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RESUMEN

Los hongos entomopatdégenos permiten el control de los insectos que son plagas de cultivos
de importancia econdmica, asi como de insectos vectores de enfermedades de salud publica
en humanos y animales de cria, de una manera ecolégica, segura y econémicamente viable.
El potencial patégeno de estos hongos esta dado por un conjunto de factores, entre los que
se encuentra la velocidad de germinacion, la produccion de enzimas hidroliticas
degradadoras de la cuticula de los insectos, la velocidad de crecimiento y la produccion de

toxinas en el hemocele, entre otros.

En este trabajo se evaluaron los fenotipos presentados por dos cepas de Beauveria bassiana
(Ascomycota: Hypocreales), una cepa silvestre y la cepa mutante derivada de ésta,
resistente al compuesto toxico 2-desoxiglucosa. Se realizaron cultivos en cajas de Petri para
evaluar las diferencias en la germinacion, el crecimiento y la esporulacion. También, se
realizaron cultivos en medio sélido para estudiar las diferencias en la respirometria y en la
produccion de enzimas proteasas y hexosaminidasas. Finalmente, se evalud la accion letal

de ambas cepas sobre cultivos de larvas y adultos del cole6ptero Tenebrio molitor.

Se observé que en condiciones de cultivo en medio soélido, las dos cepas presentaron un
patrén respiratorio con dos fases bien definidas en todos los medios de cultivo estudiados:
una de aumento exponencial y otra, de decaimiento exponencial, cada una con sus tasas
especificas de respiracion. La transicion entre las dos fases fue abrupta y en el medio que
contenia cuticula de chapulin, coincidié con el pico de la produccion de proteasas (~50 h),
ademas, la produccion de hexosaminidasas se observé en una etapa posterior (~70 h)

durante la fase final de su crecimiento.

Por otra parte, las dos cepas presentaron diferencias respiratorias importantes, como fue la
mayor tasa residual de respiracion de la cepa mutante (15 a 33%) con respecto a la silvestre
en los medios que contenian fragmentos de exoesqueletos de chapulin y salvado de trigo.
Ademas, la cepa mutante presentd dificultad en el uso de las fuentes nutricionales como la
glucosa, la quitina coloidal y el sulfato de amonio, lo cual se evidencié por valores de tasa
respiratoria en el punto de transicién, rX,, 38 a 56% menores, comparados con la cepa

silvestre.
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Asimismo, la resistencia a la 2-desoxiglucosa conferida por la mutacién aqui estudiada,
parecié estar ligada a una capacidad disminuida del uso de la glucosa, alter6 la produccién
y/o excrecion de las enzimas quitinoliticas pero no la actividad proteolitica. En el medio con
quitina coloidal, glucosa y nitrato de sodio, la cepa mutante mostré el doble del rendimiento
enzima: biomasa que en el medio con quitina coloidal, y contrario al comportamiento de la
cepa silvestre. Esta observacion estd de acuerdo con la accion pleiotropica de este tipo de
mutaciones. A pesar de dichas diferencias fenotipicas, la virulencia de las dos cepas fue

practicamente la misma, tanto con larvas como adultos de Tenebrio molitor.

En el estudio de las secuencias de proteinas de los extractos de B. bassiana crecidas en
medio sélido sobre cuticula de chapulin, se encontré una proteina tirosina fosfatasa no
reportada en las bases de datos para este hongo, ademas de la expresiébn en CMS de las
enzimas proteoliticas y quitinoliticas ya reportadas para este HE, pero en condiciones de

cultivos sumergidos.

En cuanto al estudio comparativo de virulencia sobre larvas y adultos de T. molitor, las
primeras resultaron mucho mas resistentes que los adultos y el medio de dextrosa
Sabouraud fue mas efectivo como productor de esporas infectivas que los otros medios mas
complejos, que contenian como fuentes de carbono y nitrégeno quitina coloidal, cuticula de

chapulin y salvado de trigo.

En conclusion: se propone que el estudio de la fisiologia de la respiracion, ligada a la sintesis
de enzimas proteasas, durante la infecciébn de B. bassiana puede ser un indicador de los
cambios metabdlicos y enzimaticos que influyen sobre su virulencia. Ademas, podria ser una
metodologia auxiliar para la seleccion y produccion de estos organismos utiles para el control

bioldgico.
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi allow in a green, safe and economically viable way, the control of
the insects that are pests of crops with economical importance, as well as insects that are
vectors of public health diseases in humans and livestock. The pathogenic potential of these
fungi is given by a number of factors, such as the rate of germination, production of cuticle

degrading enzymes, the growth rate and toxins production in the hemocele, among others.

In this work, we assessed the phenotypes presented by two strains of Beauveria bassiana
(Ascomycota: Hypocreales), a mutant type strain resistant to the toxic compound 2-
deoxyglucose and the wild type strain from which it derived. Cultures were performed in Petri
dishes to assess the differences in germination, growth and sporulation. In addition, solid
state cultures were conducted in order to analyze the differences in respirometry and
production of proteases and hexosaminidases. Finally, we evaluated the lethal action of both
strains on larvae and adults of the beetle Tenebrio molitor.

It was observed from the solid state cultures that both strains showed a respiratory pattern
with two well-defined phases in all the culture media studied: an exponential increase
followed by an exponential decay, each one with its specific breathing rate. The transition
between the two phases was abrupt, corresponded to the time t,, which coincided with the
peak of proteases production (~ 50 h) in the medium that contained grasshopper
exoskeletons; as far as the hexosaminidases production is concerned, this was observed at a
later stage (~ 70 h) during the final phase of its growth. Moreover, both strains showed
respiratory significant differences, for instance, the mutant strain showed higher residual
respiration rate, »’X,, in the media containing fragments of grasshopper exoskeletons and
wheat bran (15 to 33%) than the wild type strain. Furthermore, the mutant type strain had
difficulty using simple sources as glucose, colloidal chitin and ammonium sulphate, which
was evidenced by lower values of respiratory rate at the transition point rX,, (38 to 56%),

compared to the wild type strain.

In addition, the resistance to 2-deoxyglucose seemed to be linked to a diminished capacity in
the use of glucose, and an alteration of the production and/or excretion of the chitinolytic
enzymes, but the proteolytic activity was not altered. For the mutant type strain, in the

medium with colloidal chitin, glucose and sodium nitrate, the yield enzyme: biomass was
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twice of that observed in the medium that contained colloidal chitin, having an opposite
behavior to the observed in the wild type strain. This analysis is consistent with the pleiotropic
action of this kind of mutations. Despite these phenotypic differences, the virulence of both

strains was virtually the same either on larvae or adults of Tenebrio molitor.

The study of the protein sequences in the extracts of B. bassiana grown on solid state culture
on the grasshopper exoskeletons, showed the presence of a tyrosine phosphatase, which
has not been reported in the databases for this fungus, as well as the expression in solid
state conditions of chitinolytic and proteolytic enzymes, that have already been reported for

this entomopathongenic fungi but in submerged cultures.

For the comparative study of virulence on larvae and adults of T. molitor, larvae showed to be
much more resistant than adults; furthermore, Sabouraud dextrose medium was more
effective as a producer of infective spores than others more complex media containing as

carbon and nitrogen sources colloidal chitin, grasshoppers cuticle and wheat bran.

In conclusion, it is proposed that the study of the physiology of respiration, linked to the
synthesis of protease enzymes, during the infection of B. bassiana may be an indicator of
metabolic and enzymatic changes that influence on its virulence. In addition, this study could
be considered as an auxiliary method for the selection and production of these useful

organisms for biological control.
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1. INTRODUCCION

Los cambios que llevaron a la humanidad a desarrollar la tecnologia de los alimentos,
ocasionaron alteraciones en la ecologia de los insectos, debido a la modificacién del espacio
y a la reduccién de la biodiversidad, hasta convertirse en una confrontacién entre insectos
plaga y humanos por un bien preciado: los cultivos. Ademas, en algunos paises en
desarrollo, los insectos son un problema de salud publica, por ser vectores de pardsitos y

virus que afectan tanto a humanos como a animales de cria.

Entre las opciones de control biol6gico para mantener el equilibrio entre las especies
benéficas y las plagas, los hongos entomopatdégenos ofrecen ventajas sobre los virus,
bacterias y protozoarios, lo que los hace interesantes para su explotacion comercial, debido
al aumento gradual pero constante de la demanda de productos comerciales basados en los
mismos. Por otra parte, es de notar la importancia del CB en paises como México, ya que la
agricultura es principal renglén econémico de los paises latinoamericanos, sobre todo en la
condicion actual de la internacionalizacion de la economia, y debido a los paises

compradores establecen barreras de tipo sanitario a los productos de origen agricola.

Los insecticidas de origen bioldgico le dan valor agregado a los productos haciéndolos
ventajosos en los controles de calidad, al ser aceptados mundialmente por ser cosechas
libres de residuos téxicos (van Lenteren, 2006). A pesar de todos los atributos que presenta
el CB como ciencia y con base en la revision de la bibliografia, se puede afirmar que es un
campo aun sub-explotado, debido a la falta de conocimiento de algunos aspectos biolégicos
y tecnoldgicos implicados, que pudieran permitir la introduccion de tecnologias compatibles

como la investigacion biotecnolégica.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno ampliamente utilizado en todo el mundo y
contra diversas plagas de cultivos. En este trabajo se evaluaron los fenotipos de dos cepas
de Beauveria bassiana, una cepa silvestre y una cepa mutante derivada de ésta, resistente
al compuesto toxico 2-desoxiglucosa. Este tipo de mutacion no ha sido evaluada en hongos
entomopatodgenos, pero segun la bibliografia podria afectar la produccion y liberacion de las

enzimas y la morfometria de crecimiento.

El presente documento se divide en diez apartados, donde se destacan 3 secciones, la

primera es el antecedente bibliografico y alcance de la tesis, en la segunda los resultados
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obtenidos y la discusion de los mismos y en la tercera seccion, se presentan las
conclusiones y perspectivas.

La primera seccién comprende la revision bibliografica donde se detalla todo lo relacionado
con el control biolégico, las caracteristicas de Beauveria bassiana, los factores de virulencia
de los hongos entomopatégenos, especialmente las enzimas proteasas y hexosaminidasas,
las propiedades generales de los insectos y de las interacciones hospedero-hongo, las
caracteristicas de crecimiento de los hongos filamentosos en medio solido y superficial,

ademas de los modelos que han sido utilizados para su estudio.

Posteriormente, en el alcance de la tesis se presenta el antecedente directo de la tesis, la
mutacién de la cepa silvestre para obtener la cepa resistente a 2 desoxiglucosa, asi como la
hipétesis, y los objetivos. En materiales y métodos se describen las metodologias empleadas
en la caracterizacion y comparacién de los fenotipos de las dos cepas en cultivo en medio

sélido, en cultivo superficial y los bioensayos sobre el insecto modelo Tenebrio molitor.

En la segunda seccidn se presentan los resultados obtenidos y discusion, los cuales se
dividieron en cuatro capitulos, en los capitulos 5 y 6 se compararon las dos cepas en
términos del efecto de diversos sustratos sobre la actividad quitinolitica y proteolitica en
medio sélido, ademas que en el capitulo 6 se propone el modelo doble exponencial para el
crecimiento de Beauveria bassiana en medio sélido sobre diversos sustratos y se presentan
las proteinas secuenciadas obtenidas en CMS sobre cuticula de chapulin. En el capitulo 7 se
presentan los resultados de la evaluacién de las cepas en cultivo superficial sobre caja de
Petri respecto a los parametros de la germinacion, la aplicacién del modelo de crecimiento
para hongos filamentosos y la esporulacion. Por dltimo, la evaluacion de la virulencia de
estas cepas sobre las larvas y los escarabajos de Tenebrio molitor con esporas provenientes
de diversos medios de cultivos y las esporas provenientes de un repase por larvas de

Tenebrio molitor, se presentan en el capitulo 8.

Finalmente, en la tercera seccion, se presenta el resumen de los resultados, las
conclusiones y las perspectivas que se derivaron de todos los analisis realizados en el

capitulo 9 'y posteriormente las referencias bibliograficas y los anexos.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

El primer reporte de un patégeno del género Cordyceps, que se desarrollaba sobre un
Lepidoptero de la familia Noctuidae lo realizd6 Reaumur, en 1726 (Vergara, 2000).
Posteriormente, en 1836, Agostino Bassi descubrié que la enfermedad de la muscardina
blanca en el gusano de seda era causada por un hongo, posteriormente llamado Beauveria
bassiana Balsamo (Vuillemin) y elucidd por primera vez la etiologia de una enfermedad
contagiosa en insectos (Gillespie y Claydon, 1989).

A partir de 1974 se inici6 el uso de los HE como ACB (Lord, 2005). (Lord, 1950), sin
embargo, el CB fue relegado completamente, al descubrirse los insecticidas quimicos, al
punto de revolucionar la produccion agricola de la época. Hasta que, debido a los hallazgos
de los dafios causados por dichos insecticidas quimicos, hacia 1970 se iniciaron diversas
propuestas en contra de su uso indiscriminado, asi como la busqueda de alternativas, por lo

cual se regreso al uso del CB (Kunimi, 2007).

Hacia 1985, se report6 el desarrollo de la resistencia a Bacillus thuringiensis por la plaga
Plodia interpunctella Hubner (Lepidoptera: Pyralidae) (Lord, 2005). Ademas que para el afio
1996, se habian reportado mas de 600 especies de artrépodos que habian desarrollado
resistencia hacia los insecticidas quimicos, lo cual es un problema creciente (van Lenteren,
2006), al punto que los dafios ocasionados por plagas de cultivos ascendieron a entre $30
mil y $50 mil millones de dolares anuales en el 2003, segun un estudio de alcance mundial
(Chet y Chernin, 2002). En México no hay una cifra exacta del dafio que causan los insectos
en los cultivos, sin embargo en 1972 el dafio ascendio al 15% de perdidas en el pais
(Cervantes y col., 2003) y en 1974 las pérdidas se estimaban en 10000 millones de pesos al

ano.

Con base en lo anterior, el control bioldgico se ha convertido en una prioridad de la
investigacion, en respuesta a la necesidad de ejercer medidas de regulacion mas seguras,
ambientalmente amistosas, que promuevan agro-ecosistemas sostenibles y que permitan
obtener productos con valor agregado haciéndolos atractivos en relacion a los controles de
calidad para la comercializacion, destacando que se trata de productos libres de residuos

toxicos.
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2.1Control biolégico (CB)

La Agricultura es fundamental para la humanidad, la sustentabilidad agricola se refiere a la
manera de mantener la produccion y la calidad de las cosechas, reduciendo los dafios
potenciales a la salud publica y ambiental, asi como la dependencia de los insecticidas
quimicos. Todo esto mediante estrategias que incluyen el uso de agentes de control

biolégico (ACB) y el manejo adecuado de la biodiversidad (Candas y Bulla, 2002).

2.1.1 Agricultura organica

La agricultura organica, segun el censo mundial de granjas agricolas, en el 2007 constituia el
0.7% del total de la agricultura. Segun este censo, México poseia la mayor cantidad de
granjas de agricultura organica en el mundo, con casi 90000; ademas de ser el primer
productor de frutales (25000 has) y de café organico (160000 has) (Willer y Minou, 2007). La
principal produccién de este tipo en México, se presenta en reservas de Chiapas, region
marginada, donde la agricultura organica es una actividad viable para sus posibilidades de

produccion agricola, y esta creciendo a una tasa de 45% anual (Lotter, 2005).

El mercado global de productos organicos ha aumentado en 43% de 2002 a 2005, los
mercados de Estados Unidos y Europa tienen una elevada demanda de estos productos,
considerandose un excelente nicho de oportunidad para los productos organicos
provenientes de Latinoamérica. En México el 98% de la produccion certificada es para
exportacion (Willer y Minou, 2007).

2.1.2 Manejo integrado de plagas (MIP) vy control biolégico (CB)

El manejo integrado de plagas es un método de control que integra un conjunto de
estrategias confiables desde el punto de vista ecolégico, econémico y toxicol6gico, con
énfasis en el empleo de elementos naturales de regulacion, manteniendo una relacion costo-
efecto equilibrada (Gallegos, 2004), incluye el uso de insecticidas quimicos y biolégicos (van
Lenteren, 2006) y requiere del conocimiento de la ecologia, la biologia de la plaga y del
cultivo, ademas de la apropiada integracion de la informacion (Pedigo, 1996; van Lenteren,
2006).
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El control biolégico emplea los enemigos naturales de las plagas de los cultivos con el fin de
aumentar el valor agregado de las cosechas y de reducir la contaminacion ambiental
originada por el uso indiscriminado de los agentes quimicos (Monzén, 2001). Existen mas de
2000 microorganismos naturales con potencial de ser parte de un programa de control
biol6gico. Entre los agentes entomopatdgenos se encuentran por lo menos, 100 especies de
bacterias, 1000 especies de virus, 300 especies de protozoarios y 750 especies de hongos
(Monzén, 2001).

El CB como ciencia de estudio, actualmente se enfoca hacia la interaccion de los factores
climaticos que inducen la formacién de epizootias en el campo, la produccién masiva de
unidades infectivas de alta calidad y el mejoramiento genético de los hongos
entomopatogenos (Gallegos, 2004). Ademas de cultivos agricolas, esta ciencia incluye la
proteccién en las bodegas, en las residencias urbanas, de los paisajes, de la salud publica y

en el campo de la veterinaria.
Algunas definiciones de los términos utilizados en el MIP se encuentran en el anexo B.

2.1.3 Manejo integrado de plagas en postcosecha

Se ha estimado que un tercio de los alimentos potenciales que se cosechan en los Estados
Unidos de Norteamérica se pierden anualmente debido a las plagas en el almacenaje. Miles
de especies de insectos son conocidas como causantes del dafio a los granos de bodega,
los cuales traen consigo una cascada de inconvenientes a la salud de quien consume dichos
productos, ya que, los insectos son dificiles de retirar de los productos de manera mecéanica
y cuando mueren suelen dejar los huevecillos que mantienen el ciclo biolégico infectivo,
atraen roedores, y algunos pueden ser parte del ciclo de parasitos como hospederos
intermediarios. El CB incluye la regulacion de este tipo de plagas, lo cual es ventajoso debido
a que hay regulaciones estrictas en este sentido, como es: La comision del Codex
Alimentarius, la cual presenta lineamientos muy bien establecidos sobre la permisibilidad de
residuos como insecticidas de tipo organofosforados y piretroides en granos (van Lenteren,
2006). Sin embargo, poco se ha estudiado sobre las interacciones entre los hongos

entomopatodgenos y los insectos que atacan alimentos en condiciones de almacenamiento.
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2.1.4 Insecticidas bioldgicos comerciales basados en hongos entomopatégenos

En el afio 2009, habia mas de 30 especies de microorganismos registrados por la Agencia
de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos (EPA) y mas de 600 plaguicidas quimicos
(Candas y Bulla, 2002). Entre los insecticidas microbianos, B. thuringiensis representa mas
del 90% de las ventas (Gallegos, 2004). En cuanto a los hongos, existian registros de 15
especies. Las cepas de Beauveria bassiana registradas ante la EPA son la ATCC 74040,
HF23, 477 y la GHA (EPA, www.epa.gov/oppbppdl/biopesticides/, 2009).

En cuanto a las proyecciones econémicas, sobre el mercado de bioinsecticidas, se espera
gue crezca entre 10% a 15% anual frente a 1% a 2% de crecimiento del mercado de
plaguicidas quimicos en los proximos 10 afios (Chet y Chernin, 2002). Algunos productos

comerciales a base de B. bassiana se describen en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Productos comerciales basados en Beauveria bassiana.

Producto Compaiiia ES
Bio-Power Stanes India
Boverol Fytovita/Boverol Republica Checa
Naturalis Intrachem Italia
Ostrinil Arysta Francia
Trichobass AMC chemical Espafia
Naturalis Bioscience USA
Mycotrol/Botanigard Mycotech USA
Bibisav 2 Inisav Cuba
Proecol Probioagro Venezuela
Boveril Itaforte Brasil
Brocaril Laverlam Colombia

Tomado de: Butt, 2001; Milner, 2000; Zimmerman, 2007; Charnley y Collins, 2007.

Mientras que en México, para el afio 2006, se encontraban 60 laboratorios que producian y
distribuian 35 especies de ACB (31.5% patdgenos) (Arredondo 2006, en Barrera, 2007). En
el afio 2006 se liberaron hongos entomopatégenos sobre mas de 6000 has para el control de
diversas plagas (van Lenteren, 2006). Los preparados a base de B. bassiana, producidos en

México para el afio 2006 se muestran en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Insecticidas biolégicos a base de Beauveria bassiana producidos en México.

Nombre comercial Compafiia Lugar
Bea-Sin Agrobionsa Sinaloa
BotaniGard Mycotech D.F.
Mycotrol Mycotech D.F.
B. bassiana CNRCB Colima
Bio-Fung CESAVEG Guanajuato

Tomado de: Garcia-Gutierrez y col., 2006.

2.1.5 Ventajas y desventajas del uso de los hongos entomopatégenos (HE)

Ventajas

1. Los HE que se han comercializado cumplen con los requisitos de seguridad ambiental, a
la salud humana y a otros animales vertebrados e invertebrados benéficos. Los HE no
causan los dafios reportados por los insecticidas quimicos, los cuales se acumulan en el
medio y contaminan el agua al depositarse en los suelos y mares, causando grandes
estragos en la flora y fauna local. También muchos de los insecticidas quimicos pueden
causar desde impotencia sexual, abortos, paro cardiaco, cancer, entre otros, hasta la
muerte de los humanos expuestos a estos agentes (Gallegos, 2004).

2. Los HE no generan resistencia y mucho menos resurgencia, ademas evitan la presencia
de plagas secundarias. Contribuyen a la proteccion de la biodiversidad (van Lenteren,
2006). Ademas, actian en un amplio rango de variables geograficas, climéticas y de
hospedero (Scott y col., 2002).

Desventajas
1. Lainduccién de las epizootias es lenta, en comparacion con los insecticidas quimicos.

2. Dependencia del ambiente fisico para su supervivencia en campo, por ejemplo: La

temperatura, la humedad relativa y la radiacion UV.

3. La produccion de los hongos a gran escala puede afectar la calidad de los mismos. Hoy
en dia, no se encuentran suficientes tecnologias que cuiden este aspecto (Sun y Liu,
2006).
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2.2Beauveria bassiana

2.2.1 Generalidades acerca de los hongos entomopatdégenos

Los hongos causantes de enfermedades en insectos se encuentran virtualmente en todos los
grupos taxonémicos excepto los Basidiomycetes. La mayoria de las especies de Ascomycota
son dimarficos, es decir producen levaduras y micelio durante ciertos periodos de su ciclo de
vida (Guarro, 1999). Ademas, poseen una fase asexual o anamorfa, también se puede
observar en ellos el fenémeno de la parasexualidad (proceso de intercambio genético que no
involucra reproduccién sexual) durante el proceso de infeccibn en el interior de sus

hospederos.

Los hongos Ascomycota, anteriormente clasificados como Deuteromycetes, incluyen a los
Hifomycetes, que son los hongos que forman micelio estéril o producen esporas
directamente en hifas especializadas (conidi6foros), y estos incluyen a los principales
géneros de hongos entomopatdégenos, como Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium vy
Metarhizium entre otros y al orden Coelomycetes que poseen estructuras reproductivas mas
complejas (Guarro, 1999)

Estos hongos poseen un amplio rango de hospedero debido a su diversidad genética (Milner,
2000), infectan individuos en todos los 6rdenes de insectos; Hemiptera, Diptera, Coledptera,
Lepidéptera, Himenoptera y Ortoptera (Tanada y Kaya, 1993). Pero, a pesar de su capacidad
“generalista” se ha observado que cada especie tiene caracteristicas diferenciales, pues se
encuentran patotipos o razas que aunque presentan una morfologia similar tienen diferente

rango de hospederos, o requieren diferentes condiciones de desarrollo (Alatorre, 2004).

2.2.2 Clasificacién taxondémica

Debido a la utilizacion actual de las técnicas moleculares se han presentado variaciones en
la clasificacion taxondmica de los hongos. Las cuales permitieron que algunos hongos
mitosporicos, anteriormente clasificados dentro del phylum Deuteromycetes, fueran
relacionados con sus correspondientes estadios sexuales y asi sean integrados dentro de los

phyla Ascomycota y Basidiomycota.
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Andlisis moleculares filogenéticos de Beauveria bassiana muestran una organizacion
geografica compleja de linajes divergentes relacionados filogenéticamente a la especie
sexual, Cordyceps bassiana (Ascomycota: Hypocreales) (Rehner y Buckley, 2005), el cual se
caracteriza por su especificidad de hospedero en el orden Insecta (Guarro1999). Sin
embargo, todos los teleomorfos (estadio reproductivo sexual) de Beauveria han sido
descritos en Asia (Zimmerman, 2007).

Clasificacion taxonémica segun The National Center for Biotechnology Information (NCBI,
2009):

Reino: Hongos

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Cordycipitaceae

Género: Cordyceps

Especie: Beauveria (Cordyceps) bassiana

2.2.3 Caracteristicas generales

Beauveria bassiana es la especie mas distribuida del género. Se encuentra en una gran
variedad de condiciones climaticas y se ha adaptado a una gran cantidad de hospederos. Asi
mismo, B. bassiana se encuentra en un amplio rango de ambientes, el suelo, los bosques,
las dunas, el desierto, la rizosfera, la superficie y el interior de las plantas, tanto de manera
endofita como mutualista (Vega, 2008; Zimmerman, 2007). De ahi que sea ampliamente

estudiada y usada como ACB de interés practico.

Morfol6gicamente, B. bassiana se presenta sobre la superficie del hospedero afectado como
un micelio emergente formando una densa cubierta blanca, ocasionalmente forma
conidioforos simples e irregulares que terminan en vértices con formas de racimos, la base
de la célula es globosa o abultada con un adelgazamiento del area de insercién de los
conidios y esterigmas curvados en forma irregular o dispuestos en forma de zigzag. El

micelio es septado, y los conidios hialinos que se forman apicalmente en cadena,
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generalmente no excede los 3.5 ym de didmetro (Humber, 1998; Gallegos, 2004) (Figura
2.1).

Morfologia microscoépica Crecimiento sobre caja Petri Crecimiento sobre insecto

Figura 2.1 Morfologia de Beauveria bassiana

2.2.4 Plagas susceptibles

B. bassiana se encuentra atacando plagas agricolas de importancia econémica para México,
como son: El picudo del algodonero (Anthonomus grandis Boh), la mosca mexicana de la
fruta (Anastrepha ludens Loew), el perforador europeo del maiz, (Ostrinia nubilalis Hubner),
la conchuela del frijol (Epilachna varivestis Muls), el picudo de la papa (Epicaerus cognatus
Sharp), el picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano), la mosca blanca (Bemisia tabaci
Gennadius, Trialeurodes vaporariorum Westwood) y la gallina ciega (Phyllophaga sp. Harris)
(Laverlam, 2007).

También cabe sefalar que ataca efectivamente la broca del café (Hypothenemus hampei
Ferrari), agente causal del problema fitosanitario mas importante de todos los que atacan el
cultivo en Colombia, México y otros paises productores de éste grano. En efecto, esta plaga
puede generar disminuciones en la produccion cafetera de hasta el 80% (Delgado, 2000),
aunque el HE Metarhizium anisopliae, puede ser efectivo contra este insecto, la virulencia
obtenida con diversos aislamientos de B. bassiana es mejor (De la Rosa y col., 2000, Bustillo
y col., 1999).

Existen datos acerca de B. bassiana atacando, con alta eficiencia, a mas de 200 especies de
insectos de diferentes érdenes, incluyendo plagas de gran importancia agricola. Entre ellas

destacan:
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El escarabajo colorado de la papa (Leptinotarsa decemlineata Say), la chinche de la raiz del
arroz (Blissus leucopterus Say), las chinches (Nezara viridula Linnaeus, Piezodorus guildinii
Westwood, Edessa meditabunda F.), el gusano de la col (Trichoplusia ni Hiibner), el gusano
medidor del arroz (Mocis latipes Guen), la oruga de los pinos (Lymanthria dispar Linnaeus),
la mosca comun (Musca domestica Linnaeus), los picudos (Anthonomus sp. Germar,
Cosmopolites sp. Chevrolat, Metamasius sp. Linnaeus, Rhynchophorus sp.), el saltamontes
verde (Turpilia opaca Brunn), los trips del melén (Thrips palmi karny) (Coates y col., 2002),
las chizas (Ancognatha sp. Erichson), el gusano peludo (Estigmene acrea Drury), el gusano
falso medidor (Chrysodeixis includens Walker), el gusano soldado o cortador (Mythimna
unipunctata Haworth), el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda Smith), la chinche de la

raiz del arroz (Blissus leucopterus Say) (Laverlam, 2007).

