion

crecimiento. También se observd un efecto similar del zinc sobre el crecimiento y produccion
de acido citrico por Aspergillus niger. Segiin Wold y Suzuki (1976), el zinc juega un papel
importante en la regulacion del crecimiento y la acumulacion de citrato en este hongo. A
niveles elevados del cation (= 2 uM), los cultivos tienen una fase de crecimiento exponencial
prolongada, pero cuando el medio se limita (< 0.2 uM), el crecimiento entra tempranamente en
fase estacionaria, inicidndose la acumulacion de acido citrico. La adicion de zinc al cultivo es
capaz de revertir el fendmeno.

Posteriormente, se logro identificar al acido oxalico (OXA) como uno de los
principales metabolitos de P. fumososeus, que junto con el DPA y la biomasa constituyen los
productos de fermentacién mayoritarios. Con el propdsito de evaluar el efecto del zinc en la
distribucion de carbono entre estos productos, se usd el medio de cultivo modificado M3
glut(+), en el cual el nitrato de potasio de M3 habia sido reemplazado con glutamato
guardando la misma relacion C:N (17:1). Este cambi6 facilitd el andlisis cuantitativo por
HPLC del OXA al no existir interferencias con componentes residuales del medio de cultivo
como ocurria con M3.

En el medio modificado M3 glut(+), al igual que en M3, el crecimiento, consumo de
glucosa y produccion de DPA fueron afectados por la concentracion de zinc. También hubo un
efecto sobre la produccion de OXA (Tabla 13). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en las zimex (P < 0.05) que tuvieron un valor promedio de 0.035 h™. Solo se
tomaron los datos hasta las 248 h ya que a este tiempo se alcanz6 la biomasa maxima y la
glucosa fue agotada a la concentracion mas alta de zinc. Debido al niimero pequefio de
repeticiones y la dispersion de datos no se observd una diferencia significativa entre la
biomasa alcanzada a 100 y 1 uM Zn**, pero si respecto a la biomasa obtenida a 0.01 pM Zn*".

Solo a la concentracion de zinc mas alta la glucosa fue agotada después de 248 h de
cultivo. Como en los anteriores casos, se observéd que tanto la produccion de biomasa como el
consumo de nutrientes se incrementaron conforme lo hizo la concentraciéon de zinc en los

niveles ensayados
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Tabla 13. Efecto de la adicion de zinc al medio M3 glut(+) sobre el crecimiento de

P. fumosoroseus y produccion de DPA y OXA

Nivel Zn** Biomasa (g L")  Glucosaresidual L") DPA(gL") OXA(gL"
100 uM Zn** 18.92 + 1.34° 0.00 + 0.05° 0.26 +0.03*  2.81+0.26"
1 uM Zn** 13.24 +2.05° 11.80 £ 0.17° 0.65+0.06° 3.15+0.14™
0.01 uM Zn** 4.84+0.97° 31.75+0.28° 0.90+0.11°  3.43+0.10°

Todas las mediciones fueron hechas por duplicado transcurridas 248 h de cultivo. Medias con la misma letra
indican que no presentan diferencia significativa (P < 0.05) segun la prueba de Tukey-Kramer. La glucosa inicial

en todos los casos fue de 50 g L.

Por el contrario, la produccion de DPA se vio favorecida por una disminucién de la
concentracion del cation. El reemplazo del nitrato de M3 por glutamato tuvo un efecto
moderado sobre la produccion de biomasa y DPA, los cuales se incrementaron en un 26 y 51%
respectivamente a la concentracion de zinc mas baja. Este aminoacido, uno de los productos
mas importantes del ciclo de Krebs, es utilizado para la sintesis de otros aminoacidos y
biomasa [McCammon y col., 2003; Stephanopoulos y col, 1998] y también para la formacién
del aspartato, uno de los principales precursores del DPA [Hodson y Foster, 1966].

La produccion de OXA tuvo un comportamiento similar a la del DPA respecto a la
concentracion de zinc; es decir, se vio favorecida a bajas concentraciones de este elemento. La
produccion de OXA por P. fumosoroseus resultd superior a la de otros hongos
entomopatdgenos. Por ejemplo a 0.01 pM Zn*", el rendimiento especifico de OXA fue 0.709 g
g (biomasa), mientras que una cepa silvestre de Metarhizium anisopliae, crecida durante 3
dias en un medio suplementado con extracto de levadura, tuvo un rendimiento especifico diez
veces menor [St Leger y col., 1999]. Por otro lado, mutantes de Beauveria bassiana super
productoras de OXA, crecidas en un medio conteniendo 1% (p/v) de cuticula de langosta,
alcanzaron niveles de OXA entre 0.075-0.104 g L™ [Bidochka y Khachatourians, 1993].

En la Tabla 14 se presentan los rendimientos estimados para biomasa, DPA y OXA en
base a sustrato. Al ser cinéticas en matraz no fue posible cuantificar la produccion de CO, y
tampoco se siguio el consumo de glutamato, razén por la cual no se establecieron los balances

de materia correspondientes.
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Tabla 14. Rendimientos en base a sustrato de los principales productos de P. fumosoroseus crecido en

matraces agitados en un medio quimicamente definido a diferentes niveles de zinc

Concentracién de Zn>* [uM]

100 1 0.01
YR s« 0.45 (0.04) 0.41 (0.09) 0.32 (0.08)
YRopass x 107 0.65 (0.01) 2.15(0.27) 6.21 (0.91)
YRoxasx 107! 0.37 (0.05) 0.55 (0.03) 1.25 (0.02)
Y 0.49 0.48 0.51

Los numeros entre paréntesis representan la desviacion estandar de los parametros correspondientes. Todos los

rendimientos estan expresados en base molar.

Se observo que los rendimientos de biomasa fueron aumentando conforme se
incremento6 la concentracion de zinc, mientras que los rendimientos tanto de DPA como de
OXA, tuvieron un comportamiento contrario; es decir, fueron favorecidos a bajas
concentraciones del cation. Este comportamiento indica que a elevadas concentraciones de
zinc, el carbono fue empleado preferentemente para la sintesis de biomasa, mientras que bajas
concentraciones el flujo de carbono se dirigid hacia la formacion de DPA y OXA, sefial de una
redireccion del metabolismo.

Las productividades especificas en base a biomasa, ¢, estimadas para DPA a 100, 1 y
0.01 Zn**, fueron3.4 x 10, 7.4 x 10* y 2.0 x 10~ g DPA g (X) h™' respectivamente, mientras
que para OXA fueron 2.4 x 107,6.8 x 107 y 1.4 x 102 g OXA g (X) h™".

Si bien en los cromatogramas de HPLC no se observo la formacion de otros acidos
organicos en cantidades significativas, a concentraciones bajas de zinc se apreci6 la formacion
de pigmentos que no fueron identificados ni cuantificados. En este experimento no fue posible
cuantificar el consumo de glutamato y por tanto no se pudieron establecer los balances de
materia correspondientes.

