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RESUMEN

El 4cido ja<'nonico (AJ) es un regulador del crecimiento vegetal exdgeno que produce una
amplio espectro de respuestas fisiologicas en las plantas, y debido a sus aplicaciones en la
agricultura, dicho regulador es considerado hoy dia, como otro de los productos que puede
repor... beneficios en la obtencion de alimentos.

La produccién de AJ se ha conducido principalmente por via microbiana, pero ha sido poco
estudiada, de ahi que el proposito fundamental de este trabajo fuera de estudiar los factores
que influyen en la produccion de este regulador tanto por cultivo liquido como por
fermentacion en medio solido, utilizando como modelo cepas silvestres de Botryodiplodia
theobromae.

La primer: estrategia a seguir, fue la seleccion de cepas en cultivo liquido a nivel de
matraces, con buena capacidad y productividad para producr el AJ. Se encontraron dos
cepas con estas propiedades (cepas: 1 y 2434).

Una vez seleccionadas las cepas para la realizacion de los estudios de produccion del AJ, se
, procedid a estudiar el perfil de formacion del AJ en presencia de diferentes relaciones
carbono:nitrogeno (rC/N). La produccidn especifica de AJ se estimul6 preferentemente a la
rC/N de 17 alcanzandose una produccion especifica maxima de 109 mg AJ/g de biomasa,
mientras que para la rC/N 35 y 70 se alcanzo una produccion especifica maxima de 73.7 y
53.5 mg AJ/g biomasa, respectivamente.

Se estudio el efecto del tipo de inoculo: por esporas y micelio en la produccion del AJ. La
productividad fue superior para la inoculacion con micelio en 1.7 veces respecto a la
productividad cuando se empleo esporas, pues se redujo en la primer caso el tiempo al cual
se alcanza la fase estacionaria, que es donde se produce la acumulacion del metabolito. E;
tiempo de produccion maxima del AJ en la variante inoculada con micelio se redujo en uros
ocho dias aproximadamente respecto a la variante inoculada con esporas.

Con el fin de estudiar el efecto estimulatorio del extracto de levadura sobre la sintesis del
Al, se determin6 el perfil de produccion del metabolito en presencia del extracto de
levadura. En este caso, también se mejord la productividad del AJ en 1.3 veces respecto del

medio control sin la adicién de ésta fuente, posiblemente por el aporte de vitaminas y



cofactores que favorecen el metabolismo para la produccion del metabolito. El tiempo de
produccion maxima del AJ se redujo en dos dias aproximadamente cuando.se adiciono ésta
fuente.

Se investigo el efecto de dos parametros ambientales en la produccion del AJ por cultivo
liquido: la temperatura y la agitacion. De las temperaturas ensayadas (25, 27, 30, 32 y 35°
C) la mejor temperatura para la produccion del metabolito fue de 30° C para los dos cepas
seleccionadas; mientras que la agitacion las velocidades ensayadas (50, 100 y 150 rpm)
provocaron un efecto negativo en la sintesis del metabolito ya que se redujo apreciablemente
la produccion del AJ, posiblemente por la sintesis simultanea de un polisacarido extracelular
segun se reporta en la literatura.

Se estudi6 el efecto de la fuente de carbono y de nitrogeno empleadas en el medio de
cultivo. Los mejores sustratos respecto del control (sacarosa) fueron: la fructosa y la
glucosa, mientras que para la fuenic de nitrégeno ninguna de las ensayadas fue mejor al
control (nitrato de sodio).

Se investigo el efecto de la adicion de un precursor de la sintesis del AJ como el aceite de
soya, fuente de acido a-linolénico. Las dosis empleadas de 0.5 y 1 ml de un aceite comercial
a 25 m! de medio y las condiciones ensayadas no provocaron un efecto positivo en cuanto al
inicio de la produécic’m y la produccion del AJ, posiblemente por la descomposicion del
acido a-linolénico durante la esterilizacion del mismo.

Por otro lado, los estudios de produccion del AJ por FMS comenzaron por reahzar las
cinéticas de esporulacion de las cepas seleccionadas con vistas a determinar el tiempo
optimo para la preparacion del inoculo. La cepa 1 presentd una esporulacion maxima entre
los 45 y 48 horas de fermentacion con un titulo de 2.25x10” esp/ml, mientras que para la
cepa 2434 la esporulacion maxima es escasa, pues se alcanzo de titulo de 6.50x10° ép/ml a_
las cien horas de fermentacion. ’ .

Se estudio la influencia de la temperatura, el medio de cultivo y el pH inicial en la velocidad
radial de crecimiento y la densidad de crecimiento de la cepa 1. La velocidad radial de
crecimiento se vio afectada por la composicion del medio de cultivo, mientras que la
temperatura no afecté de manera significativa esta variable. En el caso de la densidad de

crecimiento, el medio compuesto por extracto de malta agar y a una temperatura se obtuvo
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la mayor densidad de crecimiento con respecto a las demas condiciones ensayadas. Mientras,
que el pH inicial del medio no influye significativamente en estas variables. -
Finalmente, se estudio el efecto del aumento de la concentraciér ‘e los nutrientes del medio
de cultivo, la fuente de nitrogeno y la rC/N en la produccion de AJ por FMS. Se demostro
que es necesario el uso de medios mas concentrados para obtener este metabolito por FMS,
respecto de los medios empleados en cultivo liquido. Al utilizar un medio con 2.5 veces la
concentracion de nitrégeno, 10 veces la de fosforo y para las sales el triple de concentracion
respecto del medio reportado en la literatura para la produccion de AJ en cultivo liquido, se
produjo una concentracion de 20 mg AJ/g materia seca, mientras que en el medio reportado
por la literatura la produccion del metabolito fue nula.

Al igual que en el cultivo liquido, la fuente de nitrégeno también influye apreciablemente en
la produccion de AJ por FMS, pues la sintesis del metabolito fue afectada por el pH que se
generd en el medio, producto de la hidrolisis de las sales utilizadas. La sintesis del
metabolito no ocummé cuando se empled sulfato de amonio, pues se alcanzé un pH de 3,
mientras que para el control (nitrato de sodio), el pH se mantuvo por encima de 9 durante el
desarrollo de la fermentacion, obteniéndose una produccion de AJ de 18 mg de Al/g matenia
seca.

También la rC/N es otro factor nutricional que influye marcadamente en la produccion de AJ
tanto por cultivo liquido como por FMS, pues unicamente se produjo éste metabolito en la
variante control de rC/N 17 hasta una concentracion de 18.4 mg AJ/g materia seca, mientras
que para las rC/N 35 y 70 no se detecto la presencia del mismo, posiblemente porque se
acorto la fase estacionania en estas variantes, al contar con una menor concentracion de
nitrogeno en el medio, respecto al control.

Palabras daves: acido jasmonico, produccion, Borryodiplodia theobromae, sele’cci(')n de

cepas, cultivo liquido, fermentacion en medio sohido, factores ambientales y nutricionales.
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INTRODUCCION

Los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) juegan un papel muy importante en el
crecimiento de las plantas y en la agricultura de hoy en dia, debido a que estas sustancias
pueden producir efectos beneficiosos al hombre (Larqué-Saavedra y Reyes, 1988; Gross y
Parthier, 1994). Actualmente se conocen alrededor de 400 RCV; de éstos 300 son de origen
microbiano, el resto se obtiene por via quimica o son producidos por las plantas (Gross y
Parthier, 1994).

La contaminacion de los suelos y las aguas por el incorrecto uso de pesticidas y a'bonos
minerales y la agricultura intensiva que dificulta el desarrollo natural de los ciclos
biogeoquimicos y la migracion de nutrientes, son factores que han conllevado a la progresi-a
erosion de los suelos, la disminucion de su productividad, y a la creaciébn de nuevos
principios en cuanto al uso del suelo como securso renovable: la agricultura sostenible

(Alain, 1994; Yunlong y Smit, 1994).

La produccion de RCV por via microbiana es una de las alternativas compatible con los
principios de la agricultura sostenible, debido a su menor impacto en el medio ambiente y a
que son menos agresivos en comparacion con los plaguicidas y fertilizantes minerales

convencionales (Nieto y Frankenberger, 1990).

La introduccion creciente de productos procedentes de la biotecnologia a la agricultura
permitird la obtencion de mayores rendimientos de las cosechas, desarrollar cultivos mas
productivos e incrementar la calidad de los mismos. Todo esto es de mucha importancia

para los paises en vias de desarrollo (Klibansky y Gonzalez, 1995).

El acido jasmoénico (AJ) y sus derivados son los representantes de los RCV exéger;os '

denominados jasmonatos & los cuales inicialmente se le atribuyeron las propiedades de

.promover la senescencia de las hojas y la inhibicion del crecimiento de las plantas.

A partir de la década de los 80’s estos compuestos comenzaron a ser estudiados
intensamente por los fisidlogos vegetales, encontrandose otros efectos no menos

importantes como son: la estimulacion de 1a formacidn de tubérculos en papa y fiame (Koda

ix
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v Kikuta. 1991; Koda, 1992), el incremento de los rendimientos agricolas en fresa, soya y
caia de azucar (Cobas, 1985; Sembdner y Gross, 1986, Dathe y col.,1990; Lopez, 1994), la
estimulacion en la maduracion de los frutos en jitomate y manzanas (Samewski y col.,

1987a), entre otros.

Debido a los usos diversos de los jasmonatos y ademas de que el éster metilico del AJ es un
in: cdiente de las esencias del jazmin (empleadas en perfumeria), se han desarrollado
muchos estudios de produccién del AJ, a través de dos alternativas: la via por sintesis

quimica y la via microbiana.

La via por sintesis quimica requiere de la obtencion de los productos de partida y de la

consecucion de varios pasos de reaccion y por ende de la optimizacion de estos.

El uso de microorganismos para la produccion del AJ demostré ser promisorio, pues los
estudio. realizados en cultivo liquido revelaron que algunos hongos, como por ejemplo,
Botryodiplodia theobromae es capaz de producir este tipo de sustancia como resultado de
su metabolismo secundario con rendimientos satisfactorios. Por lo tanto, para contribuir a
los procedimientos de produccion de este metabolito mediante esta via, resulta interesante
desarrollar estudios de las condiciones ambientales y nutricionales en que se favorece la

produccion del AJ, para asi obtener una mayor produccidn y mejorar el proceso.

A pesar de los esfuerzos realizados por la comunidad cientifica en esta tematica se cuenta
con poca informacion en la produccion de AJ mediante el cultivo liquido, mientras que la

fermentacion en estado solido (FMS) no ha sido empleada para este proposito.

El presente trabajo, comienza con una revisién bibliografica sobre e} AJ acerca de sus

caracteristicas, biosintesis y su actividad bilogica. Se incluyen las caracteristicas de B.

theobromae, las condiciones de operacion y medios de cultivos reportados -para la -

produccion del AJ en cultivo liquido, asi como el tema de produccion de metabolitos
sec_undarios por FMS. En la parte experimental del trabajo, primeramente se realizd una
seleccion -de cepas de B. theobromae aisladas de fuentes naturales, de donde se
seleccionaron dos de ellas para estudiar algunos factores ambientales y nutricionales tales
como el tipo de inoculo, la agitacion, la temperatura, la adicidn de extracto de levadura y

aceite de soya al medio de cultivo, la relacién carbono nitrogeno (rC/N) y la fuente de



carbono y nitrogeno sobre la produccion de este metabolito en cultivo liquido a nivel de
matraces. Se estudio también la esporulacion de las cepas seleccionadas, y la fisiologia de
una de las cepas en firc'on de la temperatura, la composicidn del medio de cultivo y el pH
incial del medio Finalmente, se investigo el efecto de otros factores nutricionales como el
incremento de la concentracion de los nutrientes del medio, la fuente de nitrégeno y la rC/N
sobre la produccion del AJ por FMS en columnas de vidrio y bagazo de cafia como soporte
inerte.
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Revision bibliogrdfica

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Acido jasménico

En ol presente capitulo se describe el AJ en cuanto a su estructura, propiedades fisicas y quimicas,
las diferentes formas en que se puede obtener, asi como la ruta biosintética para la produccion de
este metabolito en los microorganismos y las plantas. Finalmente, se presentan los efectos

fisiologicos que causa la aplicacion de este RCV sobre las plantas.

El AJ y sus derivados pertenecen a los RCV denominados jasmonatos, siendo los mas
representativos el acido (-)-jasmonico ((-)-AJ) y el acido (+)-7-isojasmoénico ((+)-7-is0AJ) los
cuales se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas (Salisbury y Ross, 1992). En la figura

2.1 se presentan la formas isoméncas del AJ.

El éster metilico de! AJ (AJ-Me) es uno de los componentes odorificos principales de los aceites
esenciales de las flores de Jasminum grandiflorum L (Demole y col., 1962) y Rosmarinus
officinalis L (Crabalona, 1967), por lo cual este compuesto es reconocido como un importante

ingrediente en la industria de perfumes y aromas (Koda, 1992; Hamberg y Gardner, 1992).

El AJ se aislo inicialmente a partir de sobrenadantes de cultivos del hongo Lasiodiplodia
theobromae y fue identificado como inhibidor del crecimiento de plantas superiores. (Aldridge y

col., 1971).

A partir de la década de los 80's el Al y su éster metilico atrajeron la atencion de los fisidlogos
vegetales al detectarse la presencia de estos compuestos en diferentes partes de las plantas y ser
identificados como promotores de la senescencia e inhibidores del! crecimiento de las plantas

(Sembdner y Gross, 1986). ) -

’

-

- L.1.1 Estructura quimica, propiedades fisicas y quimicas

La estructura quimica de los jasmonatos estd caracterizada por la presencia de un anillo .

ciclopentano variablemente sustituido en las posiciones C-3, C-6 y C-7 (figura 1.1). Debido & la
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presencia de dos carbonos Opticamente activos en las posiciones C-3 y C-7 ha sido posible

conocer sus diastereisomeros y sus formas enantiomeras.

G 8 1 ©
e .. — T
. G . _/ -~ - Sz -~ S~ LTI )
s s 9 10 Enantiomeros .
4 7 _~COOH e . ,\ .- COOH
2 1

Acido BR7RFasmonico

Acdo (35,75 )} psmonxo
{acdo (-yjasmonwo]

{icdo (~)}asmonico]

! )
iDiasu'misémcros ‘Diaslcroisémcros
v
o
EN ~~ \\_:/\ ~——— T
\__}. _-CooH _COOH
Acido (3S.7R)-jasmbnico Acido (3R.7S)jasménico

licio (-) 7-s ojasmbnico] [#cido (+)-7-is ojasmdnico]

Figura 1.1. Formas isoméricas del cido jasménico. Fuente: Sembdner y Parthier (1993).

Los isomeros 3S,7R y 3R.7S tienen conformacion cis con respecto a la cadena lateral segun el

plano del anillo ciclopentano, mientras que el 3S,7S y el 3R, 7R tiene conformacion frans.

Los isomeros ¢is se isomerizan facilmente a la forma trans, presumiblemente a través de un
intermediario enol (Koda, 1992). Este tipo de reaccion se estimula bajo condiciones acidas o

basicas y altas a temperaturas (Vick y col,, 1979).

Los jasmonatos con mayor actividad biologica son el (+)-7-isoAJ y su metil éster (Herman, 1987),
aunque estos son también rapidamente isomerizados (Miersch, 1986). Los enlaces mas
importantes que rigen su alta actividad se encuentran en el enlace C-3 y C-7 del anllo del
ciclopentano, y ademas en el grupo ceténico e hidroxido en ef carbono C-6. Algunos conjugados

de aminoacidos son activos como los jasmonatos no conjugados (Herman, 1987). . L

La formula empirica y nombre quimico del AJ son: C;;H130s y acido cis-2-pent-2'-enil-3-oxo-
ciclopentenilacético, respectivamente. Es un aceite amarnillo viscoso, soluble en cloroformo,
acetato de etilo, acetona y éter, y poco soluble en agua, su punto de ebullicion es de 125©

C/0.001 mm Hg (Lopez, 1994).
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1.1.2 Produccion del acido jasménico

A partir de la década de los 70’s se comenzaron los estudios para la produccion del AJ y sus
derivados. Hasta el momento se han utilizado dos vias alternativas para su produccion: la via
quimica y la microbiana A pesar de que existen pocos reportes en la literatura, se ha podido

apreciar importantes esfuerzos por desarrollar esta tematica.

A. Via quimica

Kitahara y col. (1987) reportaron una via de sintesis para la obtencion de (+)-metiljasmonato y el
(i)-meﬁicurcubato, a partir del 2-alilciclohexano-1,3-diona y mediante un proceso de
hidroboracién-oxidacion del anillo, seguidos de 7 y 8 pasos de reaccion para el primero y
segundo, respectivamente. Los :roductos obtenidos mostraron inhibicion del crecimiento en
semillas de arroz y lechuga, asi como una estimulacion de la senescencia en hojas de avena,

comportamientos caracteristicos de los jasmonatos naturales.

En 1991, Kitahara y col. reportaron la posibilidad de incrementar el rendimiento total para la
sintesis del metilepijasmonato hasta en un 20 %, luego de 12 pasos de reaccion, debido a que
lograron una mayor estereoselectividad de la reaccion de hidroboracion-oxidacion a partir de la 3-
hidroximetilciclopentanona y contar con métodos adecuados de sintesis de los productos de
partida. También mediante este procedimiento se garantiza la produccion de otros derivados del

AJ. A pesar de las mejoras introducidas por estos autores a la via quimica de produccion del Al se

requiere de la optimizacion de varios pasos de reaccion para incrementar el rendimiento total del

proceso.

B. Via microbiana -

El primer reporte sobre la sintesis por via microbiana se debié Broadbent (1968). Este autor |

prepar6 AJ a partir del crecimiento de Lasiodiplodia theobromae en un medio conteniendo
glucosa, glicerol o una mezcla de éstos como fuente de carbono, un nitrato de un metal alcalino o

una sal de amonio, un aminoacido, licor de maiz, peptona, extracto de levadura o una mezcla de
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ellos. El AJ fue aislado filtrando la biomasa y el sobrenadante fue acidificado y el AJ fue extraido

con solventes organicos en el sobrenadante.

Aldridge v col. (1971) reportaron la produccion de 500 mg/l de AJ por Lasigdiplodia theobr-mae
(sin¢nimo. Botryodiplodia theobromae ), en cultivo superficial al cabo de 13 dias en vasijas de
ceramicas con 1 L de medio Czapek, y observaron ademas que los sobrenadan?es de estos
cultivos mhibian el crecimiento de plantas superiores, demostrandose que el componezie activo

era el Al

Miersch y col. (1987) aislaron de fuentes naturales cepas de B. theobromae y encontraron una
cepa con buena capacidad para producir AJ. La cepa seleccionada se desarrollé en cultivo liquido
en un medio a base de sacarosa, harina de soya, licor de maiz y sohucion de sales, durante 7 dias a
30° C. En estas condiciones la cepa produjo 800 fng/l de AJ.

Cross y Webster (1970) aislaron en Gibberella fujikuroi el conjugado isoleucinico del AJ, pero no
el acido libre. Sin embargo, estudios posteriores 1 alizados por Miersch y col. (1992) en mutantes
de G. fujikuroi productoras de acido giberélico, demostraron la presencia también del acido libre
en los sobrenadantes de los cultivos en proporciones muy bajas en comparacion coh las obtenidas

con B. theobromae.

Estudios recientes (Miersch y col 1553) con 46 especies de hongos, pertenecientes a 23 géneros
diferemes (dgrocybe, Aspergillus, Collybia, Coprinus, Cunninghamella, Daedalea, Fomes,
Fusarium, Gleooporus, Homoconis, Marasmius, Mucor, Mycena, Paecilomyces, Phellinus,
Penicillium, Pleurotus, Polyporus, Rhizoctonia, Stropharia, Talaromyces, Irametes,
Trichoderma) crecidos en condiciones semejantes a B. theobromae, mostraron que los géneros
Collibya, Coprinus y Mycena son los mas destacados para la produccion de AJ (Collibya
confluens produjo 210 mg/l, mientras que Coprinus alkalinus 25 mg/l y Mycena tintinabulum 5
mg/l de Al). -

De todo lo anterior se desprende que la produccion de AJ por via microbiana resulta muy
prometedora, pues se han reportado estudios sobre la seleccion de cepas, condiciones y medios de
cultivos con resultados satisfactorios, los cuales podrin ser mejorados en la medida que se

estudien las factores que controlan la produccion de este metabolito.

11
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1.1.3 Biosintesis del acido jasménico

Se ha comprobado que 1a produccion de AJ por los microorganismos y las plantas ocurre a través
del metabolismo del acido a-linolénico (Vick y Zimmerman, 198+, 1986, 1987), el cual es un
acido graso insaturado de 18 atomos de carbonos con tres dobles enlaces en las posiciones C-9,

C-12y C-15 (figura 1.2).

18 15 12 9 COOH
ST k\ //" — ‘// - \‘\ P _//. ‘;" 1\ /' 1

Acido a-linolénico

Acido (+)-7-isojasménico
Figura 1.2. Biosintesis del acido (+)-7-isojasménico a partir del acido a-linolénico

La biosintesis de los acidos grasos insaturados tiene lugar siguiendo una secuencia que
comprende: la biosintesis de acidos grasos saturados, la elongacion de la cadena de acidos grasos
y finamente la formacion de dobles enlaces en la cadena de los acidos grasos. Para el caso del
acido a-linolénico la secuencia comienza con la formacion del acido palmitico (acido graso
saturado de 16 atomos de carbono), continua con la elongacion del acido palmitico para dar el
acido estearico (acido graso de 18 atomos de carbono) y por ultimo se forman los dobles enlaces
de la cadena carbonada (Walker y Woodbine, 1976). A continuacion se describen cada una de las

etapas comprendidas en la secuencia para la biosintesis de los acidos grasos insaturados.

~

A. Biosintesis de acidos grasos saturados -

-

Los acidos grasos son componentes esenciales para la vida celular, pues-todos los organismos
necesitan de ellos para su metabolismo y la formacion de sus membranas, ya que constituyen
formas de reservas y son componentes vitales de las membranas celulares (Robinson, 19.91)‘ La
biosintesis ocurre por la condensacion de unidades de dos atomos de carbono, derivadas del acido

acético, donde e] precursor primordial es la acetil-CoA. Ademas se necesita la presencia de iones
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bicarbonato, un intermediario (la malonil-CoA) , citrato o isocitrato y de NADPH (Wakil, 1960).
La biosintests tiene higar en el citosol, con los 4cidos grasos en crecimiento esterificados a una

proteina portadora de acilo (ACP) (Voet y Voet, 1990).

La reaccion de condensacion esta acoplada a la hidrolisis de ATP, la cual permite completar la
reaccion de sintesis. Este proceso se lleva a cabo en dos etapas: en la primera ocurre la
carboxilacion de la acetil-CoA, dependiente del ATP, por la acetil-CoA carboxilasa para formar
malonil-CoA, seguida de la descarboxilacion exotérmica del grupo malonilo en la reaccion de
condensacion catalizada por la acido graso sintasa (Ganguly, 1960).

La acetil-CoA carboxilasa esta enlazado covalentemente a un grupo prostéstico de biotina, y es
activado por la presencia de iones citrato o isocitrato (Wakil y Gibson, 1966).

En la figura 1.3 se presenta la primera etapa de la sintesis de acidos grasos saturados. Cabe
destacar que en esta etapa, interviene la acetil-CoA carboxilasa (enzima alostérico) y es la etapa
reguladora primaria o limitante de la velocidad de sintesis de los acidos grasos, pues esta enzima
se encuentra en dos formas una inactiva como mondmero y otra activa como polimero. El
mon6mero inactivo presenta un centro de unién con la biotina, otro para el acetil-CoA y otro para
el citrato; pero el citrato desplaza el equilibrio entre el monémero inactivo y el polimero activo en

favor de este ltimo (Rasmussen y Klein, 1968; Goodnidge, 1973).