Por dltimo, conviene sefalar que B. bassiana puede ser usada contra algunos insectos
vectores de enfermedades con gran efecto en la salud publica como: Dengue, enfermedad
de Chagas, filariosis, enfermedad de Lyme, fiebre amarilla, malaria, leishmaniosis. Entre
estos insectos cabe mencionarse a los siguientes géneros: Aedes Meigen, Culex Linnaeus,
Anopheles Meigen, Triatoma Laporte y Rhodnius Stal (Arruda y col., 2005; Marti y col., 2005;
Alvares Campos y col., 2005; da Silva y col., 2005). Asi como las garrapatas (Boophilus
microplus Canestrini), como plagas que causan dafios en la salud publica y la economia de
bovinos (Arruda y col., 2005), y las plagas ecolégicas tales como las termitas y las hormigas
(Holder and Keyhani, 2005); sin embargo, es un campo aun subaprovechado.

2.2.5 Ciclo de vida

Beauveria bassiana al encontrarse en ausencia del hospedero especifico, desarrolla un ciclo
vegetativo o saprobio, determinado por sus caracteristicas fisiolégicas particulares que le
confieren la permanencia en el ambiente, al resistir condiciones hostiles como altas
temperaturas, luz ultravioleta, baja humedad relativa, y falta de nutrientes. No obstante su
paso hacia el ciclo patogénico se produce por medio de un sistema especifico de
transduccién de sefiales que le permite al hongo diferenciar entre todos los insectos a su
hospedero correcto para iniciar el proceso de infeccion hasta generar su muerte y
posteriormente reiniciar el ciclo nuevamente (Gillespie y Claydon, 1989), segin se muestra

en la Figura 2.2.
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De acuerdo a lo reportado por Posada (2005), la fase patogénica de B. bassiana sobre H.
hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) duré en promedio 4 dias y la saprobia 6.2 dias, en
condiciones Optimas para el HE en bioensayo controlado en laboratorio. Otros autores han
reportado tiempos variables entre 3 y 14 dias de la fase patogénica en campo, pero éste
depende del estado de salud, especie y estadio del insecto susceptible, cepa del hongo,
ubicacion geogréfica, dosis de los conidios, temperatura y humedad (Monzoén, 2001).

Descarga de
esporas

Inoculacic’m\
\I
¥ \
’ \
L
Insecto cubierto / aeif \ Fase
con esporas ‘ Parogénlca

Saprog?nlca

Insecto cubierto
con micelio

Formacion
del micelio

Figura 2.2 Ciclo bioldgico de Beauveria bassiana sobre broca de café.
Modificado a partir de: Posada, 2005.

2.3Caracteristicas del proceso de infeccion de los hongos

entomopatdégenos
Las fases de desarrollo de los HE sobre sus hospederos son:

2.3.1. Adhesién: La ruta de infeccion del insecto es a través del integumento externo y en
raras ocasiones por la boca. La unidad infectiva, el conidio, se fija al insecto en dos etapas,
la primera es una adhesion no especifica mediada por interacciones hidréfobas entre la
epicuticula del insecto y la pared celular de las conidios. Esto mantiene las dos estructuras
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en estrecho contacto por largo tiempo, hasta que interviene la segunda etapa. La cual
incluye un mecanismo especifico mediado por asociaciones de lectinas entre los antigenos
de superficie del hongo y la cuticula del insecto y la produccion de adhesinas (Wang y St
Leger, 2007a).

2.3.2. Germinacion: Posteriormente se inicia la germinacion del conidio y el crecimiento
sobre la cuticula, dependientes de factores como la susceptibilidad del hospedero, las
condiciones ambientales, la disponibilidad de nutrientes, el agua, el oxigeno, y la baja
concentracion de sustancias toxicas propias del hospedero, como los fenoles, los acidos
grasos de cadena corta, los aldehidos y las cetonas (Jeffs y Khachatourians, 1997). De
acuerdo a St Leger y col. (1987), generalmente se alcanza el 68% de la germinacién sobre la
cuticula del hospedero entre las primeras 8 a 24 h si las condiciones de temperatura y

humedad son idéneas.

2.3.3. Formacion de estructuras de penetracion: Algunas evidencias obtenidas por
microscopia electrénica e histoquimica sugieren que la penetracion se debe a una
combinacién de mecanismos fisicos y quimicos (St Leger y col., 1988). De preferencia el
hongo penetra las zonas mas débiles de la cuticula, ésto es las zonas menos esclerotizadas,
como los espacios intersegmentales. La penetracion se da por la formacion de hifas
especializadas que forman una clavija penetrante llamada apresorio sobre la superficie de la
cuticula para ejercer presibn mecanica, seguido de una alta liberaciébn de enzimas que
rompen la cubierta del insecto en respuesta a las sefiales de presencia de la cuticula del
insecto hospedero (St Leger y col., 1996a). También se produce una capa mucilaginosa,
entre la union de la célula apresorial y la superficie de la cuticula para reforzar la unién. En
Beauveria bassiana, el apresorio ha sido raramente observado y la penetracién de la hifa

puede ser directamente sobre la cuticula (Bidochka y Khachatourians, 1991).

2.3.4. Colonizacion: Durante el proceso de invasion, los tubos germinativos sufren cambios
bioquimicos o procesos adaptativos y de diferenciacion celular. ElI hongo atraviesa la
epicuticula y forma placas que van invadiendo y destruyendo los diferentes estratos. Una vez
dentro del hemocele, la colonizacion del huésped se realiza por medio de blastosporas (un
estado de desarrollo tipo levaduriforme llamada fase de cuerpos hifales, que es una fase
parasita obligada) (St Leger y col., 1991). Las cuales se dispersan a través de la hemolinfa

del insecto para invadir y destruir los tejidos, el hospedero muere por la produccion de
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toxinas. El HE debe también evadir los mecanismos de resistencia del hospedero que son de
tipo celular y humoral, tales como hemocitos, macréfagos, la produccion de fenol oxidasas,
compuestos antifingicos, la melanizacion, los inhibidores de proteasas, entre otros, (Wang y
St Leger, 2006). En el insecto se producen efectos citotoxicos, por dafio mecénico y
agotamiento de los alimentos, reduccion progresiva de los movimientos y pérdida del apetito
(Veyy col., 2001).

2.3.5. Reproduccion: Después de morir el hospedero, el patégeno reinicia el ciclo
reproductivo, de manera que sale del insecto a través de sus aberturas naturales y las hifas
emergen de la superficie ventral y dorsal de los insectos muertos en condiciones de
humedad adecuadas. Lo que permite la persistencia de las unidades infecciosas en el nicho
ecoldgico, y proveer de in6culo para controles futuros (Lomer y col., 2001). En condiciones

muy secas, el hongo puede persistir dentro del cadaver en forma de micelio.

El resumen del proceso de infeccion de forma grafica se muestra en la Figura 2.3.
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Figura 2.3 Proceso general de infeccion de los hongos entomopatdgenos.
Tomado de Thomas y Read, 2007
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2.4Factores de virulencia

Durante el proceso de infeccién, el hongo debe adaptarse a diversas condiciones
ambientales, como son: La composicion de las diversas capas de la cuticula, la hipodermis,
la hemolinfa (Charnley, 2003). Cada una de las fases de desarrollo del HE sobre el
hospedero requiere la expresion diferencial de cientos de genes, lo que Freimoser y col.
(2005) estudiaron a través de la técnica de microarreglos y denominaron plasticidad

fenotipica de la virulencia.
Para discutir con mayor detalle los factores de virulencia, podemos organizarlos como sigue:
2.4.1 Adhesion

La adhesion es el primer paso en el proceso de infeccidn. Incluye interacciones hidrofébicas
mediadas por hidrofobinas (proteinas de bajo peso molecular, 10 KDa), las cuales, se
autoensamblan como complejos de alto peso molecular en la presencia de interfases entre el
aire y el agua, asi como en presencia de superficies hidrofébicas (Holder and Keyhani,
2005). Estas proteinas se encuentran recubriendo la superficie de la hifa aérea y las
esporas. Ademas, son importantes en la recepcién de sefiales para la formacion del

apresorio.

Se han encontrado niveles altos de transcripcion del gen ssgA que codifica para las
hidrofobinas durante las Gltimas etapas de la conidiacién en M. anisopliae (Fang y col.,
2007). En M. anisopliae las proteinas MAD1 son las responsables de reemplazar las
hidrofobinas con interacciones un poco mas especificas, e influir en la organizacion del

citoesqueleto por tanto en el proceso de germinacion (Wang y St Leger 2007a).
2.4.2 Germinacion

Algunos autores han encontrado una correlacion entre la tasa de germinacion y la virulencia
(Yeo y col., 2003; Altre y col., 1999); sin embargo, no hay consenso al respecto, por lo que
no puede ser utilizada individualmente para la prediccion de la virulencia de B. bassiana
(Varela y Morales, 1996).
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Para que el proceso de germinacion proceda, la sintesis de la pared se concentra en un
punto de la espora, a menudo un poro de germinaciéon preformado, a partir del cual emerge
el tubo. El crecimiento de la punta hifal basa su metabolismo inicial en las reservas
enddgenas, la elongacion del tubo germinal se lleva a cabo simultdneamente con la
adquisicion de nutrientes externos. Posteriormente, se forma un septo, el cual separa el tubo
germinal del conidio (Jenning y Lysek, 1999), luego de lo cual emerge el segundo tubo
germinal. Beauveria bassiana produce in vitro tres tipos de germinacion conidial, siendo la
unidireccional la que ofrecié una correlacién positiva con la virulencia de ciertos aislados
contra las larvas de los insectos evaluados, Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera:
Yponomeutidae) y Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) (Talaei-

Hassanloui y col., 2007).

El proceso de germinacion involucra la activacion de vias de segundos mensajeros
moleculares y el rompimiento de carbohidratos de reserva como la trehalosa (Talaei-
Hassanloui y col., 2007) y condiciones optimas de humedad relativa (HR), en el caso de B.

bassiana, una infeccién natural requiere mas de 96% de HR (Devi y col., 2005).

El proceso de germinacién depende ademas de las condiciones de nutriciéon. James (2001),
encontré que para B. bassiana, el extracto de levadura y la peptona influyeron positivamente
en la tasa de germinacion conidial, y si requirié de una fuente de N, pero no de fuente de C.
Iskandarov y col. (2006) reportaron el efecto inhibidor de la germinacion de B. bassiana por
la presencia de azucares en el medio, ya que pas6 del 20% de germinaciéon en el medio de
agar agua a 0% en un medio agregado con glucosa, almidon o sacarosa. Sin embargo, al
agregar la bactopeptona o el extracto de levadura al agar agua, la germinacién alcanzo el
95%. Por el contrario, Safavi y col. (2006) encontraron que los porcentajes de germinacion
obtenidos en los medios que contenian glucosa y peptona fueron entre 6 y 90% mayores que

en los medios que contenian solamente peptona al 2%.

Asimismo, Ibrahim y col. (2002) concluyeron que los medios ricos en nutrientes tales como
ADS y agar extracto de levadura permitieron una mayor germinacion de los conidios de M.
anisopliae que el medio minimo y el modificado osmoéticamente, ademas demostraron que
los conidios obtenidos a partir de sustratos limitados de nitrdgeno germinaron 1.8 veces mas
rapido que los conidios obtenidos en un medio de agar dextrosa Sabouraud con maltosa. Sin

embargo, en este mismo estudio, los conidios procedentes de los medios pobres tuvieron
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mayor potencial de germinacion cuando fueron puestos sobre cuticula de Myzus persicae
Sulzer (Homoptera: Aphididae) y de Meligethes aeneus Fabricius (Coleoptera; Nitidulidae)
que los que derivaban de los medios ricos.

2.4.3 Formacion del apresorio

Una vez cesa la elongacion polar del tubo germinal, la punta de éste se empieza a hinchar y
formar una estructura de domo altamente melanizada. Esta capa de melanina cubre casi
todo el contorno del apresorio, excepto el sitio de contacto con el sustrato llamado poro del
apresorio (Howard y col., 1991), por donde emerge una delgada hifa, la cual se adhiere
fuertemente a la superficie de la cuticula y es el punto de concentracion de la presion para
formar el apresorio. La presién hidrostatica ejercida para penetrar la superficie del insecto
llega a ser hasta de 8 MPa (Howard y col., 1991), resultante de las altas concentraciones de
solutos, hasta 3.2 M de glicerol contenidos en una vacuola central (Dixon y col., 1999). La
melanina es la encargada de mantener la presion interna, por ser una capa permeable al

agua pero no a los solutos.

El fenébmeno de formacion del apresorio ha sido estudiado en Magnaphorte grisea y
Metarhizium anisopliae; Los conidios de Magnaphorte grisea contienen como carbohidratos
de reserva: Manitol, trehalosa, y glicégeno para la produccion de glicerol (Dixon y col., 1999).
Mientras que Metarhizium anisopliae tiene las proteinas MPL1 homologas de peripilinas para
controlar la presion de turgencia, asi como la diferenciacion del apresorio por la regulacion
del rompimiento de las moléculas de triacilgliceroles y la consecuente produccién de glicerol
(Wang y St Leger, 2007b).

La diferenciacion del apresorio involucra un mecanismo de percepcion de estimulos,
principalmente por la superficie hidrofébica y la transmision de sefiales de diferenciacion que
controlan la activacién de la biosintesis macromolecular y la expresién génica. Para este
proceso se requiere la presencia de AMPc, proteina cinasa y proteina G, asi como

gradientes de concentracion de Ca** (Khachatourians, 1991).

2.4.4 Enzimas hidroliticas

Aungue la accion enzimatica de los HE es muy compleja, ha sido posible relacionarla con la

capacidad infectiva y la patogenicidad sobre insectos (Smith y col., 1981). Ademas, las
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enzimas tienen un papel importante en la invasion de la hemolinfa, la degeneracion de los
tejidos y en la disminucion de la respuesta inmune del hospedero. En M. anisopliae estas
enzimas estan reguladas genéticamente a nivel de la transcripcién por una combinacion de
induccion de sustratos y represion catabdlica eficaz por la presencia de cuticula de insecto
(St Leger y col., 1991).

Algunos estudios ultraestructurales e histoquimicos sugieren que en el proceso inicial de
degradacion de la cuticula actdan varias enzimas, casi todas pertenecientes al grupo de las
hidrolasas, como son: Las esterasas no especificas (Estrada y col., 1997) las lipasas, las
proteasas, las quitinasas y fenoloxidasas. Este orden de aparicion corresponde también al
orden de expresion génica durante la diferenciacion del apresorio, precisamente el sitio de

mayor liberacion enziméatica (St Leger y col., 1987).

En consecuencia, segun parece, el factor que ha determinado la evolucion de los hongos
hacia la especializacién del hospedero ha sido la produccion de enzimas por regulacion
genética que les ha permitido adaptarse a nichos ecolégicos especificos (Bidochka y col,
1999). En M. anisopliae, la presencia de las proteasas del tipo subtilisina, se ha relacionado
con 11 genes, distintos a los 2 a 3 genes que codifican para las subtilisinas en hongos

saprdfitos (Freimoser y col., 2003).
2.4.4.1 Proteasas

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las proteinas por sus enlaces peptidicos, de
acuerdo a su mecanismo de accion se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas. Las
endoproteasas se han clasificado en familias con base en una comparacion de los sitios
activos, mecanismo de accién y estructura tridimensional: serin proteasas (EC 3.4.21),
cistein proteasas (EC 3.4.22), aspatrtil proteasas (EC 3.4.23) y metaloproteasas (EC 3.4.24)
(Raoy col., 1998).

Se sabe que las proteinas constituyen entre el 60 a 70% de la cuticula de insecto. En
consecuencia, las proteasas son los componentes mas importantes que alteran la integridad
de la cuticula por parte del HE (Charnley, 2003). Ademas, son utilizadas para: Destruir las
proteinas antimicoticas del hospedero, causar protedlisis en hemolinfa y la consecuente

desnutricién de los hospederos (Tartar y Boucias, 2004), facilitar la activacion proteolitica
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para la produccion de precursores de diversas toxinas, y la consecuente liberacién de
aminodcidos da lugar a la produccién de aminas que elevan el pH del medio.

En B. bassiana se ha encontrado la presencia de la quimioelastasa extracelular (Prl),
relacionada estrechamente con la patogenicidad en M. anisopliae (Bidochka vy
Khachatourians, 1990), asi como la serin proteasa Pr2. Las proteasas Prl y Pr2 se
encuentran presentes en la fase inicial de la germinacion conidial, ya que los conidios
hidratados de B. bassiana pueden liberar las proteasas Prl, Pr2 y las metaloproteasas, bajo
condiciones de agotamiento de nutrientes esenciales, aun antes de la formacién del
apresorio (Qazi y Khachatourians, 2007); a su vez la Prl se secreta durante la conidiacion
(St Leger, 1996a) y las proteasas Pr2 son secretadas por el apresorio sobre la cuticula y por
la hifa dentro de la cuticula (Qazi y Khachatourians, 2008). Puesto que la cuticula del insecto
es susceptible a la accion de la Prl, de naturaleza 4cida y basica, se ha sugerido que las
enzimas acidas y basicas se unen en diferentes regiones de la cuticula, la cual posee una

distribucion heterogénea de cargas eléctricas (St Leger y col., 1996b).

La proteasa Prl ha sido sefialada como un factor de virulencia importante en M. anisopliae,
(St Leger 2007). Ademas, se encontré que en M. anisopliae, las proteasas Prl activan la
cascada de las profenoloxidasas, lo que aumenta la virulencia a través de la modificacion del
TLgo pero no de la CLsg (Fang, 2005). No obstante, poco se sabe de este tema en el caso de
B. bassiana. Gupta y col. (1994) encontraron que niveles altos de Prl producidos por B.
bassiana parecian estar relacionados con la temprana mortalidad de las larvas de Galleria
mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae), mientras que los estudios de sobreexpresion
de PrlA resultaron en un aumento de la virulencia en M. anisopliae, pero estas

observaciones no fueron confirmadas para el caso de B. bassiana (St Leger y col., 1996).

Baaga y col. (2004), reportaron que las subtilisinas Prl de M. anisopliae son 11, estan
designadas de la A a la K y agrupadas en 4 clisteres de acuerdo a las similitudes en sus
secuencias. La Prl1A es la proteina predominante seguida de la Prl1J. Posteriormente, St

Leger, (2007), observo la presencia de 13 subtilisinas en la cepa 2575 de M. anisopliae.

La secrecion de la carboxipeptidasa de Beauveria bassiana sobre la cuticula del hospedero
indica que provee los amino&cidos indispensables para el hongo, probablemente después de

gue la proteasa Prl solubiliza las proteinas de la cuticula en forma de péptidos (Joshi y col.,
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1995). Dada la especificidad de accién de esta proteina, se cree que sirve como mecanismo
de adaptacion a las estructuras del hospedero. Las metaloproteasas podrian actuar como un
respaldo del sistema, complementando la accion de las proteasas Prl.

En la Tabla 2.3 se muestran las propiedades de las enzimas proteasas reportadas en
algunos HE:

Tabla 2.3 Proteasas reportadas en hongos entomopatégenos

Microorganismo Actividad PM, KDa
B. bassiana Pri1 27 Joshiy col. 1995
B. brongniartii Proteasa 27 8 Erlacher y col. 2006
Pr1A inmadura 41
Zhang y col. 2008
Pr1A madura 26.3
Pri1 28, 29, 30 St Leger y col. 1995
Pri1 28.6 8.37 Goettel y col. 1989
_ _ Pri 25 St Leger y col. 1987
M. anisopliae Pr2 27,30 Stlegerycol. 1996a
Metaloproteasa 12, 103 Khac%:tzcl)grians 2007
Metaloproteasa 103 7.3 St Legerycol. 1994a
Elastasa 35 Khi'gﬁ;gfj?igns 1987
8.6- 8.8-
Prl 9.1,9.47
Lecar;'g_'”'“m E: 86'.32_ 2'?;_3 Bye y col. 2008
5.8
Pr2 8.92- 8.98.

La induccion de las proteasas por el efecto de la presencia de la cuticula de los insectos en
el medio de cultivo ha sido comprobada en Beauveria bassiana por diversos autores en
medios de cultivo liquidos (Dias, 2008; Donatti, 2008; Qazi y Khachatourians, 2007) y en
cultivo en medio sélido (Barranco-Florido y col., 2002). La Prl es inducida en medio minimo
(Freimoser y col., 2005) y reprimida en medio artificial rico y en la hemolinfa de los insectos
(St Leger y col., 1996b). Mientras que la proteasa de tipo serina, Pr2, de M. anisopliae tiene
poca actividad contra la cuticula del insecto (St Leger, 1987) y es inducida por cualquier
proteina cuando el hongo crece en un medio sin fuente de N mineral, ya que este ejerce

represion sobre ésta.
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Los genes homoélogos a creA y areA de Aspergillus nidulans han sido reportados en M.
anisopliae y han sido llamados crrl y nrrl, respectivamente. Estos genes regulan la
produccion de proteasas en funcion de las fuentes de C y N (Screen y col, 1997). Al agregar
una fuente de C facilmente asimilable a un medio de cultivo con cuticula, se reprimié casi
totalmente la produccion de las subtilisinas, en Lecanicillium sp., mientras que al agregarse
C y N hubo un efecto sinérgico de inhibicion de la actividad de subtilisina (Bye y col., 2008).

En M. anisopliae crecido sobre medio liquido con cuticula de saltamontes, se observo la
liberacion temprana de Pr2, 24 h antes que la Prl (Gillespie y col., 1998). Mientras que
Donatti y col. (2008) encontraron en B. bassiana la liberacion simultanea de éstas. Bye y col.
(2008), encontraron que la quitina de camarén y la quitina hidrolizada con KOH indujeron
fuertemente la liberacibn de la subtilisina, ésto estd posiblemente relacionado con la
liberacion de mondémeros de NAG en baja concentraciébn. Se sabe también que altas
concentraciones de NAG, altas concentraciones de glucosa, la presencia de amonio y
aminoacidos, como la alanina, reprimen completamente la produccién de las proteasas (Qazi
y Khachatourians, 2008).

En cuanto a la regulacion de la liberacién de estas enzimas por el pH del medio, se sabe que
los genes que codifican para las proteasas degradadoras de cuticula y otros factores de
virulencia estan regulados por el pH del medio (St Leger y col., 1998). Bidochka y
Khachatourians, (1994a) afirmaron que las proteasas extracelulares de B. bassiana actian
primero sobre las proteinas &cidas de la cuticula, y en menor medida sobre las bésicas. Dias
(2008) encontr6 que las Prl1y Pr2 eran inducibles por la proteina presente en la cuticula de
la broca del café, pero que estas enzimas son detectables con valores de pH cercanos a su
optimo de accién. El pH de actividad maxima de la Prl de B. bassiana es 8.5, aun en
ausencia de la cuticula de los insectos, cuando la fuente de nitrégeno es mineral (Bidochka y
Khachatourians, 1987).

2.4.4.2 Quitinasas

La quitina, es el segundo polimero més abundantes en la naturaleza, se encuentra
constituyendo el exoesqueleto de los insectos, los crustaceos, las conchas de moluscos y la
pared celular de los hongos. Es un polimero de cadenas de B-1,4 N-acetil glucosamina,

segun se muestra en la Figura 2.4, posee estructura cristalina, tiene baja solubilidad, baja
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reactividad quimica, y funciona principalmente como polisacarido estructural (Green y col.,
2005), por lo cual la quitina coloidal es la forma més accesible comparado con la quitina
cristalina molida. En los hongos, las quitinasas, que pertenecen a la clase Il y a la familia 18
de las glicosil-hidrolasas, tienen un papel importante en el crecimiento y la morfogénesis.

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
QO B(14) }—0O B(1-+4) Aot
=2 H’L \! HA Q
’ ~ O~ O T e
H OH HA, OH H/,,

H HN“|C|'CH‘ H HN-C CH, H HN-C—-CH H HN-C—-CH
T 1l ’ 1l <
O

Figura 2.4 Estructura de un polimero de (3-1-4-N-acetil-glucosamina

La hidrdlisis de la quitina se realiza por un sistema quitinolitico sinérgico y consecutivo

conformado por:

¢ Endoquitinasas (EC 3.2.1.14): Cortan la quitina aleatoriamente en sitios internos,
generando oligdbmeros de bajo peso molecular de N-acetil glucosamina, como:
Quitotriosa, quitotetraosa y eventualmente diacetilquitobiosa como producto
predominante.

o Exoquitinasas, antes N-acetil glucosaminidasas, reclasificadas como (3-1,4 N-acetil
hexosaminidasas (EC 3.2.1.52): Dividen los productos oligoméricos de las
endoquitinasas y las quitobiasas, generando monémeros de NAG, también pueden
catalizar la liberacion progresiva de diacetilquitobiosa por el lado no reductor de la
molécula de quitina, y por tanto, poseer actividad quitobiasa (EC 3.2.1.52).

Algunas quitinasas presentan actividad lisozima (EC 3.2.1.17) porque liberan
diacetilquitobiosas sin la produccién de oligdbmeros (Deshpande, 1986; Matsumoto y col.,

2004; Schomburg y col., www.brenda.uni-koeln.de/).

Existen niveles basales de quitinasas para liberar inductores de las mismas. En M. anisopliae
las enzimas quitinoliticas se encuentran reguladas por un mecanismo de induccion y
represion. Las proteasas proveen los aminodcidos necesarios para el crecimiento, pero
reprimen la sintesis de quitinasas. Al exponer las fibras de quitina y por accion de las

hexosaminidasas se liberan fracciones de NAG, las cuales, inducen completamente la
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sintesis de quitinasas, lo que al final, redunda en la represion de la sintesis de proteasas
hasta que los niveles excesivos de NAG disminuyen (Bidochka y Khachatourians, 1988).

Estas enzimas constituyen un factor de virulencia importante (St Leger y col., 1996a) y solo
se requieren durante un corto periodo de tiempo en el momento de la penetracion a la
cuticula del hospedero, su mayor produccién se observa 40 h después de la inoculacion, es
decir, durante la fase saprobia después de la muerte del insecto (Havukkala, 1993). Mientras
gue segun estudios de da Silva y col. (2005), se presentaron alteraciones importantes en la
estructura de la cuticula de Boophilus microplus Canestrini (Acari: Ixodidae) durante la
infeccion por M. anisopliae, debido a la presencia de la quitinasa denominada CHIT30
(accion endo y exoquitinasa), segun se comprobd por inmunomarcaje, estas lesiones fueron

mas evidentes hacia las 72 h pos infeccion.

No ha sido confirmada la participaciébn de las quitinasas en la patogenicidad de M.
anisopliae, ya que la sobreexpresion del gen chitl de M. anisopliae, no alter6 su
patogenicidad contra Manduca sexta Linnaeus (Lepidoptera: Sphingidae) (Screen y col.,
2001), mientras que la sobreexpresion del gen Bbchitl resulté en un aumento de la virulencia
de B. basssiana contra Mizus persicae Sulzer (Homoptera: Aphididae), comparado con el
fenotipo silvestre (Fan y col., 2007, Fang y col., 2005). Por lo que aun existen muchas
contradicciones en lo encontrado en la bibliografia referente a la funcién de estas enzimas
durante el proceso patogénico y los estudios realizados hasta ahora en este sentido no son

concluyentes.

Por otra parte, la sefial inductora de las quitinasas es la presencia de bajas concentraciones
de NAG (0.5 mg mI™) y su represién ocurre con altas concentraciones de NAG (5-10 mg ml™)
(Bidochka y Khachatourians, 1988). Las actividades mas altas de quitinasas de cepas de M.
anisopliae se obtuvieron en medios de cultivo con quitina (St Leger y col.,, 1986a), al
adicionar carbohidratos, lipidos y proteinas se reprimi6é su produccion, principalmente por la

presencia de glucosa.