La biosintesis de DPA se da a partir del dihidrodipicolinato, el cual es formado por
condensacion entre el piruvato y el aspartato semialdehido proveniente de la reduccion del
aspartato [Hodson y Foster, 1966; Kanie y col., 1966], que a su vez se sintetiza por la reaccion

entre el glutamato y el oxaloacetato (OXAA). Por otro lado, el OXA puede ser sintetizado por
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hidrolisis del OXAA a través de la enzima oxaloacetato hidrolasa [Kubicec y col., 1988] u
oxaloacetasa [Munir y col., 2001] o por oxidacion del glioxilato, mediante catalisis de la
glioxilato oxidasa o glioxilato deshidrogenasa [Yoon y col.,, 2002]. El OXAA es un
intermediario del ciclo de Krebs que puede ser formado por dos vias anapleroticas. En la
primera, el OXAA es formado a partir de la carboxilacion del piruvato gracias a la accion de la
piruvato carboxilasa [Kubicec y col., 1988]. La segunda involucra la via del glioxilato [Munir
y col., 2001], la cual se acopla con el ciclo de Krebs mediante intermediarios y enzimas
comunes. La relacion entre los flujos de los sustratos a través del ciclo de Krebs y el ciclo del
glioxilato, es un factor sustancial para el control del estado energético de la célula bajo
diferentes condiciones. Los cambios en esta relacion pueden servir a la célula como un
mecanismo de respuesta a diferentes condiciones medioambientales [Samokhvalov y col.,
2004]. Las enzimas reguladoras del ciclo de Krebs son el complejo de la piruvato
deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y el complejo de la a—cetoglutarato
deshidrogenasa [Christopher y van Holde, 1998], mientras que la isocitrato liasa es reconocida
como la enzima reguladora del ciclo del glioxilato [Yoon y col., 2002]. Muchos de estos
complejos enzimaticos requieren de cationes metalicos para una actividad optima y en muchos
casos, cuando los medios de cultivo son deficientes en ellos, la pérdida de actividad conduce a
una acumulacion de los intermediarios del ciclo. Por ejemplo, el zinc es requerido por varias
enzimas entre las que se incluyen peptidasas, liasas y deshidrogenasas [Schomburg y col.,
www.brenda.uni-koeln.de/] para estabilizar intermediarios de reaccion o facilitar la union a
cofactores [Christopher y van Holde, 1998; Voet y Voet, 1995]. Se conoce que una alteracion
en las funciones enzimaticas del ciclo de Krebs ocasiona grandes cambios en la expresion
génica, por ejemplo, en S. cerevisiae se observoé que se activan mas de 400 genes por
alteraciones en este ciclo [McCammon y col., 2003].

En la Figura 9 se presenta el probable mecanismo que explica el efecto del zinc sobre
el metabolismo de P. fumosoroseus. Probablemente la isocitrato deshidrogenasa del hongo
requiere de este cation como cofactor, al igual que la isocitrato deshidrogenasa dependiente de

NAD" de Aspergillus wentii [Majolli y Aguirre, 1999].
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Fig. 9. Mecanismo propuesto para la acumulaciéon de OXA y DPA bajo limitacién de zinc durante el cultivo
sumergido de P. fumosoroseus. a) Sin limitacion de zinc b) Bajo limitacion de zinc. [1] Ciclo de Krebs [2] Ciclo

del glioxilato

Posiblemente cuando la concentracion de zinc no es limitante (Fig. 9a), se da un
funcionamiento normal del ciclo de Krebs, con la consecuente formacién de biomasa y una
escasa acumulacion de intermediarios como el OXAA (precursor del DPA y el OXA). Cuando
la concentracién de zinc se torna limitante (Fig. 9b), disminuye la actividad de la enzima
isocitrato deshidrogenasa, incrementandose el flujo de isocitrato al ciclo del glioxilato y por
tanto hay mayor formacion de OXAA vy sus derivados. Por otra parte, la produccion de a-
cetoglutarato se torna deficiente y por tanto la producciéon de ATP por mol de glucosa
disminuye, consecuentemente la produccion de biomasa también.

Un sistema de regulacion similar fue descrito por Yoon y col. (2002) en el que el
cambio entre la etapa vegetativa y la etapa fructificante del hongo Fomitopsis palustris
dependi6 fuertemente de la relacion entre los ciclos de Krebs y del glioxilato. Munir y col.
(2001) encontraron en el mismo hongo que durante su fase vegetativa, la actividad de la
isocitrato deshidrogenasa fue 8 veces mas baja que la de la isocitrato liasa y propusieron un
acoplamiento metabolico de los dos ciclos que soporta la biosintesis de OXA y genera NADH

como equivalente energético. En dicho sistema, la isocitrato liasa y una enzima hidrolitica del
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OXAA, conocida como oxaloacetasa, juegan un papel esencial en la producciéon de OXA a
partir de OXAA mediante las rutas metabdlicas de reciclaje del acetato. En estas vias, el
acetato, que es el otro producto de la hidrolisis del OXAA, reacciona con el glioxilato
formando malato, el cual a su vez es oxidado para reabastecer OXAA y NADH. Cabe destacar
que durante el andlisis de los sobrenadantes no se detectd la formacién de acetato en
cantidades significativas, aspecto que respalda el mecanismo propuesto.

Por otro lado, la utilizaciéon del modelo de Luedeking-Piret, originalmente concebido
para describir la simulacion de la produccion de un metabolito primario (4cido lactico)
asociado a la obtencion de energia, describid bastante bien la produccion de DPA y OXA. La
aplicacion de este modelo al sistema estudiado se justifica plenamente puesto que de darse el
fendmeno sugerido en la Figura 9, se estaria bajo los mismos fundamentos bioquimicos y
fisiologicos considerados originalmente para su desarrollo. En el caso de la fermentacion
lactica se establece una proporcion 1:1 en la produccion molar de lactacto y ATP que la célula
utiliza como energia para multiplicarse en la fase de crecimiento exponencial y para
mantenerse en la fase estacionaria. En el caso de P. fumosoroseus, segun el mecanismo
propuesto, una disminucion de la actividad de la isocitrato deshidrogenasa como una
consecuencia de una limitacion por zinc, derivaria en una produccion de ATP insuficiente para
mantener el crecimiento exponencial. Sin embargo, a través de la via anaplerotica sugerida, la

produccion de oxalato permitiria la generacion de energia para el mantenimiento celular.