0]
!
E-biotina ‘0O, —CH, — C —SCoA + E-biotina
Botioni-enz ma _ Ma bni-CoA

N —_
HCO, .\ /
+ ATP A B 4 0 .
A / I
S 7/ TCH; —C — SCoA
ADP + P, ~

/ Acet#-CoA .
, .
E-biotina-CO,
Carboxibiotionit-enz ima

L ~

-

Figura 1.3. Primera etapa de la sintesis de acidos grasos saturados donde interviene el acetil-CoA
carboxilasa (E) y ocurren una activacion del CO; (A) y una carboxilacion (B) para dar la malonil-
CoA. Fuente: Voet y Voet (1990).
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En la figura 1.4 se presenta la segunda etapa de la biosintesis de los acidos grasos saturados. La
misma ocurre por una secuencia de seis pasos sucesivos catalizadas por siete enzimas del
complejo acido graso sintentasa. La séptima protcica del sistema es la ACP, la cual no posee
actividad catalitica y esta unida covalentemente a la cadena de acido graso en crecimiento (Walker

y Woodbine, 1976).

[s) co, ©
, i
CH; — C —SCoA + H.SACP CH; — C —SCoA * H-SACP
' Acetii-CoA Malonil-CoA
H-SCoA @~ _ Acetil-CoA-ACP lransacilasa "’/}; Malonil-CoA-ACP
o' H-SCoa €7 | trapsacilasa
i v
CH, — C -- SACP co; ©
Acelit-ACP | & 1
H.8.E —— H;—C —sacp
2 Malonil-ACP
H-SACP
o B-Cetoacil-ACP sintasa

i i
CHy—C —s—E (enzima condensante)

3
CO, % H-S.E 4,/% J

o v (o]

' 'y
CHy-- C— CH,y— C— SACP

Hew NADPH  ——__ i Acetoacetil-ACP

4 )
- ——/’ .
NADP 4 'B-Cetoacil-ACP reductasa
o ¥ o
! i
CHy— C - CH, - C - SACP
| D-B-Hidroxibutiril-ACP
s |
/I
H0 @ | 8 _Hidroxiacil-ACP hidrasa
v o)
1
CH;— CH = CH — C— SACP
He NADPH —— ; a f-trans-Butenoil-ACP
[
NADP * 4—'/) Enoil ACP reductasa
v o)
: 1
CH, — CH, -~ CH, — C — SACP
: Butirii-ACP

i

., Reacciones 2-6 se reciclan seis . -
i veces mas -
v o
i
CHy— CH; —{CHyYyy —C — sACP o .
7 { Paimitoil-ACP -

! Palmotoil tioesterasa
v o

HO -

CHy— CH,; —(CHy,; —C — O- + H-SACP
Palmitato
Figura 1.4. Segunda etapa de la biosintesis de acidos grasos saturados. Al formarse palmitato, se
repite la ruta siete ciclos, en cada uno de ellos se alarga en C2 y continiia con una etapa final de
hidrolisis y donde ACP es la proteina portadora de acilo. Fuente. Voet y Voet (1990).
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La reaccion global de la sintesis es la siguiente (Wakil y Gibson, 1960):

Aceti-CoA + TMalonil-CoA + 14NADPH + 14H" — CH;3~(CH,);:-COOH + 7CO. + 8CoA + 14NADP + 6H-0
{acido palmitico)

De las ocho unidades de acetilo que se requieren, solo una de éstas. es aportada por el acetil-
CoA las siete restantes las aporta el malonil-CoA, que a se vez es formado por una reaccion de
carboxilacion entre el acetil-CoA y los iones HCO:. Un resto de acetilo y siete de malonilo
experimentan pasas sucesivos de condensacion con liberacion de siete moléculas de bioxido de
carbono, para formar el acido palmitico. El poder reductor proviene del NADPH. La molécula de
acetil-CoA requerida para el proceso sirve de iniciador, los dos atomos de carbono de su grupo
acetilo se convierten en los atomos terminales de los carbonos terminales del acido palmitico
formado. El crecimiento de la cadena comienza en el grupo carboxilo del acetil-CoA y continua
por la adici()n sucesiva de restos de acetilo al extremo carboxilo de la cadena de crecimiento.
Cada resto de acetilo sucesivo procede de dos de los tres atomos de carbono de un resto
maldnico que penetra al sistema en forma de malonil-CoA, el tercer carbono no esterificado se

pierde en forma de bioxido de carbono (Walker y Woodbine, 1976)

B. Elongacion de la cadena de acidos grasos

El acido palmitico es el precursor de los acidos grasos de cadena mas elongada, ya sean saturados
o insaturados, mediante la intervencion de elongasas y desaturasas. Los elongasas se hallan
presentes tanto en la mitocondria como en el reticulo endoplasmatico, pero los mecanismos de
elongacion en ambos sitios son diferentes (Voet y Voet, 1990). La elongacion en las mitocondnias
se produce por adicion sucesiva y reduccion de unidades de acetilo en una inversion de la
oxidacion del acido graso, y finalmente una reduccion en la que interviene el NADPH .como
coenama redox terminal (Walker y Woodbine, 1976). La 'elongacién en el reticulo
endoplasmatico ocurre por la condensacion sucesiva de la malonil-CoA con la acil-CoA. Eﬁtas
-reacciones van seguidas cada una por reducciones asociadas al NADPH, semejantes a las

catalizadas por el acido graso sintetasa, la tunica diferencia consiste en que el acido graso resulta

alargado en forma de su derivado CoA en lugar de su ACP (Voet y Voet, 1990).
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C. Biosintesis de dcidos grasos insaturados

La acidos grasos insaturados se producen por la accion de desaturasas terminales (Erwin y col,,
1964), estos enzimas contienen hierro en su _structura y catalizan la siguiente reaccion:
oo ° -
CHy — (CHa)y — C — C — (CHy)y @ C __SCoA + NADH + H' + o,

H H

O

L
CH; — (CHylx —C =—=C —= (CH,y —C —SCoA + NAD" + 2H,0
| .

H H

Donde x es cinco por los menos, y (CHz)x puede contener uno o mas enlaces. La porcion (CHy),
del sustrato esta saturada. Los enlaces dotlcs se insertan entre los dobles enlaces existentes en la
porcion (CH,), del sustrato y el grupo CoA de tal modo que en el nuevo enlace se hallan tres
atomos de carbono mas proximos al grupo CoA que el doble enlace siguiente (no esta conjugado
a cualquier enlace existente). En esta compleja reaccion la transferencia electronica implica una
cadena transportadora de electrones del microsoma, que porta electrones desde el NADPH (o
NADH) al citocromo b5 microséomico por medio del citocromo b5 reductasa (flavoproteina). Para
activar el acil-CoA y el oxigeno se requiere.de una proteina denominada factor cianuro-sensible.
En los microorganismos el citocromo b5 no participa, sino que esta sustituido por una proteina

ferrosulfurada (Voet y Voet, 1990).

Los acidos grasos polinsaturados son producidos por una amplia gama de hongos y células
eucariotas. Los hongos y las algas verdes-azules sintetizan fundamentalmente acido linolénico en

forma de a-linolénico, y en algunos casos._el acido y-linolénico (Shaw, 1966; Leviny col.,, 1964).
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D. Bioconversion del dcido a-linolénico en dcido jasmaénico

Se ha confirmado que la biosintesis del AJ ocurre a partir de la bioconversion del-écido a-
linolénico y por la accion de cuatro enzimas: lipoxigeiasa, hidroperéxido deshidratasa, éxido
aleno ciclasa y reductasa (Zimmerman y Feng, 1978; Vick y Zimmerman, 1984, 1986, 1987,
Hamberg, 1988). En la figura 1.5 se presenta la ruta biosintética del AJ. La reaccion inicial en la
sintesis ded AJ es catalizada por la enzima lipoxigenasa, la cual es muy comun en los tejidos en las

plantas.

La enzima lipoxigenasa cataliza la incorporacion de oxigeno molecular en 4cidos grasos
wﬁ@umdos para formar un sistema cis,cis-1,4-pentadieno. Para el caso del a-acido linolénico
la enzima cataliza la incorporacion de oxigeno en las posiciones C-9 y C-13, y para la formacion
del AJ, esta reaccion ocurre Unicamente en la posicion C-13, produciendo el acido 13-
hidroperoxilinolénico, que es transformado rapidamente 4 un derivado 6xido aleno denominado

acido 12,13-epoxilinolénico por la accién del hidroperéxido deshidratasa.

El acido 12,13-epoxilinolénico sufre una ciclizécién por la éxido aleno ciclasa, al acido 12-oxo-
fitodienoico, que satura su doble enlace por la enzima reductasa produciendo el acido 10,11-

dihidro- 12-oxofitodiénoico.

Finalmente, 6 carbonos del acido 10,11-dihidro-12-oxofitodienoico son eliminados del enlace
carboxilo por una B-oxidacion en 3 etapas sucesivas para dar el (+)-7-isoAJ, el cual rapidamente
se isomenza a (-)-AJ, resultando un equilibrio molar de alrededor de 9:1 ((-)-AJ:(+)-7-is0AJ).
Esta ruta metabdlica se ha demostrado que ocurre en los frutos inmaduros, cotiledones de
semillas germinadas y hojas de plantas superiores. En B. theobromae solo se encontr6 el (+)-7-
150AJ como Gnico producto biosintético nativo, mientras que en los frutos de Vicia faba la

relacion molar AJ:(+)-7-isoAJ es de 2:1 (Sembdner y Parthier, 1993). ,
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Figura 1.5. Ruta biosintética del acido (+)-7-1s0jasménico (Fuente: Vick v Zimmerman, 1984, 1986)
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1.1.4 Actividad biolégica de los jasmonatos

La actividad biolgica de los RCV esta determinada por el efecto fisiologico que provocan en las
plantas, ya sea inhibicion o estimulacion de alguna funcion. La api<acion exdgena de los
jasmonatos ejerce varios efectos, inhibiendo o promoviendo cambios morfologicos y fisiologicos,
como son: la induccion de la sintesis de proteinas, la sintesis de sustancias de defensa, la
estimulacion de la formacion de tubérculos, la inhibicién del crecimicato y la estimulacion de la
senescencia, entre otras. También se ha podido apreciar efectos estimulatorios en otros procesos,
como en la biosintesis del etileno, la maduracion de frutos, la senescencia de las hojas y la
disrupcién de microtubulos, y efectos inhibitorios en el crecimiento longitudinal de las semillas,
raices, hongos micorrizicos, en la biosintesis de carotenoides, en la abertura del pulvinilo, entre
otras.

Como se¢ aprecia, los jasmonatos producen una gama amplia de respu.=tas fisiologicas en las
plantas, lo cual le confiere una gran versatilidad a este grupo y la posibilidad utilizarlos para
diversos fines en la agricultura. En términos generales se puede decir que los cambios
morfologicos y fisiologicos que mas se han estudiado son el de fitohormona, la induccion de la
sintesis de proteinas y sustancias de defensa en las plantas y la estimulacion de la formacion de

tubérculos. A continuacidn se describen estos factores.

A. Fitohormonas

Las fitohormonas son compuestos producidos por las plantas y en bajas concentraciones influyen
sobre los procesos fisiologicos de éstas (Davies, 1987). En este sentido los jasmonatos se pueden
considerar como fitohormonas, pues estos compuestos son producidgs por las plantas (se han
encontrado en 150 familias y 206 cspécies de plantas, incluyendo hongos, musgos y helechos)
(Salisbury y Ross, 1992), también se ha podido demostrar que estos compuestos inhiben el
crecimiento de ci.er-tas pane; de las plantas (Sembdne; y Gross, 1986; Yamane y col., 1980; Dathe
y col, 1981; Koda, 1992; Hamber y Gardner, 1993) y promueven la senescencia de las hojas -
(Ueda y Kato, 1980; Lopez y col., 1985; Hamberg y Gardner, 1992; Porat y col., 1993). Se ha
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observado ademas que el AJ provoca efectos fisiologicos sobre las plantas similares a los del

acido absicico (ABA) (Yamane y col., 1981s; Ueda y col., 1991).

La inducc:cn de la senescencia de las Bojas por los jasmonatos en plantas se caracteriza por la
degradacion de la clorofila, acompaiiada de otros efectos tales como el incremento de la
respiracion celular, actividad proteasa y peroxidasa, reduccion de la actividad fotosintética, etc,
(Parthic., 1990; Koda, 1992;).

Durante el curso de investigaciones con giberelinas en semillas inmaduras de Phaseolus vulgaris,
Yamane y col. (1980) encontraron en las semillas estudiadas la presencia de compuestos
inhibidores que retardaban el crecimiento en los ensayos con plantulas de arroz. Estos inhibidores

fueron aislados e identificados como el ABA y el AJ.

Ueda y Kato (1980) encontraron que un extracto de tallos de ajenjo (Arthemisia absinthium L)
contenia un compuesto que estimulaba la senescencia de los segmentos en hojas de avena y fue
identificado como el AJ-Me. También se reportan la presencia de ABA y el AJ como promotores

de la senescencia de las hojas de avena (Cleyera achnacea).

El efecto de! AJ-Me en segmentos de cebada, demuestra que este compuesto es un potente

promotor de la senescencia, no solamente en la oscuridad sino también en presencia de luz. Se ha

comprobado que una solucion de 45 pM de AJ-Me elimina completamente la accién de la luzy su

efecto es mayor que el del ABA (Ueda y Kato, 1981). Trippi y Thimman (1983) encontraron que
este compuesto es de 2 a 4 veces mas potente que el ABA en cuanto a la promocién de la
senescencia.

Se ha encontrado (Lopez y col,, 1985) que el AJ y el AJ-Me inhiben el crecimiento de los callos
de soya inducido por quinetina y urea. En este caso, el AJ es mas efectivo, produciendo una

’

inhibicion en un 50 a 60 % del crecimiento de los mismos.

- .,»L‘

- B.'Induccién de sintesis de proteinas

Se ha reportado que el AJ y AJ-Me son capaces de inducir la sintesis de algunas proteinas en las
plantas. Anderson (1988) encontrd que concentraciones de AJ de 2x10°-3x10”° M incrementan el

nivel de polipéptidos en callos de soya. Estudios posteriores de Anderson y col. (1989) en hojas
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de soya sefialan que la aplicacion de AJ incrementd la concentracion de los péptidos de 30 kDa y
28 kDa. Ambos peptidos fueron identificados como proteinas de almacenamiento vegetativo
(PAV) el incremento observadce -2sulta caracteristico del AJ, pues otras fitohormonas como el

ABA, acido giberélico, benciladenina no alteran la concentracion de PAV (Staswick y col., 1991).

Estudios desarrollados por Mason y Mullet (1990), en los cuales adicionaron 5x10° M de AJ-Me
en plantas de soya permitier - : observar el incremento de la concentracion de PAV, especialmente
en las raices maduras y en los tejidos del tallo. También se observaron estos efectos en plantas de

soya que presemabim hendas.

Weidhase y col., (1987) trataron hojas de avena con AJ y AJ-Me en soluciones acuosas de
4.5x10° M durante 4 dias y observaron la formacién de proteinas que no se presentaban al tratar
las hojas de avena con agua destilada. A estos compuestos se les denominé proteinas inducidas
por jasmonatos (PlJ). Trabajos [ steriores permitieron demostrar que las PIJ se encontraron en
todas las plantas estudiadas (Sembdner y Parthier, 1993), sin embargo, las funciones de estas
proteinas han sido poco estudiadas, a excepcion de las proteinas de almacenamiento y las de

defensa.

C. Induccion de defensa quimica

Se conoce que la activacion de genes en las plantas por el ataque de patdgenos o por
heridas mecanicas provoca la sintesis de sustancias de defensa como el inhibidor de proteasas en
las zonas daiiadas (Cohen y col,, 1993; Xu y col,, 1993). Farmer y Ryan (1990) reportan la
acumulacion del inhibidor de proteasas por la aplicaciéon de AJ-Me en plantas de tomate. La
alfalfa y el tabaco responden positivamente a la exposicion del AJ-Me para acumular sus
respectivos inhibidores de la tripsina en las hojas. Yamagishi y col. (1993) sefialan que la adicion
de AJ a tubérculos de papa estimulan la formacion del inhibidor de la proteasas. Recientemente se
ha demostrado que los prgqm%res biosintéticos del AJ, como el acido a-linolénico, también
’ind'ucer; al i.nhibidor de las proteasas en hojas de tomate de forma similar al AJ y AJ-Me. Se ha

observado ademas que la exposicion de cultivos de células a preparados de la pared de levadura
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incremento la velocidad de formacion de AJ y AJ-Me vy estimuld la sintesis de otros metabolitos

secundarios (Kauss y col., 1992).

Los jasmonatos también pueden jugar un pape! irecto de defensa de las plantas, por ejemplo se
ha demostrado que la aplicacion de AJ en plantas de arroz inhibe la germinacién de esporas de
Pyricularia oryzae, hongo que provoca la enfermedad conocida como tizon del arroz (Hamberg y
Gardner, 1992).

D. Formacion de tubérculos

Se ha reportado que los jasmonatos inducen la formacién de tubérculos en plantas de fiame,
Discorea spp (Koda y Kikuta, 1991), girasol tuberoso, Helianthus tuberosus (Koda y col., 1994)
y papa (Koda, 1992). Koda y col. (1994) sefielan que la sustancia inductora de tubérculos en
hojas de papa es el B-D-glucdsido del acido tuberénico. También se reporta que el AJ es efectivo
para inducir tubérculos en papa, pero que se necesita uns mayor concentracion comparado con el
glucosido del acido tuberdnico (Pel;yo y Mingo, 1991). Igualmente el AJ-Me es inductor de
tubérculos. Los estudios de la actividad inductora de tubérculos revelan que el AJ puede regular
la diferenciacion de tejidos. La tuberizacion ocurre por la expansion lateral de la porcion subapical
del estolon y los procesos pueden ser controlados por la orientacién de los microtibulos. La
aparicion de los microtibulos podria estar involucrada en la expansion radial de la célula
provocando el efecto de formacion de tubérculo en papa (Abe y col., 1990). En este sentido, la
aplicacion de AJ a meristemos de papa incrementa el nimero que se desarrolla en los brotes y
facilita la eliminacidn de virus debido posiblemente por el desarrollo de los meristemos (Ravnikar

y Gogala, 1990).

E. Otros efectos

- La inhibtcién del crecimiento longitudinal en semillas monocotiledoneas y dicotiledoneas por los
Jasmonatos resultan menos sensible que en el caso del ABA, pero resultan mas eficientes en la

promocion de la senescencia (Yamane y col., 1980; Dathe y col., 1981).
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Se ha comprobado el efecto estimulante del AJ-Me en la forinacion del etileno (Saniewski y col.
1987a, 1987b) y en la maduracion de frutos como jitomate y manzana (Saniewski y col., 1987a;
Sanz y col., 1993). Se plantea que esto es debido al incremento - la actividad de su acido 1-
aminociclonropano carboxilico sintetasa o oxidasa, dependiendo de las especies de plantas y la

etapa de su desarrollo (Saniewski y col.; 1987a).

El AJ y el ABA en concentraciones de 10-3 M inhiben la apertura del pulvinulo en Mimosa
pudica inducida tanto por la luz como por el acido 3-indol acético, siendo mayor la actividad del
AJ (Tsuruni y Ashai, 1985). Cuando ambos se aplican al medio de cultivo basico, inhiben la
formacion de yemas generativas de tallos florales y de internudos de plantas de tabaco, siendo el
AJ mas activo.

En general el AJ es altamente activo en concentraciones del orden de 10°a 10° M, siendo
también posible la inhibicién de la formacion de yemas florales 3 el crecimiento de hongos

MiCcOITiZicos a una concentraciéon de 10.7 M (Barendse y col., 1985; Gogola, 1991).

La aplicacion de altas concentraciones de AJ-Me en frutos de tomate estimula la biosintesis de §-
carotenos, la actividad polifenol oxidasa y en menor medida la actividad peroxidasa (Hamberg y
Gardner, 1992). Pérez y col.,, (1993) también reportan una estimulacion de la sintesis de f3-
carotenos y la degradacion de clorofila por la aplicacién de AJ-Me en fase vapor (8 ppm) en

manzanas.

El AJ, el acido a-linolénico y especialmente el AJ-Me son muy efectivos en inducir el efecto de

enrollamiento en tijeras en Bryonia (Falkestein y col., 1991; Weiler y col., 1993).

Se ha comprobado que a una concentracion de 20 mg/l (aproximadamente 10" M) el AJ produce

un efecto inhibitorio en la germinacion del polen en plantas de té (Camellia senensish), sin _

embargo, el AJ-Me no muestra este mismo efecto (Yamane y col.,, 1982, Sembdner yAGr-oss,

1986).

. Lainhibicién de la germinacion de las semillas por el AJ se ha descrito en Agrotenma, Avena 'y
Lactuca en un rango de concentracion de 10* y 10° M (Yamane y col., 1981b; Sembdner y
Gross, 1986) También se ha observado un efecto estimulante en la germinacion de semillas de

Acer tawricum (Berestetzky y col, 1991) y Spirodela (Appenroth y col, 1991) en

23

&

e g



Revisién bibliogréfica

concentraciones del orden de 10®y 107 M. Se ha podido demostrar que concentraciones entre

10® y 107 M estimulan la division celular y la formacion de callos en plantas de papa in vitro,

mientras que concentraciones 10° M o superiores a esta, pueden causar <fc«tos contrarios y la

compactacion en el tallo y ias raices (Sembdner y Gross, 1986; Ravnikar y col., 1992). Estos

ejemplos demuestran que los jasmonatos pueden inhibir o estimular los procesos fisiologicos en

las plantas, pues en dependencia de las concentraciones empleadas, asi s> manifestara su efecto en

las mismas, esto implica que seran necesarios estudios en potencia para conocer las

concentraciones 6ptimas para el aprovechamiento de los mismos en la agricultura. En la tabla 2.1

se presenta un resumen de los principales efectos fisiologicos y morfologicos de los jasmonatos en

las plantas.

Tabla 1.1. Efectos de los jasmonatos en el crecimiento de las plantas y su desarrolio.

Procesos fisioldgicos Inhibidor (1), Referencias
Estimulador (E)
Crecimiento de las plantas I Sembdner y Gross, 1986; Yamane y col, 1980;
Dathc v col.. 1981; Koda. 1992; Hamber y Gardner,
1993
Crecimiento longitudinal de semillas ) Yamane v col., 1980; Dathe y col., 1981
Crecimiento de hongos micorrizicos I Gogola, 1991
Division celular VE . Sembdner v Gross, 1986; Ravnikar y col., 1992
Germinacion de semillas VE Yamane y col, 1980; Yamane y col; 1981b;
Sembdner y Gross. 1986. Appenroth y col.,, 1991;
-7 Berestetzkyveol , 1991,
Germinacion del polen VE Yamane 'y col., 1981; Sembdner y Gross, 1986;
Appenroth y col., 1991: Berestetzky y col., 1991;
Formacién de yemas de flores 1 Barendse y col., 1985
Maduracidn de frutas (via ctileno) E Saniewki v col., 1987a; Sanz y col., 1993
Senescencia de las hojas E Ucda y Kato, 1980, 1981; Yamane y col, 1980:;
Satlery Thimann, 1981; Lépez y col., 1985; Trippi y
Thimann, 1983; Hamberg y Gardner, 1992; Porat y
col,, 1993
Formaci6n de tubérculo E Koda y Kikuta, 1991; Pelacho y Mingo, 1991; Koda.
~ 1992; Koday col., 19%4; -
Enrollamiento de tijeras- E Falkestein y col., 1991; Weilery col., 1993
 Abertura del pulvinilo 1 Tsuruni y Asahi , 1985
Disrupcién de los microtibulos E Abe y col., 1990
Biosintesis de carotenoides 1 Sanicwski y Czapski, 1983; Hamberg y Gardner,
1992, Pérez vy col , 1993
Degradacion de clorofila E Weidhase y col., 1987; Ueda y Kato, 1980; Pérez y
......................................... COI" 1993
| Biosintesis del ctileno E Sanicwski y col., 1987a, 1987b
Sintesis de proteinas E Weidhase y col., 1987, Anderson, 1988; Anderson y

col,, 1989. Mason y Mullet, 1990; Staswick y col..
1991; Farmer y Ryan, 1990; Wilen v col.. 1991:
Sembdner v Parthier, 1993
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1.2 Botryodiplodia theobromae

En este capitulo se presentaran algunas de las caracteristicas generales de B. theobromae en

cuantc 2 -u morfologia, taxonomia, fisiologia, actividad enzimética y produccion de metabolitos.