St Leger y col. (1993) afirmaron que cada especie puede producir una coleccion heterogénea
de quitinasas, que pueda jugar un papel importante en la adaptacion a diversos ambientes, y
han reportado la produccién de multiples isoenzimas extracelulares, hasta 18 en B. bassiana.

Las propiedades de las quitinasas de algunos HE se detallan a continuacion en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4 Quitinasas reportadas en algunos hongos entomopatégenos

Microorganismo Actividad
Quitinasa 33 54 Fang y col. 2005
Quitinasa 30 Pinto y col. 1996
Endoquitinasa Bbchitl Fany col. 2007
B. bassiana Endoquitinasa 45 Hav‘i'j:a'a Y 19093
Hexosaminidasa 2 66 + 64 Bidochka.y 994b
Khachatourians
Hexosaminidasa 1 97 9.5 Bidochkaycol. 1993
Endo/Exoquitinasa  chit3 30
Endoquitinasa Chitl 42 _
— _ da Silvaycol. 2005
Endoquitinasa chi2 43.5
Chitl 45
Endoquitinasa chill 60
Exoquitinasa 110 Kang y col. 1999
M. anisopliae Endoquitinasa 33y 66
Endoquitinasa 45 3.5 StlLegerycol. 1996¢
chiA 57
_ chiB 52 Watanabe y 1997
Quitinasa 2 48 col.
Quitinasa 1 36
Endoquitinasa 30 Chavesycol. 2004

2.4.4.3 Fosfatasas

La proteina tirosina fosfatasa extracelular (PTPasa) observada en M. anisopliae, posee un
peso molecular de 82.5 KDa, su pl es de 9.5y el pH de actividad éptima es de 5.5 (Liy col.,
2006). Las fosfatasas encontradas hasta ahora en HE parecen cumplir la funcién de
degradar las fosfoproteinas del ambiente. Se cree que estas proteinas, al secretarse dentro
del hospedero, podrian estar jugando un papel importante en la patogénesis, a través de la
desfosforilacion de las fosfoproteinas del insecto. Una de las proteinas que tiene cierta
especificidad por la PTPasa de M. anisopliae es la trans-Golgi p230, que participa en el
transporte vesicular de Locusta migratoria Linnaeus (Orthoptera: Acrididae) (Li y col., 2006),

por lo que esta enzima estaria probablemente interfiriendo a nivel de la respuesta inmune,
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disminuyendo el transporte de la transferrina que el insecto usa como mecanismo de

defensa.

2.4.4.4 Andlisis de proteinas

Las proteinas (enzimas en este cas0) expresadas por un organismo son un elemento
dindmico, ya que varian de acuerdo a su entorno y estado fisiolégico, por ejemplo; como
consecuencia de la activacion o supresion de la expresion de genes. En el estudio de las
propiedades de las proteinas se utiliza la técnica de electroforesis, la cual permite separar a
las moléculas por su carga bajo la influencia de un campo eléctrico. En particular, la
electroforesis monodimensional separa las proteinas de acuerdo a su peso molecular
(Garfin, 1990).

Las diferentes combinaciones de los aminoacidos en las cadenas confieren propiedades
Unicas a la estructura. Es importante conocer su estructura secuencial y para ello se usa un
método desarrollado desde 1950 (Sanger, 1952), en el cual se rompe una proteina en
fragmentos muy pequefios que se hidrolizan hasta obtener los aminoacidos que la
constituyen, los cuales son separados y cuantificados, para generar la secuencia completa.
Actualmente se usa una modificacién de esta técnica, ya que no es necesaria la secuencia
completa debido a la utilidad de las bases de datos que contienen la informacién y los
programas de computacién que permiten inferir la presencia de la proteina por homologia

con las proteinas de otros organismos (Nambudripad y Smith, 2000).

2.4.5 Evasion de la respuesta inmune

Wang y col. (2006) caracterizaron una proteina, similar al colageno, que evade la respuesta
inmune del hospedero, MCL1. Esta proteina evita el reconocimiento de las células del
insecto que encapsularian algun cuerpo extrafio presente en la hemolinfa. Ademas, presenta
otra proteina codificada por el gen mosl como mecanismo de adaptacion a la alta presion
osmatica ejercida por la hemolinfa, la cual esté involucrada con la formacién de los cuerpos
hifales, el mantenimiento de la membrana celular y la generacion de turgencia intracelular,

factores relevantes a su vez en la formacion del apresorio.
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2.4.6 Toxinas

Los HE producen una variedad de compuestos toxicos durante el metabolismo secundario, la
mayoria de los cuales son activos a bajas concentraciones y contribuyen a elevar su
virulencia, como son: La beauvericina, la oosporeina, la bassiacridina, el bassianolide, la
tenelina, la bassianina, la ciclosporina A y los beauveriolides (Quesada-Moraga y Vey, 2004;
Veyy col., 2001; Boucias y Pende land, 1998).

El &cido oxalico es un factor sinérgico que mejora la actividad hidrolitica de las quitinasas y
las proteasas (Khachatourians, 1991) al acidificar el medio y proveer condiciones de éptima
actividad enzimatica. Por otra parte, Beauveria bassiana produjo &cido citrico y oxalico
cuando se cultivé en medios liquidos que contenian cuticula de saltamontes, el cual puede
solubilizar las proteinas estructurales (Bidochka y Khachatourians, 1993), ya que posee pKs
de 1.3 y 4.3 (Bidochka y Khachatourians, 1991). Sin embargo la relacién de ésta molécula y

la virulencia es materia de controversia.

2.4.7 Esporulacién de Beauveria bassiana

La esporulacién de los HE sobre el insecto no es directamente un factor de virulencia, pues
ésta ocurre posterior a la muerte del insecto, durante la fase saprobia. Sin embargo, el
proceso de produccion de las esporas segun el medio y las condiciones de cultivo, es un
factor clave en la determinacion de las caracteristicas fenotipicas de la unidad infectiva para

dar inicio al ciclo infectivo.

La reproduccion de los hongos anamorfos se da por la formacion de esporas. La mayoria de
los hongos requieren condiciones de estrés (como la nutricional entre otras) para que se
inicie la esporulacién. Este proceso esta regulado a nivel génico (Freimoser y col., 2005). Un
modelo de estudio de este fendmeno ha sido el hongo Aspergillus nidulans. Se conoce que
para el inicio de la esporulacién, el hongo debe tener un aporte bajo de nitr6geno y
condiciones de oxidacion o alguna condicion de estrés. Un aporte constante de glucosa
favorece la elongacién del conidiéforo, no obstante, este evento es detenido si se aumenta la
concentracion de los iones amonio (NH**) intracelular. Las conidiosporas se producen en un
conidiéforo, que consiste en una célula que forma un pie y que soporta el crecimiento de un

tallo hifal que termina en las métulas, cada una, con dos o tres fidlides que a la vez producen
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conidios. Los conidios se producen al inicio de la punta de la fialide (en A. nidulans). La
formacion de las paredes externas del conidio es una extension de la pared interna de la
fidlide (Adams y col., 1998).

Varios genes han sido identificados participando en el proceso de conidiacién de M. grisea,
como son los genes: smol, con, app, apfl (Tenjo y Hamer, 2002). Estos, estdn asociados a
la morfologia y a la produccion del apresorio. Ademas, estan regulados por factores como el
AMPc, ya que las mutantes del gen macl, que codifica para la adenilato ciclasa, tienen
reducida la conidiacion, la germinacién y alterado el crecimiento vegetativo (Adachi y Hamer,
1998)

Segun Shah y col. (2005), la maxima produccion de esporas de los HE B. bassiana y M.
anisopliae la obtuvieron al cultivarlos sobre medios con una relaciéon C: N de 35, comparado
con medios con relaciones C: N de 10, de 75 y con medios alterados osméticamente.
Jackson (1997) estandariz6 un medio de cultivo para la produccion de esporas de
Colletotrichum truncatum en cultivo sumergido suplementado con metales trazas, vitaminas,
y una fuente de carbono y nitrégeno organicos; las mayores producciones de esporas las
encontrd con concentraciones de carbono de 4 a 16 g I y a relaciones C: N de 30: 1,
aunque las esporas obtenidas en medio de cultivo de relacion 10: 1 presentaron mayor
virulencia, germinaron mas rapido, y formaron mayor cantidad de apresorios sobre Sesbania

exaltata.

Las alteraciones en las cualidades de las esporas obtenidas segun el medio de produccion,
han sido reportadas en relacion al fendmeno de proteccion cruzada. Este es un fenbmeno
observado en hongos que, como respuesta a cierto tipo de estrés, presentan tolerancia a
varios otros tipos de estrés (Hohmann y Mager, 2003; en Rangel y col., 2008). El estrés
nutricional en M. anisopliae, creciendo sobre fuentes no preferentes de carbono, se ha
asociado a un aumento en las concentraciones de carbohidratos de reserva dentro del
conidio, inducidos por bajos niveles de AMPc, lo que parece redundar en una mayor
tolerancia a la radiacion UV-B y al calor y en algunos casos con el costo de la baja
produccion conidial (Rangel y col., 2006; Rangel y col., 2008). En 2004, Rangel y col.
demostraron que los conidios de M. anisopliae var. anisopliae, producidos sobre cadaveres
de insectos, fueron menos tolerantes a los rayos UV-B, que los producidos en un medio

artificial rico. Tal vez porque el cadaver del insecto es el sustrato evolutivamente adaptado
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para el crecimiento del patdégeno, por lo que es probable que se estuvieran reprimiendo los
genes relacionados con el estrés. Shah y col. (2005) demostraron que el estrés generado en
M. anisopliae por el crecimiento en un medio que producia estrés osmético (KCl, 5.5%)
resultd6 en una mayor virulencia contra larvas de T. molitor Linnaeus (Coleoptera:
Tenebrioidae), aun cuando la produccion conidial fue menor que en los otros medios
estudiados con diversas relaciones C: N. Ademas que las esporas producidas en este medio
presentaron mayores niveles de transcripcion y de secrecion de Prl. Santoro y col. (2007)
evaluaron la influencia del sustrato sobre la virulencia de los conidios de Beauveria bassiana
producidos en arroz, insectos y medios sintéticos, cada uno de los aislados presenté un claro
comportamiento diferente, aunque, coincidieron todos estos estudios en que los conidios
producidos en los insectos tuvieron la virulencia mas baja contra Alphitobius diaperinus

Panzer (Coleoptera: Tenebrioidae).

Es de notarse que, los conidios son mayormente utilizados en CB por su virulencia y
resistencia a las condiciones adversas del medio como la radiacion UV y la desecacion
(Thomas y col., 1987). Estos pueden ser producidos en cultivo en medio sélido y en medio
liguido; las blastosporas se producen en medio liquido dependiendo de la fuente de carbono
del medio de cultivo y de la presencia o ausencia de nitrato como fuente de nitrégeno.
Algunas de las diferencias que presentan estos dos tipos de propagulos sobre la cuticula de
los insectos, se basan en la arquitectura de la superficie, ya que los conidios aéreos tienen
una pared rugosa, mientras que en las blastosporas es lisa (Thomas y col., 1987), lo cual

finalmente afecta factores de virulencia como son la adhesion y la germinacion.
2.5Crecimiento de los hongos

2.5.1 Proceso de crecimiento hifal

Durante la morfogénesis de la pared celular de los hongos, los genes de la quitina sintasa se
expresan en respuesta a las condiciones ambientales, o durante ciertas etapas del
crecimiento (Tartar y col., 2005). La direccion del crecimiento celular y la ramificacion se
establecen por polaridad celular, la cual, se define por interaccion de gradientes del i6n Ca*?,
de los mensajeros secundarios como el AMPc, la proteina G y la presion de turgencia. Estos,

permiten el transporte de vesiculas a lo largo de todo el micelio a través de filamentos de
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actina a una velocidad constante hasta la punta mas cercana para el crecimiento hifal
(Grimm y col., 2005).

Por otra parte, Paul y Thomas (1996) definieron 4 zonas claras en el crecimiento del micelio
en cultivo liquido, en el desarrollo de un modelo de simulacion del crecimiento en lote de
Penicillium chrysogenum para la produccion de penicilina. Las zonas descritas desde la
region apical son: AQ, la cual crece activamente; Al, es la zona de citoplasma que no crece;
A2, es la zona de alta concentracion de vacuolas; A3, es la region inactiva o degenerada; A4,
es la zona de autolisis (Figura 2.5). Como el crecimiento se da en la regiéon A0 vy la
ramificacion en la regién Al, se forman septos y la parte de la hifa vieja que alguna vez fue
apical, se convierte en una regién de hifa que no crece. Por tanto en el momento en que se
presentan condiciones de estrés, como la limitacion de nutrientes, ocurre el proceso de
diferenciacion. Por medio de este proceso, la regién hifal A1, pasa a ser la regién hifal A2,
gue se llena de vacuolas, y son estos dos tipos de regiones las responsables de la sintesis
de la penicilina. Las hifas en la zona A2, donde las vacuolas crecen y ocupan la mayoria del
compartimento hifal, degeneran y se vuelven inactivas, y puede ocurrir autolisis (zona A4),

acompafada de muy diversas reacciones enzimaticas.

e A Regién de
crecimiento AO 1€
\ Vacuolas A2 3UZ|1|SIS
o e | f;'

Region sin crecimiento Al Regién degenerada A3
Figura 2.5 Modelo de regiones diferenciales del crecimiento hifal.

Tomado de Paul y Thomas, 1996

En cuanto al fendmeno de la supresion del crecimiento o muerte celular, Emri y col. (2006)
mencionaron que la autolisis fungica es un fendmeno activo, regulado genéticamente,

dependiente de la sintesis de proteinas de novo, y de gran importancia para la industria, por
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la necesidad de controlarse y asi evitarse o0 mejorar la produccion de metabolitos
secundarios. Estos mismos autores mencionaron también, que la autolisis esta relacionada
con una produccion alta de hidrolasas del tipo de las quitinasas y de las proteasas, y esta
regulada por represién catabodlica en Emericella nidulans. Del mismo modo, Aguirre y col.
(2005) propusieron que el crecimiento y los estados diferenciados son condiciones estables
en las cuales la célula mantiene el equilibrio entre los niveles de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) producidas y las eliminadas. Los momentos en que aumentan los niveles de
ROS, principalmente ocurren durante el inicio de la fase estacionaria y en el comienzo del

desarrollo asexual de algunos hongos.

Una vez terminado el sustrato disponible para el crecimiento, los hongos se encuentran en
condiciones de estrés que podrian generar una alteracion en la morfologia y la consiguiente
muerte celular. Wang y col. (2005a) demostraron que la sectorizacion en las colonias de M.
anisopliae era debido a mutaciones generadas por el estrés oxidativo y en la regulacién de
genes relacionados con el envejecimiento. Asimismo, estos fenémenos tienen que ver con
las alteraciones de la virulencia de los HE debido al cultivo repetitivo por medios de cultivo
artificiales, que podrian también alterar la morfologia de las mismas, aunque la razén para

ello no esta totalmente esclarecido (Wang y col., 2005a).

2.5.2 Morfometria de hongos filamentosos

El crecimiento rapido vegetativo de los HE puede ser una ventaja para su aplicacion en CB
debido a la reduccion en el tiempo necesario para la produccion, asi como en la estrategia
de competicion durante la fase saprobia y patogénica (Varela y Morales, 1996). Por lo que se
hace necesario evaluar este parametro de una forma completa en el laboratorio. Dentro de
las metodologias disponibles para la evaluacién morfométrica de hongos, se encuentra la
utilizacion de los modelos cinéticos, como la estimacion del crecimiento en superficie solida,
a través de técnicas de procesamiento de imagenes de cultivos sobre placas de agar. Este
podria ser un modelo adecuado porque se acercaria al habitat natural de la fisiologia de los
micelios. Larralde-Corona y col. (1997) desarrollaron un modelo de evaluacion de la
morfometria en Aspergillus niger, el cual fue aplicado posteriormente a la evaluacion de
cepas mejoradas genéticamente hacia la produccién de enzimas especificas (Loera y

Viniegra-Gonzalez, 1998). Este modelo no ha sido utilizado para evaluar esta caracteristica
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de crecimiento asociada a factores de virulencia en hongos patégenos, los cuales tienen

como principal componente de su metabolismo, la excrecion de enzimas.

2.5.3 Efecto de la temperatura en el crecimiento de B. bassiana

La temperatura a la que esta expuesto el HE puede afectar la germinacion y el crecimiento.
Las altas temperaturas inactivan el ACB, y las bajas pueden retrasar la germinacion. El
crecimiento de Beauveria bassiana pueden ocurrir entre 5 y 35°C, pero el intervalo éptimo
esta entre los 23 y 28°C, dependiendo de las caracteristicas de la cepa en cuanto a su
ubicacién geografica y condiciones climaticas del lugar de aislamiento. Después de realizar
un analisis bibliografico (30 articulos) de la frecuencia de temperaturas utilizadas en
experimentos de crecimiento de B. bassiana, segin se muestra en la Figura 2.6, los mayores
porcentajes fueron encontrados a la temperatura de 25y 27°C, seguido de 28°C. Aunque, es
recomendable siempre caracterizar las cepas con base en las condiciones Optimas de
crecimiento. En el presente estudio se tuvieron en cuenta estos intervalos para el analisis de
la temperatura que ofreciera las menores diferencias en el crecimiento entre las cepas.
Ademas, de evaluar un intervalo amplio debido a que fueron cepas provenientes de Oaxaca,
estado de la Republica Mexicana que cuenta con variedad de climas debido a su compleja

geografia.

Frecuencia de Temperatura
m22° m24° wm25° w26° m27° m28° wm29°

3% 3%
|
|

3%

Figura 2.6 Distribucion de las frecuencias de las temperaturas de crecimiento de Beauveria
bassiana
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2.5.4 Crecimiento en cultivo en medio sélido (CMS)

Los hongos pueden crecer sobre un amplio rango de sustratos sélidos biodegradables como
piezas de madera, semillas, raices, partes secas de animales y para este caso en particular,
restos de cuticula de algunos insectos. La produccién de ACB por el método de cultivo en
medio sélido ha sido propuesta como una alternativa econdmica, ya que los conidios son
similares a las producidas naturalmente en la superficie de cadaveres de insectos y son
superiores a los micelios y blastosporas producidas bajo condiciones de cultivo sumergido
(Roberts y St Leger, 2004; Wraight col., 2001).

El CMS involucra el crecimiento de los microorganismos sobre particulas de sustrato sin
escurrimiento de agua visible en el espacio intersticial (Mitchell y col., 2000). En CMS, el
agua necesaria para el crecimiento microbiano existe en un estado absorbido o en forma de
complejo con la matriz sélida. Sin embargo, el CMS difiere del cultivo en sustrato sélido, ya
que el sustrato en si actia como una fuente de carbono mientras que en CMS se usa un

soporte no biodegradable (Bhargav y col., 2008).

Los aspectos de CMS a considerar son: i) La actividad de agua del sustrato, que es un
parametro Gtil en la evaluacion de la disponibilidad del agua, como el estado energético del
agua en la transferencia de masa del sustrato a la célula; ii) La humedad, que puede limitar
el crecimiento fangico, resultando en limitaciones por generacién del calor; iii) La tasa de
aireacion, que permitiria un adecuado control de la humedad y de la temperatura del cultivo
(Mitchell y col., 2000).

En el CMS, el crecimiento de los hongos esta restringido generalmente a la superficie de una
matriz sélida (Papagianni, 2004), donde el desarrollo micelial va creando un sistema
compuesto de tres zonas claramente distinguibles, segin se muestra en la Figura 2.7. La
zona 1, en la que el micelio aéreo se encuentra espaciado, es en muchos casos la region
donde ocurre hasta un 75% del consumo de oxigeno; en la zona 2, las hifas forman un
entramado muy denso y quedan inundadas por la cantidad relativamente pequefia de liquido
del medio ambiente, se trata de una zona donde existe una fuerte limitaciéon en la difusion de
oxigeno al no haber conveccion forzada del liquido como en la fermentacion liquida (Oostra 'y
col., 2001); la zona 3, esta constituida por las hifas que penetran al material sélido usado

como soporte y sustrato y que permiten al hongo acceder a mas nutrientes. La capa se ha
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caracterizado por estar en un estado anoxigénico, es decir, con muy baja presion parcial de
oxigeno (Rahardjo y col., 2002).

HIFA AEREA (1)
IMTERFASE >

AIRE-LIGUILO CAFA DE MICELIO HUMEDO AEROBIO (2a)

CAPA DE MICELIO HUMEDCO AMNAEROBIO (2b)
MICELIO FEMETRANTE (3)

SUSTRATO

Figura 2.7 Esquema del crecimiento de los hongos filamentosos en cultivo en medio sélido.
Tomado de Rahardjo y col., 2002

2.5.5 Modelos de crecimiento en CMS

La comprension y la estimacion del crecimiento en un cultivo sélido son importantes a fin de
explicar su fisiologia y para la seleccion de las cepas patdégenas para su produccion en gran
escala. Una de las ventajas de la medicion de la tasa de respiracion con respecto a otros
métodos indirectos, es la posibilidad del seguimiento automatizado en linea durante el
cultivo, de manera no invasiva (Saucedo-Castafieda y col., 1994). Pues, el consumo de
oxigeno y la produccion de CO, son el resultado de la actividad metabdlica de los
microorganismos a partir de la cual obtienen la energia necesaria para su crecimiento y su
mantenimiento (Camargo y col., 2005). El uso de la respirometria como elemento indirecto
para estimar el crecimiento tiene una dificultad metodoldgica. Supone que la producciéon de
CO, (o el consumo de O,) tiene un coeficiente de rendimiento respiratorio (r) que es igual
para toda la biomasa presente, pero es sabido que la tasa respiratoria especifica (qo.) sufre
un descenso brusco cuando se llega a un punto critico de la densidad de la biomasa
(Viniegra-Gonzalez, comunicacion personal). Smits y col. (1999, en Lareo y col., 2006)
propusieron que la actividad respiratoria de la biomasa disminuye a finales de la
fermentacion en un proceso denominado "inactivacién”. Se ha sugerido que tal inactivaciéon
puede ocurrir cuando el sustrato esta limitado o los productos se forman en concentraciones
toxicas. Esto es andlogo a la muerte como resultado de los procesos de envejecimiento
intrinseco. De esta forma, la técnica de evaluacion de la biomasa puede asociarse a modelos
cinéticos de prediccion del crecimiento, y de la influencia de las variables evaluadas dentro

del proceso.
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2.5.5.1 Modelos de crecimiento Logistico y Gompertz

Los modelos Logistico y Gompertz son modelos simples y permiten dar una aproximacion de
todas las etapas de la curva de crecimiento de los microorganismos, aunque tienen
limitaciones hacia el final de la produccion de la biomasa en la fase estacionaria, cuando se
presenta la muerte celular, al considerar que la curva de crecimiento vuelve a cero después
de la fase de desaceleracién. El modelo Logistico es simétrico alrededor del punto de
inflexion y por tanto la velocidad de aceleracion y desaceleracion son iguales, contrario al
modelo de Gompertz, el cual presenta mayor flexibilidad (Mitchell y col., 2004; Zwietering y
col., 1990).

2.5.5.2 Modelo de Ikasari y Mitchell

Ikasari y Mitchell (2000) evaluaron el crecimiento de Rhizopus oligosporus sobre membranas
de policarbonato. A través de este modelo, se considerd que el perfil de crecimiento consistia
en una rapida aceleraciébn seguida de un periodo donde la velocidad desaceleraba
lentamente, la cual fisioldgicamente corresponde al momento en que hay tal crecimiento que
las hifas se tocan entre ellas, hay interacciones y algunas hifas detienen su extension porque
todo el espacio del sustrato estd ocupado, 0 alcanzan una longitud critica, o se vuelven
inactivas. En este momento puede iniciar la produccién de micelio aéreo y la formacion de
estructuras de reproduccion. Este modelo considera dos fases: Una de crecimiento
exponencial y otra de desaceleracion, con las correspondientes velocidades de cada fase.
Incluye también, un factor L que se describe como el factor de sobrevivencia de la punta
hifal, determinada por los segmentos activos entre los segmentos inactivos, inmediatamente
después de iniciada la fase de desaceleracion. EI modelo incluye también el concepto de
biomasa activa, que considera que del total de la biomasa observada, solo una fraccién de
ésta se encuentra activa, y aunque la biomasa inactiva no contribuye al crecimiento si
pudiera estar involucrada en metabolismo secundario. En 2007, el grupo de investigadores
liderado por Rinzema, publicé un modelo de crecimiento de dos fases aplicado a CMS
dependiente de la temperatura, utilizando datos de tasas respiratorias como estimacion de la
biomasa, evaluaron los parametros sobre el hongo Aspergillus niger (Hamidi-Esfahani y col.,
2007), resulté ser un modelo que ofrecia mas parametros como coeficientes de inactivacion

de la biomasa debido a la temperatura, y al haber sido aplicado en CMS, serviria para el
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monitoreo de los reactores, ademas que mostrd un ajuste mas adecuado para el periodo de
transicion entre la primera y segunda fase que el modelo de Ikasari y Mitchell.

2.6 Mutantes

En la naturaleza, las cepas mutan de manera natural provocando variaciones ligadas a la
seleccidn en la poblacion. Para el estudio de los mecanismos involucrados en la virulencia se
han producido cepas mutantes de B. bassiana a través de varios métodos, como radiacion
ultravioleta (Paccola-Meirelles y Azevedo, 1991) y nitroso guanidina (Khachatourians, 1996),

y la recombinacién parasexual entre distintos géneros de Beauveria (Viaud y col., 1998).
2.7Fenotipo de resistencia a 2-desoxiglucosa

Virtualmente todas las células poseen un programa genético sofisticado que responde a la
glucosa como fuente de carbono y de energia (Santangelo y col., 2006). La represiéon por
glucosa es el mecanismo por el cual la célula se adapta para la fermentacion de la fuente de
carbono preferencial, al reprimir una cantidad de genes a nivel de transcripcion cuando mas
de una fuente de carbono esta presente en el medio, hasta que el sustrato primario (glucosa)
se haya agotado (Diderich y col., 2001). Los genes estructurales poseen la informacion para
la sintesis de una enzima destinada a la utilizacion de otras fuentes de carbono, los cuales
estan normalmente inactivos en ausencia del sustrato para dicha enzima, por lo que esta
reprimida la produccion de la enzima y solamente se activan cuando se agrega el sustrato

requerido, en ese caso se dice que la enzima es inducible.

La represion por glucosa involucra rutas de transduccion de sefales activadas por niveles de
glucosa extracelulares e intracelulares, por enzimas clave y por flujos metabdlicos, los cuales
han sido estudiados en Saccharomyces cerevisiae, levadura modelo de sistemas
eucaridticos (Westergaard y col., 2007). Una de las vias es cuando la glucosa extracelular es
detectada por dos proteinas la Snf3p y la Rgt2p, su sefal se traduce en la activacion de
transportadores de hexosas (genes hxt, se conocen 20 en Sacharomyces cerevisiae). En la
otra via no se conocen los sensores involucrados, pero la enzima hexocinasa juega un papel
importante al comunicar la presencia de la glucosa intracelular y activar una cascada de

fosforilaciones (Westergaard y col.,, 2007). La hexocinasa Il (gen hxk2) es la hexocinasa
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dominante de la fosforilacion de la glucosa, y la reguladora del flujo a través de la glucolisis
(Westergaard y col., 2007), la cual actta en paralelo con la via AMPc - proteina cinasa A.

El compuesto 2-desoxiglucosa (2-dog), es un analogo de la glucosa que entra a la célula por
medio de los transportadores de la glucosa y al ser fosforilado, origina el compuesto téxico 2-
desoxiglucosa-6-fosfato (2-dog-6-P) (Randez-Gil y col., 1998), el cual causa dafio al impedir
la sintesis de la pared celular y causar la desintegracion del citoplasma (El-Ghaouth y col.,
1997). Las cepas que desarrollan resistencia a la 2-dog, resultan frecuentemente, menos
sensibles a la represion por carbono en diversos grados, con un efecto pleiotropico causando
que diversas enzimas se produzcan en condiciones en las que normalmente se encuentran

reprimidas por carbono (Allen y col, 1989), como seria en presencia de glucosa.

La resistencia a la 2-dog se ha utilizado como criterio de seleccién para la obtencion de
cepas sobreproductoras de enzimas y de otros metabolitos de interés, por ejemplo, se ha
empleado como un criterio de seleccion de mutantes desreprimidas catabdlicamente y
sobreproductoras de pectinasas (Antier y col., 1993; Minjares-Carranco y col., 1997), de

acido citrico y de amilasas (Suzuki y col., 1996) y de celulasas (Parvez y col., 1998).