6.3.3. Efecto del zinc en fermentador sin limitacion de oxigeno

Experimentos preliminares sugirieron que en fermentacion liquida la respuesta del
hongo a una limitacion de zinc podia estar ademds condicionada a la disponibilidad de
oxigeno. Para evaluar esta correlacion se hicieron fermentaciones en un reactor agitado,
usando como medio basal M3 glut(+) conteniendo 20 g L™ de glucosay 7 g L' de glutamato a
dos concentraciones de zinc (100 y 1 pM Zn*"). Esta modificacién del medio M3 glut(+),
consistente en una reduccion del 150 %de la glucosa y glutamato iniciales, se efectud con el
proposito de evitar una excesiva formacion de biomasa que usualmente dificulta los procesos
de mezclado y de transferencia de masa. El oxigeno disuelto fue mantenido arriba del 60%

mediante aire enriquecido con oxigeno u oxigeno puro, manteniendo el flujo de gas (300 mL
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min" equivalentes a 0.08 VVM) y la agitaciéon (300 rpm) constantes, con temperatura y pH
controlados. Se fijé un flujo bajo de la corriente gaseosa porque en experimentos previos se
observo que flujos relativamente elevados ocasionaban la separacion completa de la biomasa
del caldo de fermentacion, transcurrido un cierto tiempo.

Las cinéticas de crecimiento, consumo de sustratos y produccion de DPA y OXA a
ambas concentraciones de zinc son ilustradas en las Figuras 10, 11 y 12 respectivamente. Los

parametros cinéticos estimados se presentan en la Tabla 15.

Biomasa (g L™)
&

o/o
(o)
24
04
T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Fig. 10. Cinéticas de crecimiento de P. fumosoroseus durante su cultivo sumergido sin limitacion de oxigeno
(OD > 60%) en fermentador a dos niveles de zinc.[] 100 uM Zn*"; O 1 uM Zn?". Los simbolos corresponden a

los datos experimentales y las lineas continuas a los datos ajustados al modelo.

Las cinéticas de crecimiento fueron similares durante las primeras 50 horas y a partir
de este punto, a 1 uM Zn*", la velocidad de crecimiento fue disminuyendo (Fig. 10). La
biomasa méxima alcanzada a 100 pM Zn*" fue mayor en un 57% a la obtenida a 1 pM Zn*".
Sin embargo, 1as zimax (Tabla 15) no presentaron diferencias significativas entre si (= 0.09 h™),
aunque resultaron 125% superiores a las sy obtenidas en matraz (0.040 h™), hecho que

seflala que la disponibilidad de oxigeno afecta de manera importante la velocidad de

crecimiento.
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Fig. 11. Cinéticas de consumo de sustratos durante el cultivo sumergido de P. fumosoroseus sin limitacién de

oxigeno (OD > 60%) en fermentador a dos niveles de zinc. a) 100 uM Zn**; b) 1 uM Zn**. ([ glucosa; O

glutamato). Los simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas a los datos ajustados al

modelo.
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Fig. 12. Cinéticas de produccion de acidos organicos durante el cultivo sumergido de P. fumosoroseus en

fermentador sin limitacion de oxigeno (OD > 60%) a dos niveles de zinc. a) 100 uM Zn**; b) 1 uM Zn**. Los

simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas a los datos ajustados al modelo.
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Tabla 15. Parametros cinéticos del cultivo sumergido de P. fumosoroseus en fermentador

sin limitacién de oxigeno (OD > 60%) a dos niveles de zinc

100 pM Zn** 1 pM Zn*
Xinax 8.43 (0.97) 5.37 (0.34)
Limax X 107 9.30 (1.60) 8.53 (1.74)
R? 0.9966 0.9953
Yox 0.57 (0.07) 0.32 (0.05)
m x 102 2.84 (0.80) 1.82 (1.09)
R? 0.9893 0.9756
appa x 107 2.64 (1.01) 3.10 (1.53)
Bopa x 107* 2.84 (2.55) 5.02 (2.18)
R? 0.9476 0.9512
& oxa x 10 2.01 (1.27) 0.20 (0.07)
Boxa x 107 0.84 (0.08) 1.42 (0.47)
R? 0.9437 0.9659

Todos los parametros cinéticos relacionados con el consumo de sustratos (glucosa + glutamato) y produccion de
DPA y OXA estan en base molar. Los datos entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza del 95% de

los parametros estimados.

Por otra parte, aunque la concentracion inicial de nutrientes fue ligeramente diferente
(Fig. 11) debido a efectos de dilucion por la formacion de condensados durante la
esterilizacion, se observo que tanto a alta, como a baja concentracion de zinc, primeramente se
agoto el glutamato. Posteriormente, la glucosa remanente fue utilizada preferentemente para el
mantenimiento y para la sintesis de acidos orgéanicos. El glutamato empleado como fuente de
nitrogeno también puede ser utilizado como fuente de carbono. Por esta razén los
rendimientos de biomasa en base a sustrato fueron calculados como mol C (biomasa) sobre
moles totales de carbono de los sustratos [mol C (glucosa) + mol C (glutamato)]. A 100 uM
Zn*", Yxs, fue 78% mas alto que a 1 uM Zn’>", mientras que los coeficientes de mantenimiento

no mostraron diferencias significativas (Tabla 15). Los rendimientos obtenidos son parecidos a
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los reportados por Fernandez-Sumano (2002) para la misma cepa de P. fumosoroseus
creciendo en fermentador en un medio quimicamente definido con glucosa y glutamato como
fuentes de carbono y de nitrégeno [0.32 y 0.47 mol C (X) mol™ C (S)]. Estos rendimientos son
bajos comparados con los de otros hongos creciendo sobre glucosa y amonio como
Trichoderma viride, Aspergillus awamori, Aspergillus nidulans, Paecilomyces variotii y
Penicillium chrysogenum (0.80, 0.60, 0.75, 0.60 y 0.55 mol C (X) mol' C (S)

respectivamente) [Heijnen y Roels, 1981].

Por otro lado, las cantidades formadas de DPA y OXA, tanto a alta como a baja
concentracion de zinc, fueron muy similares (Fig. 12). A 100 uM Zn*', g fue 2.6 x 10° g
DPA g (X) h', 7.6 veces mas alta que la obtenida en matraz a la misma concentracion de
zinc y en el mismo medio conteniendo 50 g L' de glucosa y 16.7 g L' de glutamato. A 1 uM
Zn*", Opix fue 3.0 x 10° g DPA g (X) h'', 4 veces mayor a la alcanzada en matraz. Los
parametros cinéticos asociados y no asociados a crecimiento para la produccion de DPA (o y
B) no presentaron diferencias significativas de acuerdo a los intervalos de confianza (Tabla 15)
y sefialan ademas que en ambos casos, la produccion estuvo principalmente asociada a
crecimiento (= 90%). Este hecho se ilustra graficamente la Figura 12, en la que se observa que
unicamente hacia el final de la fermentacion, cuando el glutamato habia sido agotado, la
produccion de DPA no estuvo asociada al crecimiento.