B. theobromae es un hongo fitopatogeno de zonas tropicales y subtropicales que causa la
putrefaccion de una amplia gama de plantas y frutas (Goos y col., 1961; Verma y Singh, 1969,
Peterson, 1976; Gabr y col., 1990, Yaguchi y Nakamura, 1992; Husain y col., 1993), también se
presenta en las ramas de arboles recién cortados o que presenten heridas (Wardlaw, 1931); y

ademas se encuentra en desechos agroindustriales y en la composta (Stevens, 1941).

La clasificacién taxondmica de B. theobromae es la siguiente (Stevens, 1941)

Reino Fungi

Division Eumycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Coelomycetes
Orden Shaeropsidales
Geénero Botryodiplodia
Especie theobromae

Las colonias de B. theobromae cultivadas en medios ricos en glucosa-peptona o dextrosa-papa
forman colonias velludas de color verdinegro. Producen conidias de tamatios de 22-33 de largo X
13-15 pn de ancho y con caracteristicas longitudinales estriadas, sin embargo las cepas aisladas
varian considerablemente en cuanto a las caracteristicas de crecimiento y esporulacion. Muchas de
las cepas esporulan lentamente en los cultivos, y algunas producen pocas esporas, aun en cultivos
vigjos. Algunas de las cepas forman picnidios simples, mientras que otras forman estromatas, los

cuales contienen los picnidios (Gbos y col; 1961).

1.2.1 Fisiologia

Goos y col. (1961) reportan que la temperatura Optima para el crecimiento de B. theobromae
&ida&a de Musa spp se encuentran en un rango de 27-30° C, pero puede crecer entre 15y 37° C.
A 37° C, algunas de las cepas aisladas producen pigmentos de color rojo intenso. El hongo en
cultivo superficial crece rapidamente a 27° C y cubre la caja Petnd (10 cm de diametro) en

alrededor de 3 dias (Goos y col., 1961). Sin embargo, Ogundana y col. (1971) encontraron que el
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minimo, 6ptimo y maximo para otra cepa de B. theobromae aislada de Dioscorea fue 10, 26-30 y
40° C, respectivamente. Nwufo (1980) también reporta que B. theobromae sislada de Colocasia
presenta un minimo. £=timo y maximo de temperatura para el crecimiento de 15, 25-30 y 35° C.
Estas diferencias probablemente se puedan explicar en base a las diferencias fisiologicas de las

cepas estudiadas.

B. theobromae g see una gran capacidad para utilizar los carbohidratos como tnica fuente de
carbono y energia, pues crece rapidamente en presencia de altas concentraciones de almidon y
sacarosa. Esto unido a su gran poder de penetracion en tejidos vegetales, explica la rapidez con

que es capaz de multiplicarse en los frutos y plantas (Wardlaw, 1932).

Tambiéa se ha podido cémprobar que este hongo crece en un rango de pH, de 4 a 10, mostrando
una alta adaptabilidad a condiciones adversas para su crecimiento (Gabr y col., 1990; Yaguchi y
Nakamura, 1992). Tarﬂon y Srivastava (1963) reportan que el pH Optimo para su crecimiento
esta proximo al neutro. Sin embargo, Nwufo y Mba (1988) sefialan que el nH &ptimo para una

cepa de B. theobromae aislada de Treculia africana fue de 3 a 4.

1.2.2 Actividad enzimaitica

Los microorganismos fitopatogenos para crecer e invadir los frutos y plantas, requieren de la
habilidad para producir enzimas extracelulares relacionadas con la naturaleza del sustrato a

colonizar.

Umezunke (1968) detectd actividad celulolitica en los filtrados de cultivos de una cepa de B.
theobromae aislada de Bombax buonopezense P ., al poner particulas de madera de este arbol con
los filtrados de los cultivos del hongo, observo la presencia de celobiosa, glucosa y otros azicares

debidos a la hidroélisis enzimatica de la celulosa.

Ekundaya y Oso (1991) reportan actividad amilolitica en los filtrados de B. theobromae IMI

+ 282258, senalando que el maximo de produccion de la enzima se produce al quinto dia a un pH

inicial de 4.0. También observaron que la actividad amilolitica y la produccion de biomasa de la

cepa se incrementa con la concentracion usada de almidon en el medio de cultivo.
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Recientemente Novaratram y cci. (1996) reportan la fonﬁulacién de un medio para la produccion
de glucoamilasa con B. theobromae IMI 224891, compuesto por almidén de yuca suplementada
con fosfato de amonio, peptona, fosfato de potasio, carbonato de calcio y harina de soya,
produciéndose 1950 U/ml de glucoamilasa en frascos agitados a 160 rpm y pH inicial de 6.0 a las
50 horas de fermentacion. Estos autores encontraron que es posible recircular la biomasa en

cultivos en lote hasta 4 recambios s'n pérdidas significativas de la activad de la enzima.

1.2.3 Produccion de metabolitos secundarios

Se conoce que B. theobromae es capaz de producir aromas como resultado de su metabolismo
secundario metabolitos (Krasnobajew (1981); Krasnobajew y Helmlinger, (1982); Yamazaki y
col (1989); Matsumoto y Nago, 1994). Krasnobajew y Helmlinger (1982) realizaron la
bioconversion de B-ionona mediante una secuencia de reacciones, fundamentalmente de
hidroxilaciéon y oxidacion para producir una mezcla de compuestos con aromas a tal.aco
empleando como microorganismo Lasiodiplodia theobromae (sinénimo B. theobromae). Estos
autores encontraron que hasta 10 g de sustrato por litro pueden ser convertidos a los aromas con

un 90 % de rendimiento.

Matsumoto y Nago (1994) reportan el aislamiento de una cepa de L. theobromae GK-1 a partir
de coco, la cual produce R-2-octeno-8-lactona en un medio de papa dextrosa aga} (PDA) a 25°C

y 15 dias de fermentacion, siendo este compuesto considerado como un aroma a coco.

1.3 Produccién de dcido jasmoénico por fermentacion en cultivo liquido

Debido a que existen pocos reportes en la literatura relacionados con los aspectos practicos de la
produccion comercial de AJ, la mayor parte de la informacién esta protégida,por -patentes
(Miersch y col. 1984; Thomas y col., 1989; Thomas y col., 1990); a continuacion se déséﬁben

algunos procedimientos generales del cultivo de B. theobromae en medio liquido.
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1.3.1 Medios de cultivos y condiciones de operacién

La produccion fermentativa de AJ se lieva a cabo en cultivos sumergidos utilizando cepas de B.
theebromae sobreproductoras de AJ aisladas de fuei.: ., naturales y mutantes de éstas (Miersch y
col, 1984). La conservacion de la cepa se lleva a cabo en tubos inclinados de malta agar a 4° C.
El bongo inoculado en los tubos se hace crecer previamente a 28° C. Con los tubos inclinados se
inocula en cajas Petri para la produccion de un pi ccultivo, el cual se obtiene después de 48 horas
de agitacion a 250 rpm y a 28° C (Miersch y col, 1984). Entre los factores que mas -se han
estudiado en la produccion del AJ destacan la seleccion de cepas, el medio de cultivo asi como las
condiciones de operacion 6ptimas para hacer rentable dicha produccion, teniendo en cuenta que

este metabolito requiere para su acumulacion de periodos largos de fermentacién.

Los sustratos conminmente utilizados como fuente de carbono son harina de soya, pulpa de
citricos, licor de maiz, suero de leche suplementado ..un harinas de semillas oleaginosas, ya que
pueden suministrar fuentes de proteinas, minerales y vitaminas solubles en agua (Thomas y col,,
1989). Pero el echo-de emplear medios nutritivos complejos tiene &l inconveniente del disefio de
procesos de purificacién mas complejos para algunos campos de aplicacién como por ejemplo en
la perfumeria, pues se requiere la eliminacion de compuestos fétidos y alérgicos. (Thomas y col.,
1990). Otro inconveniente es que la composicion de los mismos no es constante y esto trae como
consecuencia que la fermentacion resulta dificil de reproducirse. Thomas y col. (1990) proponen
un medio sintético a base de sacarosa o glucosa como fuente de carbono y sales minerales como
nitrato de potasio como fuente de nitrogeno, fosfato monobasico de potasio, molibdato de
amomio y sulfatos de magnesio, hierro, zinc y cobre. Estos autores proponen que es necesaria sélo

una fuente de carbono (glucosa o sacarosa) para la produccién del AJ.

’ -

La fermentacion en lote se lleva a cabo entre 5 a 10 dias a una temperatura de27 y30° C, y el pH

ligesamente acido entre Sy 6 (Miersch y col., 1984)

Mierch y col. (1984, 1987) encontraron que B. theobromae ademis del AJ pro;il;ce‘btros
dervados considerados igualmente como RCV, como son el: acido (+)—9,10,dihidro—7;
isojasmonico, acido (+)-11,12-didehidro-7-isojasmoénico y éacido curcubico, pero el producto
principal es el: acido (+)-7-isojasmoénico, pues estos compuestos son productos intermediarios. de

la sintesis del acido (+)-7-1s0jasmonico.
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1.3.2 Caracteristicas del método de cultivo

La inoculacion se realiza en fermentador o en incubador agitado a 190 rpm y a 30° C y con
saturacion de oxigeno disuelto en el medio. Se utiliza una relacion <. inoculacion de 0.5 g de
biomasa seca por litro de medio. El valor de pH se mantiene constante 2 5.5 por la adicion de
hidroxido de sodio (Thomas y col., 1990).

La agjtacion en fermentadores aireados es posible solo hasta ciertas velocidades pues a altas rpm
el hongo forma polisacéridos extracelulares en altas concentraciones que influyen de manera muy

negativa en la produccion del AJ (Thomas y col., 1990)

Para el aslamiento y purificacion del AJ primeramente se debe proceder a la separacion de la
biomasa por centrifugacion, y luego a la extraccion con solventes organicos (éter, cloroformo,
acetato de etilo). El método utilizado para separar el AJ en una primera etapa es la cromatografia
de columna empleando silicagel como soporte y cloroformo:acetato de etilo como solucion
eluyente, y en una segunda etapa una cromatografia preparativa HPLC y como soporte RP 8 y
fase mévil de MeOH:H,0:H;PO; (60:40:0.1) con flujo de la fase mévil de 2 m/min (Miersch y
col., 1984, Miersch y col., 1987, Miersch y col., 1989). El método mas comun para su deteccion
en el medio de cultivo es por radioinmunoensayo o cromatografia de liquidos de alta resolucion

(HPLC) (Knofel y col., 1984, 1990; Koda, 1992)

La acumulacion de AJ ocurre normalmente en la fase tardia del crecimiento logaritmico o al
iniciar la fase estacionaria. Los niveles de produccion de este RCV son cercanos a los 800 mg/

(+)-7-1s0AJ en 10 dias de fermentacion (Thomas y col., 1990). -

Los estudios realizados por Miersch y col (1984, 1987, 1989), Thomas y col. (1990) de
produccién de AJ constituyen un punto de partida para posteriores investigaciones, pues se
requiere de estudios basicos sobre el efecto de factores fisiologicos y ‘nutricionales (rC/N, la
adicion de precursores al medio de cultivo y vitaminas), genéticos, asi como de las condiciones de
operacion en reactores para su escalado a nivel industrial como son pH, agitacién, terr‘lberatura,
oxigeno disuelto, tipo de fermentador, separacion, entre otras. Otro aspecto de vital importancia
que se requiere estudiar y el cual no ha sido abordado hasta el momento son los m.ecan'jsmos que

regulan la sintesis de este metabolito, ya que el conocimiento de los mismos podria establecer los
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pasos encaminados a la sobreproduccion del AJ, asi como para la obtencion de otros metabolitos

secundarios.

1.4 Produccién de metabolitos secundarios por fermentacién en medio sélido

La fermentacion en medio sdlido (FMS) ha sido empleada desde la antigiiedad para diferentes
aplicaciones como son la produccion de alimentos fermentados, el ensilaje y el composteo de
residuos agricolas y humanos. En los tltimos 20 afios se ha evidenciado un interés creciente por
este tipo de cultivo, por la diversidad de aplicaciones potenciales que ha adquirido y ademas por

el incremento de las ventajas y la superacion de muchas de sus desventajas.

Se conoce una gran diversidad de metabolitos secundarios, principalmente producidos por hongos
filamentosos y ciertas bacterias, con usos en la industria farmacéutica, agropecuaria y de
alimentos (Johns, 1992). Se ha desmotrado que la FMS es un método con gran potencial para
producir ventajosamente metabolitos secundarios en relacion a la fermentacion en medio liquido o
sumergida (Hesseltine, 1977b; Lin y Iiluka, 1982; Kumar y Lonsane, 1987) en la actualidad se han
obtenido antibioticos y promotores de crecimiento utilizanso técnicas de FMS (Barrios y col.,

1993; 1995, Kumar y Lonsane, 1987).

Dado que el AJ es un metabolito secundario de amplios usos en la agricultura, que es producido
por un hongo filamentoso. Considerando la potencialidad de ta FMS respecto a la fermentacién en
cultivo liquido, se estima oportuno iniciar los estudios de sintesis de este metabolito y evaluar este

—_—

tipo de cultivo.

En este capitulo se presenta la definicion de FMS, las ventajas y desventajas de la FMS para la
produccion de metabolitos secundarios, una breve discusion acerc_:# de! metabolismo secundario, y
ademas ejemplos de metabolitos secundarios produci'dosApor FMS. Finalmente se analizan el
patron cinético y los aspectos fisiologicos de la produccion de metabolitos secundarids por FMS.
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1.4.1 Definicién de fermentacién en medio sélido 2 2 ,2 2 6 4

E! término de fermentacion en medio solido (FMS) ha ‘sido definido por diferentes autores como
el crecimicz..o y el metabolismo de microorganismos sobre materiales solidos en ausencia de agua
libre (Raimbault, 1980; Moo-Young y col.; 1983). Una definicion mas amplia que la anterior se
debe a Lonsane y col. (1985) donde se sefiala que la FMS es un cultivo microbiano que se
_desartulia en la superficie y en el interior de una matriz solida y en ausencia de escurrimiento de
agua. La matriz slida puede ser un sustrato himedo o un soporte inerte capaz de absorber los
nutrientes disueltos en una solucion. Gutiérrez-Rojas, (1995) define la FMS como la fermentacion
en medios de cultivo donde el agua necesaria no se encuentra en exceso y los cultivos se
desarrollan en su mayoria en presencia de oxigeno en forma gaseosa y de forma controlada. De
acuerdo a estas definiciones en la FMS el material himedo puede cumplir con la funcion de ser
sustrato (f. nte de carbono y energia) o ser inerte, lo cual presupone que el sustrato y demas

nutrientes se absorberan en este material. (Raimbault y col ; 1989).

1.4.2 Ventajas y desventajas de la FMS para la produccién de metabolitos secundario

Las ventajas y desventajas de la FMS sobre el cultivo sumergido han sido discutidas por algunos

autores como Hesseltine (1977a) y Cannel y Moo-Young, (1980:

a) La morfologia miceliar de la mayoria de los microorganismos asociados a la produccion de
metabolitos secundarios (hongos filamentosos y actinomicetos) se adaptan muy bien al

—

crecimiento invasivo en el sustrato solido.

b) La morfologia miceliar es responsable de dificultades en el escalamiento del cultivo sdmergido,l
como son la alta viscosidad, formacion de fluidos no—newtonianoé y la presencia de espuma; alto
consumo de energia para el mezclado y transferencia de 6xige‘no, ademas la adicion de
antiespumantes reduce la eficiencia de la transferencia de oxigeno y puede contribuir a dificultades

adicionales en la recuperacién del producto.

¢) En muchos casos la formacidén del metabolito secundario esta mas favorecida en la FMS

(Hesseltine, 1977b; Lin y Liluka, 1982; Kumar y Lonsane, 1987), que en el caso del cultivo

sumergido.
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d) En algunos casos el producto final es requerido en forma solida y no es necesario realizar otros
tratamientos para la recuperacion del producto, por ejemplo: la produccion de antibidticos para la

alimentacion animal (Johns, 1792).
e) Los costos de produccion aparentemente son menores (Lonsane y col., 1985).

f) Se obtienen los productos mas concentrados con lo que se pueden emplear bioreactores con

volumenes de operacion relativamente pequefios.

g) Los productos de la fermentacion pueden extraerse facil e inmediatamente por adicién directa

de solventes.
h) Al utilizarse bajas cantidades de agua, se generan pocos efluentes contaminantes.

A pesar de estas ventajas de la FMS el uso de procesos de fermentacion por lote o lote
alimentado en cultivos sume: idos para la produccion de metabolitos secundarios se ha impuesto

en la practica industrial debido a las siguientes razones (Johns, 1992):

a) La relativa facilidad del escalamiento de los procesos en cultivos liquidos, mientras que para los
procesos por FMS se necesitan de un desarrollo tecnologico considerable para que el proceso sea

factible de escalarse.
b) La mayor homogeneidad de los sistemas liquidos y el uso de sustratos solubles.

¢) En los cultivos liquidos se obtiene un buen control y registro de los parametros que controlan
el proceso (como son la biomasa, la concentracion de los nutrientes, la temperatura, el pH, etc);
los cuales influyen sensiblemente en la produccion de los metabolitos secundarios, mientras-que en
la FMS estas variables son dificiles de controlar y ‘algunas, como la biomasa, son dificiles de

cuantificar por estar enlazada al soporte o al sustrato.

-

€) En la FMS se presentan problemas en la transferencia de calor y masa, que conducen al

establecimiento de gradientes de temperatura, humedad, pH, sustratos, aiEeacién, etc.
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1.4.3 Metabolismo secundario

Es conocido que en la fase de crecimiento exﬁonencial de los microorganismos ocurre un
metabolismo intenso, donde los microc:ganismos replican rapidamente sus componentes
celulares, como prerequisito para el crecimiento y la division celular. A los metabolitos asociados
con esta etapa, comunmente se le denominan metabolitos primarios como los aminoacidos,
carbohidratos, lipidos y nucledtidos. La fase estacionaria de crecimiento de algunos
microorganismos también se detecta una etapa en la que se forma una gran variedad de
compuestos organicos, los cuales, a diferencia de los metabolitos primarios, no juegan un papel
metabolico importante durante la fase exponencial del crecimiento, estos compuestos se conocen

como metabolitos secundarios.

Existe una amplia variedad de estructuras quimicas de metabolitos secundarios producidos por
microorganismos, los cuales se pueden agrupar en familias dependiendo de su origen biosintético.
Rose (1979) los clasifica de acuerdo a los precursores de los constituyentes celulares en:

a) acetil-CoA y compuestos relacionados, incluyendo los intermediarios del ciclo de Krebs

b) aminoacidos

C) aziicares y

d) terpenos.

Luckner (1986) sefiala ademas de las familias anteriores, los metabolitos procedentes de los

monomeros de los acidos nucleicos como la cafeina, el formicin, entre otros.

El metabolito secundario se acumula cuando finaliza la fase rapida de crecimiento o metabolismo
primario, esta fase inicial fue denominada por Bu'Lock y col., (1974) como tropofase, la etapa
siguiente donde se desarrolla el metabolismo secundario, le denominé idiofase y al metabolito

secundario producido, idiolito.

La produccién de metabolitos secundarios se inicia cuando uno o mis nutrientes clave se agota,

limitando el crecimiento (Demain, 1972; Bu'Lock, 1974; Luckner, 1986).

A pesar de que los hongos filamentosos crecen de manera diferente en cultivos liquido que en
medio solido, los procesos de FMS para la produccion de metabolitos secundarios siguen el

patron cinético de crecimiento, utilizacion de sustrato y formacion de producto caracteristica de

los cultivos sumergidos. Este comportamiento ha sido observado para la produccion de

33

e

e e



Revision bibliogrdfica

pigmentos, aflatoxina Bl (Silman y col, 1979), ocratoxina A (Lindenielser y Ciegler, 1975), y
acido giberélico (Kumar y Lonsane, 1987).

La FMS es a menudo caracterizada por ser un proceso cinético lento. Sin embargo, los procesos
para la obtencion de muchos metabolitos secundarios son muy similares a los tipicos obtenidos
por cultivo sumergidos (por ejemplo: de 6 a 10 dias). En algunos casos, el tiempo para la
formacion del metabolito secundario es considerable. Por ejemplo para la produccion de

deoxinivalenol por Fusarium graminearium se requieren de 60 dias (Greenhalgh y col., 1983).

En la tabla 2.2 se presentan algunos ejemplos de metabolitos secundarios producidos por FMS.

Tabla 1.2. Metabolitos secundarios obtenidos por FMS

Producto Sastrato Microorganismo Rendimiento
_(mg/p)

TOXINAS

Aflatoxinas Bl maiz Aspergillus flavus 57
arroz Aspergillus flavus 1

Ocratoxina A trigo Aspergillus. ochraceus 4

Acido ciclopizénico trigo rojo Aspergillus flavus 1.6

Malformin C trigo blanco Aspergillus niger 0.369

Citocalasina E cebada Aspergillus clavatus 0.035

Ciclocloratina trigo rojo Penicillium islandicum 0.021

Deoxinivaleno! arroz Fusarium graminearum 177

OTROS ]

Penicilina* bagazo de cana Penicillium.chrysogeum 10.555

Acido giberélico** sahlvado de Giberrella fujikuroi 0.355

. trigo

Acido citrico bagazo de caiia Aspergillus niger 110
manzana Aspergillus niger 300

Pigmentos arroz Monascus purpureus -
cecbada Cephaloporium 0.95

cremonium
Cefalosporinas ccbada Streptomyces 0.30
clavuligerus

Fuente: Johns, (1992); *Barrios y col., 1995; **Kumar y Lonsane, (1987)

Las micotoxinas producidas por hongos han sido muy estudiadas, debido a su toxicidad para las
cadenas alimentarias del hombre y los animales. La FMS fue usada por diferentes autores para

obtener suficientes cantidades de estos compuestos para estudios de toxicidad e investigar las
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condiciones en que se promovian la formacion de toxinas en los granos (Lindenfelser y Ciegler,

1975; Hesseltine, 1977a,b; Luk y col., 1977; Silman y col., 1979).

La produccién de acido giberélico por FMS ha sido motivada por el desco de suprimir la
necesidad de la eliminacion de células, la cual reporta ser una proporcion significativa en el costo -
del proceso en la recuperacion del metabolito empleando el cultivo en sumergido, y el echo de
_que los rendimientos son muy bajos, lo cual implica procesos de separacivai y purificaciéon muy

caros (Kumar y Lonsane, 1987).

El hongo Monascus purpureus sintetiza una familia de pigmentos, de los cuales, dos poseen color
rojo brillante. Este hongo ha sido cultivado en Asia mediante la FMS por muchos siglos para
obtener saborizantes y color para alimentos como el arroz rojo, pescados y quesos de soya. Los
pigmentos rojos son producidos comercialmente en Japon a partir de Monascus anka por cultivo

sumergido para su uso en la industria de alimentos.