No se conoce el mecanismo exacto por el que la resistencia a 2-dog confiere el fenotipo de
desrepresion catabdlica. Sin embargo, hay evidencias de que estéa ligado principalmente a la
pérdida de actividad glucosa cinasa. Se ha observado en mutantes por eliminacién del gen
hxk2 de Sacharomyces cerevisiae que presentaron una mayor capacidad respiratoria, la
produccion de biomasa sobre glucosa fue el doble que en la cepa silvestre y se acompafo
de una baja en la produccién de etanol, ésto se explica porque al sustraer los genes hxt,
resulta una disminuciéon en la toma de la glucosa, y por tanto, esta disminucion del flujo
ocasiona la desrepresion y por tanto, menor fermentacion y aumento en la respiracion
(aumento de los genes del ciclo de Krebs, y de la respiracion) (Westergard y col., 2007).
Diderich y col. (2001) observaron también, que en ausencia de la hexocinasa Il en
Sacharomyces cerevisiae los transportadores de glucosa de alta afinidad se encontraban
presentes aun a altas concentraciones de glucosa, y tuvieron crecimiento oxidativo completo.
La interrupcion del gen grrl (glucose repression resistant) en Sacharomyces cerevisiae
resulté en una disminucién en la expresion de varios genes hxt resultando en una reducida
toma de glucosa del medio, sensibilidad aumentada a la falta de nitrogeno y al estrés

osmatico y perdida del transporte de aminoacidos arométicos (Ozcan y Jhonston, 1999). La
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ausencia de los genes, grrl y hxk2 conllevé a un grado elevado de pleiotropia cuando las
células fueron crecidas sobre glucosa (Westergaard y col., 2007). También se asocié a
fenotipos como elongacién de la morfologia celular, transporte de cationes disminuido,

defectos en la esporulacion, crecimiento lento, defectos en la sintesis de los aminoacidos.

Otras caracteristicas de las cepas resistentes a 2-dog han sido reportadas en diversos
hongos. Minjares-Carranco y col. (1997) relacionaron este fenotipo con alteracion en la
esporulacion en cepas mutantes sobreproductoras de pectinasas. En algunas pruebas
realizadas con cepas silvestres de M. anisopliae, se mostré que la cepa que crecié bien en
un medio que contenia 2-dog Yy glicerol, mejor6é la germinacién, frente a la cepa que no
presentaba resistencia, la desoxiglucosa alter6 eventos morfogénicos en medio sdélido
incluyendo la formacion de hifas aéreas y conidiacion (St Leger y col., 1994b). En cepas
mutantes de Penicillium echinulatum, se encontr6 una mayor produccién de actividad
celulasa y colonias mas pequefnas (Dillon y col., 2006). De la misma manera, las cepas
mutantes de Schizosaccaromyces pombe resistentes a 2-dog produjeron entre 5y 16 veces
mayor actividad de invertasa en medio de glucosa que las cepas silvestres, los porcentajes
de consumo de glucosa fueron variables entre las cepas dependiendo del grupo de

alteracion en la que se encontraban dichas cepas (Kig y col., 2005).

2.8Insectos

Los insectos abarcan el grupo de animales mas diverso sobre la tierra, con
aproximadamente 1.5 millones de especies descritas (Kunimi, 2007). Poseen una capa
externa rigida, patas articuladas y el cuerpo dividido en segmentos generalmente bien
diferenciados. Varios insectos del orden Coledptera constituyen plagas de postcosecha de

importancia econémica, tanto las larvas como los adultos son los responsables de los dafios.
Algunos conceptos relacionados se encuentran en el anexo B

2.8.1 Tenebrio molitor

Segun la clasificacion taxonémica de Tenebrio molitor, es un insecto de la clase
Endopterigota, pertenece al orden Coledptera y a la familia Tenebrionidae (The National
Center for Biotechnology Information, NCBI tax browser, 2009). Como caracteristicas

morfolégicas, poseen dos pares de alas, las delanteras, son endurecidas y son llamadas
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elitros. Las alas internas, son membranosas y usadas para volar. Estos insectos poseen
metamorfosis completa, con las etapas de huevo, larva, pupa y adulto. La larva se
especializa en la busqueda de distintos tipos de alimentos; la pupa, es una etapa de quietud,
y el adulto que se especializa en la reproduccion y la dispersion (Pedigo, 1996).

La familia Tenebrionidae (escarabajos oscuros) contiene méas de 100 especies relacionadas
con los productos almacenados, entre los que destaca Tribolium castaneum Herbst y
Tribolium confusum J. du Val. Por otra parte Capnodis tenebrionis Linnaeus, es una plaga
primaria de algunas cosechas frutales en el este de Europa y el Mediterraneo (Marannino y
col., 2006) y Alphitobius diaperinus Panzer, es una de las plagas principales de la avicultura

moderna, por colonizar el alimento en los aviarios (Rohde y col., 2006).

Tenebrio molitor L. (Yellow Mealworm) se encuentra distribuido por todo el mundo. Las
larvas son muy voraces, se alimentan de una gran variedad de productos como: Granos,
harinas, tabaco, y comida en general, y altamente resistentes a temperaturas extremas, ya
que pueden permanecer vivas durante 80 dias a -50°C (Sallam, 2008). Los adultos de
Tenebrio Molitor L. son utilizados por el parasito Hymenolepis diminuta como hospedero
intermediario para facilitar su transmision a la rata, que es su hospedero definitivo, al

alimentarse de las heces de las ratas (Shea, 2003).

Tenebrio Molitor ha servido como modelo de investigacion en muchos estudios de laboratorio
debido a que son faciles de adquirir de manera comercial. Ademas, su cria dentro del
laboratorio es muy sencilla, debido al tipo de alimentacion y las condiciones para su

mantenimiento.

2.8.2 Cuticula de los insectos

La cuticula de los insectos no solo actia como una barrera entre el insecto y el mundo
exterior, sino que también sirve como exoesqueleto en el que se insertan los masculos de la
locomocién. Una consecuencia de la posesién de un exoesqueleto rigido es el proceso de
muda, necesario para permitir que los estados larvarios aumenten de tamafo. El esquema
bésico de la cuticula de un insecto (Figura 2.8) muestra una construccion multilaminar, que
es el producto de la secrecion de una Unica capa de células epidérmicas que contiene

glandulas especializadas y receptores sensitivos.
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Figura 2.8 Esquema de las capas que componen la cuticula de los insectos

La cuticula se compone de las siguientes capas de afuera hacia dentro:

En las capas superpuestas podemos distinguir una epicuticula muy fina, procuticula que

consta de una exocuticula pigmentada, dos capas no pigmentadas: La mesocuticula y la
endocuticula.

La epicuticula no es quitinosa, contiene lipidos y proteinas; es mecanicamente fragil, de
solo unas micras de grosor y seria facilmente penetrada. La capa mas externa, llamada
cemento, una sustancia protéica pigmentada que se comporta como una cubierta barnizada.
La capa superficial y la capa de cera, impiden la pérdida de agua en estos animales. La capa
mas interna, es homogénea y contiene laminas de una lipoproteina llamada cuticulina,

estabilizado por quinonas, proteinas, polifenoles y fenolasa, que es responsable de la dureza
(Pedigo, 1996).

La procuticula, los principales componentes de la exocuticula, la meso y la endocuticula

son la quitina (25-40%) y las proteinas (75-80%), la proporcién esta determinada por la
especie en cuestion.
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La exocuticula, es la capa mas gruesa, le da la fuerza y resiliencia a la estructura
(propiedad similar a la elasticidad) esta formada por quitina y quinonas, las cuales, derivan
principalmente de la hemolinfa. Algunas se incorporan directamente, otras son
metabolizadas a melanina o a la formacion de esclerotinas, y el entrecruzamiento de
moléculas proteicas en la cuticula, tiene alto contenido de tirosina que les impide los
movimientos libres, al tiempo que la cuticula se hace tenaz, inflexible y obscura (Pedigo,
1996).

Con cada muda, el liquido exuvial, secretado por las células epidérmicas, digiere la
endocuticula, que es posteriormente reabsorbida por estas células. Los productos se usan
para la deposicién de la cuticula del préximo estado larvario, pero la exocuticula no puede
ser reabsorbida, debido al proceso de pigmentacién, y por tanto se elimina durante la ecdisis.
El sistema traqueal, es esencial para el transporte de gases en los insectos, se compone de
traqueas que se forman en grupos y se abren al exterior a través de los espiraculos, a cada

paso de la mayoria de los segmentos del cuerpo (Pedigo, 1996).

2.8.3 Susceptibilidad de los insectos al atague de los microorganismos

La susceptibilidad de los insectos a los hongos patégenos varia segun la etapa de desarrollo.
La etapa de adulto del trips de las flores de leguminosa, Megalurothrips sjostedti Trybom
(Thysanoptera: Thripidae), resulté ser mas susceptible a la infeccion por M. anisopliae que
las etapas larval y pupal (Ekesi y Maniania, 2000). Ekesi y col. (1999), encontraron que los
adultos de Clavigralla tomentosicollis (Hemiptera: Coreidae) eran mas susceptibles que las
ninfas al ataque por M. anisopliae y a B. bassiana. Los adultos de Frankliniella occidentalis
Pergande (Thysanoptera: Thripidae) son mas susceptibles a M. anisopliae en comparacion
con las etapas larvales (Vestergaard y col., 1995; Maniania y col., 2001). En las mosquitas
blancas, la susceptibilidad a Aschersonia aleyrodis disminuye con la edad, pues las primeras
etapas son mucho mas susceptibles a la infeccion que las ultimas fases (Fransen y col.,
1987).

Cuthbertson y col. (2005) estudiaron la susceptibilidad de los estadios larvales de Bemisia
tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) a Lecanicillium muscarium y encontraron que el
segundo estadio, en general, fue mas sensible a las infecciones. Osborne y col. (1990)

también informaron que los terceros instares de distintos insectos fueron menos susceptibles
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a la infeccién por hongos que los de segundo instar. Segun James y col. (2003), los instares
segundo Yy tercero de Bemisia argentifolii Bellows & Perring. fueron mas susceptibles a B.
bassiana, mientras que el segundo instar fue mas susceptible a P. fumosoroseus. Las larvas
de A. diaperinus Panzer fueron 5 a 6 veces mas susceptibles que los adultos a una variedad
de cepas de B. bassiana, B. brongniartii, P. farinosus, P. fumosoroseus, M. anisopliae, L.
lecanii, Acremonium sp. y Fusarium sp. (Steenberg y Jespersen, 1996, En: Chernaki-Leffer,
2007). Rohde y col. (2006) seleccionaron cepas de B. bassiana que actuaban contra adultos
de A. diaperinus P., estos autores observaron que, de 59 cepas, sOlo siete causaron
mortalidades superiores al 50%. Sin embargo, para los estadios larvales, 38 cepas causaron
muertes confirmadas superiores al 50%, las diferentes susceptibilidades entre los adultos y
las larvas fueron probablemente vinculadas a su capacidad de penetrar el integumento de

los insectos.

Las diferencias de la infeccién relacionada a la etapa de desarrollo podrian estar asociadas a
la naturaleza de la superficie de la cuticula de los adultos de la familia Cole6ptera y a la
presencia de algunas sustancias externas, como el mucilago, que puede mejorar la adhesién
de los conidios (Hajek y St Leger, 1994). Ademas, la presencia de membranas bajo las
elitros y la abundancia de espiraculos, canales de poros y espacios Intersegmentales que
podrian hacer mas facil la penetracion de los micelios en los adultos, en comparacion con las
larvas. Otro factor importante puede estar relacionado con el proceso de ecdisis.
Vestergaard y col. (1999) describieron la presencia de pocas esporas adheridas a la exuvia
arrojada o desechada de las larvas y las pupas después de la muda. Otra razén para una
mayor susceptibilidad a la infeccion en adultos podria ser una disminucion en la respuesta
inmune relacionada con la edad, a su vez vinculada a una mayor inversién de energia en la
reproduccién que en la defensa. Esto se ha relacionado también a la actividad fenoloxidasa
(PO) y a la velocidad de encapsulamiento (Schmid-Hempel, 2005), ya que el apareamiento y
la inmunidad estan intimamente ligados. En los adultos de Tenebrio molitor L., la hormona
juvenil regula el apareamiento, mientras que reprime la expresion de fenoloxidasa y reduce

potencialmente la resistencia a los patdégenos (Lawniczak y col., 2006).

2.8.4 Pruebas de efectividad biolégica

Otra de las herramientas de estudio empleadas en esta tesis es la prueba de virulencia,

debido a que existen variaciones en la virulencia entre las razas o aislamientos de un HE.
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Por ello es necesario contar con la caracterizacion de las cepas y el desarrollo de pruebas de
patogenicidad sobre insectos hospederos especificos, que permitan la seleccion de la cepa
con mayores atributos como ACB (Camargo, 2000).

Las pruebas de virulencia de laboratorio son herramientas usadas para predecir el
comportamiento de los HE en campo. La patogenicidad est4 determinada por la biologia del
entomopatogeno, la fisiologia del hospedero, la interaccion con las condiciones ambientales
a las que se encuentran expuestas en la naturaleza (Inglis y col., 2001). Sin embargo,
también hay una relacién entre la metodologia del bioensayo y la virulencia encontrada
(Santoro y col., 2007).

Un método ampliamente utilizado en los analisis de virulencia es el Probit, el cual permite
obtener la CLsg Y los intervalos de confianza, ademas de definir la concentracién o dosis a
aplicar en campo (Alatorre, 2007). El principal objetivo de este tipo de andlisis es evaluar el
nivel de estimulo necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la
poblacion. Esta prueba no provee informacién suficiente sobre el fenébmeno de virulencia
tanto en cepas silvestres como en los modificados genéticamente (Pava-Ripoll y col., 2008)
por lo que se ha sugerido que el parametro CLsy sea complementado con otras pruebas
como la distribucion de la mortalidad diaria, la duracién de los ciclos saprobios y patogénicos
(Posada y Vega, 2005).

Ademas, la exposicion de los insectos al método de inmersion es muy usada en laboratorios
como técnica inicial de evaluacién de mdltiples cepas, por ser poco laboriosa, aunque no
refleja en nada las condiciones de infeccion de los insectos en el campo (Santoro y col.,
2007) pero tiene la ventaja adicional de la rapidez de la mortalidad debida a una alta
exposicion del insecto al in6culo (Posada y Vega, 2005), y la comparacion con la bibliografia
disponible.

Algunos conceptos de efectividad biol6gica se encuentran en el anexo B.
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3. ALCANCE DE LA TESIS
3.1 Antecedente directo

El control biolégico como estrategia dentro del escenario actual de la agricultura sustentable
presenta una desventaja que es el prolongado tiempo de accion, por lo cual, se ha
privilegiado la busqueda de microorganismos con eficiencia mejorada, uso de mezclas de
microorganismos con diferentes grados de virulencia, el aprovechamiento de la biodiversidad
y el mejoramiento genético a través de la fusibn de protoplastos, la transformacion, la

clonacién y la sobreexpresion de los genes involucrados en la virulencia (St Leger, 2008).

Como antecedente directo de este trabajo, en nuestro grupo de investigacion se obtuvo una
cepa mutante del hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana, mediante un método de
mutacion aleatoria, que consistid en la exposicién a la radiacion ultravioleta, y posterior
aislamiento con base en la resistencia al compuesto 2-desoxiglucosa en medio con quitina

cruda (Robledo y Monterrubio y col., 2004) con el fin de incrementar su virulencia.

Lo que se conoce hasta ahora sobre el fenotipo conferido por la resistencia a 2-dog, es
principalmente la desrepresion catabodlica por glucosa y aumento en la produccion de
enzimas especificas en presencia de glucosa (Allen y col., 1989; Antier y col.,, 1993;
Minjares-Carranco y col.,, 1997). Sin embargo, no se han realizado estudios de

caracterizacion del fenotipo generado por este tipo de mutaciones en HE.
3.2 Hipotesis

“El fenotipo de resistencia a 2-dog de la cepa mutante de Beauveria bassiana en
comparacion con su cepa silvestre podria mostrar diferencias en la virulencia frente a larvas
y adultos de Tenebrio molitor, morfometria de crecimiento, asi como en la produccién de
enzimas hidroliticas (hexosaminidasas y proteasas) y esporas, eventos que ocurren en
momentos bien definidos durante los cultivos de los estos hongos en medio sélido y caja de
Petri”.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Caracterizar y comparar los fenotipos presentados por dos cepas de Beauveria bassiana, la
mutante y la silvestre de la cual derivo, en funcion de su fisiologia de crecimiento, produccién
de enzimas hidroliticas y la virulencia frente al insecto Tenebrio molitor en sus estados de

larva y de adulto.

3.3.2 Objetivos especificos

1. Comparar las dos cepas de Beauveria bassiana, la cepa silvestre (88) y la cepa mutante
resistente a 2-dog (885.2), en funcién del efecto de diversos sustratos inductores sobre la

actividad quitinolitica y proteolitica en cultivo en medio sdélido.

2. Evaluar los parametros obtenidos a través de la aplicacién de un modelo de crecimiento

de dos fases en cultivo en medio sélido sobre diferentes sustratos.

3. Comparar los parametros de fisiologia y morfometria de crecimiento de las dos cepas de

Beauveria bassiana en cultivo en cajas de Petri sobre diferentes sustratos.

4. Establecer las diferencias de virulencia de las dos cepas sobre estados de larvas y de
adultos de Tenebrio molitor.
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4. MATERIALES Y METODOS

En este apartado se describe la preparacién de los materiales, el disefio experimental y los
métodos analiticos para la evaluacion de la fisiologia de crecimiento en CMS y en caja de
Petri, asi como la produccion de enzimas hidroliticas Asimismo, se describen los
experimentos para la evaluacién de la virulencia frente al insecto Tenebrio molitor por parte

de las dos cepas de Beauveria bassiana estudiadas.
4.1Preparacion de los materiales, previo a la realizacion de los experimentos

4.1.1 Microorganismos

Se utilizé la cepa 88 de Beauveria bassiana, proveniente de la coleccion de hongos
entomopatoégenos del Colegio de Posgraduados, campus Montecillo, Texcoco (Estado de
México), aislada de Hypothenemus hampei (Ferrari) en Oaxaca, México.

La cepa 885.2 fue obtenida previamente por modificacion genética de la cepa 88 por medio
de exposicién a radiacion ultravioleta y posterior seleccién con base en la resistencia a 2-dog

(0.5 g I'Y) en medio con quitina cruda (10 g I'Y) (Robledo-Monterrubio y col., 2004).

Las cepas 88R y 885.2R fueron obtenidas a partir del repase por larvas de T. molitor, y
posterior reaislamiento sobre medio Agar maltosa Sabouraud de las cepas 88 y 885.2,

respectivamente (Montesinos, 2008).

En el anexo C se presenta una aclaracion respecto a la terminologia y nomenclatura de

estas cepas.

4.1.2 Conservacion de las cepas vy preparacion del inéculo

Los indculos iniciales de las dos cepas fueron recuperados, a partir de cadaveres de
chapulines (Sphenarium purpurascens Charpentier (Orthoptera: Pyrgomorphidae))
previamente infectados con dichos cepas por separado. Esto se hizo mediante siembra
directa con asa microbiolégica del hongo en cajas de Petri que contenian medio con agar (15
g I') y la misma formulacién del medio CHA de la Tabla 4.2, el cual contiene las sales

minerales reportadas por Barranco-Florido (2004) y cuticula molida de chapulin (20 g I').
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Para la conservacion a largo plazo, las cepas se crecieron en césped en el medio ADS, se
incubaron a 28°C durante 10 d en la incubadora Imperial 1ll de Labline, se cosecharon en
solucion acuosa 0.01% de Tween 80 y posteriormente se almacenaron. La cepa 88 fue
mantenida en tubos inclinados de medio ADS a -20°C con glicerol y la cepa 885.2 en el
medio ADS adicionado con 0.5 g I"* de 2-dog durante el primer afio de la parte experimental
de la tesis. Posteriormente se realiz6 la conservacion a largo plazo en tubos de
crioconservacion de 2 ml a -20°C (Corning Incorporated, 2028).

El in6culo para los diferentes experimentos se obtuvo al crecer las cepas sobre 50 ml de
medio ADS en matraces de 250 ml incubados a 28°C durante 10 d, al cabo de los cuales se
cosecharon las esporas agregando 10 ml de solucién acuosa 0.01% de Tween 80 y con
agitacion en una parrilla para despegar las esporas. La suspension resultante se paso6 a
través de una gasa doblada en 4 partes y se recolectd en otro matraz bajo condiciones de
esterilidad, todo esto para evitar la presencia de micelio y de racimos de esporas que dieran
lugar a subvaloracion del conteo. La concentraciéon de las esporas se determiné por conteo
con hemocitbmetro de Neubauer bajo microscopio 6ptico Boeco BM-180 (Alemania) con una

ampliacién de 400 x.

4.1.3 Preparacion del sustrato vy el soporte para los cultivos

4.1.3.1 Preparacion de la quitina coloidal

La quitina coloidal se obtuvo por el método modificado de Hsu y Lockwood, (1975). Se
disolvieron 50 g de quitina de caparazén de camarén (Sigma Chemical Co., C-7170) en 200
ml de &cido clorhidrico 12.3 M, manteniéndose en agitacién constante en bafio de hielo hasta
su solubilizacion total. La quitina se precipit6 como suspensién coloidal al agregar
lentamente 500 ml de agua destilada fria (Kang y col., 1999). La suspension obtenida se
neutralizé por lavados consecutivos con agua destilada, mediante centrifugacién a 10000
rpm, durante 15 min a 4°C. Se retir6 el exceso de agua hasta obtener una concentracién de
quitina coloidal mayor a 2%, la cual se evalué por gravimetria, por triplicado. La quitina

coloidal obtenida se conservo en refrigeracion a 4°C hasta el momento de usarse.
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4.1.3.2 Preparacion de la cuticula de Sphenarium purpurascens Charpentier

(Orthoptera: Pyrgomorphidae)

Dos kilos de chapulines de la milpa (Sphenarium purpurascens) de estado adulto fueron
recolectados en la zona de Cuautitlan Izcalli (Estado de México) y procesados mediante el
retiro de la cabeza y las patas, el conjunto del térax y el abdomen resultantes fue tratado con
NaOH 0.1 N durante 30 min, después se lavd 2 veces con agua destilada y una vez con HCI
0.2 N durante 30 min; por ultimo, para eliminar el exceso de &cido se lavé dos veces con
agua destilada. Posteriormente se secé en estufa a 60°C y se retird cualquier material
interno residual. El material resultante se tritur6 con mortero y tamizé con malla N° 30, 50 y
80 para obtener un tamafio de particula entre 0.52 y 0.8 mm de diametro para los cultivos en
medio soélido y un tamafio de 0.18 a 0.3 mm para los cultivos en caja de Petri. Se conservo a

temperatura ambiente hasta su utilizacion (Barranco-Florido y col., 2002).

4.1.3.3 Preparacion del soporte sélido

El soporte inerte utilizado fue espuma de poliuretano (polyurethane foam, PUF) de baja
densidad (0.017 g I''). Para los experimentos en que se especifica PUF cortado, la espuma
se corté en cubos de 5 mm de lado y luego se lavé. Para los experimentos con PUF molido,
la espuma se cort6 en laminas de 15 cm de lado, se lavé y posteriormente se molié con
malla de 1.5 mm de diametro en un molino pulverizador rotativo Brabender (Duisburg,
Alemania), a continuacion se tamizé utilizando mallas N° 30, 50 y 80. El soporte se lavé 2
veces con agua hervida, una vez con agua destilada a temperatura ambiente y se secé
durante 24 h en estufa a 60°C, segln lo indicado por Zhu y col. (1994). Se conservé en

desecador en bolsa de plastico negra para protegerla de la luz hasta el momento de su uso.

Para evaluar la porosidad del PUF molido, se empac6 una cantidad pesada de PUF en un
eppendorf de 2 ml y posteriormente se atord con agua destilada para que ocupara el total del
volumen. Ademas, se obtuvo la densidad del PUF, empacando cantidades pesadas de PUF
con los distintos tamafios de particula, en eppendorf de 2 ml. Se tomé la gravedad especifica
del agua como la unidad, con los pesos obtenidos del agua y del PUF se estimo el espacio

intersticial, mediante la ecuacion 1 (Foust, 1987).

_ volumen agua

= (Ecuacion 1)
volumen total
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4.2 Cultivo en medio sélido

4.2.1 Cinética de produccion de hexosaminidasas en CMS en matraces

Se utilizaron matraces de 250 ml, que contenian 1 g de los cubos de espuma de poliuretano
y 20 ml de medio (el pH del medio se ajusté a 7 utilizando NaOH 1 N, NaOH 0.1 N, HCI 1 N o
HCI 0.1 N, segun el caso), y se llevo a esterilizar en autoclave a 15 psi durante 15 min. Se
utilizé la formulacién modificada de las sales del medio Czapek-Dox (Manual Merck, 2000) y
se adicionaron los sustratos en las concentraciones que se indican en la Tabla 4.1. El indculo
fue de 8 x 10’ esporas por gramo de soporte seco (g SS). El contenido de humedad fue de
92% vy la actividad de agua (a,) de 0.99. Los matraces se incubaron a 28°C durante 7 d. A
intervalos definidos fueron retirados dos matraces por cada cepa por cada medio para
realizar los analisis correspondientes. En el medio GN se midi6 la produccion enzimética en

un solo punto, a 56 h de cultivo.

Tabla 4.1 Formulacion de los medios de cultivo usados en la cinética de produccion de
hexosaminidasas en cultivo en medio sélido en matraces

Sustrato g I GN QC
K,HPO, e 3H,0 1.25 1.25
MgSQO,e 7H,O 1 1
KCI 0.5 0.5
FeSO,e 7H,0 0.018 0.018
Quitina coloidal 20
Glucosa 28
Nitrato de sodio 2
Relacion C: N 6.9 6.75

4.2.2 Sistema experimental de CMS en columna

Los experimentos de CMS en columna se realizaron en reactores de vidrio de 2.3 cm de
diametro interno, por 19 cm de largo y un volumen total de 50 ml, los cuales se esterilizaron
antes de cada proceso con tapones de algodén en ambos extremos y un circulo de papel
filtro (2.3 cm de didmetro) en la parte inferior para contener el material total del cultivo. Se
prepararon los medios de cultivo segun la formulacion, y en todos los casos el pH fue
ajustado a 7 (se utilizd6 NaOH 1 N, NaOH 0.1 N, HCI 1 N o HCI 0.1 N). El medio de cultivo
estéril se inoculd (el indculo para todos los experimentos se establecié en 1 x 10’ esporas

por gramo de materia total), y posteriormente se mezclé con el SS estéril, esta mezcla
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homogénea se empacO en condiciones de asepsia y cada uno de los fermentadores se
acoplo con un tapon de hule a un humidificador de vidrio de 12 cm de longitud y 2.3 cm de
diametro interno, el cual contenia agua destilada hasta las tres cuartas partes de su
volumen, posteriormente cada uno se conect6 a la entrada del aire en forma independiente,
segun se muestra en la Figura 4.1.

v

Algodén

v

Columna de material empacado

Algodon y papel filtro

v Vv

Tapén de hule

A 4

Entrada de aire

v

Humidificador

Figura 4.1 Esquema de los fermentadores empleados en el cultivo en medio sélido

El flujo volumétrico se regulé manualmente por medio de valvulas y de un flujbmetro digital
ADM 2000 (Agilent Technologies, Wilmington, USA). El conjunto de las columnas de
fermentacion y los humidificadores se sumergieron en un bafio de agua a temperatura
constante durante toda la fermentacion, el cual se regulé por medio de un termostato HAAKE
C10 a 28°C, segun se muestra en la Figura 4.2.