En el caso del OXA, a 100 uM Zn*", la productividad especifica fue 4.8 x 107 g OXA
¢! (X) h™', 20 veces mas alta que la obtenida en matraz a la misma concentracion de zinc. A 1
uM Zn**, geix fue 2.9 x 107 g OXA g” (X) h', 4.3 veces mayor a la alcanzada en matraz.
Contrariamente a lo que sucedidé en matraz, donde la productividad especifica de OXA se
increment6d 2.8 veces cuando la concentracion de zinc se redujo de 100 a 1 uM, a nivel
fermentador se produjo un ligero descenso (= 40%). A 100 uM Zn**, el parametro cinético
asociado a crecimiento (o) fue 10 veces mayor que el estimado para 1 uM Zn®", mientras que
el término no asociado a crecimiento () fue 0.7 veces menor (Tabla 15). Esto significa que a
la concentracion de zinc mas alta, la produccion de OXA estuvo asociada a crecimiento en un
70%, mientras a la menor concentracion del cation tan solo en un 11%. Sin embargo, las

diferencias encontradas acerca de la productividad, tanto de DPA, como de OXA entre los
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cultivos en matraz y en fermentador no pueden ser atribuidas unicamente a la disponibilidad
de oxigeno, sino que ademas debera considerarse un posible efecto del pH. En matraz todas
las cinéticas fueron desarrolladas a pH libre, mientras que en fermentador a pH controlado (pH
5.4 + 0.1). El efecto del pH durante la produccion de OXA por Aspergillus niger esta bien
documentado y se sabe que para alcanzar altas productividades de este acido es necesario
trabajar con pHs entre 5 y 7 [Bohlman y col., 1998]. Para poder discriminar el posible efecto
del pH en la sintesis de DPA y OXA durante el cultivo sumergido de P. fumosoroseus, atin
son necesarios mas estudios.

A fin de poder comparar con los resultados obtenidos en matraz (Tabla 14), en la Tabla
16 se incluyen los datos de los rendimientos molares en base a sustratos totales de biomasa,

YR sx; ¥ productos, YRP/S.

Tabla 16. Rendimientos en base a sustrato total de los principales productos de P. fumosoroseus

cultivado en fermentador sin limitacién de oxigeno a dos niveles de zinc

Concentracién de Zn>* [uM]

100 1
YR sx 0.38 0.27
YRopas x 1072 1.68 1.46
YRoxas x 107! 2.13 1.91
Y 0.61 0.48

Todos los rendimientos estan expresados en base molar.

Durante el cultivo en fermentador no se observé un efecto notorio del zinc sobre los
rendimientos de DPA y OXA. Destaca el hecho de que a la concentracion mas baja, el
porcentaje de recuperacion de C fue menor que el obtenido a una alta concentracion.
Probablemente a bajas concentraciones del cation se dio la formacidon de otros metabolitos no
identificados ni cuantificados.

Cabe mencionar que aunque no se midié directamente, el aumento en la viscosidad en
el fermentador fue notable a medida que el micelio se fue desarrollando. Es conocido que un

incremento de la viscosidad durante el cultivo de hongos filamentosos provoca un gran
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descenso en la velocidad volumétrica de transferencia de oxigeno (Ro2) [Atkinson y Mavituna,
1983]. Este descenso obligd a elevar cada vez mas el porcentaje de oxigeno en la corriente
gaseosa hasta llegar a un 100%, a fin de mantener el oxigeno disuelto arriba del 60%. En
cultivos viscosos de hongos filamentosos, el proveer el suficiente oxigeno a los cultivos por
difusores convencionales de aire es dificil y muchas de las estrategias empleadas pueden
exponer a los hongos a un dafo oxidativo por la presencia de especies reactivas de oxigeno
[Zhonghu y col., 2003]. Por ejemplo, Fernandez—Sumano (2002) encontr6é que al mantener un
cultivo de P. fumosoroseus con 100% de oxigeno disuelto, el micelio se deformaba y que las
hifas se hinchaban en los extremos, de manera similar a las deformaciones provocadas por un
descenso excesivo del pH (Fig 7c), atribuyendo este comportamiento a un “estrés oxidativo”.
Sin embargo, en el caso del presente trabajo, no se observd micelio deformado por lo que
aparentemente no hubo problemas de estrés oxidativo, probablemente gracias a la mayor
cantidad de glutamato empleado. Se ha reportado que en E. coli., el glutamato elevo la
produccion de una superdxido dismutasa, la cual protege a la célula contra el dafio oxidativo
[Hyung-Moo y col., 2004].

Los datos presentados muestran que sin limitacion de oxigeno, el efecto del zinc sobre
el crecimiento, consumo de sustratos y produccion de OXA y DPA, fue menos notable, lo que
sugiere que en los matraces el oxigeno pudo haberse vuelto limitante a medida que la
viscosidad aumento6. Por lo tanto, la disponibilidad de oxigeno podria como se presumia,
condicionar la respuesta del hongo a la limitacion de zinc, al haber mayor relacion
NAD/NADH+H', requerido como cofactor de la isocitrato deshidrogenasa [Voet y Voet,
1995].

6.4. Efectos de la limitacion de oxigeno en fermentador

Con el propodsito de evaluar el efecto de una limitacion de oxigeno en FL sobre la
fisiologia de P. fumosoroseus, se cultivo el hongo en el mismo medio, bajo las mismas
condiciones controladas de agitacion, pH y temperatura que en el punto anterior, a una
concentraciéon de 100 pM Zn**. Se alimenté aire a un flujo constante de 300 mL min™ (0.08
VVM). El nivel de oxigeno disuelto empezo a decaer rapidamente al germinar las esporas del

indculo, llegando a cero a las 27 horas y se mantuvo en este nivel hasta el final de la
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fermentacion (125 h). Las cinéticas de crecimiento, consumo de sustratos y produccion de
OXA y DPA bajo las condiciones ensayadas se ilustran en la Figura 13. Los parametros

cinéticos estimados se presentan en la Tabla 17.
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Figura 13. Cinéticas del cultivo de P. fumosoroseus en FL en fermentador con limitacion de oxigeno (OD = 0%)
a) Crecimiento y consumo de sustratos b) Produccion de OXA y DPA en funcion de la biomasa relativa. Los

simbolos corresponden a los datos experimentales y las lineas continuas a los datos ajustados a los modelos.

El crecimiento bajo limitacion de oxigeno (OD = 0%) fue muy pobre en comparacion
al obtenido en el cultivo sin limitacion (OD > 60%) (Fig. 10). La biomasa maxima alcanzada
fue 170% menor, observandose ademas una relacion de micelio/propagulos infectivos menor
que la obtenida en los cultivos sin limitacion de oxigeno'. Al igual que la biomasa, la z4max se
redujo considerablemente (100%), resultando resultd similar a las obtenidas en matraz. La
mayoria de los hongos son aerobios obligados [Griffin, 1994]. Se sabe que bajas
concentraciones de oxigeno restringen el crecimiento de los hongos al limitar la respiracion, y
es posible correlacionar las velocidades de crecimiento con la concentracion de oxigeno
mediante el modelo de Monod [Atkinson, 1983; Slininger, 1993]. Por ejemplo, se reportd que
Neurospora crassa, disminuye su velocidad de crecimiento al reducirse la concentracion de

oxigeno por debajo 8 mg-L" [Kobr y col., 1967].