Un concepto novedoso propuesto por Jermini y Demain (1989) es el crecimiento de
microorganismos productores de antibioticos en la produccion de alimento animal, para el
ennquecimiento proteico del sustrato asi como para producir antibioticos in situ, tales como el

monensin, tilosin y las cefaloporinas.

1.4.4 Aspectos fisiologicos

Los parametros que mas influyen en el proceso de obtencién de metabolitos secundarios por FMS

son: temperatura, humedad inicial del soporte, aireacion, mezclado, seleccion del soporte y

tamaiio de particula.

a) Temperatura

En general la temperatura optima para la producciéon de metabolitos secundarios en FMS es

similar a la del cultivo liquido. Silman y col., (1979) estudiaron el efecto de la temperatura en la

produccion de aflatoxina B] por FMS en un rango de 272 40°C. La aﬂato;dna se produjo en este
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rango. pero ceso a 40° C; cuando la temperatura descendio a 32° C la produccion de la aflatoxina
fue restaurada.

T la FMS la generacion de calor por la actividad metabolica de los microorgamismos provoca

una elevacion de la temperatura en el fermentador, creandose un serio problema (Hesseltine,

1987). Este comportamiento se debe a la elevada concentracion de sustrato y de
microorganismos, el bajo contenido de agua, a la baja conductividad térmica de los matenales v ia
ausencia de mezclado en los fermentadores estaticos (Moo-Young y col., 1983; Grajek; 1988,

Barstow y col., 1988;).

Para eliminar este inconveniente, varios autores han propuesto usar una conveccidn forzada de
aire a través del fermentador, otros han utilizado las propiedades refrigerantes de la evapdracién
del agua para controlar automaticamente la humedad y la temperatura (Gervais y Bazelin, 1986;
Barstowy col., 1988; Durand y Cherow, 1988; Saucedo-Castafieda y col., 1990; Gutiérrez-Rojas
y col., 1996).

b) La humedad inicial del soporte

- El control de la humedad inicial del solido es un parametro de gran importancia en todos los
procesos de obtencion de metabolitos secundarios por FMS reportados. La humedad optima para
la obtencidn de diferentes metabolitos varia ampliamente (Johns, 1992) La produccion de toxinas
empleando granos de maiz se favorece a una humedad inicial tipicamente entre 20 y 40 %. E]
rango opumo es amplio, sin embargo, fuera de éste, el rendimiento y velocidad de formacion de
las toxinas es severamente afectado. Por ejemplo, para la produccion de- aflatoxinas B1 con
Aspergillus flavus y granos de maiz a una humedad inicial de 18-20 % la velocidad de produccién
y el rendimiento de 1a micotoxina disminuyf) considerablemente a pesar del crecimiento del ho_ngo,‘
sin embargo, a una humedad inicial entre 2.0 y 30 % el crecimiento y la formacion de la
micotoxina se estimuld favorablemente (Silman y col., 1979). Se ha re;;wo\rtado que el contenido de
humedad fue identificado como el parametro que mas influye en el rendimiento de las toxinas. Por
debajo del valor optimo, los rendimientos disminuyen significativarnente, mientras que a una

humedad mayor puede ocurrir contaminacion por bacterias (Lindenfelser y Ciegler, 1975)

36




Revision bibliogrdfica

¢) Aireacion
En la FMS, la aireacion es un factor que dese}rlpeﬁa diferentes funciones como son: el suministro
de oxigeno para el ciccuniento aerobio y el metabolismo; la regulacion de la temperatura y la

eliminacion de biéxido de carbono y compuestos volatiles.

El efecto de la aireacién en la formacion de metabolitos secundarios por FMS ha sido sujeto de
pocos estudios. Los estudios mas relevantes han sido desarrollados por Silman y col. (1979).
Estos autores reportan que el incremento en el flujo de aire suministrado a los granos de maiz
inoculados, incrementan la velocidad de produccion de aflatoxina y el rendimiento. Sin embargo,
para la producciéon de ocratoxina A en biorreactores rotatorios el rendimiento se reduce al

incrementar la aireacion del sistema (Lindenfelser y Ciegler, 1975).

d) Mezclado

La extension del mezclado o agitacion en la FMS es dependiente del tipo de biorreactor
empleado. Aunque el mezclado del contenido del reactor es deseado para un buen mezclado del
inoculo, para ayudar a la transferencia de calor, la agitacion tiene varias desventajas incluyendo el
cizallamnento el cual dafia el rmcroorgamsmo e mcrementa los requerimientos de energia. En la
FMS el mezclado generalmente puede incrementar los rendlrruetnos de metabolitos secundarios
comparados con los cultivos en estaticos. La produccion de la mayoria de las micotoxinas
preferentemente se realiza en frascos agitados comparados con los cultivos estacionarios. Luk y
col. (1977) encontraron que los cultivos agitados de trigo producian 10 veces mas de acido

ciclopizénico que en cultivo estatico. Hesseltine (1977a,b) logré incrementar la produccion de

aflatoxina en matraces con arroz inoculado y agitados a 200 rpm obteniendo concentraciones.de .

hasta 1.5 g de aflatoxina/Kg. Hesseltine (1977a,b) sefialo que. el mezclado permite una efectiva
distribuadn del inéculo de esporas, el mantenimiento de la ho}mgéneidad y prevencion de la

formacion de “pellets”, el mejoramiento de Ia aireacion y facilita la transferencia de calor.

Otra explicacion fisiologica a este comportamiento es el hecho de que.posiblemente la agitaciéon
elimina la esporulacion, pues se plantea que la esporulacion ocurre al mismo tiempo en que se

produce el metabolito, compitiendo por intermediarios y sustratos (Johns, 1992)
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e) Seleccion del soporte

Una gran variedad de materiales pueden ser utilizados como sustratos en la FMS, variando
ampliamente su estructura y composicion {(sohns, 1992). Pueden emplearse los materiales del tipo
celulosico (bagazos, cascaras de frutas, pajas, pulpa de café, etc) y los amildceos (papa, platano,
yuca y otros desperdicios, entre otros). En los materiales del tipo celulosicos el contenido de
celulosa no se encuentra disponible iacilmente para-utilizarse directamente por via fermentativa,
- por lo tanto se requiere de un tratamiento previo del material, los mateniales amiliceos también
requieren de pretratamientos menos drasticos. Los granos también pueden ser utilizados por
ejemplo: arroz, trigo, cacahuates y salvados de trigo y arroz. Pueden emplearse por separado o
por una combinacion de ellos. La seleccion del soporte se realiza después de diferentes et;sayos

con varios de ellos (Johns, 1992).

f) Tamafio de particula

Hesseltine (1977a,b) sefialo el tamafio de particula como una de las variables principales para el
desarrollo de un proceso por FMS. Los tamafios de particulas pequefios reportan una gran area
superficial para el desarrollo microbiano, para la transferencia de calor e intercambio de gases, y
ademas mayores concentraciones superficiales de los nutrientes y vias mas cortas para la difusion
de los nutrientes tanto en la superficie como en los poros del sustrato (Mudget, 1986); sin
embargo, también el tamafio muy pequefio de las particulas puede incrementar la densidad de
empaque, resultando un aumento en la produccion de calor por unidad de wolumen y mayor

dificultad para proveer de aireacidn a través de la masa solida.
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2. JUSTIFICACION

Los RCVe juegan un papel muy importante en el crecimiento de las plantas y en la
agricultura de hoy en dia, debido a que estas sustancias pueden producir efectos
beneficiosos al hombre, alcanzando un importancia tan grande o mayor que los plaguicidas
y fertilizantes convencionales (Gross y Parthier, 1994; Larque-Saavedra y Reyes, 1988).

El AJ y sus derivados constituyen un grupo nuevo de RCV que ha sido muy estudiado
desde el punto de vista de la fisiologia de las plantas. A pesar de que estos estudios son
muy recientes, se dispone de mucha informacion de los efectos que provocan el AJ'y sus
derivados cuando se adicionan de forma exdgena a las plantas. Estos factores pueden ser
inhibidos o estimulados en dependencia de la concentraciones que sean aplicadas. Esto
supone estudios a posteriori que permitan determinar las concentraciones optimas para su

aprovecham.ento en la agricultura.

La estudios para la sintesis quimica de estos productos comenzaron hace
aproximadamente 10 afios, pero aun no se cuenta con una via Optima que permita la

obtencién de rendimientos altos.

La obtencion del AJ por via microbiana en cultivo liquido es otra de las alternativas que

existe para la produccion de este metabolito. En este caso se necesitan de estudios basicos

de fisiologia, nutricionales y genéticos para la optimizacién del medio de cultivo 'y la

produccion de esta sustancia, asi como las condiciones de fermentaciony sistema para su

escalado a nivel mdustnal.

Hasta la fecha (1996) solo se ha utilizado pafa la produccion del AJ el cultivo liquido,

pero teniendo en cuenta las ventajas que ofrece la FMS para la obtencion de metabolitos
secundarios, se considera que es otra alternativa viable para llevar a cabo la produccion

del AJ con buenas probabilidades de éxito.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general -

o Estudiar los factores que influyen en la produccion de AJ con R. theobromae como son:
la composicion del medio de cultivo y las condiciones ambientales en la cuales se debe
desarroflar la fermentacion tanto en cultivo liquido como por fermentacion en medio

solido.

3.2 Objetivos especificos

o Seleccionar cepas de B. theobromae con alta capacidad para producir AJ en cultivo
liquido.

e Evaluar ef efecto de algunos factores ambientales y nutricionales en la produccién de AJ
en cultivo liquido como son: la agitacidn, la temperatura, la adicion de extracto de
levadura y de aceite de soya al medio de cultivo, asi como la influencia de la fuente de
carbono, mtrogeno y la rC/N.

o Determinar el efecto de diferentes medios de cultivos, la temperatura y el pH sobre la
velocidad radial y la densidad de crecimiento de B. theobromae en cultivo superficial.

~

e Evaluar el efecto de algunos factores nutricionales en la produccion de AJ por FMS
como son: el incremento de la concentracion de nutriegtes en medio de cultivo, la

influencia de la fuente de nitrégeﬁo y la rC/N.
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4. HIPOTESIS
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Las hipotesis a probar en el presente trabajo son las siguientes:
H:1 El estudio de la composicion del medio de cultivo y de las condiciones ambientales
permitira incrementar de forma significativa la productividad y el rendimiento en la

produccion de AJ con B. theobromae.

H:2 Teniendo en cuenta las ventajas que ofrece la FMS y las desventajas que presenta el !
uso del cultivo sumergido para la producciéon de metabolitos secundarios se puede
mcrementar la produccion de AJ mediante la FMS, con respecto a la fermentacién en
aultivo sumergido.

Se consideré como supuesto que las cepas seleccionadas para la produccién de AJ en

cultivo liquido también son las que mas producen AJ por FMS.
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5. MATERIALES Y METODOS

S.1 Micr¢or;anismos

El presente trabajo se llevé a cabo CO;I ocho cepas de B. theobromae identificadas como: 1, IF, 2,
2F, 489, 1119, 1368 y 2434, procedentes de la coleccion de cepas del Instituto Nacional de
Investigaciones Fundamentales de Agricultura Tropical (INIFAT), La Habana, Cuba.

Las cepas se conservaron en tubos inclinados con medio de extracto de malta agar, EMA (Merck)

a una temperatura de 4° C y fueron resembradas cada 4 semanas.

5.2 Medios de cultivo

Para los estudios de produccion de AJ tanto en cultivo liquido como por FMS se utiliz6 el medio
Miersch y col. (1987) modificado segun se presenta en la tabla 5.1.

Los experimentos llevados a cabo para los estudios de la fisiolugia de B. theobromae fueron
realizados con los siguientes medios: papa dextrosa agar, PDA (Bioxon), Czapek (Bioxon),
extracto de malta agar, EMA (Merck), un medio sintético para la obtencion de AJ segiin reportan
Miersch y col. (1987) (ver tabla 5.1)

Tabla 5.1. Composicion de los medios de cultivos, donde: (a) es el medio Miersch y col. (1987)
utihzado en los estudios de fisiologia de B. theobromae y (b): es el medio Miersch modificado
empleado en los estudios de produccion de AJ por cultivo liquido y FMS

(a) (b)
Compuesto Medio Mierschy | Medio Miersch
col. (1987) (g/1) | modificade (g/1)
Sacarosa 50.0 50.0
NaNO; - 0.2 7.5 .
KH,PO, . 02- 2.0
MgSOs7TH, 0" 02 0.6
FeSO,4-7H,0O 02 - | 0.6
KCl 0.1 T ~03
ZnS047H,O 0.01 0.03
MnSO47H,O 0.001 0.003
CuSO4+5H,0 0.001 0.003
Na,Mo0,2H,0 0.001 0.003
Agar bacteriologico 10.0 -
pH 5.5-5.6 55-56
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El pH fue ajustado con NaOH (1 N) con el uso de un potenciometro Conductronic (modelo pH

20). Todos los medios se esterilizaron durante 15 minutos a 15 Ib/plg” .
5.3 Estudios de la fisiologia de Botryodiplodia theobromae

Los ensayos de fisiologia de B. theobromae se realizaron en cajas Petri de plastico de 85 x 15 mm
(S y M laboratorios). Se estudio el efecto de la temperatura de incubacion, el medio de cultivo y el
pH inicial del medio en la velocidad radial de crecimiento (VRC) y la densidad de crecimiento.
Para el estudio de la temperatura de incubacién se ensayaron cuatro temperaturas: 26, 32, 35, y

40°C y para el pH los siguientes valores iniciales: 5, 5.6, 7, 8, 9y 10.

5.3.1 Velocidad radial

Para determinar la velocidad radial de la cepa estudiada se realizo la medicion de la longitud del
radio de la colonia cada 12 horas hasta el momento en que la cepa invadiera toda la caja Petri (de
85 mm de diametro) . Los valores de las pendientes se calcularon en la fase de crecimiento

constante, obteniendo de esta manera la velocidad de crecimiento radial en unidades de longitud

por tiempo.

5.3.2 Densidad de crecimiento
La densidad de crecimiento es una medida de la cantidad de biomasa (peso seco) que hay en una
superficie dada, expresada en mg/cm’. La biomasa fue estimada al tiempo final de los

experimentos y el procedimiento seguido fue el que se muestra en la figura 5.1.
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Figura 5.1. Procedimiento seguido para la cuantificacion de biomasa por peso seco

El medio de agar crecido se pasa a un vaso de precipitado y .se-le adiciona 100 m! de agua
destilada y se funde el medio calentando a ebullicion, seguidamehte se filtra a vaci(é :sobre papel de
filtro Whatman 41 (previamente secado y tarado) y se lava con tres porciones de agua destilada de
400 ml cada una. Finalmente, el residuo se seca a 60° C por 24 horas, la diferencia entre el peso

final y el peso inicial, dividido por el area de la colonia se reporta como densidad de crecimiento.
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5.4 Condiciones de cultivo para la produccion de acido jasménico
5.4.1 Cultivo liquido

A. Inoculacion
El in6culo se obtuvo en cultivos superficiales - cajas Petri de plastico (S y M laboratorios)
estériles y desechables de 85 mm de diametro, conteniendo 25 m! de EMA, inoculados por estria
con micelio de B. theobromae procedente de tubos inclinados crecidos durante 3 dias. Las cajas se
“incubaron por tres dias a 30° C. La inoculacion se realizé empleando 5 bocados de 7 mm de
diametro obtenidos a partir de cajas crecidas y con ayuda de un sacabocado estéril, en un
erlenmeyer de 125 m conteniendo 25 ml de medio de cultivo segin se vi6 en 5.2. ‘

5.4.2 Fermentacion en medio solido
La FMS se desarrollo de acuerdo a la metodologia propuesta por Raimbault y Alzard (1980) la

cual se detalla mas adelante.

A. Desarrollo del indculo
El inoculo de B. theobromae*se obtuvo en cultivos superficiales en matraces erlenmeyers de 250
ml conteniendo 25 ml de EMA. En cada matraz se inoculd con 0.5 ml de una suspension de
esporas obtenidas de un cultivo crecido en tubos inclinados con EMA y se incub6 a 30° C.
Después de 50 horas de incubacion las esporas se colectan adicionando 30 m! de una solucion de

Tween 80 (0.1 %) con agitacion magnética por 10 min.

B. Preparaci;'m del soporte
Se utilizd como soporte inerte bagazo de cafia procedente del central “Emiliano Zapata”,
| ‘Cuernavaca, Morelos. La metodologia seguida para el tamizado y lavado del bagazo fue la
siguienté: 2 kg del material himedo se secan a temperdtura ambiente y se tamizan (de malla 4),
" eliminando de esta manera las particulas mas gruesas, posteriormente se realizé otro tamizado
(mallas de 30 a 20) con el objetivo se eliminar Jos particulas menores de 0.84 mm y mayores 0.59

mm. Una vez tamizado el bagazo, se le adicionaron 40 1 de agua a 45°C y se dej6 en reposo por
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dos horas, agitando periddicamente. Luego se decanto y se afiadié nuevamente agua a 75° C,
dejando en reposo por 30 minutos con agitacion periddica, repitiendo esta operacidn 4 veces.
Finalmente, el material se lavd con 20 | de agua destilada a temperatura ambiente nrocediendo de
forma similar a los anteriores lavados. El bagazo resultante se prensé y se sec6 en estufa a 55°C
por 3 dias. Finalmente al material se le determina la humedad final y se almacena en bolsas de
polipapel a temperatura ambiente. La humedad final fue del 4.89 %.

C. Preparacion del medio de fermentacién.
El medio de cultivo que se utilizd fue el medio Miersch modificado segun se describe en 5.3.1.B.
El bagazo una vez tamizado y lavado se pesd y mezcld con un 20 % del total de agua necesaria
para obtener la humedad inicial deseada que fue del 70 %. De forma simultinea se pesan la
sacarosa y las sales del medio y se mezclan con agua destilada; seguidamente se ssterilizan estos
medios por separados y se mezclan uniformemente con una suspension de esporas de B.
theobromae obtenida segun se describe en 5.3.2.A., finalmente se empacan las columnas a una
densidad de empaque de 0.3 g/cm’. Las columnas poseen un diametro de 2.1 cm y una longitud de

15 cm.
D. Desarrollo de la fermentacion

En la figura 5.2 se muestra el esquema de los dispositivos utilizados para el desarrollo de los

experimentos de fermentacion en cultivo solido.
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Fig. 5.2. Esquemas de los dispositivos utilizados en la FMS, donde: (1) regulador de temperatura,
(2) termometro, (3) distribuidor de aire, (4) columnas de fermentacion, (5) burbujeadores, (6)
baiio de agua, (7) secadores de aire, (8) cromatégrafo de gases.

Una vez empacadas las columnas, se incubaron en una bafio de agua a temperatura controlada a
30" C durante 15 dias. Se suministré aire saturado a un flujo de 1 V.Kg.m que correspondena 1 L
de aire por Kg.de nfateria himeda por minuto, utilizando un burbujeador colocado en la parte
mfenor de cada columna, el cual a su vez esta conecta a la linea de aire. La salida de dos columnas
por cada condicién experimental ensayada se conecta a la entrada de un cromatografo de gases
(GOW MAC) el cual permitio la deteccidn y cuantificacion del bioxido de carbono formado y el

consumo de oxigeno por B. theobromae durante el d&c—;rrollo de la fermentacion.

5.5 Tratamiento de las muestras
5.5.1 Fermentacion en cultivo liguido

En la figura 53 se presenta el esquema de los pasos seguidos para el procesamiento de las

muestras obtenidas en el cultivo liquido.
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Figura 5.3. Procedimiento seguido en el procesamiento de las muestras obtenidas por cultivo
liquido.

La muestra se filtra a vacié sobre papel de filtro Whatman 41 previamente secado a 60° C por 24
horas y tarado, el sobrenadante se centrifuga a 4000 rpm durante 40 minutos y se guarda en
congelacion para realizar los analisis de glucosa, fructosa y AJ; la biomasa separada en el filtro se
lava con 3 porciones de agua destilada de 400 ml cada una y se le determind su magnitud por peso

seco segun se describe mas adelante.

5.5.2 Fermentacién en medio solido - -
En la figura 54 sé muestra el esquema de los pasos seguidos para el procesamiento de las

muestras obtenidas por FMS. ‘.

-
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Figura 5.4. Procedimiento seguido para el tratamiento de las muestras obtenidas por FMS.

;

El medio fermentado contenido en la columna se mezclé de forma homogénea en un recipiente
adecuado y se dividio en 3 porciones. La primera de un 1 g de muestra aproximadamente se
destina para realizar la determinacion de humedad por peso seco, la segunda de 1 g también se le
adicon6 10 ml agua destilada para las determinaciones del pH, glucosa y fructosa, y la ultima de
ellas de 10 gramos se destino para realizar la extracciondel AJ, la cual se realizd empleando una
solucion de etanol al 85 % (v/v), se ajust6 el pH a 2.0 con HCI (1 N) y posteriormente se prenso a
2000 PSI; el material sélido se desecho y el sobrenadante se centrifug6 a 4000 rpm durante 40

mirutos. ,
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5.6 Tecnicas analiticas

5.6.1 Anilisis de muestrs= de la fermentacion en cultivo liquido

A. Biomasa por peso seco
El contenido del erlenmeyer se filtra a vacio con papel Whatman 41, y el residuo se seca en estufa
a 60°C por 24 horas, la diferencia entre el peso final y el peso inicial, dividido por el volumen de

medio fermentado se reporta como la biomasa formada.

B. pH
El sobrenadante obtenido en la determinacion de biomasa se le mide el pH directamente en un
potencidmetro Conductronic pH 20, previa calibracién del equipo con buffers de referencia de
fosfatos de sodio y potasio de pH 7 y pH 4 (Sigma de México SA de CV).

C: Glucosa, fructosa, glicerol y acido citrico
Para la deteccion de glucosa, fructosa, glicerol y acido citrico se uso una técnica por
Cromatografia de Alta Resolucion, HPLC. Para el analisis se utilizo un cromatdgrafo Perkin Elmer
(Binary LC Pump 250) conectado a un detector de indice de refraccion Perkin Elmer (LC-30 RI
Detector). Se utilizd como fase movil acido sulfurico 30 mM y como precolumna el mismo
soporte de la columna empleada. A continuacién se presentan las caracteristicas de la columna

utilizada para el analisis de estos azicares:

—

Columna: Phenomenex ROA Organic Acid
Material de empaque: Sulphonated Styrene Divinil Benzene
Tamafio de particula: 8p .

L4

Las condiciones de operacion usadas para el analisis.del AJ se muestran a continuacion:

Flyjo de la fase movil: 0.6 ml/min ~-
Temperatura: 50°C
Presion: 500 PSI
Volumen de inyeccion: 20 pul -
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D. Acido jasménico
Para la deteccion y'cuantiﬁcaci()n"del AJ en las muestras se desarrolld una técnica por HPLC. Se
utilizo un cromatografo Perkin Elmer (Binary i.(’ Pump 250), conectado a un detector ultravioleta
Perkin Elmer (UV/Vis Spectrometnc betector LC 290) a 210 nm para la deteccion del AJ. Se
utilizo como fase movil metanol: acido acético (60:0.1) (Koda, 1992). Se utilizd una precolumna
con ¢l mismo soporte de la columna empleada. A continuacion se presentan las caracteristicas de

la columna utilizada para el analisis de esta molécula:

Columna: Spherisorb 5 1, ODS-2 (Phase Sep)
Material de empagque: ODS

Tamaiio de particula: S5u

Tamaiio de poro: 80 A

Volumen de poro: 0.5 ml/g

Area de superficie 220 m%/g

Carga de carbono: 12 %, monomérica

Las condiciones de operacion usadas para el analisis del AJ se muestran a continuacion:

Flujo de la fase movil: 0.85 ml/min
Temperatura: ambiente
Presion: 2700 PSI
Volumen de inyeccion: 20 ul

Previo al analisis, las muestras se filtraron con filtros de membrana (Phenomepex) de 13 mm con
un tamafio de poro de 0.45 um. La fase movil fue desgasificada en un sonificador Branson 2200 y
filtrada con filtros de membrana de 47 mm de diametro (Millipore) con un tamafio de poro de

0.45 um. La muestras se inyectaron con una jeringa Hamilton de 100 -pﬁ de capacidad.
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5.6.2 Analisis de las muestras de fermentacion en medio sélido

A. Humedad
A 1 g de muestra fermentada se seca a 60° C durante 24 horas, la diferencia entre el peso inicial y

final, divido entre el peso inicial representa el % de materia seca, y la diferencia entre el 100 % y el

% de materia seca se reporta como el % de humedad de la nvestra.