Termostato
Valvulas de entrada de aire

Termémetro

Columnas de fermentacion

Bafio de agua

Figura 4.2 Esquema del sistema experimental de cultivo en medio sélido
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4.2.3 Eleccién del tipo de soporte para CMS en columna

Cada columna de vidrio se empac6 homogéneamente de acuerdo a lo presentado
anteriormente, y segun se indica en la Tabla Il del anexo D. La participacion de cada
componente en la columna fue determinada mediante un balance de materiales para solidos
y agua, teniendo en cuenta el contenido de los solidos en los diferentes tratamientos y el
contenido de humedad del inicio del cultivo, que se establecié en 80%, segln se muestra en
la Tabla Il del anexo D. El medio CHA, (la formulacién se indica en la Tabla 4.2), se inocul6
con la cepa 885.2 y se mezcl6 con el PUF molido o PUF cortado, preparado segun se indico
anteriormente. El cultivo se mantuvo durante 88 h. Los experimentos se realizaron por

duplicado (Barranco-Florido y col., 2002).

4.2.4 Cinética de produccién de proteasas vy hexosaminidasas en columnas

Cada columna de vidrio se empacd homogéneamente de acuerdo a lo presentado
anteriormente y segun se indica en la Tabla V del anexo D. El balance de los materiales
incluidos en la columna se muestra en la Tabla IV del anexo D. Se utilizé el medio de cultivo
CHA, preparado de acuerdo a lo indicado en la Tabla 4.2, el pH se ajusté a 7 antes de ser
esterilizado. El cultivo se mantuvo durante 88 h. A intervalos definidos fueron retiradas dos
columnas por cada cepa, para realizar los andlisis correspondientes (Barranco-Florido y col.,
2002).

425 CMS en columna sobre diversos medios de cultivo

Las columnas de vidrio se empacaron homogéneamente de acuerdo a lo presentado
anteriormente y segun se indica en la Tabla VII del anexo D, de acuerdo al balance de
materiales de la Tabla VI del anexo D. Los medios de cultivo se formularon de acuerdo a lo
indicado en la Tabla 4.2. Se us6 la formulacion de sales segun Barranco-Florido y col.
(2002), adicionada con los siguientes sustratos: Glucosa y sulfato de amonio, GNS; quitina
coloidal como unica fuente de carbono y nitrégeno, QCS; quitina coloidal adicionada con
glucosa y sulfato de amonio como fuentes alternas, QGNS; cuticula de chapulin molida (S.
purpurascens), CHA; salvado de trigo con y sin adicion de las sales, STS y ST,
respectivamente. Los cultivos se mantuvieron por diferentes periodos de tiempo de acuerdo

al avance en el crecimiento fungico. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
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Tabla 4.2 Formulacion de los medios de cultivo usados en las cinéticas de produccién de
hexosaminidasas y proteasas en cultivo en medio sélido sobre columnas

Sustrato g I GNS QCs QGNS CHA ST STS
MgSO,e7H,0 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
NaCl 1 1 1 1 1
KH,PO, 15 15 15 15 15
FeSO,e7H,0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
ZnS0O,e7H,0 0.028 0.028 0.028 0.028 0.028
MnSQO,eH,0 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032
(NH,),S0O, 6 6
Glucosa 28 5
Quitina coloidal 20 20
Cuticula de 60
chapulin
Salvado de trigo 60 60
Relacion C: N 8.81 6.9 4.23 4.27 17.2 17.2

4.2.6 Preparacion de los extractos enzimaticos

Los extractos enzimaticos se obtuvieron por el drenado de la espuma de poliuretano con
jeringa de vidrio de 20 ml de capacidad. Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm
durante 10 min, para retirar el exceso de material sélido, y luego se filtraron a través de una
membrana Millipore de 0.45 uym. Los extractos obtenidos se almacenaron a -20°C para
analisis posteriores. En el caso del cultivo en columnas de aireacion forzada, se diluy6 la
muestra 1. 2 respecto al peso final con agua destilada (Barranco-Florido, 2004) y
posteriormente se realizé el mismo procedimiento del caso anterior. Para el caso de los
extractos a los que se les realizé electroforesis, después del procedimiento anterior se les
dializé con sacarosa a 4°C durante 12 h, utilizando una membrana de celulosa de poro de
retencién de proteinas de 12 KDa (Sigma Chemical Co. D-9527) y se pasaron por filtros para
centrifugacion Amicon® Ultra-15 (Millipore Co., USA), aditamento que permite la
concentracion de proteinas de tamafio superiores a 15 KDa y la desalacion de las muestras,

mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 15 min a 4°C.
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4.3Determinaciones analiticas

4.3.1 Biomasa en los cultivos en matraz

El crecimiento del hongo se evalu6é directamente por gravimetria. EI medio de cultivo se
drend del soporte sélido por compresion dentro de una jeringa de 20 ml. El soporte solido
gue contenia la biomasa retenida fue enjuagado con 20 ml de agua, los cuales se drenaron.
El soporte inerte se secd por un periodo aproximado de 24 h hasta peso constante en una
estufa a 60°C. Se sustrajo el peso del soporte solido del peso del soporte sélido después de
secado (Zhu y col., 1994).

4.3.2 Crecimiento de los cultivos en columna

Se estima el crecimiento fingico a través del analisis respirométrico de la composicion de los
gases (CO, y O,) de la salida de cada columna. Los gases se secaron a través de una
columna de silica, luego de lo cual, se inyectaron en el cromatégrafo de gases (Gow mac

Instrument Co, series 580), segun se indica en la Figura 4.3.

Tanque de Helio
Computador

Cromatografo de Gases

Columnas de Silica-gel

l 08/706/2005

Figura 4.3 Esquema del sistema de deteccion de gases

El cromatografo de gases estéd equipado con un detector de conductividad térmica, inyector
automético y una columna concéntrica separadora de gases (CTR | Alltech, USA) de acero
inoxidable empacada con 5% de chromosorb P OV-101, el cual esta acoplado a un
computador que utiliza el programa integrador CHROMA de la sociedad Biosysteme para

obtener la concentracion porcentual de CO, (Saucedo-Castafieda y col., 1994).
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Las condiciones de operacion del cromatografo de gases fueron:

Parametro Condiciones

Detector Conductividad térmica
Temperatura del detector 80°C
Temperatura del inyector 80°C

Temperatura de la columna 50°C
Fase movil Helio
Presion de salida del eluyente 40 psi
Flujo del eluyente 40 ml min™
Corriente del detector 150 mA

Cada gas presenta una conductividad térmica diferente, por tanto, fue necesario establecer
una curva de calibracion antes de proceder al andlisis de la medicion de gases, para lo cual
se utilizaron 4 mezclas de gases con concentraciones conocidas de CO;, O, y N,. Ademas
se estandarizaron los tiempos de retencion (TR) para cada gas, segin se muestra a

continuacion, el TR del aire en la columna fue de 0.38 min.

Mezcla de gases CoO, 0O, N,
aire 0.03 20 80
1 5 15 80
2 10 10 80
3 10.15 20.98 68.87
TR (min) 0.8 2.2 3.5

Las mediciones en cada columna se realizaron cada 30 min y los resultados se expresaron
como mg CO, h™ g* MSI. Estos resultados se integraron, para obtener la produccién total de
CO, (mg CO, g™ MSI). Los datos se ajustaron a los modelos de crecimiento de hongos en
cultivo en medio sélido que son indicados posteriormente en el anexo |, para obtener los

parametros de crecimiento.

La expresion de los resultados se obtuvo por medio de la ecuacién 2:

dCO, (%CO,s)x flujox60xaxhxc _mg CO,
dt gMSI xd " hgMsl

(Ecuacion 2)

Donde,
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aco, =Tasa instantanea de producciéon de CO, (mg CO, h™* g™* MSI)

%CQO,s =CO; en la salida del venteo del cromatégrafo para cada columna (%)

flujo = Flujo de salida del venteo del cromatografo para cada columna (ml h?)

a= Factor de correccion de la presion atmosférica a la altura de la ciudad de México
/Presion atmosférica en condiciones estandar de los gases (0.7697).

b = Factor de correccion de la temperatura de trabajo (28°C) respecto a las condiciones
estandar de los gases en escala Kelvin (0.9070).

¢ = Peso molecular del CO,/ mmol CO, (mg mmol™)

gMSI =Materia seca inicial (g)

d =Factor de conversiéon mmoles de CO, a ml (22.415 mmol ocupa 1 ml), en condiciones

estandar (ml mmol™) (Barranco-Florido, 2004).

4.3.3 Actividad enziméatica

4.3.3.1 Actividad quitinolitica (N-acetil-hexosaminidasa)

Esta actividad se determin6 por el método modificado de Coudron y col. (1984), usando p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma Chemical Co.) como sustrato. La mezcla de
reaccion consistio en 50 pl del extracto enzimatico, 150 pl de agua destilada, 200 ul del
amortiguador citrato-fosfato 0.2 M pH 5.6, y 200 ul del sustrato (1 mg ml™?). Se incub6 en
bafio de agua a 37°C, durante 1 h con agitaciébn constante a 180 rpm en el agitador con
circulador Circulator Polystat, Cole Parmer (USA). En el blanco se sustituyd el extracto
enzimatico por agua destilada. La reaccién se detuvo agregando 1 ml de NaOH 0.02 M. La
lectura de absorbancia se realizé6 a 400 nm en el espectrofotobmetro Beckman Coulter DU®
Series 640 (USA).

Para realizar la estimacion de la concentracion de p-nitrofenol (p-nf) liberada se emple6 una
curva de calibracion con concentraciones crecientes de p-nitrofenol hasta 0.72 pymol ml™ (100
ug ml?), la cual se muestra en el anexo F, previa corroboracion de la linealidad del p-

nitrofenol durante la hora de la reaccion, la cual se muestra en el anexo E.
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Una unidad internacional de actividad enzimética (Ul) fue definida como la cantidad de
enzima requerida para liberar un umol de p-nitrofenol por minuto en la mezcla de reaccién

(Tronsmo y Harman, 1993).

La produccion de la enzima en el cultivo en medio sélido se expresé en términos de

unidades internacionales por gramo de materia seca, de acuerdo a la ecuacion 4.

E:[p—nf]xDiIxV1 _
txg MS

U

Ul g*MS (Ecuacion 4)

Donde,

UE= Unidades enzimaticas en la unidad experimental de cultivo en medio sélido (Ul g"MS)
Ul= Unidades internacionales enziméticas (umol p-nf min™)

V1= Volumen del liquido de extraccién + volumen del liquido de fermentacion (ml)

Dil= Dilucidn del extracto filtrado en la mezcla de reaccion
t= Tiempo de incubacién de la mezcla reactiva (min)

g MS= Gramos de materia seca de cada unidad experimental (g)
(Barranco-Florido, 2004).

4.3.3.2 Actividad proteolitica

Las proteasas se determinaron por medio del método de Azocoll (Sigma Chemical Co.). La
mezcla de reaccidén consisti6 en una suspension de 10 mg de Azocoll en 1 ml de buffer
glicina-NaOH (pH 8.5), 3.9 ml de agua destilada y 0.1 ml de extracto enzimatico, la cual se
llevé a bafio de agua a 37°C, a agitacion de 180 rpm durante 30 min en el agitador con
circulador Circulator Polystat, Cole Parmer (USA). El blanco contenia la mezcla de reaccion,
con excepcion del extracto enzimatico que se sustituyd por agua destilada. La reacciéon se
detuvo filtrando con filtro Whatman # 44 (tamafio de poro 0.3 uym). La lectura de absorbancia

se realizd a 520 nm en el espectrofotémetro Beckman Coulter DU® Series 640 (USA).

Una unidad de actividad enzimatica (UA) fue definida como la cantidad de enzima requerida
para incrementar la absorbancia de la mezcla de reaccion en 0.01 unidad de absorbancia por

minuto a 520 nm, respecto al blanco (Chavira y col., 1984).
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Para obtener el cambio de la absorbancia a 520 nm (Aabs) se rest6 la absorbancia del
blanco a la absorbancia de la muestra y se dividié entre 0.01.

La produccion de la enzima en el cultivo en medio sélido se expresé en términos de

unidades enziméticas por gramo de materia seca, de acuerdo a la ecuacion 3.

Aabs x Dil xV,
UE = L=UAg™ MS y
txV,xg MS 9 (Ecuacion 3)

Donde,

UE= Unidades enzimaticas en la unidad experimental de cultivo en medio sélido (UA g* MS)
UA= Unidades enzimaticas en la mezcla de reaccion (A abs min™)

A abs= Cambio de absorbancia a D.O. de 520 nm

Dil= Dilucién del extracto filtrado en la mezcla de reaccién

V1= Volumen del liquido de extraccion + volumen del liquido de fermentacion (ml)

t= Tiempo de incubacién de la mezcla reactiva (min)

V,=Volumen de la mezcla de reaccion (ml)

g MS= Gramos de materia seca de cada unidad experimental (g) (Barranco-Florido, 2004).

43.4 pH

La mediciéon del pH se realiz6 directamente sobre la suspension obtenida después de
separar el extracto crudo enzimatico de la materia total obtenida de los cultivos. Para realizar
las mediciones se utiliz6 un potencidmetro digital Conductronic pH 120 provisto de un
electrodo combinado. EI potenciometro se calibr6 previamente con soluciones

amortiguadoras de pH 4.0 y 7.0 (Sigma de México S. A. de C. V.).
4.3.5 Proteina

La concentracién de la proteina del extracto enzimatico (libore de células) se determind
mediante el reactivo de Bradford (Sigma Chemical Co. B-6916, Bradford, 1976). El
microensayo consistié en 1 ml del extracto enzimético diluido en NaCl 0.15 M (el factor de

dilucién varié segun la concentracion de la proteina en la muestra), y 1 ml del reactivo de
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Bradford, después de agitar suavemente se esperé 5 min y se ley6 la absorbancia a 595 nm
en el espectrofotbmetro Beckman Coulter DU® Series 640 (USA). Se calculd la
concentracion de la proteina utilizando albumina sérica bovina como estdndar hasta la
concentracion de 100 ug ml?, la curva de calibracion se muestra en el anexo G. La
concentracion de proteina en el cultivo en medio solido se expres6 en términos de

miligramos por gramo de materia seca.

4.3.6 Actividad de agua (ay)

La actividad de agua se midié en un analizador Aqua Lab CX-2 (Decagon Devices, Inc.,
Washington, USA), el cual utiliza la técnica del punto de condensacion del espejo frio. Se
colocé de forma homogénea una porcién suficiente del material en la charola de plastico,
posteriormente se introdujo en el compartimento indicado del equipo Aqualab CX-2, el cual

fue previamente calibrado con agua destilada y desionizada.
4.3.7 Glucosa

La glucosa fue cuantificada con el analizador bioquimico YSI 2700 Select (Yellow Springs
Instrument, Ohio, USA), se utiliz6 una membrana de policarbonato que contenia la enzima
glucosa oxidasa inmovilizada, la deteccién se realizd a través de la sefial de oxidacién del
peréxido de hidrégeno producto de la reaccion enzimatica especifica, se utilizé una solucion

de glucosa de concentracién conocida para la validacién de los resultados.
4.3.8 Acido Oxalico

El 4cido oxalico se determin6 por cromatografia liquida de alta resolucién, (HPLC), en el
equipo Termo Separation Constametric 4100, usando como eluyente H,SO4 0.005 M a un
flujo de 0.6 ml min™, en una columna ALLTECH OA-1000 para &cidos organicos, a 35 °C. Se
usé un detector UV/visible Perkin Elmer Series 200, operado a 210 nm. También se realiz6
cromatografia en capa fina, (TLC), en placas de silica gel 60 F254 Merck, con CHCl;: MeOH
(9: 1) y n-BuOH: H,0O: AcOH (12: 5: 3) como eluyentes y sulfato cerico amoniacal 0.051 My

luz UV como reveladores (Asaff, 2006).
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4.3.9 Contenido de humedad

El contenido de humedad de las muestras se determiné por gravimetria. Se tomé una
muestra del material contenido en las columnas del cultivo en medio soélido, la cual se peso y
sec6 en estufa a 60°C durante 24 h, posteriormente cada muestra se pasé a un desecador
con silica-gel durante dos horas, luego de lo cual se pes6 en la balanza analitica GA200
marca OHAUS. Las determinaciones se hicieron por duplicado en charolas de aluminio. Se

realizaron los célculos segun la ecuacion 5.

peso himedo de la muestra — peso seco de la muestra y
peso himedo de la muestra

%H = 100 (Ecuacion 5)

4.3.10 Composicion elementalde C,Hy N

Las esporas de los dos cepas (obtenidas como se describe en el inéculo para todos los
experimentos) y los sustratos utilizados en la formulacién de los medios de cultivo se
secaron en estufa a 60°C durante 24 h. La composicion elemental (C, H y N) se determiné
en un analizador Series Il 2400 CHNS/O (Perkin Elmer, Boston, USA). Este equipo esta
provisto de dos columnas, la primera utiliz6 una temperatura de combustion de 925°C y en la
segunda se usO temperatura de reduccién de 640°C. El gas acarreador fue helio y la
deteccion de los compuestos se realiz6 con un detector de conductividad térmica. La
calibracion se realiz6 con una estandar de cisteina (C3H;NO,S). Las muestras se pesaron en
una microbalanza de alta precisién, la cantidad de muestra requerida para el analisis fue
entre 1.5 y 3 mg. Los resultados se expresaron en porcentaje (%) de cada compuesto
referido a la materia seca de la muestra, asumiendo que el % restante era oxigeno, y se

calcul6 la férmula elemental de cada muestra.

4.3.11 Secuenciamiento de las proteinas

43111 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Se realiz6 la electroforesis monodimensional de las proteinas del extracto enzimatico
extracelular en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) por el método de Laemmli
(1970). Se tom6 un volumen de los extractos enzimaticos obtenidos de los diferentes medios

de cultivo evaluados, equivalente a 50 ug de proteina total, se adicionaron cuatro volimenes
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de acetona absoluta fria, se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 min a 4°C, seguido de
precipitacion con acetona al 70% para retirar el exceso de sales de la muestra. El precipitado
de cada muestra se disolvid en buffer de muestra (tris/HCI, pH 6.8, 65 mM,; glicerol 10%;
SDS 2%; 2-mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0.1%). La mezcla se llevé a un bafio de
agua a 100°C durante 4 min. Posteriormente un volumen de 10 pl de cada muestra fue
cargado en el gel de poliacrilamida (gel de separacion 13%, compactacion 3%). La
separacion se realizé6 en cadmara Miniprotean a 150 V durante una hora. El buffer de
corrimiento contenia: Tris, 25 mM; glicina, 192 mM; SDS 0.1%, pH 8.3 (Garfin, 1990). Se
utilizaron los marcadores de peso molecular de alto rango (miosina, 200 KDa; [-
galactosidasa, 116.25 KDa; fosforilasa B, 97.4 KDa; albimina sérica bovina, 66.2 KDa,
ovoalbumina, 45 KDa) y el de bajo rango (fosforilasa B, 97.4 KDa; albumina sérica bovina,
66.2 KDa; ovoalbumina, 45 KDa; anhidrasa carbdnica, 31 KDa; inhibidor de tripsina, 21.5
KDa; lisozima, 14.4 KDa). Los geles se revelaron con nitrato de plata y con azul de
Coomassie, segun se indica. Todos los reactivos y equipos utilizados en estas técnicas son
marca Bio-Rad. Los andlisis de peso molecular de los geles fueron realizados por medio del

software Labworks 4.0, de UVP Imaging Systems inc.
4.3.11.2 Digestion de los geles

Los extractos enzimaticos, procesados segun lo indicado anteriormente, se liofilizaron, y
posteriormente se les realizod la electroforesis SDS-PAGE, las bandas de interés fueron
cortadas de los geles sin haber sido tefiidos. Se guardaron en tubos eppendorf a
temperatura ambiente hasta el momento del andlisis. Las bandas se cortaron en piezas
pequefias (1 x 1 mm), se secaron por centrifugacion al vacio, y se redujeron por inmersion en
una solucién de bicarbonato de amonio, 100 mM, que contenia ditiotreitol, 10 mM, durante
una hora a 55°C. El exceso de ditiotreitol/bicarbonato de amonio se removié y se agreg6 el
mismo volumen de bicarbonato de amonio, 100 mM, conteniendo iodoacetamida, 55 mM, y
se incubd durante 45 min en la oscuridad. Después de la alquilacion, las piezas del gel se
trataron con bicarbonato de amonio, 100 mM, y acetonitrilo, secuencialmente, y luego se
secaron por centrifugacion al vacio. A continuacion, se agregaron 2 mg de tripsina en
suficiente solucién de bicarbonato de amonio, 100 mM, para sumergir cada pieza de gel. La
digestion se llevé a cabo a 37°C durante toda la noche. El gel se lavd una vez con

bicarbonato de amonio seguido de acetonitrilo, y dos veces con &cido formico 5% seguido de
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acetonitrilo. Finalmente, se colectaron los péptidos a partir de los lavados, se secaron por
centrifugacion al vacio y se resuspendieron en una solucion de &cido féormico 0.1% para el

posterior andlisis de espectrometria de masas.
4.3.11.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Los péptidos de cada muestra se analizaron por duplicado. Un capilar LC Agilent 1100 (Palo
Alto, CA) se conectd al espectrometro de masas por medio de un separador de T para
permitir la infusion a velocidades de flujo de hl. Las camas de cinco mm de didmetro C18
(Rainin, Woburn, MA) se empacaron en una tira capilar de silice fundida (10.5 cm x 100 mm
de didmetro interior) a 1000 psi de presién utilizando nitrégeno gaseoso. Las muestras de los
péptidos se cargaron en la columna durante 45 min bajo la misma presion. Los péptidos se
eluyeron con un gradiente, usando acido férmico 0.1% (amortiguador A) y acetonitrilo 99.9%
/acido férmico 0.1% (amortiguador B). Después del primer lavado durante 10 min con 95%
de amortiguador A, los péptidos se eluyeron de la columna durante 90 min con un gradiente
lineal de 5 a 60% del amortiguador B, a una velocidad de flujo de ~ 200 hl min™ directamente
en una espectrémetro de masas de trampa de iones lineal LTQ (Thermo Fisher, San José,
CA) a un voltaje de 2500 V. El instrumento fue establecido para adquirir espectros MS/MS de
los nueve mas abundantes iones precursores de cada barrido de MS, con una serie de
repeticiones de tres y la duracion de cada repeticion fue de 5 s. La dindmica de exclusion se
habilité para 160 s. Los espectros de masas en tandem en bruto se convirtieron en una lista
de picos utilizando ReAdW seguido por algoritmos mzMXL2Other (Pediolini y col., 2004). La
lista de picos se buscé utilizando Mascot 1.9 (Matrix Science, Boston, MA).

43.11.4 Busqueda en las bases de datos e identificacién de las proteinas

Se construy6 una base de datos de destino a partir de la base de hongos entomopatégenos
(Broad Institute, MA). Se construy6 una base de datos sefiuelo mediante la inversiéon de las
secuencias en la base de datos normal. Las busquedas se realizaron en contra del objetivo y
en las bases de datos sefiuelo utilizando los siguientes parametros: 1) Escision enzimatica
totalmente triptica con dos posibles divisiones perdidas; 2) tolerancia de péptidos de 800
partes por millon; 3) tolerancia del fragmento de iones de 0.8 Da; y 4) modificaciones
variables debido a las carboxiamidometilaciones de los residuos de cisteina (+ 57 Da) y

desamidaciones de los residuos de asparagina (1 Da). Después de la bausqueda en las bases
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de datos, las proteinas estadisticamente significativas fueron determinadas para cada una de
las cuatro muestras en proteina FDR 1%, utilizando el algoritmo ProValT (Weatherly y col.,
2005).

4.3.11.5 Anotacion de las proteinas funcionales

Se realiz6 la busqueda de las similitudes para las proteinas con funciones no asignadas,
utilizando el programa BlastP contra todas las secuencias de las proteinas no-redundantes
presentes en la base de datos de The National Center for Biotechnology Information. Los
alineamientos de las proteinas se consideraron significativos si estaban por debajo de un
valor de E de 50. Se utiliz6 SignalP para predecir los mecanismos de secrecién y
SecretomeP para identificar los motivos clasicos (Bendtsen y col.,, 2004,
www.chs.dtu.dk/services/SignalP/) y la base de datos UniProtkKB / Swiss-Prot (Swiss Institute
for Bioinformatics (SIB) y European Bioinformatics Institute (EBI)) para hallar las propiedades

de las estructuras protéicas.

4.3.12 Microscopia electrénica de barrido

Se realiz6 el cultivo en medio solido sobre cuticula de chapulin, de los cuales se tomaron
muestras de cada cepa de 0, 8, 16, 24 y 36 h de crecimiento. Las cuales se sometieron a un
tratamiento de fijaciébn por inmersion en glutaraldehido 5% (v/v) durante 24 h a 4°C. Se
realizd una fijaciébn secundaria con tetradxido de osmio 1% (v/v) durante 2 h a 4°C. Las
muestras se deshidrataron en diluciones seriadas de acetona al 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100%. Posteriormente se desecaron en CO, bajo condiciones de punto critico: 36°C, 1070 Ib
pg? (Samdri 780B, Tousimis Research corporation). Posteriormente, las muestras se fijaron
en una cinta de carbén conductivo de doble cara adhesiva y se cubrieron con carbono
evaporado y una deposicion de iones de oro en el vacio (Baltec SCD 050) (Bozzola y
Russell, 1992). Las muestras se examinaron en el microscopio electrénico de barrido (JEOL
JSM-5900 KV, Tokio) a 10-20 kV.
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4.4 Analisis en caja de Petri

4.4.1 Crecimiento radial y esporulacién a diferentes temperaturas

Las cajas de Petri de 5 cm de didmetro que contenian 5 ml de medio de ADS se inocularon
en el centro del agar con un palillo de madera estéril, previamente puesto en una suspension
esporal de 5 x 10° esporas ml™. Las cajas fueron selladas con Parafilm e incubadas a 23, 25,
28 y 30°C. La velocidad de crecimiento radial se determin6 por medicion del diametro de las
colonias con un Vernier, cada 24 h durante 5 d. Se calculé la pendiente de la gréfica de
crecimiento radial medida en mm contra el tiempo medido en dias, por regresién lineal, este
parametro se llamo U,, se expres6 en mm d™. La produccion de esporas se midi6 al final del
crecimiento radial; se cortd la colonia y se suspendié en 10 ml de solucién de Tween 80 al
0.01%, contenidos en tubos coénicos de 15 ml, la suspensibn de esporas se agitd
vigorosamente en un agitador vortex por aproximadamente 1 min. Se realizaron tres conteos
con hematocitometro para cada colonia. Se calcul6 la densidad de esporas, pes, €Xpresada
como esporas cm™? (Varela y Morales, 1996). El analisis de cada cepa se llevé a cabo por

triplicado.

4.4.2 Caracterizacion de las cepas en funcidon del medio de cultivo

Las cajas de Petri de 5 cm de diametro contenian 5 ml de medio mineral de acuerdo a
Barranco-Florido, (2004), y agar; el cual se suplié con diferentes sustratos como Unica fuente
de carbono y nitr6geno; los medios son los mismos de los experimentos de cultivo en medio
sélido en columna, la composicion se detalla en la Tabla 4.3. Las fuentes de carbono y
nitrdgeno de los medios fueron: Glucosa y sulfato de amonio, GNS; quitina coloidal, QCS;
quitina coloidal, adicionado con glucosa y sulfato de amonio, QGNS; particulas de cuticula
de chapulin (S. purpurascens), CHA; salvado de trigo, sin sales, ST y salvado de trigo con
sales, STS. Ademé&s se usaron cajas que contenian agar dextrosa Sabouraud, marcado
como ADS. El pH se ajusto a 7 antes de ser esterilizado. Todos los cultivos se incubaron a
28°C.
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Tabla 4.3 Composicidon de los medios de cultivo usados en los experimentos en caja de
Petri

Sustrato, g I"*

MgSQO,e7H,0 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
NaCl 1 1 1 1 1
KH,PO, 15 15 15 15 15
FeSO,e7H,0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
ZnS0,e7H,0 0.028 0.028 0.028 0.028 0.028
MnSQO,eH,0 0.032 0.032 0.032 0.032 0.032
(NH4 2SOy) 6 6
Glucosa 20 5 40
Quitina coloidal 20 20
Cuticulade
chapulin 20
Salvado de trigo 10 10
Peptona 10
Agar 15 15 15 15 15 15 15
Relacion C: N 6.3 6.9 4.23 4.27 17.2 17.2 156

4.4.3 Velocidad radial y tasa especifica de crecimiento

Las cajas de Petri se sembraron en el centro del agar con un palillo de madera estéril,
previamente puesto en una suspension esporal de 5x10° esporas ml™. Las cajas se sellaron
con Parafilm e incubaron. La velocidad de crecimiento radial se determiné por medicion del
didmetro de las colonias con un Vernier cada 24 h durante 10 d. Se calcul6 la pendiente por
regresion lineal este pardmetro se llamé U,, y se expres6 en mm d™. El andlisis de cada cepa
se llevd a cabo por triplicado. Al final de las mediciones, los bordes de las colonias se
observaron bajo el microscopio, el cual estaba conectado a una camara fotogréfica y a un
procesador de imagenes, el software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Maryland, USA).
Se realizaron 15 mediciones de los diametros de las hifas en la parte distal y de la longitud
de la hifa desde la punta hasta la primera ramificacién visible, por cada colonia (repeticion)
para obtener el promedio y la desviacion estandar de las mediciones. Los datos se ajustaron
al modelo de crecimiento de hongos filamentosos, (Loera y Viniegra-Gonzalez, 1998),

detallado en la ecuacion 6.
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~ U,In(2)
H= L (Ecuacion 6)
L. In| =2

av

Donde,

1= Tasa especifica de crecimiento (h™); U, = Maxima velocidad de extension radial de la
hifa lider (um h™); L,, = Longitud promedio de la hifa lider en la periferia de la colonia (um);

D, = Diametro promedio de las hifas en la periferia de la colonia (um).