! Por la importancia que puede tener en una futura aplicacién tecnolégica el fenomeno observado, en el Anexo
A.1 se presentan datos complementarios y un analisis mas detallado al respecto.
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Al igual que el crecimiento, el consumo de nutrientes fue muy lento y al cabo de 125
horas de fermentaciéon apenas se habian consumido alrededor del 25% de los nutrientes
iniciales. Sin embargo, el rendimiento especifico de biomasa en base a sustrato, Ysx, fue un
30% mayor al obtenido en el cultivo sin limitacién de oxigeno. No se observaron diferencias

significativas en los coeficientes de mantenimiento, m, (Tabla 17).

Tabla 17. Parametros cinéticos del cultivo sumergido de P. fumosoroseus en

fermentador con y sin limitacién de oxigeno a 100 uM Zn**

Concentracion de oxigeno disuelto

0% > 60%
Xumax 2.87 (0.36) 8.43 (0.97)
Limax X 107 4.8 (1.7) 9.30 (1.60)
R 0.9849 0.9966
Ysx 0.75 (0.09) 0.57 (0.07)
m x 102 2.01 (0.75) 2.84 (0.80)
R? 0.9935 0.9893
a ppa x 107 0.04 (0.04) 2.64 (1.01)
Bopa x 107* 1.08 (0.47) 2.84 (2.55)
R? 0.9283 0.9476
& oxa x 107 0.58 (0.15) 2.01(1.27)
Boxax 107 0.13 (0.08) 0.84 (0.08)
R? 0.9012 0.9437

Todos los parametros cinéticos relacionados con el consumo de sustratos (glucosa + glutamato) y produccion de
DPA y OXA estan en base molar. Los datos entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza del 95% de

los parametros estimados. ® Corresponden a los parametros estimados presentados en la Tabla 15.

Por otro lado, la produccion de acidos orgénicos (Fig. 13b) tuvo una caida drastica si
se compara con el cultivo sin limitacion de oxigeno (Fig.12a). Las productividades especificas
fueron 1.22 x 10* g DPA g’ (X) h™' y 7.39 x 10° g OXA g (X) h™', 21.3 y 6.5 veces mas

pequenas respectivamente, que las alcanzadas en el cultivo sin limitacion de oxigeno. Los

65



Resultados y discusion

parametros cinéticos, tanto para la produccion de DPA, como de OXA (a y B), resultaron
también menores e indican que bajo limitacion de oxigeno, la sintesis de estos acidos se dio
principalmente de forma no asociada a crecimiento (Tabla 17).

Los rendimientos en base al consumo de sustratos totales (Tabla 18), muestran que en
el cultivo bajo limitaciéon de oxigeno hubo una utilizacion preferente de carbono para la
produccion de biomasa, gracias a que los otros productos de fermentacion (DPA y el OXA) se

formaron en menor cantidad.

Tabla 18. Rendimientos en base a sustrato total de los principales productos de P. fumosoroseus

cultivado en fermentador con y sin limitacion de oxigeno a 100 uM Zn**

Concentracion de oxigeno disuelto

0% > 60%"
YR oy 0.45 0.38
YRopass x 1072 0.51 1.68
YROXA/SX 10-1 0.81 2.13
Y 0.54 0.61

Todos los rendimientos estan expresados en base molar. ® Corresponden a

los rendimientos estimados presentados en la Tabla 16.

6.5. Efecto del sistema de cultivo

Se conoce que el metabolismo de los hongos y por tanto la produccion de metabolitos
y enzimas es afectado de gran manera por el sistema de cultivo [Biesebeke y col., 2002;
Viniegra-Gonzalez y col., 2002].

Con el proposito de evaluar el efecto del sistema de cultivo sobre el comportamiento
de P. fumosoroseus, se desarroll6 un estudio comparativo en FS y en FL. Para ello se empleo
el medio M3, a dos concentraciones de zinc (1 y 0.001 pM Zn>").

En FS se observo un buen crecimiento de la biomasa, la cual se fue desarrollando entre
los intersticios del soporte como micelio aéreo, tal como se puede observar en la Figura 14. Al

cabo de aproximadamente 120 horas de fermentacion se empezaron a observar conidios
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aéreos, incrementandose su produccion en las horas posteriores. Por esta razon, los cultivos en

FS adquirieron una tonalidad café caracteristica de este tipo propagulos.

Fig. 14. a) Micelio aéreo de P. fumosoroseus desarrollado entre los intersticios del soporte a las 70 h de

cultivo (100 x). b) Micelio esporulado a las 140 h de cultivo (200 x).

En la Figura 15a se puede apreciar que la biomasa méxima alcanzada en FS fue mucho
mas alta que en FL a cualquiera de los dos niveles de zinc ensayados. En efecto, los niveles de
biomasa maxima alcanzados en FS resultaron similares a aquellos obtenidos en FL en medios
sin limitacién de zinc como M1 o M2 (= 17 g L™). En el caso de la FL, como se habia visto
anteriormente, la concentracion del cation influy6 notablemente en la produccion de biomasa

mientras que en FS no tuvo efecto.
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Fig. 15. a) Cinéticas de crecimiento de P. fumosoroseus en FS [l 1 pM Zn*";@ 0.001 uM Zn*" y FL[] 1 uM
Zn*"; O 0.001 pM Zn*". b) Cinéticas de consumo de glucosa en FS Il 1 uM Zn*";@ 0.001 pM Zn*" y FL [] 1

uM Zn**;O 0.001 uM Zn*".
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En FL, a la concentracion de zinc mayor, la tasa de crecimiento mas alta se obtuvo
aproximadamente entre las 30 y las 75 h de cultivo, punto en el cual la velocidad empezo a
declinar, mientras que a la concentraciéon mas baja se observd un crecimiento casi lineal. En
FS se esperaba un comportamiento similar pero la velocidad especifica de crecimiento, fimax,
en este sistema de cultivo fue 0.15 + 0.04 h™', practicamente 2.8 veces mayor a la obtenida en
FL (0.04 h™"). Tanto en FS, como en FL, no se observé un efecto de la concentracion de zinc
sobre la velocidad maxima de crecimiento. En FS, gracias la elevada velocidad de
crecimiento, tanto a alta como a baja concentracion de zinc, la concentracion méaxima de
biomasa se alcanz6 a las 116 h de cultivo, punto en el que la glucosa en ambos casos habia
sido agotada (Fig. 15b). Posteriormente, la biomasa empez6 a declinar, probablemente por
lisis del micelio, y empezaron a aparecer las primeras esporas'. El rendimiento especifico en
base sustrato estimado fue de 0.55 g (X) g”' (glucosa). En el caso de la FL, el consumo de
consumo de glucosa fue acorde con el crecimiento. A la concentracion de zinc mas alta hubo
un mayor consumo de glucosa mientras que la concentracion mas baja su consumo fue menor,
quedando remante una cantidad considerable (= 35 g L™).