B. pH
1 g de muestra fermentada se le adicionan 10 ml de agua destilada, se agita por 10 minutos
empleando un agitador magnético y se mide el pH en un ponteciémetro Conductronic pH 20,

previa calibracion de equipo con buffers de referencia de fosfatos de sodio y potasio de pH 7.0 y
pH 4.0 (Sigma de México SA de CV). '

C. Glucosa y fructosa

Para la deteccion y cuantificacion de glucosa y fructosa se uso la técnica por HPLC segun se

describeen 5.5.1.C

D. Acido jasménico

Para la deteccion y cuantificacion del AJ se uso la técnica segun se describe en 5.5.1.D.

E. Biéxido de carbono, y oxigeno —
Para la deteccion y cuantificacion del bioxido de carbono y oxigeno se utilizd un cromatégrafo de
gases (GOW MAC') serie 580 (modelo 69-580) con las siguientes caracteristicas: columna CTR
(Altech Associates, Inc), dete'ctog de conductividad térmica y toma muestras al;tom;'iﬁco y como
gas acarreador, helio. Las condiciones de opéracién fueron las siguientes:

Temperatura de la columna: = 43°C |

Temperatura del detector: 43°C*
Temperatura del inyector: 44°C
Presion del gas acarreador © - 40 PSI
Flujo del gas acarreador 40 ml/min
Volumen de inyeccion " 2ml
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Para determinar el contenido de bioxido de carbono y oxigeno, se corrieron curvas de calibracion,
empleando patrones con proporciones conocidas en porcientos de COY0,. (5/14.1; 6/18,
9,97/20.98). Las muestras fueron tomadas con un toma muestras automatico.

5.7 Analisis estadistico

Para los diferentes experimentos se llevaron a cabo analisis de vananza con un nivel de
significancia de 0.01 (a=0.01) para asi determinar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos, los datos fueron analizados con el uso de la prueba Tukey con un nivel de
significancia de 0.05 (a=0.05) (Montgomery, 1991). Los analisis de varianza y de regresion se
realizaron con el paquete estadistico Statgrafic Statistical Graphics System.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo se divide en cuatro partes, la primera trata sobre la seleccion de cepas para la
produccion de AJ en cultivo liquido, en la segunda se estudia la influencia de‘algunos
factores ambientales y nutricionales en la produccion de este metabolito por cultivo liquido,
seguidamente en la tercera se ensaya el efecto del medio de cultivo, la temperatura y el pH
en el crecimiento superficial de Botryodiplodia theobromae y finalmente, en la cuarta parte
se estudia algunos factores nutricionales que afectan la produccion del AJ por FMS.

6.1 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE ACIDO JASMONICO

De lc.. estudios realizados para la produccién de AJ por via microbiana el microorganismo
que posee mayor capacidad para producir este metabolito en medio liquido es B.
theobromae (Miersch y col., 1987 y 1993), por lo que, este trabajo comenz6 con una
seleccion con el objetivo de encontrar cepas con buena capacidad para producir AJ por
cultivo liquido. Para ello se conté con ocho cepas aisladas de fuentes naturales (ver epigrafe
5.1). La seleccion se realizd en cultivo liquido pues es donde existen experiencias previas
para la produccién de este metabolito (Miersch y col., 1984; Thomas y col., 1989; Thomas y
col. 1990).

Las cepas se crecieron en el medio Mierch modificado (ver epigri.fe 5.2). La inoculacion se
realizd con micelio crecido sobre EMA, segin se detalla en el epigrafe 53.1. La
fermentacion se realiz6 a una temperatura de 30"' Cyse tomaron muestras a los diez y
quince dias de fermentacion para ser a.qaiizadas.en cuanto a la concentracion de AJ, biomasa
y pH. En la figura 6.1 se pre;enté la producci6én de biomasa y el comportamiento del pH de
las cepas estudiadas; se puede apreciar que a los 10 diad de fermentacién todas las cepas
presentan una buen crecimiento a excepcion de las cepas 489 y 1119 donde la produccién de
biomasa fue menor, las demas cepas presentan un crecimiento similar, siendo superior para
las cepas 2 y 1368. A los 15 dias la produccion de biomasa disminuye en todas las cepas

debido posiblemente a que ya se encuentran en fase de lisis celular. °
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(@) ()

o}

——1

Biomasa (g/1); pH
Biomasa (g/1); pH

Figura 6.1 Produccién de biomasa (barras en negro) y comportamiento del
pH (barras en blanco) de las cepas de B. theobromae durante 10 dias de

fermentaci6n (a) y 15 dias de fermentacién (b). Cepas: A: 2, B: 489, C: 2F,

D: 2434 E: 1; F: IF; G: 1368, H: 1119.
Respecto al pH pucde apreciarse que en todas las cepas debido a su actividad metabdlica, el
valor del pH inicial se incrementa de 5.5 hasta valores entre 7'y 8, a excepcion de la cepa
1119 donde los valores estan por debajo de este intervalo (4.6 y 6.3 para 10 y 15 dias de
fermentacion, respectivamente).

En la figura 6.2 se presenta la produccion de AJ para las cepas estudiadas. Puede apreciarse

. que sdlo las cepas 1 y 2434 producen AJ a los 10 dias d¢ fermentacidn en concentraciones

del orden de los 430 y 915 mg/l, respectivamente.

© (d)
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E g .
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Figura 6.2. Produccién de AJ empleando diferentes cepas de B.
theobromae durante 10 dias de fermentacion (c) y 15 dias de fermentacion
(d). Cepas: A: 2, B: 489, C: 2F, D: 2434, E: 1, F: 1F; G: 1368, H: 1119.

b
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A los 15 dias de fermentacion la cepa 1 incrementa ligeramente la produccion de AJ hasta
460 mg/l y la cepa 2434, la concentracion del AJ se redujo hasta 835 -mg/L la cepa 2F
produjo 130 mg/l de AJ.

En la tabla 6.1 se presenta los rendimientos de la produccion de biomasa (Yx/s), de AJ
(Yp/s) y la productividad de las cepas 1, 2F y 2434 para la produccién del AJ. Como se
aprecia los valores de Yx/s para las cepas 1 y 2F son similares, sin embargo, para la cepa
2434 el valor de Yx/s es ligeramente superior, esto significa que ésta cepa sintetizd una
mayor cantidad de biomasa por gramo de sacarosa consumida, y por tanto mostré una
eficiencia supérior para la utilizacion del sustrato para el crecimiento con respecto a las
primeras.
Tabla 6.1. Rendimientos de la formacién de biomasa (Yx/s) y AJ (Yp/s) y

con respecto al consumo de sacarosa ¢ los 15 dias de fermentacion y =
productividad de la cepas 1, 2F y 2434.

Cepa Yx/s | Yp/s Productividad
(g biomasa/g sacarosa) | (g AJ/g sacarosa)x10™ (mg AJ/1d)
o 1 0.129 9.15 30.7
2F 0.130 5.61 8.7
2434 0.175 16.70 91.5

Por otro lado, el Yp/s para la produccion de AJ de la cepa 2434 es aproximadamente de dos
y tres veces superior a los rendimientos de las cepas 1 y 2F, respectivamente, lo cual indica_
que ésta cepa utiliza mas eficiente el sustrato para la produccion del metabolito. En cuanto a
la productividad la mejor cepa de las estudiadas es 1a 2434, le sigue en orden descendente la

cepa 1 y la 2F muestra una productividad comparativamente mucho menor a las anteriores.

Estos resultados no concuerdan con los reportados por Aldridge y col. (1971) y Thomas y
col (1990); los cuales seleccionaron cepas de B. theobromae de diferentes procedencia para

la produccion de AJ con rendimientos de 500 y 800 mg/l de AJ, y productividades de 38.5 y
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80 mg/ld, respectivamente. Por tanto, la productividad de ia cepa 1 es inferior, mientras que

la de la cepa 2434 es superior a las reportadas por estos autores.

CONCLUSIONES

Las cepas estudiadas presentaron un buen crecimiento er las condiciones en que se
desarrollo el experimento a excepcion de las cepas: 489 y 1119, mientras que el pH de los

medios de cultivo se increment6 de 5.5 a valores entre 7y 8.

Las cepas estudiadas que presentaron mayor capacidad para producir AJ son la cepa: 2434 y
la cepa 1, por lo cual éstas cepas fueron seleccionadas para los estudios posteriores de
produccion de AJ por cultivo liquido. La cepa mejor adaptada para la producciéon de este
metabolito fue la 2434 pues utiliz6 mas eficiente el sustrato para }a produccion de biomasa y
el AJ, y en un menor tiempo sintetiza la concentracién maxima del metabolito comparada
con las demas cepas ensayadas, ademads present6 una mayor potencialidad para producir AJ
que las reportadas en la literatu.ra.
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6.2 PRODUCCION DE ACIDO JASMONICO EN CULT(VO LIQUIDO

6.2.1 EFECTO DE LA RELACION CARBONO:NITROGENG

Se ha demostrado que la relacién carbono:nitrogeno (rC/N) es uno de los factores que
afecta la produccion de metabolitos secundarios. Lonsane y Kumar (1992) sefialaron que se
han utilizado rC/N de 6:1 a 188:1 para la produccion de 4cido giberélico y que este es el
factor mas importante que influye en la produccion de este metabolito. Gonzilez y col.
(1994) sefialan que la rC/N éptima para la produccién de 4cido giberélico con Gibberella
fujikuroi IMI 58289 es de 68.795 (correspondiente a 30.27 g/l de Cy 0.44 g/l de N).

Borrow y col. (1961) estudiando 1a produccion de acido giberélico encontraron que cuando
se agota el nitr6geno en el medio, 1a masa celular se in‘c:‘remexifé-.debido a la acumulacién de
carbohidratos y lipidos, inicidndose la produccién del 4cido giberélico. También se conoce
que cuando el medio es rico en carbono pero deficiente en nitrégeno, o sea, cuando se limita
el crecimiento, la produccion de lipidos en la célula se ve favorecida por la reduccion de la
sintesis de otros componentes celulares (Rose, 1989). Estos reportes sugieren que el empleo

de una rC/N alta podria favorecer la produccion de acido a-linolénico y por ende la del AJ.

Thomas y col. (1990) sefialaron que en 1a produccion de AJ con:B. theobromae D7/2 puede i f

emplearse en el medio una concentracion de nitrato de potasio como fuente de nitrégeno
entre 2y 5 g/l, mientras que la concentracién de la fuente de carbono (sacarosa) fue de S0
g/, lo cual significa que estos autores utilizarofiuna rC/N entre 75.87 y 30.34.

Con base en estos antecedentes se decidié estudiar el efecto de la rC/N en la produccion de
Al, empleando tres rC/N (17, 35 y 70) y manteniendo la concentracién imcial de carbono

constantey vdriando la concentracion de nitrogeno en forma de nitrato de sodio.

Para realizar los estudios de la influencia de la rC/N, la fermentacion se realiz6 empleando el
medio Miersch modificado en matraces de 125 ml con 25 ml de medio e inoculados con 2 ml
de suspension de esporas 2.58.107 esp/ml de B. theobromae cepa 1 e incubados a 30° C.

En la figura 6.3 se presentan las cinéticas de produccién de biomasa, producciéon de AJ y el
comportamiento del pH. .
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Figura 6.3. Cinéticas de produccién de biomasa (A), AJ ®) vy
comportamiento del pH c) de. B. fheobromae cepz 1 con diferentes
concentraciones iniciales de nitrégeno y una rC/N variable [(#) rC/N 17,
(#) rC/N 35, (&) rC/N 70].

Puede apreciarse para las curvas de produccion de biomasa, primeramente una fase lag de

aproximadamente dos dias, en la cual el microorganismo se adapta al nuevo medio de

cultivo, seguidamente la fase de crecimiento rapido la cual transcurre hasta las doce dias
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para la rC/N 17 donde se alcanzo una mayor concentracion de biomasa con respecto a las
demas variantes, para luego disminuir apreciablemente al concluir esta fase y comenzar la
fase ~tacionaria, mientras que para la rC/N 35 y 70 el crecimiento rapido durd
aproximadamente hasta los cartoce dias, a partir de la cual‘ comenzd la fase estacionaria
alcanzandose valores de biomasa muy semejantes para las variantes con rC/N 35y 70, e
inferior para la rC/N 17.

Puede apreciarse (ver figura 6.3.a) que cuando comienza a limitarse el crecimiento comienza
la produccion de AJ, mostrandose un comportamiento caracteristico de metabolismo
~ secundario. Como la produccion de biomasa en las variantes en estudio fue diferente se
expreso la concentracion de AJ en términos de producbién especifica (mg Al/g de biomasa).
Para la rC/N de 70 (ver figura 6.3.b) la produccion de AJ comienza primero, pues para las
restar ‘e variantes la produccién se retarda aproximadamente tres dias al no encontrarse
produccion a las 14.5 dias.

Con la rC/N 17 se obtiene una produccidn especifica maxima de 109 mg/g de biomasa a los
19 dias, tiempo al cual la concentracién del AJ comenzé a disminuir. Para la rC/N 35 la
produccion de AJ comienza aproximadamente a los quince dias y se incrementa hasta el final
de la fermentacion hasta 73.7 mg/g de biomasa. Mientras que para la rC/N 70 la produccion
especifica maxima llego a 53.5 mg/g de biomasa disminuyendo a partir de este momento. La
productividad para cada una de las variantes fue la siguiente: para la rC/N 15 fue de 26.1
mg/ld, para Ia rC/N 35 fue de 18.5 mg/ld y finalmente, para la rC/N 70 fue de 19.5 mg/ld. Si
comparamos la productividad de la variante con rC/N 17 con la obtenida en e} experimento
anterior de seleccion de cepas productoras de AJ (ver tabla 6.1), se puede apreciar que estos
resultados no concuerdan, debido posiblemente a que no se utilizé6 la misma forma de

moculacién, siendo este aspecto objeto de estudio en el proximo experimento.

Para el comportamiento del pH (ver.figura 6.3.c), puede observarse como producto del
metabolismo de B. theobromae cepa 1 que para todas la rC/N el pH disminuye hasta 3 hasta
el cuarto dia de incubacion, para incrementarse hasta alcanzar el valor de 8 a las 12.5 dias
coincidiendo con la fase de crecimiento rapido de este microorganismo, se puede notar
ademas que para la rC/N 70 se alcanza uﬁ pH inferior, -de aproximadamente 7, con respecto

a las demas variantes.
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El consumo de los aziicares procedentes de la inversion de la sacarosa por B. theobromae

cepa’l y la aparicion de glicerol y acido citrico para las rC/N de 17, 35 y 70 se presentan en

la figura 6.4.
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Figura 6.4. Cinética de consumo glucosa (Gluc), fructosa (Fruc) y
aparicion de acido citrico (Ac. citrico) y glicerol (Glic). Para (d) y (e) rC/N
17, () y (g) rfC/N 35 y (h) y (i) rC/N 70, durante el crecimiento de B.
theobromae cepa 1. (x) Glucosa, (®) fructosa, (®) glicerol, (A) acido

citnco.
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Puede apreciarse en la figura 6.4 que la sacarosa es invertida por el hongo a sus monomeros
correspondientes (glucosa y fructosa). En todos los casos la concentracién de fructosa se
increment6 del tercer al cuarto dia hasta aproximadamente 20 g/, lo cual indica que hasta
este ultimo tiempo ocurri6 la inversion de la sacarosa, seguidamente la concentracién de

fructosa comenzd a disminuir por el consumo de la misma por B. theobromae cepa 1.

La ghicosa es asimilada més rap - amente que la fructosa, pues ésta se agota a los seis dias
para las rC/N 17 y 35, mientras que para la rC/N 70, se consume a los ocho dias de

fermentacion. La fructosa se consume completamente a los ocho dias de fermentacién en

todos los casos.

En el transcurso de la fermentacion también se detectd la produccion primero de glicerol y

tuego del acido citrico, 1o cual es indicativo de la actividad metabolica desarrollada por este

microorganismo como se vera mas aiclante.

Puede apreciarse que la producciéon de glicerol inicio a los 6 dias para todas las rC/N
ensayadas, y se incremento su concentracion hasta el dia ocho hasta valores de 0.3, 0.45, y
0.25 g/l para las rC/N 17, 35 y 70, respectivamente, pasado este tiempo disminuye la
concentracién de glicerol hasta que se hace cero al dia doce y comienza la acumulacion del
acido citrico. Para la variante con rC/N 70, la produccion del glicerol se mantuvo constante
hasta el dia 12, tiempo al cual inici6 la produccidn del Acido citrico. De forma sumlar a los
casos anteriores la concentracion del glicerol disminuyé a cero al dia diez seis. Estos
resultados concuerdan con los estudios realizados por Legisa (1986) en la produccion de
acido citrico con Aspergillus m’ger,‘-en los cuales se reporta que la produccion de glicero! y
la acumulacién de &cido citrico se encuentran asociadas, ya que cuando cesa la produccién
del glicerol, comienzzrla produccién del cido citfico.

Por otro lado; ja produccion de acido citrico para la vaniante con rC/N 17 a los dieseis dias
se alcanzo la produccién‘ méxima de éste metabolito hasta 0.14 g/l, mientras que para la
vanarge de la rC/N 35 la produccién maxima de acido citrico llego hasta los 0.8 2/1 a los
diecinueve dias de fermentacién, en ambas variante la produccion se hizo mimima al tiempo
final, posiblemente porque éste producto fue consumido como fuente de carbono, al estar el
medio muy limitado en nutrientes. Para el caso'de la variante con rC/N 70 la produccién de

éste metabelito se incremento linealmente en el tiempo hasta el final del experimento hasta
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una concentracion de 0.16 g/l. Puede notarse¢ ademas que donde se produjo mas glicerol

también se acumuld la mayor cantidad de acido citrico.

El incremento de la rC/N de 17 a 35 en el medio -:: cultivo en las condiciones en que se
realizo el experimento favorecié la acumulacién de écido citrico en el medio de
fermentacion. Esto posiblemente se deba a que como en la variante con rC/N 35 se sintetiz6
una cantidad mayor de glicerol, éste fue utiizado como fuente de carbono en la ruta
glicolitica y convertido en acido citrico, obteniéndose una mayor cantidad de este metabolito
que en la variante de rC/N 17. Estos resultados concuerdan con los estudios reportados por
Trumphy y Millis (1963) acerca de la produccién de 4cido citrico por cultivo liquido. Estos
autores estudiando los requerimientos nutricionales de una mutante de A. niger para la
produccion de acido citrico encontraron que la acumulacion del cido citrico se favorece un

medio limitado en nitrogeno y minerales.

Pero si analizamos el efecto de la rC/N con respecto a la produccién del AJ, podemos
apreciar que el comportamiento es a la inversa al descrito para el acido citrico, ya que la
produccién de AJ se favorece en el caso de la rC/N 17, con respecto a las demas rC/N. Una
posible explicaciéon a estos resultados podria estar en el hecho de que las rutas metabdlicas
para la sintesis del AJ y el acido citrico presentan como intermediario comiin el acetil-CoA,
por lo cual cuando se favorece la sintesis de uno de ellos por las condiciones del medio, en la

otra ruta metabolica se limita la sintesis del otro compuesto, y viceversa.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y en las condiciones en que se desarrollo el
ecperimentc; el factor rC/N afecté marcadamente la produccién de AJ con B. theobromae
cepa 1 en tanto que se favoreci6 positivamente la produccion especifica y la productividad
de AJala rC/N 17 con respecto a la rC/N 35 y 70. "

.

En la variante con rC/N 35 se favorecid preferentemente la produccién de glicerol y la

acumulacidn de écido citrico con respecto a las demas variantes estudiadas.

La sintesis de AJ se inici6 primero en la variante con rC/N 70, o sea, en el medio mis

limitado en nitrogeno.
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6.2.2 EFECTO DEL TIPO DE INOCULO

Con el objeto de estudiar si la variacién en la forma o tipo de inéculo provoca algin efecto
sobre el crecimiento y la producciébn de AJ por B. theobroma. cepa 1, se realizaron
fermentaciones en las que se inoculd utilizando micelio y por otro lado esporas. Ambos
inoculos se obtuvieron del crecimiento superficial de la cepa en EMA segun se detalla en los
epigrafes 5.3.1 y 5.3.2.A. En este caso no se empled la cepa 2424, pues segun experiencias
previas esta no cepa no esporula abundantemente.

La inoculacién con micelio se realizd empleando 5 bocados de agar crecido de micelio,
mientras que la inoculacién con esporas se realizo adicionando 2 m! de una suspensién de
2.50x10’ esp/ml a 25 ml del medio Miersch modificado y una rC/N de 17. En la figura 6.5 se
muestran las 4cinéu'cas de crecimiento de B. theobromae cepa 1, de produccidn de AJ, y las

variaciones del pH para las dos variantes de inoculacion empleadas.

En la variante que se empleo la inoculacion con micelio la ideofase se alcanza
aproximadamente a los 9 dias de fermentacion, y el crecimiento comenzd a declinar después
del dia 12, mientras que para la variante inoculada con esporas la ideofase se alcanzé a los
12 dias, el crecimiento disminuye a partir del dia 14 de fermentacién. El crecimiento maximo
alcanzado por el microorganismo en éstas variantes es ligeramente superior para la variante
inoculada con micelio (9.80 g/1), pues en la variante inoculada con esporas se alcanzd una

concentracién de 9.13 g/l.

La produccién de AJ en_la variante inoculada con micelio inici6 en la fase tardia del
crecimiento al dia 8 de fermentacion, obteniéndose una concentracion maxima de 499 mg/l
de AJ a los 11 dias de fermentacion, después de este tiempo la biosintesis de este compuesto
disminuyé coincidiendo como el wnﬁe;xzo de la lisis celular. Por otro lado, en la variante
inoaﬂada ~con -esporas la produccion maxima de AJ se alcanzo a los 19 dias con una
concentracion de 490‘mg/l de AJ, de forma similar después de este tiempo la concentracion
de AJ disminuye. El tiempo de produccién méaxima de AJ empleando la inoculacién con

micelio se reduce en unos 8 dias con respecto a la variante inoculada con esporas.
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Figura 6.5. Cinética de produccion de biomasa (2), AJ (b), y

comportamiento del pH (c) de B. theobromae cepa 1 empleando como

fuentes de indculo: micelio (W) y esporas (@).
Respecto al pH puede observarse en la figura 6.5.C que para las dos variantes de inoculacion
_ ¢l pH disminuye hasta hacerse minimo aproximadamente al tercer dia y alcanzar valores de
aproximadamente 3, luego se incrementa exponencialmente producto de la actividad
metabolica del microorganismo hasta un valor de aproximadamente 8 donde se estabiliza
comcidiendo één Ia fase estacionaria del microorganismo. Puede apreciarse ademas que esta
estabilizacién del pH se alcanza también con mayor .fapidez para el ‘caso de la variante

moculada cori micelio respecto a la variante inoculada con esporas.

Enlatabla 6.2 se presenta los rendimientos de la produccion de biomasa (Yx/s), AJ (Yp/s) y

la productividad para la produéciéﬁ de AJ para las variantes en estudio.
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Tabla 6.2. Rendimientos de la formacion de biomasa (Yx/s) y AJ (Yp/s) —
con respecto al consumo de biomasa y productividad de las fuentes de
mtrogeno ensayadas.