4.4.4 Cinética de germinacién

Las cajas de Petri se inocularon con una alicuota de 50 pl de la suspensién de 1x10° esporas
ml™, el in6culo fue esparcido homogéneamente con una varilla de vidrio estéril. Las cajas se
sellaron con Parafilm e incubaron. Dos circulos de agar de 1 cm de diametro fueron tomados
cada 2 h empezando a las 10 hasta las 24 h de cultivo. Estos circulos se montaron sobre un
portaobjetos y se les agreg6 una gota de azul de lactofenol de algoddn, para su posterior
visualizacién al microscopio 6ptico, ésto con el fin de poder procesar varias muestras a la
vez, ya que este reactivo detiene la germinacion y el crecimiento del hongo sin alterar su
morfologia (Kassa y col., 2008). El porcentaje de germinacién se determiné por el conteo de
dos campos de 100 esporas por cada circulo, posteriormente se calculé el tiempo requerido
para el 50% de la germinacion, TGs, (Varela y Morales, 1996). Se consideré que una espora
habia germinado si el tubo germinal era igual o mayor que el ancho de la espora (lbrahim y
col., 2002).

445 Cinética de esporulacion

Una suspension de 5 x 10° esporas por caja de Petri se esparcié sobre el medio de cultivo
con una varilla de vidrio estéril, luego las cajas se sellaron con Parafiim e incubaron. Un
circulo de agar de 1 cm de didmetro de cada caja se tom6 con un horadador, cada 24 h
durante 10 d, el cual se suspendié en 10 ml de solucién de Tween 80 al 0.01% contenidos en
tubos conicos de 15 ml. La suspension de esporas se agitd vigorosamente en un vortex por

aproximadamente 1 min para desprender las esporas del agar. Se realizaron tres conteos de
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cada suspensién esporal con hematocitometro para cada tiempo, cada medio y cada cepa.
Se calcul6 la densidad de esporas, pes,, €Xpresada como esporas cm™ (Varela y Morales,
1996).

4.4.6 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad se determiné mediante el método modificado de exclusion de fases
(Boucias y col., 1988; reportado por Romano, 1996). Se estandarizaron suspensiones de
Tween 80 0.05% que contenian esporas obtenidas en medio ADS, las cuales se
centrifugaron a 5000 rpm, durante 30 min a temperatura ambiente en la centrifuga J2-HS
Beckman. Las esporas recuperadas se lavaron dos veces con agua destilada a una
temperatura de 60°C y se suspendieron en soluciébn amortiguadora de acetato de sodio
(0.1M, pH 6). Después se mezclaron volimenes iguales de esta suspension y tolueno en
tubos de vidrio, los cuales se taparon con Parafilm y se agitaron durante 15 s con vortex. Los
tubos se mantuvieron a 4°C durante 12 h para asegurar la separacion total de los solventes.
Se recupero la fase acuosa excluida de la fase organica y se midi6 la absorbancia a 600 nm
en espectrofotometro Beckman Coulter DU® Series 640 (USA), usando como testigo la
misma soluciéon amortiguadora. La hidrofobicidad de las esporas se calculé mediante la

ecuacion 7:

HF — (abss —absA

x100 i
absS J (Ecuacion 7)

Donde,

Hf= Hidrofobicidad de las esporas (%); absS= Absorbancia de la suspensién de esporas en la
solucién amortiguadora de acetato de sodio; absA= Absorbancia de la fase acuosa excluida

del solvente organico.

4.5Bioensayo de virulencia

45.1 Mantenimiento del insecto hospedero

La virulencia de las dos cepas se probo sobre larvas de aproximadamente 2 cm de longitud y

0.1 £ 0.02 g de peso y sobre adultos de Tenebrio molitor (escarabajo de la harina), los cuales
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corresponden a las fotografias primera y ultima de la Figura 4.4, donde se detallan las
diferentes etapas del ciclo del insecto. Los insectos se mantuvieron en cria en el laboratorio
en cajas de plastico, a temperatura ambiente (25 + 1 °C), y se alimentaron diariamente con
salvado de trigo y avena (1: 1). La seleccion de los insectos se realiz6 completamente al
azar. Cada unidad experimental consistio de 12 insectos, larvas o adultos, en cajas de Petri
de vidrio de 9 cm de diametro. Se utilizaron 3 réplicas por tratamiento por concentracion o
por medio de cultivo, incluyendo los controles.

Larvas Pupa Escarabajo 1 Escarabajo 2 Escarabajo 3

£ h
1.,‘.../;,,«4.L-.LA —

Figura 4.4 Estados del ciclo biolégico de Tenebrio molitor

4.5.2 Preparacion de las suspensiones de esporas

Para las pruebas de virulencia se prepararon las dosis 1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x107, 1x10°®
esporas ml™*, a partir de esporas cosechados en 10 ml de Tween 80 al 0.01%, de medio de
ADS que habia sido mantenido a 28°C durante 12 d. Para los experimentos de
determinacion de la virulencia de las esporas producidas sobre diferentes medios de cultivo
se utilizé6 una suspension de 1x10° esporas ml™* cosechada en 10 ml de Tween 80 al 0.01%,
a partir de los medios ADS, QCS, CHA y STS. El nimero de esporas se determiné por
conteo con el hemocitémetro. Para determinar la viabilidad de los esporas usadas en los
bioensayos, se prepararon cajas de ADS sobre las que se aplicd una dosis conocida de
esporas, se incubo a 28°C durante 24 h, transcurrido el tiempo de incubacion se agreg6 azul
de lactofenol para fijar y se estimé el porcentaje de germinacion mediante examen

microscépico a una ampliacion de 400x.

4.5.3 Aplicacion del in6culo a los insectos

La suspension de esporas (20 ml) se mantuvo en un vaso de precipitado de 50 ml en
constante agitacion, los insectos se colocaron dentro de una canastilla de alambre y se
sumergieron, simultdneamente los 12 insectos, durante 3 s en la suspensién. Los controles

fueron inmersos en una solucién de Tween 80, al 0.01%, estéril. Los insectos se pasaron a
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las cajas de Petri, durante 15 min aproximadamente, hasta que el cuerpo del insecto estuvo
completamente seco, y se les agregé avena estéril. Las unidades experimentales se
incubaron a 28°C, en camaras humedas manteniendo la HR de 75%, y ciclos de luz:
oscuridad de 12 h: 12 h, segun se muestra en la Figura 4.5. La mortalidad se registr6 cada
24 h durante 10 d. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Una vez muerto el
insecto fue retirado de la caja de Petri en donde se encontraba confinado, se dejo secar y
posteriormente se colocé en una cadmara humeda para favorecer el desarrollo y esporulaciéon

del hongo.

Lampara para fotoperiodo

Termometro

Cajas de  Petri  (unidades
experimentales)

Incubadora

~
-
~
—
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Figura 4.5 Esquema de la camara de incubacion para los bioensayos de virulencia

4.5.4 Andlisis de los resultados de virulencia

El resultado se expresé en porcentaje de sobrevivencia acumulada y se obtuvieron los
parametros TSsy ¥ TSio, donde, TSy, es el tiempo al cual se obtiene el 50% de la
sobrevivencia de los insectos en las unidades experimentales; y el TSy es el tiempo al cual
se obtiene el 10% de la sobrevivencia de los insectos en las unidades experimentales. Se
us6 el andlisis Probit para estimar las ClLs, y Clgo (adultos infectados con esporas
provenientes de ADS) de cada cepa, donde, CLs, es la concentracion de la suspension de
las esporas a la cual se obtiene el 50% de la muerte de los insectos en las unidades
experimentales y ClLg es la concentracion de la suspension de las esporas a la cual se

obtiene el 90% de la muerte de los insectos en las unidades experimentales.
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Los datos experimentales se ajustaron a una funcion de decaimiento exponencial detallada

en la ecuacion 8:

Y =100;si 0<t <t,
Y = (100— S) e ) 4 g ;Sit>t, (Ecuacion 8)

Donde,

Y= Sobrevivencia a tiempo t (%); k= Tasa especifica de mortalidad (d*); to= Tiempo de

retardo de inicio de la muerte (d); S= Nivel de sobrevivencia asint6tica estimada (%6).

Este modelo corresponde a la soluciéon de una ecuacion diferencial de primer orden con el

tiempo de retardo indicado y el valor asintético, con la condicion que: Y — S, parat —

4.6Consideraciones tedricas

Los datos experimentales del crecimiento fingico en medio sélido se utilizaron para estimar
todos los parametros cinéticos por ajuste a los diferentes modelos, usando el programa
Origin 8.0 y la herramienta Solver que utiliza un ajuste de suma minima de errores (Excel
2007, Microsoft Windows).

El crecimiento fangico en medio solido se ajustd por las ecuaciones de los modelos:
Logistico (Mitchell, 2004), el modelo de Gompertz (Zwietering y col., 1990), el modelo de dos
fases desarrollado por lkasari y Mitchell (2000) y el modelo doble exponencial (DE)

propuesto en este trabajo, los cuales se describen en el anexo I.

4.7Andlisis estadisticos

Los resultados fueron analizados por medio del andlisis de varianzas, (ANOVA), usando la
prueba de comparacion multiple de medias de Tukey—Kramer LSD test y por medio de la
prueba de t de Student, segun el caso. El nivel de significancia estadistica empleado fue de
5%. Se utilizaron los programas estadisticos NCSS 2000 y SPSS. La prueba de ji cuadrada

(") se realiz6 en el programa Excel 2007 (Microsoft, Windows).
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PARTE Il, RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LOS SUSTRATOS SOBRE LA ACTIVIDAD
QUITINOLITICA Y PROTEOLITICA EN CMS
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5. EFECTO DE LOS SUSTRATOS SOBRE LA ACTIVIDAD
HEXOSAMINIDASA'Y PROTEASA EN CMS

En esta seccion se evalud el efecto de algunas fuentes de carbono como inductores de la
actividad hexosaminidasa y proteasa en CMS vy las diferencias presentadas por la cepa
mutante respecto a la silvestre. Las fuentes de carbono evaluadas fueron la glucosa (GN),
para observar la produccion basal de las enzimas, la quitina coloidal (QC) como sustrato de
induccién directa, y la quitina coloidal adicionada con glucosa (QGN) para observar el efecto
represor de este polisacarido en la produccion de las enzimas. Ademas, se utilizé el medio
de cultivo que contenia particulas molidas de cuticula de chapulin (Sphenarium
purpurascens) (CHA) como sustrato natural en estado sdlido, por contener las moléculas de

proteina y quitina de manera acomplejada.
5.1Cinética de produccién de las enzimas quitinoliticas sobre quitina coloidal
5.1.1 Crecimiento

Se evaluaron las cepas silvestre y mutante creciendo sobre un medio que contenia solo
quitina coloidal y sobre quitina coloidal adicionada con glucosa y nitrato de sodio. Las cepas
presentaron diferencias significativas en cuanto a su crecimiento sobre los sustratos y la

produccion de enzima hexosaminidasa.

En la figura 5.1 se muestra la produccion de biomasa de las dos cepas en los medios QC y
QGN. La biomasa maxima obtenida mediante el ajuste de los datos al modelo Logistico de
crecimiento fue mayor en el medio QGN que en QC para la cepa mutante (27.3%), mientras
gue en la cepa silvestre no se present6é diferencia estadisticamente significativa en este
parametro. La biomasa maxima en el medio QC fue mayor en la cepa silvestre que en la
mutante (14%). Mientras que en el medio QGN no se hall6 diferencia en la concentracion de
biomasa méxima alcanzada por las dos cepas, el valor maximo se present6 6 horas antes en

la cepa 88 que en la 885.2.

La tasa especifica de crecimiento (i) obtenida mediante el ajuste de los datos con el modelo
logistico fue mayor en el medio QGN que en QC para las dos cepas, esto fue 44% mayor

para la cepa 88 y 18.2% para la cepa 885.2. Aunque las diferencias no fueron
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estadisticamente significativas entre las cepas en el medio QC pero si en QGN (31.2%

mayor en la cepa 88 que en 885.2). Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 5.1.

0,40 g 82 2252 0104 B QGN 88
0,351 . ooNa ® QGN8852
® QGN 885.2 0,08+
0,30
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Tiempo, h Tiempo, h
Figura 5.1 Produccién de la biomasa en Figura 5.2 Consumo de la glucosa en el
los medios QC y QGN medio QGN

La Figura 5.2 muestra el consumo de glucosa en el medio QGN, el cual se llevé a cabo en
40 h en la cepa silvestre y en 80 h en la cepa mutante. La tasa de consumo de glucosa fue
igual en las dos cepas, sin embargo en la cepa mutante se presentd un retraso en las
primeras 24 horas, respecto a lo consumido por la cepa silvestre, lo cual se reflejo en el
tiempo que durd la fase lag en el medio QGN, esto es 24 h para la cepa silvestre y 32 h en la

cepa mutante. No obstante, fue menor que la presentada en el medio QC, 40 h.

Tabla 5.1 Parametros de crecimiento de las cepas en los medios QC
y QGN, segun el modelo Logistico

Xmax (9 9™ SS) n(h?
88 (QC) 0.28 + 0.01° 0.09 + 0.001°
885.2 (QC) 0.24 + 0.004° 0.09 + 0.007°
88 (QGN) 0.31+0.01™ 0.16 + 0.002°
885.2 (QGN) 0.33+0.02° 0.11 + 0.003"

5.1.2 Produccion de hexosaminidasas

La actividad hexosaminidasa evaluada en el extracto extracelular obtenido de los cultivos en
los medios QC y QGN se muestra en la Figura 5.3. A 120 h de cultivo, esta actividad fue

mayor para la cepa silvestre en los dos medios, esto es 5 veces més en el medio QC y 4.3
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veces mas en el medio QGN. Sin embargo en el medio QGN las diferencias se hacen
significativas a partir de las 76 h de cultivo, y en el medio QC las diferencias son
significativas a lo largo de todo el cultivo, excepto a las 24 horas. En cuanto a las diferencias
respecto a las cepas entre los medios, en la cepa 88 se presentaron después de las 48 h de
cultivo y en la cepa 885.2 se presentaron entre las 48 y 76 horas, la produccion fue mayor en
ambos casos en el medio QGN. La figura 5.4 muestra la concentracion de proteinas en el
extracto extracelular, con una tendencia permanente de continuo ascenso en el tiempo, y de
mayor produccion en la cepa silvestre que en la mutante después de las 24 h de cultivo. La
concentracion de proteinas en el cultivo es diferente entre los medios, siendo mayor en el
medio QGN, siguiendo la tendencia obtenida en la produccion de hexosaminidasas, segun
se indica en la Figura 5.4.
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Figura 5.3 Produccion de hexosaminidasas Figura 5.4 Concentracion de proteinas
en los medios QC y QGN en los medios QC y QGN

Marin-Cervantes y col. (2008) crecieron a Lecanicillium lecanii en un sistema muy similar al
presentado en este estudio. Los medios de cultivo utilizados contenian la misma
composicion de sales, pero con 36 g I de la quitina coloidal en el medio similar a QC y 23.3
g I'' de quitina coloidal en el medio similar a QGN. Al comparar los resultados de este estudio
respecto a los reportados por ellos, la tasa de crecimiento de L. lecanii fue menor en QGN
gue en QC, debido probablemente a la represion catabdlica dada por la concentracion de
glucosa utilizada por ellos (15 g I'Y), aunque la concentracion de biomasa fue 3 veces mayor
en el medio QGN que en QC.
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En este estudio, el uso de 5 g I* de glucosa permitid estimular el crecimiento temprano,
acortando la fase lag, y se produjo una alta cantidad de biomasa y por tanto una mayor

produccién de hexosaminidasas en el medio QGN que en el medio QC.

Marin-Cervantes y col. (2008) reportaron que la produccion de hexosaminidasas a 120 h de
cultivo fue de 5 UE g* PUF en el medio QC y de 3 UE g* PUF en el medio QGN. En este
estudio la produccién de la enzima, para el mismo tiempo, para las cepas 88 y 885.2,
respectivamente, fue de 10.2 y 5 Ul g* PUF en el medio QC y de 21y 7.4 Ul g* PUF en el
medio QGN. Es importante resaltar que ellos catalogaron la cepa en estudio como una alta
productora de hexosaminidasas y muy adaptada al sistema de CMS que trabajan, sin
embargo las cepas de B. bassiana trabajadas en el presente estudio, demostraron ser

mejores productoras de hexosaminidasas.

5.1.3 Rendimiento de enzima: biomasa

Se analizé el fenotipo de la cepa 885.2 en comparacién con la cepa silvestre, en cuanto a la
utilizacion de la quitina coloidal como sustrato inductor de hexosaminidasas, en presencia y
ausencia de glucosa. Ya que en presencia de glucosa y otras fuentes de carbono, los
microorganismos prefieren utilizar la glucosa, una vez agotada ésta, se inducen las enzimas
necesarias para utilizar el sustrato menos disponible. El rendimiento de la enzima respecto a
la biomasa, se evalia mediante la comparacion de las pendientes obtenidas del grafico de
produccion de enzima contra la biomasa, durante el tiempo que se encuentra presente la
glucosa en el medio (Garcia, 2003). Se realiz6 dicho andlisis para las dos cepas en los dos

medios, segln se muestra en la Figura 5.5.

La cepa silvestre consumi6 la glucosa antes de las 40 h y posteriormente produjo las
hexosaminidasas en continuo ascenso hasta las 80 h de cultivo, punto en el que descendi6
la biomasa. Mientras que la cepa mutante utilizé la quitina en presencia de la glucosa, esto
es durante las primeras 80 h del cultivo, apartir de ese momento presentd un
comportamiento similar al medio QC, en el cual esta cepa present6 dificultad para crecer
(Figura 5.1, 5.2, 5.3).
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Figura 5.5 Produccibn de enzima hexosaminidasa vs.

produccién de biomasa en los medios QC y QGN:
El andlisis de las pendientes obtenidas por regresion lineal de la Figura 5.5 indica que el
rendimiento de la cepa mutante crecida en QGN fue el doble que en el medio QC, mientras
gue en la cepa silvestre se observé lo contrario (Figura 5.6). Lo cual puede indicar represion
por la glucosa presente en el medio en la cepa silvestre, condicién que no se presenté en la

cepa mutante.
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Figura 5.6 Rendimiento de enzima hexosaminidasa por unidad de
biomasa, en los medios QC y QGN.
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5.1.4 Actividad especifica de hexosaminidasa

Se analizé la actividad especifica de las hexosaminidasas extracelulares, es decir la
produccion de hexosaminidasas (Ul) por gramo de proteina. La mayor actividad especifica
se presenta entre las 40 a 60 h de cultivo. Los picos de actividad corresponden a la cepa
silvestre en el medio QC y a la cepa mutante en el medio QGN (Figura 5.7). Se observé
ademas, que la cepa 885.2 produjo menos proteina y hexosaminidasa en cada unidad
experimental en comparacion con la cepa silvestre, sin embargo, la proporcion de
hexosaminidasas en el medio QGN fue 3 veces mayor entre las 48 a 56 h de cultivo. En
cuanto al medio QC, la cepa 88 produjo entre 4 a 7 veces mas actividad hexosaminidasa

especifica entre las 40 a 56 h de cultivo que la cepa mutante.
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Figura 5.7 Actividad hexosaminidasa especifica Tabla 5.2 Actividad hexosaminidasa
en los medios QC y QGN especifica en los medios QC y QGN

5.1.5 Electroforesis monodimensional

Se llevé a cabo la electroforesis monodimensional de los extractos enzimaticos obtenidos a
120, 144 y 168 h de los CMS sobre los medios QC y QGN (Figura 5.8). En los dos medios y
en las dos cepas se encontraron bandas comunes como las correspondientes a los pesos

moleculares de 92-94 KDa y 42-45 KDa, las cuales podrian corresponder a una
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hexosaminidasa y a una endoquitinasa respectivamente (Bidochka y col., 1993; Havukkala y
col., 1993).

Los patrones de las bandas en los distintos tiempos y cepas son muy similares, sin embargo,
en el carril de las proteinas de los extractos de 120 h de cultivo, se observé un mayor
namero de bandas que en los extractos de 144 h y 168 h de cultivo, que se relaciona con las

actividades especificas encontradas en estos tiempos.

Figura 5.8 PM aparentes de las proteinas de los extractos obtenidos en el medio QC
(izquierda) y en el medio QGN (derecha).

5.1.6 Cinética del pH

Segun lo observado en el perfil del pH (Figura 5.9), las dos cepas presentaron el mismo perfil
hasta las 60 h en el medio QC, a partir de entonces, la cepa 88 aumento ligeramente el pH
hacia la alcalinidad, y la cepa 885.2 lo modific6 de pH 6.8 a 6.4. En el medio QGN, se
observaron diferencias a partir de las 24 h, hubo una disminucion cercana a un valor del pH
de 5.7 y posteriormente un aumento hasta mantenerse en valores de 6.5 y 7.5, similares a
los obtenidos en el medio QC. Esta caida abrupta pudiera estar vinculada al consumo de la
fuente de carbono adicional, en forma de glucosa, posiblemente hacia la formacion de acidos
orgéanicos, durante la glucolisis y consecuente ciclo de Krebs. De los andlisis de HPLC y TLC
en busqueda de &cido oxalico, ya reportado para esta especie de hongos, no se encontraron
concentraciones detectables a la sensibilidad de los equipos utilizados en ninguno de los dos

medios analizados.
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El comportamiento del pH en el cultivo se asocia con los de la biomasa y la produccion de
hexosaminidasas, ya que es después de las 76 h de cultivo en el medio QGN que cae la
biomasa, cambia el pH y cambia la tendencia de las curvas de hexosaminidasas entre las
cepas. En el medio QC que se mantiene todo el tiempo el pH por debajo de 6.5 en la cepa
mutante, y muy baja actividad hexosaminidasa (menos de 2 Ul g MS). Puede ser debido a
la relacion entre produccién de la enzima y pH optimo de produccion, ya que estan
reportados mayor actividad exoquitinasas a pH de 5 en medio sumergido (Matsumoto, 2001)
y también a pH de 7 en CMS (Marin-Cervantes y col., 2008).

8,04

T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo, h

Figura 5.9 Cinética de pH en los medios QC y QGN

En los estudios de Marin-Cervantes y col. (2008), realizados en un sistema similar de CMS,
encontraron que el pH tiende a la alcalinidad y se mantiene en el tiempo en el medio QC
mientras que en el medio QGN tiene el mismo comportamiento que en este estudio
solamente a humedad relativa (HR) de 85%. Barranco-Florido (2004) al crecer el HE L.
lecanni en CMS sobre cuticula de chapulin al 6% adicionada con sacarosa al 1%, observé un
comportamiento similar, es decir, una disminucion abrupta del pH en las primeras horas del
cultivo para pasar a la alcalinidad hacia las 40 h, lo cual coincidid6 con el inicio de la
produccion de las proteasas. Mientras que en el medio que contenia solamente cuticula al
6% como fuente de carbono, el pH tendi6 a la alcalinidad desde las primeras horas,
relacionado también con la produccion de proteasas, sin embargo, no se evalud produccién

de proteasas ni consumo de la fuente de nitrégeno.
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El pH es un factor importante en el crecimiento fungico y la produccion enzimética, éste
cambia asociado a modificaciones en el sustrato (Mitchell, 2000). En la naturaleza se han
observado modificaciones en el pH debido a la utilizacién diferencial de los sustratos,
modificando el nicho ecolégico en pro del hongo y el mejoramiento de las condiciones
circundantes, como posible mecanismo de aumento de la virulencia. Principalmente, se ha
observado el aumento del pH sobre la cuticula del hospedero por parte del HE para poder
solubilizar mejor los nutrientes encontrados alli (St Leger y col., 1986).

5.2Produccion basal de enzimas hexosaminidasas y proteasas

Se realiz6 una comparacion a 56 h de cultivo de la produccién de las enzimas proteoliticas y
quitinoliticas en el medio con glucosa 2.8% y nitrato de sodio, como Unicas fuentes de Cy N
(GN), respecto a los obtenidos en los medios QC y QGN. En el medio GN se observo que la
cepa 88 consumio el 89% de la glucosa, mientras que la cepa 885.2 solo el 4%, reforzando
la idea de que la cepa 885.2 tiene afectado el mecanismo de incorporaciéon de la glucosa a la
célula. Todo lo cual se relacion6 con una mayor produccién de biomasa (30 veces), proteina
(20 veces), proteasas (2.8 veces) y hexosaminidasas (8 veces) en la cepa 88 que en la

885.2, seglin se muestra en la Tabla 5.3.

Se compar6 también la produccion de la enzima hexosaminidasa en presencia del sustrato
inductor, quitina coloidal. La cepa 88 produjo 4 veces mas hexosaminidasas en el medio QC
que en GN y no se observd diferencia en la produccion entre los medios QGN y QC.
Mientras que en la cepa 885.2, la produccion de hexosaminidasas en QGN fue 7.5 veces
mayor que en QC y 34 veces mayor que en GN (Tabla 5.3).

Tabla 5.3 Produccion de enzimas hexosaminidasas, proteasas y proteinas en los medios
GN, QCy QGN

O O
88 885.2 88 885.2 88 885.2
Biomasa 0.15+0.01° | 0.005+0.002* | 0.2+0.01° 0.15+0.02° | 0.32+0.02° | 0.3+0.02°
Proteina 0.6+0.03° 0.03+0.02° | 0.14+0.02*° | 0.1+0.02* | 0.84+0.02" | 0.23+0.08"
Hexosaminidasas | 1.74+0.3% 0.22+0.08% 7.20.4° 1+0.3% 9.4%0.2" 7.5+1.5
Proteasas 310+22° 110+61° NE NE NE NE

Biomasa (g g* SS), Proteina (mg g* MS), Hexosaminidasas (Ul g* MS),

Proteasas (UA g™ MS). NE: no evaluado
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5.3Cinética de produccion de enzimas hexosaminidasas y proteasas sobre
cuticula de chapulin

Para la evaluacion del crecimiento de Beauveria bassiana sobre cuticula de chapulin (S.
purpurascens) por medio de la medicion de la produccién de CO, y el consumo de O, se
cambié el sistema experimental a columnas de aireacion forzada. Por lo cual se
caracterizaron el tipo de corte del PUF a usar, asi como la porosidad del soporte molido
donde se obtuvieran los mejores crecimientos. Asimismo, se decidié usar este sistema para
las evaluaciones posteriores de las cepas sobre diversos sustratos, por lo que se hall6 las

relaciones C: N de los sustratos por medio del analisis de las composiciones elementales.

5.3.1 Caracterizacion de los sustratos

En la Tabla 5.4 se muestran los resultados del analisis elemental de los sustratos empleados
en los cultivos, los cuales permitieron calcular las relaciones C: N de los medios utilizados y

reportados en la seccién de Materiales y Métodos.

Se pueden observar ciertas diferencias respecto a las formulas encontradas en la literatura,
la composicion quimica de la cuticula de chapulin reportada por Barranco-Florido (2004)
difiere de la encontrada en el presente estudio, debido a la naturaleza de la muestra que
puede ser variable de acuerdo al lugar de recoleccion de los chapulines y demas

caracteristicas propias de la ecologia del insecto.