Unicamente se evalud la concentracion de DPA al final de las fermentaciones al
constatar que este producto no se degrada ni es reinternalizado por la célula. En FS, a 1 uM
Zn**, se alcanzo una concentracién de DPA de 123 + 13 mg L', mientras que a 0.001 uM
Zn*’, la concentracion alcanzada fue de 174 + 1 mg L. En FL, las concentraciones de DPA
fueron 325 + 25 mg L' y 181 + 2 mg L a 1 pM Zn*" y 0.001 uM Zn”" respectivamente. El
crecimiento alcanzado y la produccion de DPA en FS, contrastaron con los obtenidos en FL.

Pese a que el medio y las condiciones de cultivo fueron similares, la evolucion del pH
fue diferente (Fig. 16). Aunque en FS se produjeron DPA y OXA capaces de acidificar el
medio, el pH solo descendid ligeramente durante las primeras horas de cultivo, alcanzando un

minimo a las 80 h para luego nuevamente empezar a ascender y alcanzar la zona alcalina.

1 . ., .
En el Anexo A.2 se presentan datos complementarios a cerca de la esporulacion en FS y como se vio afectada
por la concentracion de zinc.
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Fig 16. Evolucion del pH durante el cultivo de P. fumosoroseus en FS [l y FL Oat pM Zn*

El ascenso del pH a partir de las 116 horas durante la FS, fue posiblemente
coadyuvado por la lisis del micelio, al observarse un descenso de la biomasa en las horas
posteriores y verificarse que en ese punto se habian agotado los nutrientes.

Se ha reportado que diferentes hongos entomopatdgenos como Metarhizium anisopliae
son capaces de producir amonio para subir el pH de medios excesivamente acidos, como un
mecanismo de adaptacion y sobrevivencia en el ambiente de su hospedero [St Leger y col.,
1999]. La produccion de amonio por los hongos entomopatdogenos y su relacion con la
regulacion de su microambiente representa otro factor de virulencia que no habia sido
considerado previamente, ademas con el potencial de dafiar tejidos y perturbar la respuesta
inmune del hospedero [St Leger y col., 1999]. Un analisis colorimetrico de los sobrenadantes
correspondientes a las 116 h de cultivo de P. fumosoroseus en FS y FL con un kit para
deteccion de amonio, mostré una formacion entre 3 a 6 veces mas alta de este cation en FS
que en FL. Probablemente en FL, una produccion especifica de 4cidos organicos alta y una
formacion de amonio baja hicieron que el pH en este sistema de cultivo descendiera, mientras
que en FS, una produccion especifica de acidos organicos baja y una liberacion de amonio
mayor ocasionaron el incremento del pH. La capacidad de los hongos entomopatogenos para

regular el pH de su microambiente en FS, ya sea mediante la secrecion de sustancias acidas
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como OXA o bdsicas como amonio [St Leger y col., 1999], les permite estimular la
produccion de otros factores de virulencia como enzimas necesarias para la degradacion de la
cuticula de los insectos. La sintesis de proteasas ocurre a pH neutros o ligeramente alcalinos y
es inhibida a pH 4acidos [St Leger y col., 1998].

El articulo publicado [Asaff y col., 2006], adjunto al manuscrito de tesis (Anexo A.3),
contiene informacion mas detallada a cerca de la influencia del sistema de cultivo sobre la
distribucion de carbono entre los productos de fermentacion y la respuesta adaptativa a la
limitacion de zinc de P. fumosoroseus. A través de los balances de materia se muestra que en
FS el carbono es empleado principalmente para la formacion de biomasa, mientras que en FL,
este elemento es dirigido hacia la sintesis de DPA, OXA y otros compuestos no identificados,
especialmente cuando el medio de cultivo es deficiente en zinc. En FS, la produccion de
ambos 4cidos esta asociada a crecimiento, independientemente de la concentracion de zinc,
mientras que en FL bajo limitacion de este elemento, su formacion esta asociada de manera
parcial, por una posible redireccion del metabolismo cuando la concentracion del cation se
torna insuficiente para soportar el crecimiento. Por otro lado, se presentan datos a cerca de las
demandas volumétricas y las velocidades maximas de transferencia de oxigeno, que muestran
que los cultivos en FL no estuvieron en ningin momento limitados por este elemento.
Entonces, si la disponibilidad de oxigeno en el seno del liquido o en el ambiente gasesoso que
rodea a las estructuras fungicas no fue el factor limitante, probablemente las variaciones
fisiologicas encontradas se deban a diferencias en los fendmenos difusionales involucrados
para el transporte de oxigeno a través de la membrana celular y la capa limite. También se ha
sugerido que las diferencias fisioldgicas que presentan los hongos de acuerdo al sistema de
cultivo pudieran deberse a los microgradientes de oxigeno y sustratos que se van creando en el
entorno de sus estructuras vegetativas [Viniegra y col., 2002]. Como consecuencia habria
variaciones importantes en los flujos de carbono a través de las vias del metabolismo central,
principalmente en las ramas reguladas por el balance de coenzimas oxidadas y reducidas, asi

como en los niveles de ATP y otros compuestos de alta energia.
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CONCLUSIONES

La composicion del medio de cultivo, las condiciones de operacion y el sistema de
fermentacion modifican la produccion de metabolitos insecticidas como el &cido
dipicolinico (DPA), el acido oxalico (OXA) y otros no identificados como pigmentos
potencialmente activos por Paecilomyces fumosoroseus. Sin embargo, la sensibilidad
del bioensayo utilizado, la elevada cantidad en la que son sintetizados ambos acidos
organicos y en algunos casos, la interferencia de componentes residuales de los medios
de cultivo, no permitieron identificar otros metabolitos minoritarios del hongo con

potencial insecticida.

El DPA y el OXA son los metabolitos mayoritarios, moderadamente toxicos para
Artemia salina, producidos por Paecilomyces fumosoroseus, aunque tUnicamente el
ultimo fue identificado como el compuesto activo principal de los sobrenadantes
toxicos del hongo, debido a su concentracion elevada. En FL en matraz,
concentraciones de calcio > 0.40 g L™, inhibieron la produccién de DPA, mientras que
concentraciones de zinc < 1 uM Zn*" estimularon la formacién de DPA y OXA en

detrimento de la sintesis de biomasa.

La disponibilidad de oxigeno en el sistema de fermentacion modifica la fisiologia de P.
fumosoroseus. En FL, la velocidad especifica de crecimiento en cultivos en
fermentador, sin limitacion de oxigeno, fue igual a la alcanzada en cultivos en FS y
considerablemente mayor (= 2.8 veces) a las velocidades alcanzadas en cultivos en FL,
tanto en matraz, como en fermentador bajo limitacién de oxigeno. Un comportamiento
similar se observo en las productividades volumétricas de DPA y OXA en FL, aunque
no fue posible precisar si la mayor productividad se debio a un efecto del oxigeno o del

pH.