Tipo de indculo Yx/s Yp/s Productividad
(g biomasa/g sacarosa) | (g AJ/g sacarosa)x10™ (mg AJAd)
Micelio 0.196 9.98 45.45
Esporas 0.183 9.88 2631

(Se considerd la concentracién de biomasa al final del crecimiento rapido del
microorganismo y la produccion maxima de AJ para los calculos de los rendimientos).

Como se aprecia los rendimiento Yx/s y Yp/s son similares para la inoculaciéon con micelio y
esporas lo cual significa que la eficiencia para la utilizacion de la sacarosa para la fo macién

de biomasa y la produccion AJ es casi la misma en las vanantes ensayadas.

La productividad para la produccién del AJ se increment6 al emplear la inoculacién con
micelio respecto a la de las esporas en 1.7 veces. Este comportamiento se puede explicar en
base a que la fase estacionaria de crecimiento en la variante inoculada con micelio se alcanzo
mas rapidamente que en la variante inoculada con esporas segin se describié anteriormente,

y es precisamente en esta fase donde se acumula el AJ.

Un comportamiento similar al aqui reportado fue observado por Barrios y col. (1993). Estos
autores encontraron que la inoculacion con micelio mostré un efecto positivo en la
produccién de penicilina con Penicillium chysogenum con respecto a la produccién por el
control inoculado con esporas de este hongo, reduciéndose el tiempo de produccién del
antibiotico hasta en un 30 %, ademas notaron que la mayor produccién no se dc':bié a una

mayor concentracion de biomasa.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos puede plantearse que la inoculacion con micelio de B.
theobromae cepa 1 para la produccion de AJ se ve favorecida respecto a la inoculaciéon con

esporas, pues se reduce considerablemente el tiempo al cual se alcanza la fase estacionaria,
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incrementandose la productividad en 1.7 veces con respecto a la inoculacion con esporas.

Los rendimientos obtenidos para de la formacion de biomasa y del AJ fueron similares para

las dos variantes ensayadas.

6.2.3 EFECTO DE LA ADICION DE EXTRACTO DE LEVADURA

Este experimento se realizé con el objetivo de conocer el efecto de la adicion de extracto de
levadura al medio sobre el crecimiento y la produccion de AJ por B. theobromae cepa 1,
temiendo en cuenta que en la sintesis del acido a-linolénico (intermediario de la sintesis de
AJ) se necesita la presencia de vitaminas (como la biotina) y ademas que este medio contiene
entre sus componentes principales de un 7 a 9.5 % de nitrégeno organico, cofactores,
vitaminas y minerales. Por ejemplo, Granger y col. (1993) en sus estudios sobre la limitacién
de los nutrientes de! medio en la produccion del dcido a-linolénico con Rhodoto:;lé‘gf;ﬁms
emplearon 1 g/l de extracto de levadura en el r.edio de cultivo. Broadbent (1969) sefial6 al
extracto de levadura como uno de los componentes del medio de cultivo para la produccion

de AJ.

El experimento se disefio sobre la base de determinar el aporte de nitrogeno del extracto de
levadura adicionado al medio y evaluar la cantidad de nitrato de sodio necesaria para
mantener la misma cantidad de nitrogeno en la variante en la que no se adicionod el extracto
de levadura, y de esta forma no modificar la rC/N. Para la vanante a la cual se le puso
extracto de levadura al medio de cultivo se adicioné en-una concentracion de 1 g/l
considerando a esta sustancia fundamentalmente como fuente de vitaminas (Pot, 1975). La
fermentacion se tealizo empleando el medio Miersch modificado e inoculado con 5 bocados
de micelio de B. theobromae cepa 1 y a 30° C.Enla figura 6.6 se prese;lta la cinética de
crecrmiento, de produccion de Al, el éonsumo de los aziicares y las variaciones del pH,

obtenidas para los medios fermentados para cada una de Tas condiciones probadas.

Respecto al crecimiento de B. theobromae cepa 1, la adicién de extracto de levadura no

provoc6 un aumento en la concentracion de biomasa, pero si el alcance de la fase

estacionaria mas rapidamente con respecto al control sin extracto de levadura.
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Figura 6.6. Cinética de produccidn de biomasa (a) y AJ (b),
comportamiento del pH (c) de B. theobromae cepa 1 empleando como
fuente de nitrogeno: nitrato de sodio:(M) y nitrato de sodio y extracto de
levadura (®@). Consumo de glucosa (A) y Fructosa(e) para la vanante de
nitrato"de sodio (d) y nitrato de sodio y extracto de levadura (e)].

Para la variante con extracto de levadura la ideofase se alcanzé a los 5 dias de fermentacion,

continuando hasta el dia 9, tiempo al cual el crecimiento comenz6 a disminuir, mientras que
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la ideofase para el control se alcanzo aproximadamente el dia 9 de fermentacidon y su
duracion fue menor, pues a partir de este tiempo, el crecimiento disminuyé. Este
comportamiento puede explicar el hecho de que la prod:cc’6n maxima de AJ se alcance mas
rapidamente en la variante con extracto de levadura respecto al control, ya que es en la fase

estacionania donde se acumula el AJ.

La adicion del extracto de levadura al medio de cultivo provocd un efecto positivo al
propiciar un adelanto del inicio de la sintesis del AJ y por tanto disminuir el tiempo al cual se
alcanza la produccion maxima de AJ, apreciandose una mejora de aproximadamente 2 dias,
con respecto al control sin extracto de levadura, sin embargo, la produccién del metabolito

no se incremento apreciablemente en comparacién con el control.

Para la variante a la cual se le adicion6 extracto de levadura se obtuvo una produccién
méixima de 550 mg/l de AJ a los diez dias de ferm rtacion, luego de este tiempo la
biosintesis de este metabolito disminuyé coincidiendo con la fase de lisis celular, mientras
que para la variante control la produccion méaxima se alcanzo a los doce dias de
fermentacién y una concentracion de 500 mg/l, de forma similar disminuye su concentracion

después de transcurrido este tiempo.

Para la vanante con extracto de levadura los aziicares se consumen aproximadamente a los 6

dias, mientras que para el control se agotan aproximadamente a los 7.5 dias de fermentacion.

Para la variante con extracto de levadura el pH disminuye hasta hacerse minimo
aproxmadamente al segundo dia, alcanzando valores cercanos a 4, luego se incrementa
exponencialmente hasta aproximadamente 8. El comportamiento del control resulta similar,
pero con la diferencia que los valores de pH en toda la cinética son inferiores, puede

" apreciarse ademas que la -estaﬁﬂizacién del pH se alcanza practicamente al mismo tiempo

T para las dos variantes.

Enlatabla 6.3 se presenta los rendimientos de la produccién de biomasa (Yx/s), AJ (Yp/s) y
la productividad para la produccién de AJ para las variantes en estudio. Como se aprecia los
valores obtenidos de Yx/s y Yp/s son muy similares, lo cual se debe a que la produccion de

biomasa y AJ fue similar también para ambas variantes como se vio anteriormente.
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La productividad se increment6 para la variante con extracto de levadura con respecto al
control en 1.33 veces. Una explicacién a este comportamiento estd en el echo de que la
adicion de extracto de levadura permite a la célula tomar del medio vitzninas y cofactores
que favorecen el metabolismo de B. theobromae para sintetizar el AJ. La variante control
mostro que B. theobroma; posee la capacidad de sintetizar este 1aetabolito sin la presencia
de estos compuestos, pero se necesita de un tiempo mayor para alcanzar el mismo titulo del

metabolito.

Tabla 6.3. Rendimientos de la formacidén de biomasa (Yx/s) y AJ (Yp/s)
con respecto al consumo de biomasa y productividad de las fuentes de

nitrogeno ensayadas.

Fuente de nitrégeno Yx/s : Yp/s Productividad
(g biomasa/g sacarosa) | (g AJ/g sacarosa)x10™ (mg AJd)

NaNQO, 0.183 1.00 41.6
NaNO; y extracto de 0.181 1.11 55.5
levadura

(Se consider6 la concentracion de biomasa al final del crecimiento rapido del microorganismo y la
produccién maxima de AJ para los calculos de los rendimientos).

Los resultados reportados en este experimento no concuerdan con lo reportado por Thomas
y col. (1990) quienes emplearon nitrato, preferiblemente nitrato de calcio, potasio, o sodio
como fuente de nitrogeno en la produccion de AJ; seiialando ademas que la adicion de otras
fuentes de nitrogeno y especialmente organicas, no deben ser aitadidos al medio de cultivo.
Como se vio anteriormente la adicién de extracto de levadura provocé un efecto positivo en

la produccitn de este metabolito en cuanto se incremento la productividad del mismo.

- -CONCLUSIONES

La adicion de 1 g/l de extracto de levadura al medio Miersch modificado provocé un efecto
- pasitivo en la produccion de AJ en cuanto disminuy6 el tiempo de produccion del AJ en dos
dias aproximadamente, incrementandose la productividad en 1.3 veces con respecto al medio
sin extracto de levadura.’ La produccion maxima del metabolito no se incrementd de manera
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apreciable y por ende, no se incremento el rendimiento (Yp/s). También el Yx/s fue similar

en ambas vanantes.

B. theobromae no requgerc de la adicion de vitaminas o cofaciores para realizar la sintesis
del AJ, ya que posee la capacidad de sintetizar todos los intermediarios necesarios para
llevar a cabo este proceso si el medio contiene una fuente de carbono como la sacarosa, y
sales minerales como nitrato de sodio, fosfato de potasio, cloruro de potasio, sulfatos de
magnesio, hierro, cobre, manganeso y zinc y ademaés molibdeno de sodio.

62.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA

La temperatura es un parametro muy importante para el crecimiento y la producciéon de
metabolitos secundarios, ya que no siemprs la temperatura de maximo crecimiento
corresponde con la maxima produccion de éstos (Pirt, 1975). El experimento se realizé con
el objetivo de determinar el efecto de la temperatura sobre la produccion de AJ, para ello se
utilizaron las siguientes temperaturas: 25, 27, 30, 32, 35° C. En esta oportunidad se ensayo
la mfluencia de esta variable con dos cepas de B. theobromae: 1 y 2434. La fermentacion se
llevo a cabo empleando el medio Miersch modificado y suplementado con 1 g/l de extracto
de levadura, inoculado con 5 bocados de micelio e incubados por 10 dias.

En la figura 6.7 puede apreciarse el efecto de la temperatura en la produccién de AJ con B.
th_eobromae cepas: 1y 2434

La maxima produccién de AJ para ambas cepas ocurre a 30° C. Para B. theobromae cepa 1
la produccién ocurre en un intervalo de 27 a 35° C y para B. theobromae cepa 2434 el rango
de produccién de AJ es mas amplio, pues en todas las temperaturas ensayadas se produce el
AJ, por lo cual ésta cepa muestra una mejor adaptacion a las condiciones del ambiente para
producir este metabolito y mayores vemaja; para ‘'ser usada en la produccién de este
‘metabolito por FMS.
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Figura 6.7. Efecto de la temperatura en la
produccion de AJ con B. theobromae cepas: 1
(W) y 2434 (®) a los 10 dias de fermentacion.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Thomas y col. (1990) donde se sefialan
que el rango 6ptimo para la produccion del AJ por fermentacion en lote se encuentra entre
27y3¢°C. '

CONCLUSIONES

La mejor_ temperatura para la produccién de AJ con B. theobromae cepas: 1 y 2434
empleando el medio Miersch modificado y suplementado con extracto de levadura e
" inoculado con micelio es de 30° C.

La cepa 2434 produce AJ en un amplio intervalo de temperaturas (25 35° C), mostrando
una adaptacxén mayor a las condiciones del ambiente para la produccton de este metabolito

respecto a la cepa 1.
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6.2.5 EFECTO DE LA AGITACION

La agitacion de los frascos de cultivos cumple con la funcion de favorecer la transferencia de
masa entre las diferentes fases del sisten.:.a (gas, liquido y solido) presentes en e cultivo y la
mezcla del cultivo para mantener homogénezs las condiciones fisicas y quimicas en el cultivo
(Pirt, 1975), esto es particularmente importante para dispersar la biomasa en el medio y

proveer de oxigeno y nutrientes a las células en crecimiento.

La agitacion del medio ha sido una de las mas variables estudiadas en la produccién de AJ.
Por ejemplo Thomas y col. (1990) reportan que la agitacion en fermentadores no debe
sobrepasar las 190 rpm, pues a velocidades mayores la producéién de éste metabolito es
severamente afectada por la produccion simultén=a de un polisacérido extracelular.

Temendo en cuenta la premisa anterior, se estudio la influencia de la agitacion en incubador
agitado y controlado térmicamente a tres velocidades que fueron: 50, 100 y 150 rpm, los
resultados se comparan con el control que fue la variante sin agitacion.

La fermentacion se realiz6 empleando & medio Miersch modificado y suplementado con
extracto de levadura e inoculado-con micelio de B-theobromae cepa 2434y a30°C.

En la figura 6.8 se presenta las cinéticas de produccion de AJ, de crecimiento, y las
variaciones del pH, obtenidas para los medios fermentados para cada una de las condiciones
probadas de agitacion,

Puede apreciarse que la produccion del AJ inici6 al cuarto dia de fermentacidn para todas las
variantes en el comienzo de la ideofase. La produccién mixima de AJ de las variantes
agitadas se alcanzé a los ocho dias de fermentacion en concentraciones de 200, 300 y 350
mg/] para las variantes de 100, 150 y 50 rpm, respectivamente; luego de este tiempo las
concentraciones del metabolito disminuyeron en el tiempo hasta valores préximos a 50 mg/l.
Para la variante sin agitacion la produccion continuo cre;:ieildo 'hast.a el final de la

fermentacién obfeniéndose un concentracion de 900 mg/1 de AJ.
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Figura 6.8. Efecto de la agitacion [(#) O, (M) 50 rpm, (A) 100 rpm, (x)
150 rpm] en la produccion de biomasa (a), AJ (b) y comportamiento del pH
con B. theobromae cepa 2434.
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Por otro lado el crecimiento de B. theobromae 2434 en las variantes agitadas resulté ser

mayor en todos los casos con respecto al control sin agitacion.

Respecto al pH del medio fermentado puede apreciarse que producto del metabolismo del
hongo, el pH inicial disminuve hasta valores entre 3.5 y 4 al segundo dia de la fermentacion,
incrementadose a partir de este momento hasta valores entre 6 y 7 para las variantes agitadas

y para el control llegd 8.8.

En la figura 6.9 se muestran los rendimientos de la produccién de biomasa y‘AJ €on respecto
a la sacarosa consumida. Puede apreciarse mas claramente como la agitacion afectd la
produccion de biomasa y del AJ. Al incrementar la velocidad de agitacion a 50, 100 y 150
rpm respecto del control (sin agitacion), el rendimiento para la formacién de biomasa
alcanz6 un maximo a8 100 rpm de 0.32 g biomasa/gSac consumida, para posteriormente
disminuir ¢ valor de 150 rpm hasta un valor préximo al rendimiento del control de 0.22 g
biomasa/g Sac consumido. En tanto para los rendimientos para la produccion del AJ para
todas las velocidades de agitacion ensayadas disminuyeron apreciablemente de 0.018 para el
control a un 0.007 a 0.006 gAJ/g Sac consumida para 50 y 150 rpm, respectivamente; a 100
rpm se obtuvo un reﬁdirm'ento minimo de 0.004 gAJ/g Sac, coincidiendo con el rendimiento
méximo de biomasa. Estos resiﬂtados sugieren una desviacién del metabolismo, en la que al
agitar ¢l medio de cultivo, B. theobromae cepa 2434 consumio el sustrato para la formacion
de sus componentes celulares, en tanto que en el medio sin agita? se favorecio la sintesis del
AlJ. La disminucién del rendimiento Yx/s a 150 rpm tampoco provoco un efecto favorable a
Ia produccion de este metabolito, lo cual probablemente podria explicarse por la desviacion
del metabolismo a la sintesis de otros rﬁetabolitosi ‘
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Figura 6.9. Rendimientos de la formacién de biomasa y AJ con respecto al

sustrato consumido (sacarosa: Sac), Yx/s (a), Yp/s (b) a las velocidades de

agitacion O (control), 50, 100 y 150 rpm; considerando la concentracion de

biomasa final del crecimiento rapido del microorganismo y la produccion

méxima de AJ para los calculos de los rendimientos.
Thomas y col. (1989) reportan que B. theobromae cepa D7/2 en condiciones de cultivo
estatico a nivel de matraz y un medio compuesto principalmente por suero de leche y
residuos de la extraccion de aceites permitieron alcanzar una concentracion de 500 mg/l de
AJ en 10 dias de fermentacion. Sin embargo, la produccion del metabolito disminuy6 hasta

lo 300 mg/l cuando se realizo la sintesis en condiciones de agjtacion a 250 rpm.

—

-CONCLUSIONES

La agijtacion a 1as velocidades ensayadas (50, 100 y 150 rpm) no incrementa de manera
significativa la producﬁén maxima de AJ de B. theobromae cepa 2434 con respecto al
.control (sin agitacidn), pues en todos los casos la produccion de AJ se redujo
apreciablemente, posiblemente por la desviacion del metabolismo del hongo hacia la
produccidon de sus componemes- celulares y otros metabolitos segun lo demuestran los

valores obtenidos de Yx/s y Yp/s.

e e ks o 1 e
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6.2.6 EFECTO DEL TIPO DE FUENTE DE CARBONO

El objetivo de estudiar el efecto de la fuente de carbono fise el determinar la eficiencia de B.
theobromae cepa 2434 para utilizar diferentes fuentes de carbono en la produccién del AJ y
mejorar el medio de cultivo.

Entre las fuentes de carbono que mas se han utilizado para la produccién de AJ se
encuentran medios organicos complejos como harina de soya, extractos de citricos, licor de
maiz (Miersch y col., 1984) y suero de leche (Thomas y col., 1989). También se recomienda
el empleo de medios sintéticos a base de fructosa, glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa,
siendo la glucosa y la sacarosa las més utilizadas y las que reportan los mayores
rendimientos (Thomas y col., 1990).

Diferentes autores (Ekundaya y Oso, 1991; Navaratnam y col. 1996) seflalan que B.
theobromae produce a-amilasas y glucoamilasas que hidrolizan al almidon a sus monémeros
correspondientes, por tanto seria muy adecuado evaluar el efecto de ésta de lenta asimmlacion

fuente y su mezcla con sacarosa en la produccion de AJ.

Basados en’los antecedentes anteriores se seleccionaron la fuentes de carbdndlé ensayar.
Estas fueron: almidén soluble de papa (ASP), ASP mas sacarosa (50-50 %), fructosa,
glucosa, lactosa, sorbitol, y sacarosa (como control). Se incluyé en ésta lista al sorbitol por
ser un azicar de facil disponibilidad.

. Los ensayos se realizaron utilizando el medio Miersch modificado y suplementado con
extracto de levadura, inoculados con micelio e incubados a 30° C por 10 dias. Para cada una
de las fuentes seleccionadas, se calculd el % de carbono aportado por el control, y en base a
este % se calcularon el peso de estos compuestos y como fuente de nitrogeno se utilizd

nitrato de sodio.

La produccion de AJ por B. theobromae 2434 con las seis fuentes de carbono se comparan
con el control, considerando el rendimiento de AJ en el medio que contiene sacarosa como
el 100 % (902 mg/l de AJ), por tanto, los mejores sustratos presentaran rendimientos

similares o superiores al 100 %.
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En el figura 6.10 se presenta los rendimientos obtenidos ce AJ para las diferentes fuentes de
carbono empleadas (a), asi como la produccion de biomasa y el pH al final del experimento

(®).
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Figura 6.10. Produccion de AJ (2) y biomasa [en barras en negro] (b) y pH

final [en barras en blanco] (b), empleando diferentes fuentes de carbono con

B. theobromae cepa 2434. Fuentes de carbono A: sacarosa (control); B:

ASP, C: sorbitol, D: dextrosa, E: lactosa; F: ASP+sacarosa y I: fructosa.
Puede apréciarse que los mejores sustratos son la fructosa y la glucosa con rendimientos del
139.9y 124.9 % , respectivamente. Le sigue en orden la mezcla de ASP y sacarosa con un
rendimiento muy similar al control (100.4 %) y los sustratos mas pobres para producir el AJ

—son el ASP, el sorbitol y la lactosa con un rendimiento de 444, 19.1 y 13.8 %,

respectivamente.

Estos resultados.no concuerda con los reportados por Thomas y col. (1989, 1990) quienes
proponen como fuente de carbono prefenblemente a la sacarosa o glucosa para la
produccion de AJ, ya que como se observo la fuente con el rendimiento mas alto y por tanto

-1a mas eficiente para la produccidn de AJ fue la fructosa.

Una explicacion a este comportamiento se podria deber al echo de que la glucosa a
diferencia de la fructosa al entrar a la glucolisis necesita de dos pasos de reacciéon que
implican el consumo de un ATP para llegar a la fructosa-6-fosfato, mientras que la fructosa
solo necesita de su fosforilacion para entrar a esta ruta, por otro lado la sacarosa
inicialmente es invertida por el enzima invertasa a glucosa y fructosa, y luego es que ocurre

I rntrada Ao ect g 2oncares a la glicolisis, por tanto, el emplen.de sacarnea v 1z olhenea
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implican un consumo mayor de energia por la célula para llegar a piruvato y de ahi al

acetilCoA que en el caso de la fructosa.

Para el ASP y lactosa también requieren de hidrolisis enzimaticas para la formacién de sus
respectivos monémeros y para el caso del sorbitol, <> requiere de su transformacién a

glucosa.

En cuanto a la biomasa formada se puede observar que en todos los medios se alcanzaron

altos titulos de biomasa y superiores al control de sacarosa, destacando principalmente el
ASP y el sorbitol.

Con respecto al pH pude apreciarse que en todos los medios se alcanzaron valores entre 7 y

8, a excepcion en el medio con lactosa donde el pH fue de 6.

CONCLUSIONES

De las fuentes de carbono ensayadas para la produccion de AJ con B. theobromae cepa
2434 las que mostraron mayor eficiencia con respecto al control de sacarosa fueron: la
fructosa y la glucosa. La mezcla de un sustrato de lenta asimilaciéon como el ASP con la
sacarosa mostro un rendimiento muy similar al control, pero cuando se ensayo por separado
se obtuvo un rendimiento inferior del 50 %. Los sustratos mas pobres para la produccion de

AJ fueron el sorbitol y la lactosa.

6.2.7 EFECTO DEL TIPO DE FUENTE DE NITROGENO ,

-

En los estudios realizados de produccion de AJ se han empleado como fuente de nitrégc:no
fundamentalmente: extracto de levadura, harina de soya, glicina, nitratos de sodio, potasio o
calcio (Broadbent, 1968; Miersch y col., 1984; Thomas y col., 1989, 1990)

De forma similar al experimento anterior se procedio a estudiar el efecto de la fuente de
nitrégeno en la produccién de AJ con B. theobromae 2434 con el objetivo de determinar la
eficiencia de diferentes fuentes y contribuir a la optimizaciéon del medio de cultivo. Las
fuentes seleccionadas fueron: cloruro de amonio, extracto de levadura, fosfato de amonio

aibasico, sulfato de anvuiv, ui€s y niiraio de sodio (cuo conirol).
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Los ensayos se utilizo el medio Miersch modificado y suplementado con extracto de
levadura, inoculados con micelio del hongo e incubados a 30° C y 10 dias. Para la fuente de
nitrégeno se calcul6 la contrihucion de nitrogeno aportado por el control, y en base a este se
calcularon el peso de las fuentes de nitrogeno utilizadas; y como sustrato sacarosa.