Tabla 5.4 Analisis elemental de los sustratos utilizados.

Sustrato PM C:N Formula Elemental Referencia
Salvado de trigo 24.98 17.2 C20.06H37.7N1013.04
Quitina Coloidal 27.15 6.9 Cs.06 Hia.57 N1Os 54 Cg H1sN,O5 Y
Cuticula de Chapulin 23.89 4.27 Ca.05Hs.76N102.28 Cs0.84Hs.05N10 262
Peptona 29.96 3.13 Cs65H7.35N102 76

Referencias: (1) Sigma-Aldrich, 2009 (2) Barranco-Florido, 2004.
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5.3.2 Eleccién del tipo de soporte para CMS en columna

5.3.2.1 Determinacién del tamafio de la particula a usar

Se realiz6é una evaluacion de la porosidad de las particulas de PUF molido, para escoger las
gue ofrecieran las mejores cualidades para continuar los estudios en CMS en columna. La
determinacién de la porosidad volumétrica se hizo segun la férmula presentada en la
ecuacion 1, donde la fraccion del volumen total que esté vacio o fraccion hueca se denomina
a (Foust y col., 1987). Los datos experimentales se muestran en el anexo H. Para ello, se
considerd que el poliuretano es practicamente impermeable al agua y que por ello, el espacio

intersticial esta completamente ocupado por este liquido.

En la Tabla 5.5 y en la Figura 5.10 se muestran los valores de la porosidad volumétrica
obtenida del poliuretano molido. Estos valores fueron directamente proporcionales al tamafio
de la particula, e inversamente proporcionales a la densidad aparente. La funcion que

representé dicha relacion es exponencial, y presentd un ajuste de R? de 0.94.

Tabla 5.5 Porosidad volumétrica de las Figura 5.10 Porosidad volumétrica de las

particulas de PUF molido particulas de PUF molido
d v agua Vv PUF +agua o] 0,981
15 1.96 1.995 0.984 0964
0.8  1.94 1.999 0.971 5 oot
052  1.89 1.995 0.949 §
0.297 1.86 1.998 0.932 050 Y=0.97X°%*
d= didmetro (mm); v= volumen (ml); R
a= porosidad (peso agua/peso total) e o2 04 o 08 10 1z 14 1o

d (mm)

Se eligié trabajar con las particulas de 0.5 a 0.8 mm de diametro, ya que tienen una
porosidad (0.9712) que permitiria una buena oxigenacion, la adecuada toma de los
nutrientes que se encuentran dispuestos sobre las fibras del soporte, y en consecuencia el

crecimiento.
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El uso de soportes inertes permite la determinacion directa de la biomasa, extracciones
enziméticas mas limpias y aireacion homogénea (Zhu y col., 1994). El PUF se ha utilizado
como un soporte adecuado para el CMS, ya que presenta alta porosidad, baja densidad y
relativamente alta absorcion de agua que proporciona un medio ambiente satisfactorio para

el crecimiento de los hongos (Viniegra-Gonzalez y Favela, 2006).

El tamafio de la particula a usar es un factor critico en el proceso del CMS; las particulas
pequefias proporcionan mayor relacién area-volumen, adecuada para la toma de nutrientes y
el ataque por parte del hongo. Sin embargo, es ideal mantener un equilibrio, donde no se
presente aglomeracion de las particulas pequefas que pudieran interferir en la aireacion del
proceso, y por tanto causar un pobre crecimiento y una remocion defectuosa del calor, lo
cual se evidencia en la densidad de empaque de la columna, variable importante a controlar
en el proceso (Pandey, 2003). Marin-Cervantes y col. (2008) reportaron una porosidad del
PUF picado de 1 mm de diametro de 0.912. Dalla Santa y col. (2005) encontraron los
mejores rendimientos de produccidon de conidios utilizando particulas de sustratos de origen

agroindustrial de 0.8 a 2 mm de diametro.

Las particulas del PUF molido observadas al microscopio 6ptico, se muestran en la Figura
5.11.

0.297 mm

Figura 5.11 Particulas de PUF molido, 100x

5.3.2.2 CMS para la eleccion del tipo de soporte sdlido

Se realiz6 el CMS de la cepa 885.2, para saber si se utilizaria PUF molido (d= 0.8 mm) o
PUF cortado (cubos de 5 mm). Las Figuras 5.12a y 5.12b muestran la evolucion de la tasa
respiratoria especifica (mg CO, h™ g* MSI) con PUF molido y PUF cortado, respectivamente,
evaluadas en columnas de aireacion forzaada. Los datos se ajustaron al modelo de

crecimiento doble exponencial propuesto en el presente trabajo.
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Figura 5.12 Tasa de produccién de CO, en cultivo en medio sélido sobre PUF molido y
sobre PUF cortado, de la cepa 885.2

Las curvas tuvieron dos fases bien marcadas: Una creciente, seguida de un cambio abrupto
hacia otra decreciente. Cabe resaltarse que la forma en que se prepar6 el soporte inerte
(PUF) molido o cortado, no se tradujo en diferencias importantes entre las curvas
respiratorias. Los coeficientes respiratorios y las velocidades especificas de crecimiento no
fueron estadisticamente diferentes. Sin embargo, la produccién total de CO, y el consumo
total de O, fueron estadisticamente mayores en el PUF molido que en el PUF cortado en
cubos, lo cual es indicativo de un mayor crecimiento en este tipo de soporte (Tabla 5.6).
Ademas, el pardmetro decisivo fue la observacion de las columnas, ya que el PUF molido
permitié el crecimiento mucho mas homogéneo del hongo mientras que en el PUF cortado se

presentd abundante crecimiento en pequefios espacios de los cubos.

En la Tabla 5.6 se muestran ademas, las tasas especificas de produccion de CO, obtenidas
con los ajustes a los modelos Logistico (Uiog), Gompertz (Ugomp), Ikasari y Mitchell (u;.v), doble
exponencial (Mpe), cuyas ecuaciones se detallan en el anexo I|. El valor del coeficiente
respiratorio (CR) es el promedio del cociente de la produccion de mmoles de CO, y el

consumo de mmoles de O, en cada punto de la medicién durante el cultivo.
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Tabla 5.6 Parametros de estimacién del crecimiento sobre PUF molido y sobre PUF cortado
en cultivo en medio sdlido.

R O, Tota O, Tota O ax t, O ax t,
Molido 1.5+0.082 235+16° 122+9° 3.3+0.64° 2.2+0.012
Cortado 1.5+0.02? 187+1.2° 84+2.7° 3.1+0.01° 2+0°

Hiog Hgomp Him Moe t

Molido 0.05+0.00001* | 0.03+0.0003* | 0.09+0.009% 0.09+0.02° 4.4+0.07°
Cortado 0.05+0.0008% | 0.03+0.0008* | 0.10+2.3E-6° | 0.10+01.8E-7° 6.5+0°

CR, coeficiente respiratorio instantaneo (mmol CO, mmol™ O,); CO, Total (mg CO, g™ MSI).
O, Total (mg O, g* MSI). CO, Maximo en t, (mg CO,h g* MSI). O, Maximo en t, (mg O.h g°
' MSI). p, obtenida por ajustes segln: Modelo Logistico (Mig), Gompertz (Mgomp), Ikasari-
Mitchell (M), doble exponencial (Mpg). t, tiempo de inicio de la fase exponencial, (h).

5.3.3 CMS sobre cuticula de chapulin

Una vez determinadas las condiciones de operacion de las columnas, se realizaron cinéticas
de concentracién de proteinas totales, produccién de enzimas y de produccién de CO, y
consumo de O, en cultivo en medio sdlido sobre cuticula de chapulin (Figura 5.13). Los
datos de la respiracion fueron ajustados al modelo doble exponencial, propuesto en este

trabajo, cuyas ecuaciones se encuentran en el anexo I.

Cepa 88 Cepa 885.2
o CO, m Hexosaminidasas g COy B Hexosaminidasas
6 ® Proteasas A Proteina @ Proteasas A Proteina
T T T T T

T T 25

120 20

F15

10

mg CO,/ g MSI h
Proteina, mg / g MSI
mg CO, /g MSl h
Proteina, mg / g MSI

Hexosaminidasas, Ul; Proteasas, UA*100 / g MSI
Hexosaminidasas, Ul; Proteasas, UA*100 / g MSI

Tiempo, h Tiempo, h

Figura 5.13 Concentracion de proteinas, producciébn de enzimas proteoliticas (*100),
hexosaminidasas y CO, en cultivo en medio sélido sobre cuticula de chapulin.
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El inicio de la fase exponencial, de acuerdo a la produccién de CO,, coincidi6 con el
comienzo de la produccion de proteasas. Aproximadamente a las 50 h de la fermentacion se
presento la produccion maxima de las mismas, 1719 + 52 UA g™ MS, para el tipo silvestre y
1435 + 32 UA g MS, para el tipo mutante. Después de los cual, la actividad disminuyé
ligeramente y las cepas comenzaron a presentar diferencias en la produccion de las enzimas
hexosaminidasas. Las cuales se tornaron importantes hacia el dia cuatro de evaluacion,
donde la actividad enzimética fue 7 veces superior en la cepa 88, en comparacion con la
cepa 885.2, que fue 15.8 + 1.7 Ul g* MS, para el aislamiento silvestre, mientras que en la

cepa mutante la produccién fue de 1.4 + 0.1 Ul g MS (Tabla 5.7 y Figura 5.13).

Se encontré una mayor produccion de enzimas hidroliticas en la cepa silvestre, respecto a la
mutante, la cual presentd alteraciones en la morfologia y en la fisiologia del crecimiento,
probablemente asociadas a las enzimas quitinoliticas intracelulares involucradas en eventos
de fisiologia de crecimiento (Jennings y Lysek, 1999; St Leger y col., 1996a). Las enzimas
quitinasas extracelulares han sido catalogadas importantes en la etapa de penetracién de la
cuticula del insecto, sin embargo en nuestros experimentos la actividad tardia (aumenta
después de las 50 h de cultivo, segun la Figura 5.13) podria estar relacionada con la salida
del hongo del cadaver del insecto para la produccion de esporas y permanencia del indculo
en el ambiente (Havukkala, 1993; Bidochka y Khachatourians, 1993).

Los valores obtenidos en las proteasas indican que la desregulacion se da solo en las
hidrolasas involucradas en el aprovechamiento de los carbohidratos (como se ha reportado

en otros microorganismos 2-dog resistentes reportados) sin alterar otras enzimas.

Tabla 5.7 Concentracién de proteinas, produccion de enzimas y de biomasa en cultivo en
medio sélido sobre cuticula de chapulin a 88 h de cultivo

Cepa 88 Cepa 885.2

Hexosaminidasas 15.8+ 1.72 1.4+0.1°
Proteasas 1436 + 232 1247 + 2022
A proteina 4.2 +£0.052 4.8 +0.28

Hexosaminidasas (Ul g* MS), Proteasas (UA g* MS), A Proteina: Disminucion de la
concentracion de proteina respecto al inicio del cultivo (mg g™ MS).
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En el presente estudio la tasa maxima de produccion de CO, alcanzada alrededor de las 50
h de cultivo fue de 4.06 + 0.32 mg de CO, h™ g* MSI para la cepa 88; y 5.25 + 0.2 mg de
CO, h't g* MSI para la cepa 885.2, sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos,
segun se muestra en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8 Parametros de estimacion del crecimiento de las cepas en cultivo en
medio sélido sobre cuticula de chapulin.

Variable Cepa 88 Cepa 885.2
CO, Total (mg CO, g™ MSI) 165.4 + 9° 190.1 + 2.6°
O, Total (mg O, g™* MSI) 105.6 + 232 115 +5.32
CO, Méaximo en t, (mg CO, g™ MSI h) 4+0.2% 5.2+0.3°
0, Maximo en t,(mg O, g™* MSI h) 2.7 +0.45° 3.9+0.25%
t (h) 25+ 3.3 14.05 + 4.2°
CR (mmol CO, mmol™ 0,) 1.2+0.1° 1.2 +0.05%
Mg (™) 0.05+0.0 0.08 + 0.00

t: tiempo que dura la fase de retardo o lag; CR: coeficiente respiratorio

Al comparar los pardmetros obtenidos en este trabajo, respecto a otros HE reportados en la
literatura, se observo que la maxima produccion de CO, de L. lecanii crecido en medio de
quitina de camarén (40 g I') en CMS, fue de 2.5 mg de CO, h™* g* MSI (Matsumoto y col.,
2004). Por otra parte, para L. lecannii crecido en CMS sobre cuticula de Sphenarium
purpurascens, la maxima produccién de CO, fue de 2.3 mg de CO, h™* g* MSI (Barranco-
Florido y col., 2002). Las comparaciones con otros estudios realizados sobre CMS son
dificiles debido a los diferentes métodos de evaluacion de biomasa y ensayos enzimaticos
utilizados, sin embargo, los perfiles reportados por Barranco-Florido (2004) son similares a
las presentados aqui, ya que la actividad principal utilizada en la degradacion del sustrato
fueron de las proteasas, no obstante, este autor observd, un importante aumento de la

actividad quitinolitica a partir de las 30 h de cultivo.

En el estudio de Donatti y col. (2008), se produjo una gran cantidad de Prl y Pr2 de
Beauveria bassiana CG425 crecida en medio de cultivo liquido que contenia cuticula molida
de Rhammatocerus schistocercoides, por lo que podrian ser especificamente inducidas por
los componentes cuticulares. Zhang y col. (2008) reportaron que la cepa CQMal02 de M.

anisopliae en medio liquido con cuticula de saltamontes 1% (w/v) como Unica fuente de C y
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N, produjo Prl, la cual se observo después de 12 h de inoculacién, y tuvo un incremento
abrupto hacia las 24 a 48 h, manteniéndose practicamente constante hasta las 150 h que
duré el cultivo. EI comportamiento del cultivo del presente estudio fue muy similar, excepto la
tendencia a la baja debido al incremento en la produccion de hexosaminidasas,
probablemente por la liberacién de NAG en el medio, que se sabe es una molécula represora
de la actividad proteolitica.

Es sabido por estudios in vitro que las proteasas descubren la quitina en la estructura de la
cuticula, para la accion posterior de hexosaminidasas sobre ella (St Leger y col., 1986),
accion secuencial enzimatica estimulada por las caracteristicas del sustrato, que pudo
comprobarse en este experimento en CMS (Fig. 5.14). Ademas, la alteracion del perfil del pH
correspondié al perfil de produccion de proteasas, tendientes a la alcalinidad (pasa de pH 7 a
pH8) en los dos cepas y sin diferencias entre ellos, éste es un efecto bien conocido debido a
la liberacion de aminoacidos y a la produccion de grupos NH,", que son importantes en el
curso de la infeccion por hongos, ya que alcalinizan la hemolinfa como un mecanismo

complementario de la patogenicidad del HE (St Leger y col., 1998).

En cuanto a las comparaciones del efecto del pH en los medios que contienen cuticula de
insectos, Dias y col. (2008) encontraron en cultivo liquido que contenia medio minimo y
cuticula de Hypothenemus hampei que la induccién de las enzimas Prl y Pr2, por parte de
Beauveria bassiana en medio sin regulacion del pH, se presenté luego de 120 h de cultivo y
a pH superior a 5.5; mientras que en medio minimo con pH superior a 6 la induccién de las
proteasas estuvo presente desde las primeras 48 h de cultivo. En este estudio se pudo haber
inducido la liberacion de las proteasas en el inicio del cultivo en relacién con el pH del medio,

por ser alcalino.

La observacion al microscopio de luz, permitié detectar diferencias en cuanto a la manera
como fue invadida la cuticula del insecto por los dos cepas. El aislamiento 885.2 mostré
mayor ramificacion alrededor de los fragmentos de cuticula, mientras que el aislamiento 88
formd hifas Unicas que salian de la cuticula y alcanzaban mayor longitud sin ramificarse.

Este resultado se corroboré mediante microscopia electronica de barrido (Figura 5.14).

El montaje realizado por microscopia electrénica (a), la disposicion de las fibras de PUF en

conjunto con las de la cuticula de chapulin molida y el micelio (b, c), asi como la adhesién
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caracteristica de una espora a la superficie de la cuticula (d) se muestran a continuacion en
la Figura 5.14.

“ ’
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Adhesion de espora de cepa 88 a cuticula
14000x (d)

Figura 5.14 Imagenes de microscopia electrénica de cultivo en medio solido sobre cuticula
de chapulin y PUF molido

Micelio sobre PUF 230x (c)

Se muestran ademas las micrografias de las cepas 88 (izquierda) y 885.2 (derecha) en el
CMS a diferentes tiempos: ya que se observo a 24 h de crecimiento que en la cepa 88 la
mayoria de los conidios se encontraban en fase de germinacion, las hifas fueron regulares y
formaban ramificaciones de manera ordenada (e), mientras que en el aislamiento 885.2 se
presentaron hifas de morfologia irregular y tortuosa (f), mayor densidad micelial (h) que en la
cepa 88 (g) y la presencia de muy pocas esporas adheridas a la cuticula o en germinacién (j)

comparado con la cepa 88 (i).
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Figura 5.14 Imagenes de microscopia electrénica de cultivo en medio soélido sobre cuticula
de chapulin y PUF molido

5.4 Resumen de resultados

En resumen, La cepa 885.2 presento menos actividad hexosaminidasa que la cepa silvestre,
tanto de manera constitutiva, como inducible por sustratos naturales y sintéticos. Sin
embargo la cepa mutante mostré6 mayor rendimiento enzima: biomasa y actividad especifica
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en el medio QC que en QGN, contrario a lo observado en la cepa silvestre. La actividad
proteolitica no se vio afectada por la mutacién. También se observaron alteraciones en la
morfologia del crecimiento sobre la cuticula de chapulin, las cuales podrian estar ligadas a
alteraciones en el consumo de los nutrientes, como la baja tasa de incorporacion de la

glucosa a la célula y la poca utilizacion de las fuentes de nitrégeno como la quitina coloidal.

Debido a lo encontrado en este capitulo, respecto a la accién diferencial de las cepas sobre
los sustratos estudiados, se decidié profundizar el estudio, mediante el analisis de los
mismos sustratos (GNS, QCS, QGNS, CHA) bajo las mismas condiciones de cultivo, CMS
en columnas de aireacion forzada, ademas se incluy6 en el estudio el uso del salvado de
trigo (ST y STS) el cual es un sustrato de facil asimilacion para el crecimiento y es utilizado
para la produccién de esporas a nivel industrial, en este medio se analiz6 su disponibilidad
para promover un crecimiento éptimo, sin necesidad de agregar oligoelementos al medio de
cultivo (ST).
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6 CRECIMIENTO EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO SOBRE
DIVERSOS SUSTRATOS

Con base en los resultados presentados anteriormente, donde se evidenciaron las
diferencias que presentaron las dos cepas en cuanto a la utilizacion de los diversos medios
de cultivo utilizados, se realizaron CMS en columnas de aireacion forzada, lo cual permitio
estimar el crecimiento segun el consumo de oxigeno y la produccién de CO,, asumiendo que
el CO, medido correspondié a la actividad metabdlica del hongo, y que lo parametros
cinéticos del crecimiento del hongo fueron obtenidos a partir del ajuste de la integracién de
los valores experimentales de dCO,/dt. Ademas se evalud la producciéon de las enzimas
hexosaminidasas y proteasas en el momento final del cultivo, el cual dependié de la
evolucién de la respiraciéon en el tiempo. Los medios de cultivo evaluados contenian como
fuente de carbono y nitrégeno: glucosa y sulfato de amonio (GNS), quitina coloidal (QCS),
quitina coloidal, glucosa y sulfato de amonio (QGNS), particulas de cuticula de chapulin
(CHA), salvado de trigo (ST) y salvado de trigo con sales (STS), segun se indicé en la

seccion de Materiales y Métodos.

6.1Ajuste a un modelo de crecimiento de dos fases en medio sélido

Las curvas de respirometria obtenidas sobre los diferentes sustratos se ajustaron a cuatro
modelos de crecimiento: Logistico, Gompertz, Ikasari-Mitchell modificado y el modelo doble
exponencial, planteado en esta tesis, denominado DE. Los modelos utilizados se detallan en
el anexo |. Las ecuaciones del modelo doble exponencial (DE) son: La nimero 19 para
describir la zona de aumento de la respiracion (antes de ty), mientras que después de t,

corresponde a la ecuacién 24, las cuales se muestran a continuacion:

aco, _ r| Xoe |
dt (Ecuacion 19)

aco, _ r'[xe +(X, — xe)e‘b(t‘ta>]

dt (Ecuacion 24)

Ya que no se obtuvieron datos directos de la produccion de biomasa, se supuso que el

rendimiento respiratorio, I, (mg CO2 h™ g™ X) es constante durante la fase de crecimiento
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exponencial y el rendimiento respiratorio, r’, (mg CO2 h* g™ X) es constante durante la fase

de desaceleracion.

6.2Comparacion de la produccion de CO, sobre diferentes sustratos

En las Figuras 6.1 se presentan los perfiles de produccion de CO, en cada medio para las
dos cepas evaluadas y los ajustes a los 4 modelos.

En los 12 casos estudiados, el valor promedio del cociente Xa/X. fue de 2.08 + 0.2, excepto
en el medio QGNS para la cepa 88, ya que este valor fue de 1.02, y en la cepa 885.2 en el
medio GNS, fue de 6.7. Lo deseable en cultivos con el propésito de producir metabolitos
secundarios y esporas, es que el valor de rX, sea cercano a rX, para mantener una menor

tasa de desaceleracion del metabolismo y una biomasa constante.

En el medio GNS el crecimiento de la cepa mutante tuvo un retardo del inicio de la fase
exponencial que fue de casi 40 h respecto al fenotipo silvestre, lo cual podria estar
relacionado con el bajo consumo y utilizacibn de glucosa que se encontré en los
experimentos en matraz en los medios QGN y GN. El otro medio de cultivo donde se
observé diferencia entre las cepas en la duracion de la fase lag, fue en CHA, que fue menor

en la cepa mutante por una hora.

Por otra parte, en el otro medio que contenia glucosa (QGNS), t; y y fueron similares, sin
embargo el valor de rX, fue del doble en la cepa silvestre que en la mutante. El medio QCS
ofrecié mayores dificultades para ser consumido por las dos cepas, ya que en la cepa 88 el t,
fue a las 90 h de cultivo y en la cepa 885.2, después de las 130 h de seguimiento del
crecimiento aln no se habia alcanzado. En este mismo medio, los valores de produccion de
CO,, consumo de O, y las tasas especificas de crecimiento obtenidas por los 4 modelos,
fueron del doble para la cepa 88, respecto a la cepa 885.2. En los medios CHA, ST y STS
las diferencias en los parametros obtenidos por medio de los modelos fueron menores entre
las cepas. Por lo que se observaron diferencias entre las cepas en el uso de fuentes de Ny
C simples, ya que la cepa mutante present6 dificultad para crecer en los medios GNS, QCS
y QGNS, pero tuvo la capacidad de crecer bastante bien sobre el sustrato complejo de los
medios CHA, ST y STS.
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El cultivo sobre salvado de trigo mostr6 una facilidad de crecimiento en este sustrato por
parte de las dos cepas. Las tasas de crecimiento fueron superiores y estadisticamente
diferentes que en otros medios para ambas cepas, asi como la maxima produccién de CO,y
consumo de O,. La diferencia en los pardmetros evaluados entre los aislamientos no fue
estadisticamente diferente en los medios ST y STS, por lo que tampoco se evidencio
diferencias debido al efecto de las sales en el medio, asumiéndose que el salvado de trigo

como sustrato provee los nutrientes necesarios para el crecimiento adecuado de este hongo
en particular.
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Figura 6.1 Ajuste a los modelos de crecimiento en cultivo en medio sélido de los datos de
producciéon de CO, en los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, STy STS.

La tabla que resume los parametros obtenidos por medio de los ajustes a los cuatro modelos

de crecimiento evaluados se presenta en el anexo J. A continuacion, en la Tabla 6.1 se

presenta el resumen de las tasas especificas de crecimiento y desaceleracion de las cepas
en los distintos medios de cultivo evaluados.

No se realizé analisis estadistico de las diferencias entre los parametros obtenidos para cada

cepa, ya que para cada medio y cepa se utilizaron los datos de las dos curvas para realizar
el ajuste a cada modelo.
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Tabla 6.1 Tasas especificas segun el ajuste de los modelos de crecimiento Logistico,
Gompertz I-M 'y DE en CMS sobre los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, STy STS

Cepa silvestre (88) Cepa mutante (885.2)

Logistica Gompertz I-M Logistica Gompertz I-M
GNS M 0.07 0.04 0.09 0.04 0.02 0.05 0.06
k,b 017 0.14 0.06 0.03
0Cs M 0.04 0.02 0.02 0.02 0.03 0.01 0.01 0.01
k,b 0.02 0.09 NA NA
M 0.05 0.03 0.02 0.02 0.06 0.03 0.03 0.03

QGNS

k,b 0.004  0.02 0.03 0.06
CHA M 0.09 0.05 0.06 0.05 0.1 0.06 0.08 0.08
kb 0.01  0.03 0.01 0.04
- M 0.14 0.08 0.11 0.12 0.13 0.07 0.16 0.17
k,b 0.04 0.17 0.08 0.09
sTS M 0.2 0.08 0.12 0.11 0.12 0.07 0.11 0.11
kb 0.07 013 011 0.16

u= Tasa especifica de crecimiento basada en la concentracién de biomasa activa (h™); K,
b= Tasa especifica de decaimiento (desaceleracion) de los modelos I-M y DE (h™),
respectivamente. NA: No alcanzado.

Los valores de p obtenidos son menores que los presentados en la seccion anterior para los
medios GN, QC, QGN evaluados en matraz, debido a la diferencias en el sistema, la técnica

de evaluacién del crecimiento, el medio de cultivo, principalmente.

Aunque los modelos Logistico y Gompertz ajustaron bien los datos integrados de CO,, la
forma derivada de la ecuacion no predijo la biomasa activa después que la fuente de
carbono se consumid. Los modelos de dos fases si toman en cuenta esta parte de la curva
de respiracion, y las diferencias entre las cepas son sobresalientes. Las causas de la
desaceleracién del crecimiento no son explicadas en este estudio, sin embargo la integracion
de este modelo a estudios de CMS mas completos pudiera contribuir al entendimiento de lo
que esta sucediendo en la etapa después de t;, en términos de respuesta al estrés
ocasionado por la falta de nutrientes, acumulacién de biomasa, disminucién de la
respiracion, o la presencia de rutas alternativas para contrarrestar dichos efectos, entre
otros. En cuanto a la diferenciacion celular, posiblemente, la célula se encontraria en la
etapa A3 y A4 del crecimiento hifal que corresponden a la zona inactiva y la de autolisis,

respectivamente, segun el modelo de crecimiento hifal reportado por Paul y Thomas (1996),

Resultados y Discusion Pagina 99



presentado anteriormente en la Figura 2.5 del capitulo de antecedentes bibliograficos, por lo
gue se disminuye la tasa respiratoria, aiin cuando la biomasa total sea constante, es decir, la

biomasa activa disminuye.

Los diagramas de redes de los pardmetros obtenidos mediante este modelo desarrollado
para los seis medios de cultivo evaluados en las dos cepas (Figura 6.2) permite presentar los
datos de la Tabla del anexo J de una manera grafica, y encontrar diferencias entre las cepas
y entre los medios de cultivo.