71



Conclusiones

La respuesta adaptativa de P. fumosoroseus a una limitacion por zinc y la distribucion
de carbono entre sus productos de fermentacion cambia de acuerdo al sistema de
cultivo. En FS el carbono es empleado principalmente para la formacion de biomasa,
mientras que en FL, este elemento es dirigido hacia la sintesis de DPA, OXA y otros
compuestos no identificados, especialmente cuando el medio de cultivo es deficiente
en zinc. En FS, la produccion de ambos &cidos estd asociada a crecimiento,
independientemente de la concentracion de zinc, mientras que en FL bajo limitacion de
este elemento, su formacion estd asociada de manera parcial, por una posible
redireccion del metabolismo cuando la concentracion del cation se torna insuficiente

para soportar el crecimiento.
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RECOMENDACIONES

El estudio de la posible produccion de sideréforos por el hongo resulta interesante por
cuanto muchos de estos compuestos son de naturaleza peptidica y en algunos casos
como las destruxinas y la beauvericina (péptidos ciclicos), poseen cualidades
insecticidas. No existen reportes acerca de la produccion de sideroforos por hongos
entomopatdgenos.

Un aspecto complementario importante al presente trabajo de tesis, que permitira
validar en gran parte las explicaciones sugeridas a cerca del rol del zinc en la fisiologia
de P. fumosoroseus Yy las diferencias ocasionadas por los sistemas de cultivo (FL y FS),
es la evaluacion de las actividades enzimaticas del ciclo de Krebs y del glioxilato,
particularmente de las enzimas isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD™ e
isocitrato liasa, en presencia y ausencia de zinc, asi como en FL y FS.

Los resultados que puedan obtenerse del punto anterior, complementado con algunos
de los datos obtenidos en el trabajo de tesis, permitirian el célculo de fluxes a traves de
las herramientas de la ingenieria metabdlica, lo cual enriqueceria el trabajo y validaria
las rutas metabdlicas propuestas. La posibilidad de aplicar el célculo de fluxes en
cultivos en lote de P. fumosoroseus se origina en la capacidad del hongo de crecer en
un medio quimicamente definido y mantenerse en estadios cuasi estacionarios
prolongados, la disponibilidad de métodos analiticos sencillos para la cuantificacion de
sustratos y productos de fermentacion y una alta de tasa de recuperacion de carbono en
los balances de materia.

A fin de discriminar entre el efecto del oxigeno y el pH en FL a nivel fermentador,
sobre el incremento en la productividad de DPA y OXA y la velocidad de crecimiento,
es necesario realizar experimentos adicionales tanto a pH libre como a diferentes pH
controlados. Se podra complementar con cultivos de lote alimentado, para tratar de

establecer una correlacion entre la disponibilidad de oxigeno y la de nutrientes.
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Las diferencias en forma, tamafio y coloracion de los propagulos sumergidos en
diferentes medios podrian tener relacion directa con caracteristicas de resistencia a
factores externos como luz, temperatura y desecacién asi como con la virulencia. El
desarrollo de investigacion en este campo permitiria generar conocimiento importante
para la produccion de este hongo, buscando conferir las mejores caracteristicas al
producto final. Adicionalmente y con el mismo fin seria significativo estudiar la
interaccion entre los propagulos producidos y los sobrenadantes conteniendo
metabolitos insecticidas como el DPA y el OXA.

Aln no queda claro si los propagulos sumergidos tipo conidios son estructuras de
reposo y resistencia como las esporas aéreas (conidios). Una caracteristica de éstas
Gltimas es su baja actividad metabdlica. Probablemente se puedan conducir estudios de
calorimetria para evaluar la actividad metabolica y asi poder establecer con mayor

precision si se tratan de estructuras equivalentes.
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ANEXOS

A.l. Efecto del oxigeno sobre la formacién de propagulos de P. fumosoroseus en

fermentacion liquida

A.1.1. Introduccién

En los experimentos realizados para estudiar los efectos de los medios de cultivo,
niveles de oxigeno disuelto y sistemas de fermentacion sobre el desempefio del hongo, se
investigd también su incidencia sobre la produccion de propagulos infectivos por el hongo.

Puesto que la denominacion de las unidades infectivas, como blastosporas o conidios
sumergidos, que produce P. fumosoroseus en FL resulta subjetiva al basarse simplemente en
diferencias de tamafio y forma, en muchos casos dificiles de discernir, estas estructuras seran

referidas en los parrafos posteriores indistintamente como propéagulos infectivos.

A.1.2. Efecto del oxigeno durante el cultivo en fermentador

Paralelamente a los estudios de crecimiento y produccion de DPA y OXA por P.
fumosoroseus en fermentador, con y sin limitacion de oxigeno, descritos en la Tabla 17, se
evaluo su efecto sobre la produccion de propagulos infectivos sumergidos. Los resultados se
presentan en la Figura 17.

Sin limitacion de oxigeno, la produccion de propagulos infectivos siguié una cinética
similar a la del crecimiento (Fig. 10), alcanzando un méximo de 4.3 x 10" propagulos mL™ a
las 71 h. Bajo limitacion de oxigeno, la produccion de propagulos alcanz6 un maximo de 3.2 x
107 propagulos mL™ a las 80 h, para luego empezar a descender paulatinamente hasta 2 x 10’
esporas mL™. Este descenso se debié a que muchos de estos propagulos iniciaron un
crecimiento miceliar. La disminucién de la poblacion de propagulos entre las 60 y 80 horas de
cultivo ya habia sido observado en otros trabajos con la misma cepa pero en condiciones y

medio de cultivo diferentes [de la Torre y Céardenas-Cota, 1996].
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Figura 17. Produccion de propagulos sumergidos de P. fumosoroseus en fermentador
[] oxigeno disuelto > 60%. O Oxigeno disuelto 0%.

En ambos casos, las concentraciones maximas de propagulos infectivos obtenidas
resultan bajas en relacion a concentraciones del orden de 10° reportadas por otros autores en
otros medios [Jackson y col., 1999; de la Torre y Cardenas-Cota, 1996].

Los rendimientos especificos méximos de formacion de propégulos para el cultivo sin
limitacion de oxigeno fueron de 6.1 x 10° propagulos g™ (biomasa) o0 2.1 x 10° propéagulos g™
(glucosa + glutamato), mientras que bajo limitacion de oxigeno, estos rendimientos fueron de
1.4 x 10" esporas gt (biomasa) u 8.0 x 10° propagulos g™ (glucosa + glutamato). El
rendimiento especifico de propagulos en base a biomasa bajo limitacion de oxigeno fue 2.3
veces mas alto que el obtenido sin limitacién de oxigeno, mientras que el rendimiento en base
a sustrato total (glucosa + glutamato) resulto casi 4 veces mayor. Este mismo rendimiento fue
2.5 veces superior al reportado por otros autores [de la Torre y Céardenas-Cota, 1996]. Esto
quiere decir que bajo condiciones de limitacion de oxigeno, ademas de que el C se utiliza
preferentemente para la formacion de biomasa (Tabla 17), esta tiene una mayor proporcion de
propagulos infectivos en relacion a micelio. Estos resultados coinciden con las observaciones
realizadas por Fernandez-Sumano (2002), quien encontré que durante el cultivo de la misma