Se compar6 la producciéon de AJ de B. theobromae cepa 2434 de las seis fuentes de
nitrégeno con el control en este caso el nitrato de sodio. Si consideramos el rendimiento de
AJ en un medio que contiene nitrato de sodio como fuente de nitrégeno como el 100 %
(902 mg/l de AJ), por tanto, las mejores fuentes presentarin rendimientos similares o
superiores al 100 %. En el figur - 6.10 se presenta los rendimientos obtenidos de AJ para las
diferentes fuentes de nitrogeno empleadas (a), asi como la produccion de biomasa y el pH
final (b). Puede apreciarse que los rendimientos obtenidos empleando las diferentes fuentes
de nitrogeno fueron bajos: el rendimiento mas alto correspondié a la variante con extracto
de levadura alcanzandose un rendimiento del 44.5 %; para la urea y el nitrato de amonio los
rendimientos fueron del 82 y 32 %, respectivamente y para las demis fuentes los

rendimientos fueron nulos.

Rendimiento AJ (%)
Bidmasa (g/1), pH

A B C D E F 1
Fuente Nitrogeno

Figura 6.11. Produccion de AJ (a), biomasa en barras en negro y pH final
en barras en blanco (c), empleando diferentes fuentes de nitrégeno con B.
theobromae cepa 2434. Fuentes de nitrogeno: A: nitrato de sodio, B:
nitrato de amonio, C: sulfato de amonio, D: cloruro de amonio, E: fosfato
de amonio dibasico, F: extracto de levadura y I: urea.

El crecimiento alcanzado a los 10 dias de fermentacién por B. theobromae 2434 fue mavor

en los medios que contenia nitrato de amonio, extracto de levadura y urea con respecto al



control, sin emoargo, para (0s megios con Cloruro ae amonio, 10s1ato de amoro gIbasiCo y
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sulfato de amonio el crecimiento fue menor; a su vez éstos ultimos presentan un pH inferior
a 3, una posible explicacion a este comportamiento pueda deberse al echo de que al irse
consumiendo los iones amonio, se genera en el medio una hidrolisis acida debido a la
presencia de los iones cloruros, sulfatos y fosfatos, lo cual resulté muy negativo para el
crecimiento del hongo y por ende para la produccién del AJ. Este comportamiento es menos
acentuado para el caso del nitrato de amonio, posiblemente porque se consumen primero los
iones amonio, generandose la hidrolisis acida por la presencia de los iones nitratos, pero al
agotarse los iones amonio, los nitratos son reducidos a nitritos y luego a amonio por la
accion de los enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa (Pateman y Kinghorn, 1975), lo
cual incrementa el pH hasta un valor proximo a 6, ademas se alcance un crecimientg mayor

al del control y se produzca el de AJ.

Las fuentes de nitrégeno organicas ensayadas como el extracto de levadura y la urea no
mostraron ser superiores respecto al control de nitrato de sodio, a pesar de que en estas
variantes se produce un mayor crecimiento, posiblemente por el hecho de que estos cultivos
se desarrollaron en un rango de pH entre 5 y 6, y no alcanzaron el intervalo caracteristico de

pH de 7 a 8, que se produce cuando se utiliza nitrato de sodio como fuente de nitrégéno.

CONCLUSIONES

—

De las fuentes evaluadas para la produccion de AJ con B. theobromae cepa 2434 ninguna de
ellas fue superior al control de nitrato de sodio.

-

El crecimiento de la cepa fue afectado en los nfedios que contenian cloruro de amonio,
fosfato de amonio dibasico y sulfato de amonio, posiblemente por el efecto del pH, el cual
fue inferior a 3 en los medios que contenian estas sales. Este efecto fue menos acentuado en
el medio que contenia nitrato de amonio, pudiéndose acumular una pequefa cantidad de AJ

en este medio.

De las fuentes de nitrogeno ensayadas las organicas como el extracto de levadura y urea

mostraron ser superiores a las inorganicas para la produccion de este metabolito.
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6.2.8 EFECTO DE LA ADICION DE ACEITE DE SOYA (PRECURSOR)

Un precursor se define como aquella(s) sustancia(s) adicionada(s) al medio de fermentacién
antes o simultineamente con el proceso, las cuales son incorporadas a la molécula del
producto de la fermentacion y que incrementa la produccion y/o mejora la calidad del
producto (Bu’lock; 1965). Los precursores requeridos en las fermentaciones industriales son
proporcionados por los constituyentes nutritivos del medio o por la adicion de algunos
compuestos o por la combinacion de ambos. De esta forma el principal criterio para emplear

un precursor es que este llegue a ser incorporado al producto de la fermentacion.

Como precursores de la sintesis de AJ pueden emplearse residuos de la extraccion de aceites
y harinas de semillas oleaginosas de girasol, soya, colza, entre otros, segun rcportan Thomas
y col. (1989).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el echo de que el acido a-linolénico es el
intermediario principal de la sintesis del AJ, se selecciono el aceite de soya como precursor,
con el objetivo de estudiar su efecto en la produccion del AJ. En este caso se escogié al

aceite de soya, pues se conece que en su composicion se encuentra aproximadamente de 5 a

11 % (v/v) el acido a-linolénico (Pyler, 1972).

Se usd un aceite comercial que presenta la siguiente composicion: 15 % de acidos grasos
saturados, 22 % de acidos grasos monoinsaturados y 55 % de &cidos grasos polinsaturados.
Para este estudio se seleccionaron dos dosis de aplicaciéon 0.5 y 1 ml de aceite de soya al
medio de cultivo, considerando la concentracién de acido a-linolénico del 5 % en el aceite
de soya comercial, se calcularon los volimenes a adicionar al medio de cultivo para
concentraciones de 900 mg/l1 y 1800 mg/1 de acido a-linolénico.

Los ensayos se realizaron empleando el medio Miersch modificado y suplement#do con
extracto de levadura, inoculados con micelio del hongo e incubados a 30° C y como fuente

de carbono sacarosa y fuente de nitrogeno nitrato de sodio. Cabe destacar que el aceite de

soya se esterilizo por separado en iguales condiciones que el medio de cultivo.

Enla figura 6.11 se muestra el efecto de la adicion de un precursor en la produccién de AJ.
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Figura 6.12. Efecto de la adicion de aceite de soya (precursor) en la
produccion de AJ (a) y el pH (B) con B. theobromae cepa 2434. Dosis: (®)
Oml, (M) 0.5ml, (A)1 ml -

Se puede apreciar que la adicion de aceite de soya en las dosis empleadas no provocd ur -

- adelanto del inicio de la sintesis del AJ, ni se incrementa significativamente la produccién de
AJ con respecto al control sin aceite de soya. A los diez dias de fermentacion, para la dosis
de 0.5 mi de aceite de soya se alcanz6 una produccion maxima de 744 mg/l y para la de 1 ml
una produccion maxima de 753 mg/l de AJ, mientras que para el control la produccion
maxima fue de 910 mg/l AJ. La productividad para cada una de las dosis fue la siguiente:
para 0.5 ml de: 74 4 mg/ld, para 1 ml de: 75.3 mg/ld y para el control de: 91 mg/ld.

- -

PO
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El echo de no observar un efecto positivo en la adicion del aceite de soya puede deberse a la
posible descomposicion del acido a-linolénico por efecto del calor en la esterilizacion de
este material, pues este acido graso por presenta- tres dobles enlaces es muy inestable

térmicamente.

-

Para la dosis de 0.5 m! la produccion maxima de AJ se alcanza a los diez dias de
fermentacion y a partir de este momento la concentracion del metabolito disminuyé.
Mientras que para la dosis de 1 m! de aceite de soya la produccion de AJ se mantiene hasta
el dia 12 de fermentacion y luego disminuye. Sin embargo, este comportamiento no se
present6 para la variante control, pues se mantuvo practicamente constante hasta el dia 16 la

produccén del AJ.

Respecto al pH pudo observarse que en todas las vanantes el pH disminuye hasta 4 para las
variantes a las cuales se le adiciono el precursor y hasta 3.5 para el control al segundo dia de
fermentacién, a partir de este tiempo el pH se incrementa hasta alcanzar valores entre 7y 8 a

los diez dias de fermentacién.

CONCLUSIONES

Los dosis utilizadas de aceite de soya—comercial adicionadas al medio de produccion de AJ
con B. theobromae cepa 2434 en las condiciones en que se realizo el experimento no
favorecieron la produccién de AJ, ni provocaron un adelanto de la sintesis de este
me;boﬁto, posiblemente por la descomposicion del precursor en este caso el acido o-
linolénico por efecto del calor en la esterilizacion. La productividad de las variantes donde se

adicionaron el aceite fueron similares y menores a la productividad del control.
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6.3 CRECIMIENTO SUPERFICY4L DE Botryodiplodia theobromae

El crecimiento superficial en medios sélidos es uno de los métodos basicos para estudiar la
fisiologia de los microorganismos (Pirt, 1975), debido a que el diametro de las colonias y la
velocidad radial de crecimientc { VRC) son parametros muy empleados en bioensayos y en

investigaciones fisiologicas (Trinci, 1969).

Con vistas a los estudios de produccion de AJ por FMS se realizaron ensayos previos del
crecimiento superficial de B. theobromae en medio solido considerando su semejanza con la
FMS, la cual consiste en que en ambas el crecimiento es apical y tiene su ongen desde la
superficie del sélido. Se realizaron cinéticas de esporulacion de las cepas productoras de AJ
en medio liquido en matraces erlen: 2yer, enseguida se estudiaron en caja Petri la influencia
del medio de cultivo, la temperatura y el pH inicial en la VRC y la densidad de crecimierto

de B. theobromae cepa 1.

6.3.1. Cinética de esporulacion de B. theobromae cepas: 1y 2434.

Las esporas constituyen una parte muy importante para la reproduccion, supervivencia y
dispersion de los hongos en el ambiente, constituyendo una etapa del ciclo de vida de los
’ mismos. Esta etapa se caracteriza por minima actividad metabdlica, bajo contenido de agua
y pérdida del movimiento citoplasmatico. Aparte de permitir la sobrevivencia de las especies,
las esporas se emplean en el mantenimiento de los cultivos, en la transformacion de
sustancias quimicas y como inéculo en la produccion de biomasa o metabelitos (Smith,
1974). Para la preparacion del inoculo para la FMS se realizaron cinéticas de esponﬂacién
de B. theobromae 1y 2434 con el objetivo de _déternﬁn?.r el tiempo optimo de produccion
de esporas. Estos ensayos se realizaron en matraces erlenmeyer de 250 m! conteniendo 25
ml de EMA, inoculando 0.5 ml de una suspension de esporas obtenidas de un cultivo crecido
en tubo inclinado con EMA e incubado a 30° C durante 125 horas. En las figura 6.12 se
presentan las cinéticas de esporulacion de B. theobromae cepa§ 1 y 2434. Puede apreciarse
que para B. theobromae 1 entre las 45 y 48 horas se produce la maxima esporulacion en el
orden de 2.25x10’ esp/ml. v luego a partir de las 60 horas la esporulacion disminuye hasta

concentraciones del orden Ae - - 10° scn/ml. nosiblemente a la germinacion de las esporas._
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micelio a las 72 horas de fermentacion. La germinacion de las esporas ocurre posiblemente
por los nutrientes aportados por la lisis de la célula, la cual ocurre por el microorganismo
rebasé su fase estacionaria de crecimiento y a la limitacion de nutrientes se produce la fase

de muerte celular (referencia).

(a) b)
2.5E+07 - . 7.5E+05 —
2.0E+07 ~ 6.0E+05 +
E 1.5E+07 - E 4.5E+05
2 3
@ LOEHT 3 3.0E+05 T
5.0E+06 ~ 1.5E+05
0.0E+00 + { { g 0.0E+00 - } : }
0 25 5 75 100 0 25 50 75 100
tiempo (h) tiempo (h)

Figura 6.13. Cinética de esporulacion de B. theobromae cepa 1 (a) y 2434

(b) en matraces erlenmeyers y extracto de malta agar.
Para B. theobromae cepa 2434 la esporulacion comienza a partir de las 50 horas y se hace
maxima a las 100 horas de fermentacion se alcanzan una concentracion de 6.5x107 esp/ml,
tiempo al cual también comienza a disminuir posiblemente por las mismas causas que el

comportamiento observado en la cepa 1.

CONCLUSIONES

En el crecimiento superficial de B. theobromae 1 en matraces erlenmeyer en medio EMA la
esporulacion maxima ocurre entre las 45 y 48 horas de fermentacion con un titulo de
2.25x10’ esp/ml, disminuyendo esta concentracién a las 60 horas producto de la
germinacion de las mismas; mientras que para B. theobromae cepa 2434’1 esporulacion es
escasa pues solo se alcanzan una concentracion del orden de 6.5x10° esp/ml a las cien horas

de fermentacion.

&6
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6.3.2 Efecto de la temperatura y del medio de cultivo ea el crecimiento superficial de

B. theobromae cepa 1

Resuha de mucho interés en el caso de estudiar la fisiologia de un microorganismo ensayar
la utilizacion de diferentes medios de cultivos y de forma simuitanea diferentes miveles de
temperatura dentro del intervalo 6ptimo establecido para el crecimiento. Se espera obtener
mejores resultados en cuanto a la velocidad de crecimients del microorganismo con el
aumento de la riqueza del medio empleado y la temperatura adecuada. Se ha observado que
en dependencia del origen de la cepa, B. theobromae presenta variaciones en su temperatura
optima de crecimiento y las caracteristicas del crecimiento (Goas y col., 1961). También se
ha podido apreciar que la complejidad del medio influye marcadamente sobre el crecimiento
del micelio, y por tanto en su velocidad de crecimiento y produccién de biomasa (Webster y
col,, 1970; Peterson, 1976; Gabr y col., 1990).

Considerando las premisas anteriores se realizé un estudio del efecto de la temperatura y
medios de cultivos de la velocidad radial y la densidad de crecimiento en cultivo superficial
de B. theobromae cepa 1 con el objetivo de conocer su fisiologia en medio solido. Debido a
que comunmente en la FMS se ha utilizado como forma de inoculacion las esporas del
microorganismo a emplear, y como la cepa 2434, prmté una esporulacion escasa, se

LN
Cex

decidié continuar con los estudios de fisiologia en medio sélo con la cepa 1.

Para determinar el efecto de la temperatura y el medio de cultivo sobre la densidad de
crecimiento y la velocidad radial de B. theobremae 1 se utilizaron 4 temperaturas 26, 30, 35
y 40°C y 5 medios: Czapek, Czapek (ajustado a pH 5.6), EMA, PDA y un medio de
produccion de AJ (MP) segiin Miersch y col. (1987) y. En la tal?la 6.1 se muestran las VCR
en funcién, de 1a temperatura'y dt; los medios de cultivos ensayados:

- -

B/
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Tabla 6.4. Efecto de la temperatura v el medio de cultivo en las velocidades de crecimiento

radial (VRC).
Medios (*) Temperatura VRC *)
(9] (mm/dis) '
Crapek ®) 26 11.550 A
30 14.048 A
35 14.260 A
40 0 B
26 13.951 A
Czapck (pH 5.6) (A) 30 14.273 A
35 13.985 A
40 0 B
26 13.680 A
EMA © 30 12318 A
35 12.218 A
40 0 B
26 13.835 A
MP (C) 30 10.798 A
35 11.974 A
40 0 B
26 12.972 A
PDA (O 30 12.317 A
35 11.985 A
40 0 B

En la tebla 6.4 en la columna de Medios se puede observar el efecto de los medios de
‘cultivo en la VRC y en la columna de la extrema derecha de forma similar se puede analizar
el efecto de la temperatura sobre la VRC, indicdndose en ambas columnas con letras iguales
las medias sin diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).

Puede apreciarse que a 40° C B. theobromae cepa 1 no presentd crecimiento alguno en
ninguno de los medios utilizados. Para las demas temperaturas y en cada uno de los medios .
no se observaron diferencias significativas en la VRC. Esto significa que’el valor de la VCR

en promedio es similar en el intervalo de 26 a 35° C. Este comportamiento pudiera_
explicarse en base a que esta variable no provoca cambios fisiologicos en el crecimiento a lo
largo de la superficie de la caja, lo cual permite un desarrollo similar del micelio, el radio de

la colonia y por tanto, enla VCR. A 40° C el desarrollo del micelio se hace mulo.

La VRC mostrd niveles entre 10 y 14 mm/dia , lo cual indica que es un hongo de
crecimiento relativamente rapido si lo comparamos con microorganismos de crecimiento

lento, como por ejemplo los hongos ectomicorrizicos. Volke (1995) reporta que Swillus

%)
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granalatus H13, Amanita rubescens H38 y Pisolithus tinctorius P3 mostraron VRC entre
1.60 y 2.90 mm/d, mientras que Gibberella fujikuroi RE11 hongo productor de acido
giberélico mostrd una VRC de 3.367 mm/d a 25° C. Los niveles de VRC obtenidos para B.
theobromae cepa 1 podrianlr&sultar beneficiosos para la producciéon de AJ por FMS,

permitiendo que no se produzcan contaminaciones con otros MiCTOOrganismos.

Respecto al medio de cultivo se observa que hay diferencias significativas en el crecimiento
radial como efecto de esta variable. El medio Czapek y el Czapek (ajustado a 5.6) influyen
de forma significativa en la VCR, siendo ligeramente superior la VRC para el medio Czapek
(ajustado a pH 5.6); mientras que para los medios de EMA; MP y PDA no se observaron
diferencias significativas en el crecimiento radial por efecto del medio (Figura 6.13).
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Figura 6.14. Efecto de la temperatura y el medio-de cultivo en la velocidad
radial del cultivo superficial de B. theobromae cepa 1.
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En la tabla 6.5 en la columna de Medios se puede observar el efecto de los medios de
cultivo sobre la densidad de crecimiento de B. theobromae cepa 1y en la columna de la
extrema derecha de forma similar se puede analizar el efécto de la temperatura sobre la
densidad de crecimiento, indicindose en ambas columnas con letras iguales las medias sin
diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05). La densidad de
crecimiento a 40° C y en todos los medios es nulo. Para 1a demas terﬁperaﬁ;ras y en todos

los medios se observan diferencias significativas para la densidad de crecimiento. En general
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a 32 'y 35° C se obtuvieron la mayores densidades de crecimiento, siendo maxima a 32° C en

todos los casos.

Tabla 6.5. Efecto de teraperatura y el medio de cultivo en la densidad de crecimiento (py)

Medio *) | Temperatura " C) | p, (mg/cm?®)
x
26 1.243 C
Czapek (©) 30 1.632 A
35 1.291 B
40 0 D
26 1.314 B
Czapek (pH 5.6) (C) 30 1.632 A
35 - 1.291 B
40 0 C
26 2.712 C
EMA (A) 30 5418- A
35 3.861 B
40 0 D
26 0.686 C
MP (D) 30 . 1.735 A
35 1.448 B
40 0 D
26 1.850 C
PDA (B) 30 3.675 A
35 3.072 B
40 0 D
(*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de
Tukey (@=0.05)).

L 1e

Para los medios de cultivos ensayados también. existen diferencias significativas en la
densidad de crecimiento debidas al diferente grado de complejidad de los medios de cultivos
ensayados. Pudo notarse que el MP es el mis pobre de los ensayados, le siguen en orden
ascendente el medio Czapek y el medio Czapek (ajustado a pH 5.6) sin diferencias
significativas entre estos, y finalmente, los medios mas ricos para el crecimiemo' de B.

theobromae cepa 1 son PDA y EMA en este orden (ver figura 7.13).
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Figura 6.15. Efecto de la temperatura y el medio de cultivo en la densidad

de crecimiento en el cultivo superficial de B. theobromae cepa 1.
Un analisis de los resultados sobre el efecto de la temperatura en cada medio por separado
de la VRC y la densidad de crecimiento muestra que la velocidad a que se expande la
colonia es similar en promedio a las temperaturas ensayadas (excepto a 40° C), mientras que
para la densidad de crecimiento alcanza un maximo a 32° C. Este comportamiento
posiblemente se deba a que a esta temperatura se favorece una mayor frecuencia de
ramificacion de la hifa, permitiendo de esta forma la produccion de mas biomasa en la misma

area superficial de medio (Righelato, 1975).

El analisis de los resultados obtenidos sobre el efecto que provoca el medio de cultivo en la
VRC y la densidad de crecimiento muestra que existe una relacion inversa entre ambas
variables. La disminucién en la riqueza del medio provoco un aumento de la VRC y un
- disminucion de la densidad de crecimiento. Este comportamiento esencialmemnte pudiera
explicarse en base a que al disminuir la riqueza del medio de cultivo el microorganismo
tiende a desarrollar una menor frecuencia de ramificacion de las hifas a un mayor
crecimiento apical,‘ para pbder-tener acceso a los nutrientes necesarios para su metabolismo,

los cuales se encuentran menos disponibles por estar deficientes en el medio.

Si
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B. Efecto del pH

Se conoce que el pH del medio de cultivo es uno de los factores mas importantes que
influyen sobre el crecimiento de los microorganismos. Es por esta razon que se estudio e
crecimiento de B. theobromae cepa 1 a diferentes valores de pH inicial del medio de cultivo.
Para determinar el efecto del pH sobre la VRC y la densidad de crecimiento se selecciono el
EMA como medio de cultivo y una temperatura de 32° C, debido a que estas fueron ias
mejores condiciones para el crecimiento de B. theobromae 1 determinadas en el epigrafe

anterior. El pH se evalué en un rango de 5 a 10. Los resultados obtenidos se presentan en la

tablas 6.6y 6.7.

Puede observarse que tanto la VRC como la densidad de crecimiento no son
. significativamente diferentes en el rango de pH estudiado. Esto quiere decir que el
crecimiento de este microorganismo no es afectado apreciablemente por el pH del medio de
cultivo para el rango de estudio.

Hewitt y col. .(1971) sefialaron que algunas hongos de la familia Diplodia pueden alterar el
pH tanto en el medio liquido como sélido en el periodo de crecimiento y esporulacion

alterando estos procesos. Esto sugiere que B. theobromae cepa 1 se encuentra adaptado a

condiciones de en un amplio rango de pH sin afectacion del crecimiento del mismo.

Tabla 6.6. Efecto del pH en la velocidades de crecimiento radiales (VRC)

pH VRC (mm/dia)
. -
5.0 13.032 A
5.6 13.048 A
7.0 13.075 A
8.0 13.062 A -
9.0 13.065 ° A
10.0 13.102 A -

(*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de .
acuerdo con la prueba de Tukey (0=0.05))
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Tabla 6.7.. Efecto del pH en la densidad de crecimiento (py)

pH p: (mg/em’) .
50 5573 A
56 5.779 A
7.0 5.890 A
8.0 5.897 A
9.0 5.880 A

10.0 5567 A

(*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la
prucha de Tukey (a=0.05))

Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por Yaguchi y Nakamura (1992)
los cuales encontraron que el efecto del pH del medio en el crecimiento de Lasiodiplodia
theobromae en PDA no fue significativo, mostrando un buen crecimiento en un rango de pH
de 4 a 10. Hewitt y col. (1971) observaron dos maximos de crecimiento en hongos de esta
especie crecidos en PDA, el primero se present6 en un rango de pHentre 4.5y 5, yelotro a

7.1.

CONCLUSIONES . -

De acuerdo a los resultados obtenidos puede decirse que B. theobromae cepa 1 es poco
sensible a cambios de temperatura, ya que no se observan diferencias en el crecimiento por
efecto de esta variable en los medios ensayados. La cepa no presentd crecimiento alguno a

40° C ni en ninguno de los medios ensayados.

En general pudo observarse que al disminuir la riqueza del medio aument6 la VRC de

cultivo, mientras que la densidad de crecimiento disminuy6. Para el medio EMA y a una

temperatura de 32° C se obtiene la mayor densidad de crecimiento de B. theobromae con

respecto a las demas condiciones experimentales ensayadas.