cepa de P. fumosoroseus en un fermentador de 3 L, en un medio de caracteristicas similares
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aunque con una relacién C:N de 88.3:1, a un nivel de oxigeno disuelto del 100%, la méxima
concentracion de propagulos fue alcanzada a las 96 h, con un rendimiento especifico de 2.86 x
10" esporas g™ (biomasa), mientras que a un nivel de oxigeno disuelto del 5%, la méxima
concentracion de propagulos fue alcanzada a las 132 h, con un rendimiento especifico de 3.64
x 10" esporas g (biomasa). Sin embargo, el efecto del nivel de oxigeno disuelto sobre la
produccion de propagulos infectivos durante la FL de hongos entomopatdgenos, tiene efectos
contradictorios dependiendo de la especie de hongo. Por ejemplo, se reportd que durante el
cultivo sumergido por lotes de Colletotrichum truncatum, la produccion de propagulos
infectivos se incrementd en un 600% al elevar la concentracién de oxigeno desde 1.6 mg-L™
(2.5 x 10° propagulos:mL™) hasta 3.2 mg-L™ (1.5 x 10" propagulos mL™) [Slininger y col.,
1993]. Por el contrario, en un estudio con Aspergillus nidulans en cultivo continuo, se observo
que solo se produjeron propagulos tipo conidios al reducir la presion parcial de oxigeno por
debajo de 467 Pa, que equivale a menos de 0.04 mg-L™ de oxigeno disuelto [Carter y Bull,
1971].

Mientras que en FL se ha sugerido que el efecto del oxigeno sobre la formacién de
propagulos sumergidos estd mas bien relacionado con una limitacion en el metabolismo de la
glucosa (respiracion), mas que a un efecto del oxigeno por si mismo [Carter y Bull, 1971], en
FS, la produccion de esporas en Neurospora crassa, se encuentra correlacionada con estados
de hiperoxidacién celular provocados por especies reactivas de oxigeno como el singulete
[Hansberg y col., 1993].

En el caso particular de P. fumosoroseus, el hecho de que cultivos en FL bajo
limitacion de oxigeno presenten rendimientos especificos de propagulos infectivos (en
relacion a biomasa o sustratos) mayores que en cultivos sin limitacion de oxigeno, podria tener
importantes implicaciones biotecnolégicas, ya que dentro del control bioldgico, son el
producto final buscado. La formacién preferente de estas estructuras en relacion al micelio en
condiciones de baja oxigenacion resulta muy interesante sobre todo a nivel de la economia del
proceso, ya que por un lado permitiria la reduccion de materias primas y por otro disminuiria
los costos de operacion referidos a la aireacion del sistema, asi como los costos de los
procesos “downstream” para la separacion del producto final y formulacion, gracias a la

menor cantidad de micelio formado.
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Los resultados obtenidos indican que ademéas de los factores tradicionalmente
considerados que inciden sobre el rendimiento especifico de formacion de propéagulos
infectivos en FL, existen otros muy importantes como el nivel de oxigenacion, mas adn
considerando que durante el cultivo de hongos, el desarrollo miceliar disminuye en una
relacion hiperbdlica la capacidad de transferencia de oxigeno [Atkinson y Mavituna, 1983].

Como una consideracion final cabe sefialar, de acuerdo a los resultados obtenidos, que
son necesarios estudios mas profundos para poder discernir si al margen de las diferencias de
tamafo y forma entre los llamados conidios sumergidos y blastosporas, existen otras que
permitan afirmar que los primeros son verdaderas estructuras de resistencia como los conidios
aéreos y no son en realidad, al igual que las blastosporas, estructuras de crecimiento dimorfico
del hongo. Por ejemplo, Fernandez-Sumano (2002) intentd encontrar diferencias a nivel de
pared celular, para lo cual ensayO sin éxito diversos métodos de tincion y marcaje que
incluyeron tinciones con colorantes, tincion con diacetato de fluoresceina, lectinas marcadas
con fluoresceina (FITC) y microesferas hidréfobas de polietileno. Unicamente encontr6
diferencias entre los conidios aéreos y los propagulos sumergidos, que incluyen a conidios
sumergidos y blastoporas. De igual manera se encontré que el desarrollo de P. fumosoroseus
durante el proceso infectivo dentro de un insecto se dio a través de micelio, propéagulos

similares a los conidios aéreos y blastosporas [Cantone y Vandenberg, 1999].
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A.2. Efecto del zinc y el sistema de cultivo sobre la formacion de propagulos infectivos

de P. fumosoroseus

Se siguid también la produccion de propagulos sumergidos en fermentador en un
cultivo sin limitacion de oxigeno (> 60%), pero a una baja concentracion de zinc (1 uM). Se
encontro que al igual que a una alta concentracion de zinc (100 uM), su produccion se fue
dando de forma paralela al crecimiento (Fig. 17), disminuyendo alrededor de las 60 h. La
maxima concentracion de esporas alcanzada en estas condiciones fue aproximadamente 25%
menor a la méxima concentracion de esporas alcanzada con una alta concentracion zinc.

Por otro lado en FS, aunque no se tienen datos cuantitativos, se observé que a una
concentracion 1 pM Zn?* se dio una formacién de esporas abundante, por lo cual toda la
superficie del cultivo adquirié una coloracion café, caracteristica de los conidios aéreos,
mientras que a una concentracién de 0.001 uM Zn**, la formacién de esporas fue mucho
menor, no apreciandose cambio de color en la superficie del cultivo. Si bien en FS la
concentracién de zinc no tuvo un efecto sobre el crecimiento, al parecer este cation si fue
requerido en la esporulacion. Se conoce que diferentes microelementos, entre los que se
incluyen usualmente el calcio, cobre, hierro, manganeso, molibdeno y zinc, son requeridos
para el crecimiento y esporulacion de hongos entomopatégenos, aunque los requerimientos
nutricionales especificos varian de acuerdo a la especie o cepa fungica en consideracion
[Taborski, 1992]. Se establecié que en Neurospora crassa, el proceso de esporulacion esta
fuertemente regulado por dos proteinas conocidas como white collar 1 (WC-1) y white collar 2
(WC-2) [Ballario y col.,, 1996; Linden y Macino, 1997], las cuales son activadores
transcripcionales que se unen a los promotores de genes inducidos por luz, mediante sus
dominios de union a DNA [Linden y Macino, 1997]. Los genes wc-1 y wc-2 presentan
regiones de dedos de Zn®** que confieren a sus protefnas correspondientes la capacidad de
unirse especificamente al ADN. En P. fumosoroseus también se encontr6 evidencia molecular
de la existencia de estos genes [Sanchez-Murillo, 2004], lo cual explica en alguna medida el

requerimiento de zinc por el hongo para la conidiacion en FS.

93



Anexos

A.3. Articulo publicado

Carbon distribution and redirection of metabolism in
Paecilomyces fumosoroseus during solid-state and

liquid fermentations.

Asaff A., Cerda-Garcia-Rojas C., Viniegra-Gonzalez G., de la Torre M.

Process Biochemistry (2006) 41: 1303-1310.
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