El pH iicial del medio (EMA) y a una temperatura de incubacion de 32° C no influye
significativamente en la densidad de crecimiento y la VRC de crecimiento de B. theobromae

cepa 1 en el rango de pH de S a 10.
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6.4 PRODUCCION DE ACIDO JASMONICO POR FMS

Dada la potencialidad de la FMS para la producciéon de metabolitos secundarios segun se
pudo apreciar en la revision bibﬁogréﬁca, se estudio la produccion de AJ empleando este
tipo de cuhivo, incluyendo los factores nutricionales que afectan la produccion de este tipo
de sustancias: como la concentracion de nutrientes, el tipo de fuente de nitrogeno y la rC/N.

6.4.1 Efecto de la concentracion de los nutrientes del medio de cultivo

En los sistemas para la produccién de proteinas por FMS es frecuente solo el empleo de
sales minerales y agua para balancear el medio de cultivo. Pero la produccion de metabolitos
secundarios requiere la suplementacion de otros compuestos como glucosa, sacarosa, sales,
vitaminas, etc, para estimular el crec miento, la produccion de enzimas, la degradacion de
materiales lignoceluldsicos, la prolongacion de la produccion de metabolitos secundarios,

entre otras (Mudget, 1986).

Los estudios de optimizacion del medio de cultivo mediante técnicas estadisticas permiten la
obtencidn de altos rendimientos y conocer los factores claves, precursores, y los nutrientes
que regulan la produccion de los metabolitos, entre otros. Por ejemplo, en la produccion de
alcoloides en FMS de granos de centeno se identifico a la sacarosa (250 g/1) como uno de
los factores claves, junto con el triptofano (precursor) y el fosfato como nutriente limitante

para obtener una alta produccion (Trejo, 1992).

Se ha podido comprobar que en 1a FMS la concentracion de los nutrientes en el medio puede
incrementarse respecto a las usadas en el cultivo en sumergido, sin que se produzcan
inhibicion por el sustrato, por ejemplo, Barrios y col. (1988) encontraron que la preduccion
de penicilina con Penicillium chrysogenum se ve favorecida por el aumento al doble de las
concer_ztraciones de los nutrientes del rhedi;) de cultivo convencjonal, ;gr_nbiéu estos autores
" sefialaron que es posible con el medio mas rico disminuir los tiempos de produccién de la
penicilina respecto del cultivo liquido. Por lo que decidio estudiar el efecto de la
concentracion de los nutrientes y observar si el aumento de la concentracion de nutrientes
del medio reportado por Miersch y col. (1987) para el cultivo liquido, incrementa la

produccion de AJ por FMS y su productividad.
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El medio mas concentrado empleado es el mismo que se utilizo en los estudios de

produccion de AJ por cultivo liquido. Este medio presento 2.5 veces Ja concentracion de

nitrogeno, 10 veces ia concentracion de fosforo y para las sales el triple de concentracion
con respecto al medio Miersch_segin se detalla en el epigrafe 5.2. Se utilizé la misma
concentracion de sacarosa del medio original, resultando una rC/N de 17. Para la

preparacion de! -uedio de fermentacion se procedio segun se detalla en el epigrafe 5.4.2.

Enla figura 6.15 se presentan las cinéticas de produccion de AJ, el consumo de los azicares
procedentes de la inversién de la sacarosa, el comportamiento de la humedad del soporte y
el pH de B. theobromae cepa 1 para los medios Miersch y Miersch modificado.
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Figura 6.16. Cinéticas de produccion de AJ (3), consumo de glucosa
(Gluc). y fructosa (Fruc) (b), comportamientos de la humedad del soporte
(c) y pH 'del medio (d) con B. theobromae cepa 1 y para los medios
ensayado‘s Medio Miersch (MM) (®), Medio Modificado (MMod) (m)
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Puede notarse que para el medio modificado se sintetizo el AJ, mientras que para el medio
Miersch no ocurri6 la sintesis del metabolito. La produccion de AJ en el medio modificado
co™2nzd aproximadamente a los siete dias de fermentacion y se hizo maxima a los 12.5 dias,
donde se alcanzo una concentracion del orden de los 24 mgAJ/g de materia seca (MS) para
posteriormente disminuir hasta 0, debido posiblemente a que es consumido por el hongo ya
que el medio esta limitado en nutrientes y posiblemente se encuentre en fase de lisis celular.
También es notable que la produccion maxima de AJ por FMS se alcanzo mas rapidamente

que la obtenida por cultivo liquido (ver epigrafe 6.2.1).

La sacarosa es invertida por el hongo a sus mon6émeros correspondientes, y son rapidamente
consumidos hasta los 5 dias para el medio modificado y a los siete dias para el medio
Miersch, a partir de estos tiempos los azicares se encontraron agotados. Para los dos
m:Yos la fructosa es consumida mas rapidamente que la glucosa, a diferencia de lo

observado en el cultivo liquido donde ocurre un comportamiento inverso.

Se puede observar que la humedad inicial del soporte en las dos variantes en estudio se
incrementa ligeramente al tercer dia de fermentacién de 75 % hasta 77.6 % para el medio
modificado y 76.4 % para el medio Miersch, lo cual es debido a la actividad metabolica del
microorganismo, a partir del quinto dia la humedad se mantuvo constante en ambas
variantes y en alrededor del 75 % para el medio modificado con un ligero incremento en el

dia 12, y en 74 % para el medio Miersch

En cuanto al pH del medio puede notarse que ésta vanable se increment6 rapidamente en las
en los dos medios ensayados de 5.5 hasta llegar a estar por encima de 9, para la variante con
el medio modificado se alcanzé mas rapidamente este valor y seguidamente se mantuvo

constante. El pH del medio modificago disminuye lvigef'ame‘nte a partir del dia diez de ‘
fermentacién y se restablece al dia trece. Esta disminucién del pH puede asociarse a la
acumulacion de AJ en el medio, pues coincide en el tiempo con la ‘mzi;dma‘produccién del
metabolito. El pH para ambas variantes alcanzo niveles mayores comparados con los

obtenidos en el cultivo liquido, en los cuales en ningiin caso rebaso el pH de 9.




la hiteratura para el cultivo en medio liquido. La produccion de AJ ocurrié al los 12.5 dias de

la fermentacion con un titulo de 24 mg/gMS y a pH alcalino.

La produccion de AJ por FMS mostro rasgos caracteristicos que la diferencian del cultivo
liquido en cuanto a que se consume primero la fructosa que la glucosa, el pH final alcanzo
un valor por encima de 9 y que en condiciones semejantes de medio de cultivo y ambien:ales

la produccion maxima del metabolito ocurrio mas rapidamente mendiante la FMS.

6.4.2 Efecto del tipo de fuente de nitrogeno

Los estudios del efecto del pH sobre Ia VRC y la densidad de crecimiento de B. theobromae
cepa | pudieron confimar que el pH del medio no tiene una influencia significativa en el
crecimiento de este hongo. Pero no se conoce exactamente la influencia de! pH en la
produccién del AJ, y como la cinética de produccion de AJ del experimento anterior se
desarroll6 a pH por encima de 9, se decidio evaluar otra fuente alternativa de nitrogeno, que
posibilitara reducir el pH del medio. En este caso se selecciond como fuente alternativa de
nitrogeno al sulfato de amonio y como control el nitrato de sodio, manteniendo la misma
concentracion de nitrégeno en el medio. En la figura 6.16 se presentan las variaciones del
pH, las cinéticas de consumo de los azicares y produccion del AJ para B. theobromae cepa
I, manteniendo las demas condiciones experimentales constantes. El pH para el medio que
contiene sulfato de amonio comenzé a disminuir rapidamente a partir del primer dia de
fermentacion hasta un valor aproximado de 3, manteniéndose este pH durante todo el
tiempo que se desarroll6 el experimento. Este comportamiento posiblemente se deba al echo
de que a partir de las primeras horas y producto del consumo del nitrégeno, se genera una
- hidsolisis acida de la sal, a partir de los iones sulfatos, produciéndose un medio acido. Por
otro lédo, en el medio que contiene el control de nitrato de sodio, se comportd de forma

muy similar al experimento anterior.
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Figura 6.17. Comportamiento del pH (a), cinéticas .del consumo de
azicares (b) y produccién de AJ (¢) con B. theobromae cepa 1 por FMS
empleando sulfato de amonio (@) y nitrato de sodio (M) como fuentes de
nitrogeno.
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Respecto al consumo de los azicares, puede observarse el efecto adverso del pH en el caso
del medio que contiene sulfato de amonio, pues los azicares se agotan al dia ocho, mientras
que en el medio control se agotan aproximadamente al i2rcer dia de fermentacion. También

se pudo apreciar que el medio con el sulfato se consume primero la glucosa que la fructosa..

Podemos asumir que el crecimiento del hongo, en condiciones de acidez se inhibio al ocurrir

un retardo en el consumo de los azicares.

La produccion del AJ fue afectada también por el efecto del pH, segun se aprecia en la
figura 7.15.D, donde no hay produccidn para el medio que contiene sulfato de amonio. Para
el medio control se produjo una concentracion del orden de los 18 mg/gMS de AJ al dia 14

de fermentacion, pasados dos dias mas la produccién del metabolito fue nula.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la produccion de AJ por fermetancion en
medio liquido con B. theobromae 2434, cuando se evalud el efecto de la fuente de nitrogeno

en la produccion de este metabolito (epigrafe 6.2.7)

CONCLUSIONES

Los resultados de este experimento permiten concluir que la produccion de AJ se ve
afectada severamente por el pH y el tipo de fuente de nitrogeno utilizada para la
fermentacion. La produccién de AJ se favorecié a pH por encima de 9, y en presencia de

sales nitrogenadas que aporten una hidrolisis alcalina al medio.

El pH generado en el medio con sulfato de amonio también afect6 la velocidad con que se
consume los azucares, por lo que se puede asumir que también se afecto el crecimiento de B.

-

theobromae cepa 1. .
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6.4.3 Efecto de la relacion C/N

Como se vio en el epigrafe 6.2.1 la rC/N influye apreciablemente en la produccion de AJ con
B. theabromae en medio liquido, ys que de la rC/N ensayadas, con la de 17, se obtuvo la
mayor produccion de AJ. Por esta razon decidimos estudiar el efecto de esta variable en la

produccion de este metabolito por FMS. o

Este experimento se desarrollé utilizando rC/N de 17, 35 y 70, manteniedo la concentracion
de carbono inicial constante y variando la concentracion de nitrégeno del nitrato de sodio,
de forma similar al experimento del efecto de la rC/N en la producciéon de AJ en medio

liquido, y todas las demas condicionies de la FMS constantes.

En Ia figura 6.17 se presentan las cinéticas de produccion de AJ, el consumo de aziicares y

el comportamiento del pH para las 'iferentes rC/N ensayadas.

Respecto a la produccién de AJ puede observarse que se producen 18.4 mg de AJ/gMS en
la variante con rC/N 17 a los 14 dias de fermentacién, disminuyendo esta concentracion
hasta el dia 16, donde la produccion fue nula. En las demas variantes no se detecto la

presencia de este metabolito.

100



Resultados v discusion

()
25
2 g0
= s
nm T
23
OEIO"'
< E o
ol—-&—!—l—l—i—l
0O 2 4 6 8 10 12 14 16
tiempo (d)
(®)
25 + X
gao) |
Q-GIS‘ X
3 =
O\:glo—r
< E ;
) e o F B EE ]
0o 2 4 6 8 10 12 14 16
tiempo (d)
©)
25Tx~x

a8
-+

AJ, Gluc, Fruc
(mg/gMS), pH
w o

0 -4 —-—l—:---ir!i—
0 2 4 6 8 10 12 14 167
tiempo (d)

Figura 6.18. Cinéticas del produccion de AJ (®), wnsuﬁo de glucosa
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Puede verse como la limitacion en nitrogeno en el medio, provocé un comportamiento
diferente en cuanto a la velocidad con que son consumidos los azicares, asi por ejemplo, los
azucares de la rC/N 17 se agotan al segundo dia de fermentacion, mientras que para la rC/N
35, esto ocurre al cuarto dia, por ultimo para la rC/N 70 los aziicares se agotan al 6 dia de

fermentacion. Es evidente a que a medida que aumenta la rC/N la velocidad con que se

consumen los azicares se hace menor.

Respecto al pH puede observarse también un comportamiento diferente para las variantes en
estudio, pues el valor de esta variable se incrementa hasta valores aproximados de 7 para la
rC/N 70, a 8 parala rC/N 35y para la rC/N 17 llegan a estar por encima de 9, disminuyendo
ligeramente su valor entre el dia 14 y 16 de fermentacion, posiblemente asociado a la

acumulacion de AJ en el medio.

En la figura 6.18 se presentan las curvas de velocidad de produccion de bidéxido de carbono

(mg/h.gMSI) en funcidn del tiempo para las rC/N ernsayadas.

Puede observarse en todas las variantes una primera etapa donde la velocidad de produccién
del bioxido de carbono es cero, ésta etapa se asocia a la fase lag o de adaptacion del
microorganismo al nuevo medio. Esta fase ocurre aproximadamente por un dia para las rC/N

17y 70, mientras que para la rC/N 35 dura 1.5 dias.

La veloadad de produccion de bidxido de carbono se incrementa rapidamente y
exponencialmente hasta que se hace maxima al segundo dia para la rC/N 17 con un valor de
aproximado de 2.9 mg/h.g MSI y al tercer dia para la rC/N 35y 70 con valores de 2.3 y 1.3
mg/h.g MSI. Esta segunda fase se asocia al crecimiento rapido del hongo. Posteriormente la
velocidad disminuye en todas las variantes: para la rC/N 17 ocurre hasta el cuarto dia de
fermentacion, a partir del cual la velocidad se mantiene practicamente constante hasta el dia
17. Esta etapa se asocia a la fase estacionaria del crecimiento, que es donde se produce la
acumulacion del AJ pasado este tiempo la velocidad llega a cero coincidiendo con la fase de
lisis ceh;lar. Para las demas variantes la velocidad disminuye y llega a cero a los 10 y 13 dias
para la rC/N 35 y 70, respectivamente, cabe destacar que no se aprecio el desarrollo de la
fase estacionaria como en el caso anterior, lo cual podria explicar que no produjera el

metabolito en estas variantes.
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Figura 6.19. Efecto de la rC/N en la produccion de biéxido de carbono
para las rC/N ensayadas con B. theobromae cepa 1y por FMS.

CONCLUSIONES

La rC/N también tiene una influencia marcada en la produccion de AJ por FMS con B.
theobromae cepa 1, pues el metabolito solo se produjo en la variante con rC/N 17, en las

demas no se detecto la presencia del mismo.
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La limitacion en nitrogeno en el medio de cultivo provoco una disminucion en la velocidad

con que se consumen los azicares en el medio.

La curvas de velocidad de produccion de bioxido de carbono en funcion del tiempo
mostraron que la duracion de la fase estacionaria de la variante con una rC/N 17 fue mayor
que la alcanzada para las variantes con rC/N 35 y 70, lo cual podria explicar porque no se
produce el AJ en la variante en las variantes con rC/N 35y 70.



7. CONCLUSIONES GENERALES

# Las cepas que presentaron mavor capacidad para producir AJ por cultivo liquido en

cuanto a los rendimientos Yx/s, Yp/s v la productividad fueron: la 2434 vla .

®La rC/N influyé marcadamente en la produccion de AJ en tanto se favorecio a la rC/N
17 en cuanto a la produccion especifica y la productividad. Mientras que a la rC/N se

favorecio la produccion de glicerol y la acumulacion de acido citrico.

¢ Se mejord la productividad del AJ al emplear la inoculacion con micelio de B.
theobroame cepa 1, respecto « la inoculacién con esporas en 1.7 veces. pues se redujo
considerablemente la el tiempo en que se alcanza la fase estacionana, que es dondc se

‘acumula el metabolito.

® La adicion de extracto de levadura al medio de cultivo en la produccion de AJ con B.
theobromae cepa 1, también provoco un aumento de la productividad en 1.3 veces
respecto del medio control sin extracto de levadura, posiblemente por el aporte de

vitamimnas y cofactores que favorecen el metabolismo para la produccion del metabolito.

—

# La mejor temperatura para la produccion de AJ de las cepas 1y 2434 fue de 30° C.

-

’

® La agitacion a las velocidades ensayadas de 50, 100 y 150 rpm provocaron un efecto
negativo en la sintesis del AJ con B. theobromae 2434 ya que se redujo apreciablemente

la produccion.

® Los mejores sustratos respecto del control (sacarosa) para la produccion de AJ con B.
theobroame cepa 2434 fueron la glucosa y fructosa Mientras que para la fuente de

nitrogeno ninguna de las ensayadas demostro ser superior al control de nitrato de soxdio



® La cepa | presento una esporulacion maxima entre las 45 y 48 horas con un titulo de
2.25%10” esp/ml, mientras que para la cepa 2434 la esporulacion fue escasa, pues se
alcanz6 un titulo de % “0x105 esp/ml a las cien horas de fermentacion en medio EMA y a
32°C. -

® La VRC se vio afectada por la composicion del medio de cultivo, mientras que la
temperatura no afectdo de manera significativa esta variable. Para la densidad de
crecimiento, el medio compuesto por EMA y a una temperatura a 32° C se obtuvo la
mayor densidad de crecimiento. El pH inicial del medio no influye significativamente en

la VRC y la densidad de crecimiento. .

©® Se demostrd que es necesario el uso de medios mas concentrados para obtener el AJ
por FMS que el reportado en la literatura para la produccion de este metabolito por
cultivo liquido. Se alcanzé una produccion maxima de 20 mgAJ/gMS con el medio mas

concentrado, mientras con el medio reportado por la literatura la produccion fue nula.

® La produccion de AJ por FMS también es afectada por la pH del medio generado por
la hidrolisis de las sales utilizadas. Al emplear sulfato de amonio la sintesis de AJ no
ocurno pues se alcanzd un pH de 3, mientras que para.el conirol se alcanzo una
produccion maxima de 18 mg AJ/gMS, el pH se mantuvo por encima de 9 durante el

desarrollo de la fermentacion.

’

¢ La rC/N también influyé marcadamente en la produccion de AJ por FMS pues la
sintesis de este metabolito ocurrid a la rC/N 17 hasta una concentracion de 18.4
mgAJ/gMS, mientras que para las rC/N 35 y 70 no se detecto la presencia de este

metabolito.
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Glosario

9. GLOSARIO

¢ Agricultura sostenible: arte de cultivar la tierra empleando procedimientos artesanales y la
aplicacion de biofertilizantes y microorganismos beneficiosos al suelo como son la rotacion
de los cultivos, el empleo de abonos verdes, estiércol, compostas, vermicomposta, la
aplicacion de fitohormonas, biopesticidas y inoculantes biologicos tales como el Bacillus
thuringiensis, Beauveria bassiana, Azospirillum sp, Rhizobium sp, Azotobacter sp, hongos
MICOITiZICOS, entre otros.

¢ Anteras: parte del estambre de la flor que consiste de uno o dos sacos polinicos y una
capa conectiva entre ellos los cuales llevan el polen.

¢ Carbono Optico activo: atomo de carbono que posee cuatro grupos diferentes en la
molécula, causando la rotacion del plano de la luz polarizada.

o Callos: cicatriz de una lesion en el tallo o raiz de ciertas plantas vasculares.

¢ Carotenoides: son pigmentos que acompafian a la clorofila y que absorben luz en parte del
espectro en donde la clorofila no lo hace bien.

¢ Ciclos biogeoquimicos: es el movimiento de los elementos quimicos, mcluidos todos los
elementos iniciales del protoplasma de los organismos vivos, que propenden en la biosfera
por wvias caracteristicas, del ambiente al organismo y de éstos otra vez al ambiente.

¢ Conidiéforo: hifa especializada o prolongacién del talo que soporta a las conidias.

¢ Conidias: son formas de reproduccion asexuada que tienen su ormgen n estructuras
especializadas como el conidioforo, esterigma, esporangioforo, vesicula, entre otras. Se
dividen en microconidias y macroconidias; las primeras son unicelulares y las segundas
pluricelulares, polimorfas y de mayor tamafio que las anteriores.

¢ P-oxidacion: degradacion de los acidos grasos por oxidacién hasta rendir acetil-CoA, por
oxadaciones sucesivas en el atomo de carbono B.

¢ Brotes: colectivamente, el tallo y las hojas de una planta.
¢ Duastereoisomeros: un par de estereoisomeros originados por un segundo atomo de
carbono asimétrico en cada uno de los isdbmeros dél primer atomo de carbono asimétrico.

¢ Estromas: (del griegro stroma: lecho, alfombra, colchon, almohadilla) masa compacta de
hifas- somaticas, constituida de plecténquima (prosénquima, seudofranrénquima o ambos),
sobre la cual o dentro de la cual se producen cominmente hifas fértiles que generan 6rganos
reproductores.



¢ Enantiomeros isomeros cuyas estructuras son entre si como imagenes especulares no
superponibles.

o Enol: es una estructura con un grupo hidroxilo unido a un doble enlance (donde en: por el
atomo de carbono y al ol por el grupo alcohol).

¢ Estereoselectividad: es la reaccion que se produce predominantemente en uno de los
enantiomeros de un posible par, o en un diasteroisomero de una mezcla de ellos.

¢ Fitohormona: es un compuesto organico, producto del metabolismo de plantas superiores,
sintetizado en una parte de una planta y trasladado a otro parte de la misma, donde en
pequefias concentraciones este causa una respuesta fisiologica.

¢ Hidroboracion-oxidacion: es un proceso que se desarrolla primeramente por la reaccién
de un alqueno con el diborano para adicionarse al doble enlance un atomo de hidrogeno y un
atomo de boro y posteriormente la oxidacion con peroxido de hidrégeno en medio alcalino
para dar lugar un alcohol, por la introduccion de un grupo hidroxilo en la posicion donde se
encontraba el atomo de boro.

¢ Isomeros cis y trans: en los isoméros cis los grupos unidos a un doble enlance de la
molécula estan del mismo lado, mientras que en los isdmeros trans los grupos se encuentran

Opuestos.

¢ Meristemo. region embnidnica (en division constante) de células que permiten el
crecimiento de las plantas durante toda su vida.

¢ Micornza: asociacion simbidtica de un hongo con las raices de una planta superior.

¢ Microtubulos: son pequefias hebras o tubos del citoplasma de los eucariotes, siendo su
diametro del orden de los 250 A y su longitud indeterminada, algunas veces de varias micras.

¢ Odorifico: que tiene olor o fragancia.

¢ Picnudios: son cuerpos fructiferos asexuales, huecos y pueden estar cubiertos de
conidioforos.

¢ Polen la masa de gametofitos masculinos jovenes (granos de polen) de una planta, con
semilla, en el estado que se encuentran al ser liberado de la antera.

¢ Pulvinilo: son organos especiales los cuales contienen células diferentes a las ordinanias
que se encuentran en la base de las hojas y los foliolos de leguminosas y otras plantas.

¢ Regulador del crecimiento vegeral: son sustancias organicas que en pequeias
concentraciones provoca un efecto fisiologico en las plantas, ya sea inhibicion o estimulo de
alguna funcion.



¢ Regulador del crecimiento vegetal exdgenos: son compuestos sintetizados, o bien
producidos por otros organismos diferentes a las plantas.

¢ Rizosfera: region del suelo expuesta a la influencia de las raices y caracterizada por tener
una zona de intensa actividad microbiologica.

¢ Senescencia: es la fase de crecimiento celular que se extiende desde la madurez completa
hasta la muerte, y se caracteriza por una acumulacion de productos metabélicos y una
perdida en el peso seco, especialmente en las hojas y frutos. Otro evento propio de la
senescencia es el amarillamiento de hojas.

¢ Yemas: son cuerpos reproductores vegetativos que se desarrollan por division celular
mititica a partir de una célula superficial.