En los medios que contienen glucosa (GNS y QGNS), se encuentran las principales
diferencias entre las cepas, confirmando lo visto anteriormente, en cuanto a la dificultad de
consumo de la glucosa que presenta la cepa mutante en el inicio del cultivo, y el de
metabolizar fuentes de N no complejas, especialmente evidenciado en el medio QCS en el
parametros t,. Sin embargo, es precisamente en los parametros k y rX. donde las diferencias
son mayores, estas variables de los modelos estan evaluando lo ocurrido después de t,. Por
otra parte, las principales diferencias ofrecidas por la presencia de las sales segun la
evaluacién de los medios ST y STS, fue en las tasas de crecimiento y de desaceleracion. Lo
anterior confirma la necesidad de un estudio mas amplio de este tipo de microorganismos,
por medio de modelos de evaluacion que contemplen todas las etapas del cultivo, y que
pudieran estar influyendo en procesos de esporulacién y de produccion de metabolitos

secundarios.
GNS
150

100
STS Qcs

50
Oé = Bb. 88
“ Bb. 885.2

ST QGNS

CHA

Figura 6.2a Diagrama de redes del parametro t; (h) obtenido mediante el ajuste con el
modelo DE en los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, STy STS en cultivo en medio sélido
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Figura 6.2b Diagrama de redes de los parametros rX, (g I'") (izquierda) y rXe (g 1"

(derecha) obtenidos mediante el ajuste con el modelo DE en los medios GNS, QCS, QGNS,
CHA, STy STS en cultivo en medio so6lido

STS STS

ST

Figura 6.2c Diagrama de redes de los parametros p (h™) (izquierda) y b (h™) (derecha)
obtenidos mediante el ajuste con el modelo DE en los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, ST
y STS en cultivo en medio soélido
Como se puede observar en la Figura 6.1, los modelos I-M y DE representan mejor los datos
experimentales en todos los casos, lo cual fue comprobado por el grado de ajuste
presentado en la Tabla 6.2. Se muestra el grado de ajuste evaluado por ji cuadrada (),

coeficiente de regresion (R?) y suma de los cuadrados del error.
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Los valores de 4 fueron semejantes entre los modelos I-M y doble exponencial, y a su vez,
mucho menores (hasta 20 veces) que los otros dos modelos, tendencia que se repitié al
analizar los datos por medio de los valores de la suma de los cuadrados del error, mientras
que los valores de R? obtenidos, no presentaron tendencia definida alguna. Entre los
modelos evaluados, que tienen ecuaciones que representan las dos fases, el modelo mas
simple fue el doble exponencial. Por lo que se recomienda para seguir las cinéticas
respiratorias de este tipo de cultivos. Queda por entenderse lo que ocurre en las células
durante la transicién abrupta donde disminuyen en forma exponencial su tasa respiratoria

después de un valor critico rX; (Tasa de produccion de CO, en el tiempo t5).

Tabla 6.2 Grado de ajuste de los modelos de crecimiento Logistico, Gompertz, I-M y DE en
los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, STy STS en cultivo en medio sélido

Cepa silvestre (88) Cepa mutante (885.2)
Logistico Gompertz |-M DE ‘ Logistico Gompertz I-M

sl X 60.5 42,5 96 111 34.8 43.7 328 354

N R® 0.7 0.87 08 0.85 0.74 0.79 0.7 0.7
S 2 error 52.4 225 13.3 128 29.7 1.1 18.1 18.03
Q )(2 4.8 5.85 3.15 3.6 6.4 4.3 1.86 1.86
C R? 0.95 0.93 0.9 0.9 0.82 0.88 0.86 0.86

S 2 error 2.01 3.7 1.3 1.77 2.03 1.42 0.6 0.6
Q )(2 104 5.92 2.2 2.2 2.62 1.9 1.03 1.05
E R? 0.88 0.85 0.8 0.8 0.89 0.87 0.83 0.82
S | X error 4.55 3.72 15 15 0.64 0.61 0.36 0.36
c )(2 133.5 95.48 16.2 16.1 174.5 64 8.7 8.54

H R? 0.81 0.91 0.9 0.88 0.81 0.91 0.9 0.9
A 2 error 163.11 82.74 37.3 37.2 168.44 96.21 184 17.70
)(2 20.7 8.09 1.8 1.5 17.80 5.59 3.65 4.15

? R? 0.77 0.86 0.9 0.9 0.73 0.85 0.88 0.88

2 error 15.6 8.16 1.65 1.3 11.8 541 3.7 3.6

s X 8.22 9.65 3.04 27 10.3 11.23 2.4 2.4

T R? 0.92 0.92 0.9 0.9 0.91 0.92 0.9 0.9
S 2 error 8.89 7.51 245 25 4.05 4.03 4.06 4.03
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6.3Produccién de enzimas hidroliticas

Después de realizar el analisis de respirometria de los cultivos de las dos cepas en los
diferentes medios, se tomaron las muestras para el analisis enzimatico. Los cultivos fueron
detenidos después de establecerse la fase estacionaria, de acuerdo al seguimiento de la
produccion de CO,, lo cual dependié principalmente de la naturaleza del sustrato evaluado.
Las comparaciones dentro de las cepas se tomaron en cuenta con precaucion y solo se
hicieron pruebas de t de Student entre las cepas para cada medio, debido a que las
mediciones de las actividades enzimaticas corresponden a tiempos diferentes dentro del

experimento (Tabla 6.3).

La produccion de las hexosaminidasas fue mayor en todos los medios en la cepa 88 que en
la 885.2, con diferencias que van entre 2 a 19.7 veces, aunque estadisticamente no hubo
diferencias en el medio ST. Confirmando lo observado hacia el final del cultivo en el sistema
de medio solido en matraces en los medios GN y QGN, respecto a los medios GNS y QGNS,

donde se usaron diferentes sales de nitr6geno.

Al hacer las comparaciones entre los medios de cultivo dentro de la cepa 885.2, fue mayor la
produccién en el medio CHA que en los otros medios, mientras que en la cepa 88 la
produccién en los medios QCS, QGNS y CHA fue mayor que en los otros medios de cultivo.
La produccién de hexosaminidasas en los medios ST y STS fue muy pobre en las dos cepas,
por lo que el buen crecimiento pudo haber estado respaldado por la produccién de
proteasas. Ademas, las sales utilizadas en la formulacion del medio de cultivo, tendrian
importancia en este sistema evaluado, ya que en el medio STS fue 6.3 y 6.7 veces mayor en

la cepa 88 y 885.2 respectivamente que la produccion en el medio ST.

En cuanto a la comparacion en la produccion de proteasas, las diferencias entre las cepas se
observaron en los medios GNS, QCS y ST, medios en los cuales la cepa 885.2 presentd las
mayores dificultades para su crecimiento. Para la cepa 885.2, las mayores inducciones se
presentaron en los medios CHA y STS, por lo que se vio la necesidad de las sales del medio
minimo y de sustratos complejos como fuente de nitrdgeno para su induccion para esta cepa
pero no asi para la cepa 88, ya que presentod la mayor produccién en el medio STS que en

los otros medios.
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En cuanto a la comparacion de la produccion de las enzimas en los dos sistemas de cultivo,
es complicado, no solo debido a las variables que estan jugando un papel importante en
cada uno como son la aireacion, la actividad de agua y el tipo de soporte (molido y cortado),
sino también por la fuente de nitrégeno, ya que en los matraces se usé la formulacién con
nitrato de sodio y en las columnas con sulfato de amonio, lo cual redunda en cambios de pH,

que a su vez modifica la actividad enzimatica.

Sin embargo en los medios que contenian quitina coloidal como Unica fuente de C y N; se
observo favorecida la produccion de hexosaminidasas en QCS (columnas) en las dos cepas,
respecto a QC (matraces).

Tabla 6.3 Concentracion de proteina, produccion de proteasas y hexosaminidasas sobre
los medios GN, QC, QGN, CHA, STy STS en cultivo en medio sélido

Proteina Hexosaminidasas Proteasas

Medio Bb.88 Bb.885.2 Bb.88 Bb.885.2 Bb.88 Bb885.2
GNS  1.2+0.2™%¢  0.5+0.2"®  6.3+1.3" 0.6+0.2" 543+42%%)  132+54"°

QCSs 1.8+0.5°%  0.8+0.1"°¢ 11.8+#3.6°9  0.6+0.3"  626+214°%  135+15"°

QGNS  1+0.2™%¢  0.3+0.05"  12+0.6°¢p  0.77+0.07"  533+108*"  207+24"%¢
CHA 3.6+0.1° 3.4+0.8°  12.8+1.2°%  6.2+0.7*® 764.5+19%  698+89°°°
ST 0.7+0.2*  0.4+0.13"®  0.6+0.3*  0.23+0.03"  331+57%% 78+42"
STS 1.1+0.3*°  1.3+0.1%¢  3.8+0.3% 1.6+0.5" 1242+404° 908+97°%

Proteina (mg g* MS), Hexosaminidasas (Ul g* MS), Proteasas (UA g* MS). Las
diferencias dentro de las cepas se evaluaron por medio de ANOVA y se representan por
letras, (cepa 88 en minlscula y cepa 885.2 en mayuscula), el simbolo (¢) representa
diferencias entre las cepas en cada medio evaluadas por medio de t de Student.

Se sabe que el pH basico puede inducir la producciéon de este tipo de enzimas, aun en
ausencia de sustratos inductores (Dias y col., 2008). En la tabla VI del anexo C, se presenta
los valores de pH promedio de los medios de cultivo para las dos cepas. Al comparar las
actividades proteoliticas y valores de pH de los medios ST y STS, se observd una
disminucion de las proteasas en el medio de 11 veces en la cepa mutante en el medio ST
respecto al medio STS, donde el pH al final del cultivo fue de 4.4, con una diferencia entre

los medios de 1.7 unidades de pH. El efecto de la presencia de las sales en el medio de
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cultivo presentd implicaciones en todo el cultivo, como la disminucién en las enzimas

proteoliticas, y menores valores de los parametros b y rXe en ST.

Es de notar la concentracion de proteasas en la cepa silvestre, en los medios GN, QCS,
QGNS similar a la de CHA. Bye y col. (2008) reportaron que en los medios liquidos que
contenian quitina cruda con KOH, encontraron la misma induccién de proteasas que en el
medio con cuticula en cepas de Lecanicillium sp. El proceso de agregar KOH a la quitina es
para retirar la proteina que esta asociada a ésta, proveniente de la estructura de la cuticula
de camarén y se libera también NAG, que actuaria como inductor de la actividad Prl
(Geremia y col., 1993).

6.4 Caracterizaciéon de las proteinas

En la Figura 6.3 se muestra la electroforesis monodimensional realizada a los extractos
extracelulares enzimaticos obtenidos de los CMS a 56 h de cultivo, sobre los medios GNS,
QCS, QGNS y CHA (se realizaron electroforesis confirmatorias, bajo las mismas
condiciones). La concentracion del gel de acrilamida fue del 13%, y se sefialan los pesos

moleculares de las proteinas de cada carril.

M GNS QcCs M QGNS CHA

| | \ | \’ " 1
| | |

| 88 885.2 i‘ ' 88 885.2 88 885.2 | 88 885.2

Figura 6.3 Electroforesis monodimensional de las proteinas obtenidas de CMS en los
medios GNS, QCS, QGNS y CHA.
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Se observo diferencias en el patréon de proteinas de acuerdo al medio de cultivo y entre las
cepas, sin embargo las diferencias entre los medios QCS y QGNS fueron menores en la
cepa mutante. Se encontré un mayor nimero de bandas en los carriles del medio CHA en
las dos cepas que en los carriles de los otros medios. En la cepa mutante se observé un
menor nimero de bandas en el carril del medio GNS y en la cepa silvestre en el medio QCS.
Ademas, algunas proteinas de PM similares a los reportados previamente en la literatura: 27,
30y 32y 38 KDa para las proteasas y 30, 33, 45, 50, 64 y 66 KDa para las quitinasas.

Posteriormente se realiz6 la identificacion por secuenciamiento de las proteinas presentes en
el carril de la electroforesis del medio CHA, los resultados se muestran en la Tabla 6.4.
Usando la base de datos de The National Center for Biotechnology Information (NCBI) y la
herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se evidencié la presencia de 3
proteasas ya descritas para Cordyceps bassiana, el cual corresponde taxonémicamente a
Beauveria bassiana, y una proteina tirosina fosfatasa, ya descrita en M. anisopliae, pero no
en Beauveria bassiana (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). El andlisis de la regién N-terminal de
las secuencias de proteinas encontradas sugirié la existencia de péptidos sefial en todas las
secuencias (Bendtsen y col., 2004; www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). El valor de “score” se

refiere a la fiabilidad de la técnica utilizada, el cual fue mayor a 20 en todos los casos.

Tabla 6.4 Proteinas encontradas en el extracto extracelular del cultivo en medio sélido del
medio CHA

, Numero
Numero de . : Conteo
. I Enzima Organismo de
identificacion espectral -
Péptidos
Proteinasa 88 0 0 0
ABM91764.1  degradadora de Cbordyceps
cuticula asslana 885.2 70.18 2 2
AAN41259.1 Quitinasa .
bassiana 8852  170.89 4 4
Proteinasa . 88 0 0 0
AAK70804.1 degradadora de ?)Zi:;’:nrf
cuticula CDEP-1 885.2 31.82 1 1
Proteasa i 88 37.94 1 1
21082962 degradadora de I?)eauyena
cuticula asslana 885.2 37.28 1 1
ina tirosi M. 88 29.67 1 1
ABC01064.1 Pro:(ilsr}gtgrsc;sma anisopliae
var. acridum 885.2 0 0 0
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Las proteinas obtenidas en los extractos fueron identificadas como: proteinasas
degradadoras de cuticula, CDEP1, y CDEP2 de Cordyceps bassiana. Las dos son
endoproteasas subtilisina-serina que pertenecen a la familia peptidasa S8. Segun las bases
de datos analizadas, CDEP1 posee un peso molecular de 38.6 KDa, y un pl de 8.3, la
secuencia de aminoacidos del gen muestra 57.9% y 83.3% de identidad con la Prl1 de
Metarhizium anisopliae y la Prl de Beauveria bassiana, respectivamente. La proteina
CDEP2 posee un PM de 38.86 KDa, y tiene un 50% de identidad con la Pr1A de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae (Swissprot, 2009). La endoproteasa subtilisina-serina (Prl)
extracelular de B. bassiana, es sintetizada como un gran precursor (PM 37.47 KDa) y la
proteina madura tiene un PM de 26.8 KDa. Joshi y col. (1995) reportaron que la Prl es un
determinante clave de la virulencia de los HE, y se cree esta regulada durante la formacion

del apresorio y durante la conidiogénesis (Small y Bidochka, 2005).

Una quitinasa (EC 3.2.1.14), codificada por el gen chitl, también se indujo bajo estas
condiciones de cultivo. Esta enzima ya fue descrita en Cordyceps bassiana, posee un peso
molecular de 36.7 KDa. Pertenece a la familia 8 glicosil hidrolasa, y su funcién molecular es
hidrolizar compuestos O-glicosil y N-acetil-B-D-glucosaminida al azar de uniones 1,4-B en

quitina y quitodextrinas (Fang y col., 2005).

Otra de las proteinas secuenciadas resultdé ser 100% similar a una tirosina fosfatasa
(PTPasa) (EC 3.40.720.10) de M. anisopliae var. acridum. Segun las bases de datos
consultadas, presenta un PM de 71.7 KDa, y el valor de pH 6ptimo es de 5.5. Posee
actividad de fosfatasa y esta involucrada en la hidrdlisis de ésteres de fosfato. Esta PTPasa
podria funcionar en la utilizacion de las fosfoproteinas presentes en la materia organica en
descomposicion durante la etapa saprobia; si es secretada dentro del hospedero, también
podria desempefiar un papel en la patogénesis por desfosoforilacion de las fosfoproteinas
del hospedero (Li y col., 2006).

6.5 Resumen de resultados

En resumen, el estudio de las cinéticas de produccion de CO, mostrd patrones similares en
las dos cepas de B. bassiana en todos los medios estudiados y comparados en funcién de

cuatro parametros fisioldgicos:

i. Latasa especifica de crecimiento exponencial (u)
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ii. La tasa respiratoria critica que marca el final de la fase de crecimiento exponencial
(rxa).

ii. Latasa especifica de decaimiento de la actividad respiratoria (b)
iv.  Latasa de biomasa activa en la asintota o tasa residual de la respiracion (r Xe)

Lo anterior, permitié sugerir el modelo doble exponencial para el ajuste de la produccion de
CO, de este hongo en CMS, evaluado en seis medios de cultivo y para las dos cepas. Con el
modelo propuesto se encontraron y° menores, comparadas con las obtenidas con otros
modelos estudiados, como Gompertz y Logistico, modelos ampliamente usados pero que
tienen limitaciones hacia el final de la produccion de la biomasa en la fase estacionaria,
cuando se presenta la muerte celular, al considerar que la curva de crecimiento vuelve a
cero después de la fase de desaceleracion. Ademas que el modelo doble exponencial ajusta
a los datos con igual precision que el modelo de I-M (2000) y permite una interpretacion
fisiolégica de los parametros involucrados, mientras que en I-M queda el parametro L sin

asignacioén precisa.

Las tasas respiratorias (rX;) mayores que presentd la cepa mutante en los medios con
sustratos complejos como CHA, ST y STS, permite suponer una alteracion en la ruta de la
utilizacion de las fuentes de N inorganico, ademas de confirmarse la alteracién en la ruta de

la incorporacion de la glucosa, que ya se establecio en la seccion de cultivo en matraz.

La explicacion de estas dos fases podria estar relacionada con varios factores como son: la
presencia de niveles criticos de acumulacion de ROS (reactive oxygen species) en términos
de respuesta al estrés ocasionado por la falta de nutrientes, acumulacién de biomasa,
autolisis de la biomasa, diferenciacion celular hacia el inicio del metabolismo secundario y la
esporulacion, entre otros. Sin embargo la integracion de este modelo a estudios de CMS
més completos pudiera contribuir al entendimiento de lo que est4 sucediendo en la etapa
después de t,, en el que se alcanza el valor rX,. Los cuales son parametros de gran utilidad
para el ajuste de los procesos industriales de aireacion y de enfriamiento de reactores para

la produccion de cultivos de hongos filamentosos.
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Se confirmd la disminucion de la enzima hexosaminidasa excretada al medio de cultivo en
condiciones de CMS en la cepa mutante, respecto a la cepa silvestre, en todos los medios

evaluados.

Por otra parte, hasta donde sabemos éste es el primer informe de la presencia de una
tirosina fosfatasa en Beauveria bassiana, la cual podria tener un papel durante la etapa
saprobia o durante el proceso de infeccidn, asi como la presencia de las enzimas CDEP1,
CDEP2, Prl y Chitl expresadas en CMS sobre un medio con cuticula triturada de

Sphenarium purpurascens como sustrato inductor.

Una vez caracterizadas las dos cepas en cuanto al crecimiento y la expresién diferencial de
de las enzimas hidroliticas en CMS, se pas6 a observar el efecto de los medios de cultivo
utilizados en factores de virulencia de los HE como son: La germinacion, la hidrofobicidad, la

morfometria de crecimiento y la esporulacion.
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7 FISIOLOGIA Y MORFOMETRIA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO
EN CAJAS DE PETRI.

Se realizé una comparacion de los fenotipos presentados por las dos cepas en cultivo en
cajas de Petri, ademas de la evaluacion del parametro hidrofobicidad de las esporas crecidas

en medio ADS, el cual es importante en el proceso de infeccion por parte de este HE.

7.1 Medios de cultivo

Las cajas de Petri contenian los medios que se presentan en la Tabla 7.1, donde se

muestran las abreviaturas utilizadas a lo largo de los siguientes capitulos.

Tabla 7.1 Abreviaturas de los medios de cultivo usados en cultivo en caja de Petri

ADS Agar dextrosa Sabouraud
GNS Glucosa y sulfato de amonio
QCSs Quitina coloidal
QGNS Quitina con glucosa y nitrato
CHA Cuticula de chapulin
ST Salvado de trigo sin sales
STS Salvado de trigo con sales

7.2Crecimiento y esporulacion en funcion de la temperatura

Las dos cepas conservaron un perfil muy similar en respuesta a las diferentes temperaturas
durante los 5 dias del cultivo. La mejor temperatura de crecimiento fue 28°C, sin embargo,
no hubo diferencia estadistica entre el crecimiento obtenido a la temperatura de 25°C y de
28°C para los dos cepas, la cepa mutante se afecté mas a 23°C que la cepa silvestre. La
mayor produccion de esporas fue a 25°C, para las dos cepas, sin diferencia para la cepa

mutante en las temperaturas de 25y 28°C, segln se muestra en las Figuras 7.1y 7.2.

Se utilizé la temperatura de 28°C para todos los experimentos comparativos entre las cepas
por ser la mejor temperatura de crecimiento y asi excluir la temperatura como variable
adicional de diferencias encontradas en las pruebas realizadas en las diferentes secciones

de la tesis.
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Beauveria bassiana tiene un amplio intervalo de temperatura de crecimiento (8 a 35°C), con
una frontera térmica maxima de 37°C segun lo indicado por Fargues y Luz (2000). El estudio
de la temperatura éptima es practico en el uso de cepas apropiados en ciertas ubicaciones
geograficas con variada temperatura, ademas que es uno de los principales factores
limitantes del uso de HE en sistemas agricolas con alta radiacion solar. Fernandes y col.
(2008) encontraron que las cepas mas termotolerantes fueron cepas provenientes de lugares
tropicales. La tolerancia a altas temperaturas permite evadir también la respuesta inmune de
algunos insectos, tales como los saltamontes que poseen un mecanismo de

termorregulacion como defensa a los patégenos (Heinrich, 1974).

7.3Estimacion del crecimiento sobre diferentes sustratos

El resumen de los pardmetros evaluados en las cajas de Petri en los siete medios de cultivo
durante 10 dias se muestra en la Tabla 7.2. La velocidad de crecimiento radial (U,) solo
present6 diferencias entre las cepas en el medio STS, donde se favorecio el crecimiento de
la cepa 885.2 debido a la presencia de las sales. En la cepa 88, las U, obtenidas en los
medios QCS, QGNS, ST y STS fueron estadisticamente menores que las de los medios
ADS, GNS y CHA. Mientras que en la cepa 885.2, solo fueron inferiores los medios QCS y
QGNS, diferencia que no guardé relacion alguna con las relaciones C: N de los medios, sino
con la naturaleza de los sustratos. Los valores de U, en los medios estuvieron entre 1.4y 2.5

mm d*, en el medio de ADS fue de 2.2 mm dia™. Varela y Morales (1996) observaron valores
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de U, entre 2.1y 2.7 mm d™ y Safavi y col. (2007) encontraron valores de U, de 2.9 hasta 4.1

mm d*, en ambos casos creciendo Beauveria bassiana en medio ADS.

La tasa especifica de crecimiento (M) no presenté diferencias estadisticamente significativas
entre los medios ni entre las cepas. Metodoldgicamente, la tasa especifica de crecimiento es
un parametro fisiolégico atil para comparar los patrones de crecimiento de los hongos, ya
gue este valor toma en consideracion la frecuencia de ramificacion del micelio, a fin de
estimar la biomasa de formaciéon (Loera y Viniegra-Gonzalez, 1998); por lo tanto, debe ser
considerada como alternativa confiable a la velocidad de crecimiento radial, la cual es

ampliamente reportada en estudios de HE (Liu y col., 2003; Ouedraogo y col., 1997).

Tabla 7.2 Parametros de crecimiento obtenidos en los siete medios evaluados en caja de
Petri

mrl:nd'l ADS GNS QCS QGNS CHA ST STS

88 2.2+0.01°  2.1+0.05™%  1.4+0.01°  1.5+0.2®°  2.2+0.04"  1.6+0.2°™°  1.9+0.2%*%*
885.2 2.2+0.01°%% 2+0.1°"  15+0.001° 1.6+0.2%  2.4+0.07° 1.9+0.1°%"  2.2+0.05"
M, 107

(h™

88 6.02+1°% 3.7+0.007*  3.7+0.55% 4.9+0.9° 3.35+0.3%  5.45x1.1% 3.4+0.6°
885.2 5.5+0.6° 3.25+0.2° 4.4+0% 5.4+1.6° 5.5+1.2° 4+1.2% 4+0.6°

88 233.5+62%°  233+83%°  392+1239  331+74%"  345:67°  195.5+68° 205+83%
885.2 254+552¢ 200.5+38%  296+66°*°  282+66°° 36990 202+60% 251+73%°
Dp,

gm
88 2.4+0.5% 2.9+0.5% 2.6+0.6  2.7+0.6°°®  3.2+0.6°  1.9+0.35%® 3+0.8%
885.2 2.9+0.8% 1.5+0.3° 3.1+0.7° 2.8+0.6% 3+0.5% 1.9+0.4% 2.4+0.8"

La longitud hifal obtenida sobre medios tales como QCS, QGNS y CHA fue alrededor de los
354 ym en la cepa silvestre y de los 316 ym para la cepa mutante, mientras que en los
medios GNS, ST, STS y ADS, este valor fue 39% y 20% menor, para las cepas 88 y 885.2
respectivamente. Las diferencias en este parametro no fueron estadisticamente significativas
entre las cepas, excepto en el medio QCS, en donde los resultados indicaron un mayor
grado de ramificacién en la cepa mutante que en la silvestre. La observacion microscopica

del micelio de Beauveria bassiana mostré que los diametros hifales en todos los medios fue
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cercano a 3 um, con la excepcion de los medios ST y GNS en la cepa mutante (1.8 um). La
ausencia de las sales comprometio el pardmetro morfométrica del didmetro hifal, ya que fue
menor en el medio ST que en el medio STS. La morfologia de las colonias sobre la caja de

Petri se observa en la Figura 7.3.

Cepa 88 Cepa 885.2

Figura 7.3 Morfologia de crecimiento en caja de Petri de B. bassiana
7.4Caracteristicas fenotipicas sobre diferentes sustratos

7.4.1 Cinética de germinaciéon

En cuanto a la cinética de germinacion, se observo claramente que la cepa 885.2 germind
mas rapido (entre el 24 y el 58%) que la cepa 88 en todos los medios, segun se observa en
la Tabla 7.4 y en la Figura 7.4. El tiempo que tard6 el 50% de las esporas para germinar
(TGso), fue de 10 h en la cepa 885.2 en los medios ADS, STy STS, y de 13 a 15 h para los
medios GNS, QCS, QGNS y CHA; estos son dos grupos estadisticamente diferentes. Se
observaron los mismos grupos de medios en la cepa 88, pero los valores de TGso son de 14
h en el primer grupo y de 18.5 h en el segundo grupo. Ademas, el TGy fue de 17 a 42%
menor en la cepa mutante y la tendencia en las diferencias en los grupos de germinacion se

mantuvo al evaluar este parametro.
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Figura 7.4 TGy (izquierda) y TGy (derecha) de las cepas en caja de Petri sobre los
diferentes medios de cultivo

Respecto a los datos bibliograficos analizados, se encontrd que el TGso reportado para el HE
B. bassiana en el medio ADS fue entre 14 a 19 h, segun Varela y Morales (1996), y estos
valores fueron similares a los obtenidos para la cepa silvestre de este estudio. Talaei-
Hassanolui y col. (2006) obtuvieron TGs, de 10.8 h en la poblacién mas virulenta y de 21.3 h
para la menos virulenta, ésto probado sobre el medio ADS adicionado con extracto de

levadura.

Es de notar que los medios con los menores valores de TGsp y TGy fueron los medios ADS,
ST y STS que tienen relaciones C: N de 15.6: 1 y 17.2: 1, mientras que los otros medios
evaluados tienen relacién C: N entre 4: 1y 7: 1. Ademas que la peptona del medio ADS y los
microelementos que aporta el salvado de trigo pudieran estar influyendo en la velocidad de
las cepas en estos medios, segun lo reportado por James (2001) e Ibrahim y col. (2002),
guienes encontraron que para B. bassiana y M. anisopliae, el extracto de levadura y la

peptona repercutieron positivamente en la tasa de germinacién conidial.

La velocidad de germinacion por ajuste a la ecuacién Logistica, fue de 20 a 67% mayor en la

cepa mutante que en la silvestre, excepto en los medios QCS y QGNS (Tabla 7.3).
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Tabla 7.3 Resumen de los pardmetros de germinacion de las dos cepas evaluadas en los 7
medios de cultivo

Bb.88 ADS GNS QCS QGNS CHA ST STS
Mg, W™ 0.6:0.1% 05:0.08"° 060.07*° 060.03° 0.6£0.1*  05:0.06° 0.5:0.06"
TGso 14+0.2° 19+0.2° 17.9+0.3° 19+1.3° 18+0.2° 15+0.2 15+1%
TG 16+0.5°* 21+0.2" 20+0.5° 21+0.3" 20.5+0.8%"  17+0.2% 18+0.1'

Bb. 885.2
Mg, 1.9+0.9°  0.8+0.2%° 0.5+0.1°  0.6+0.02™°  0.8+0.5™°  1.4+0.45  1.3+0.5™
TGs 9.9+0.6°  13.6+0.4™ 13+0.8" 15+1° 14,503  9.5+0.14% 10+0.2°
TGoo 12+0.3° 16+0.3" 15+0.2° 18+0°' 17+0.9°% 12+0.4° 13+0.2°

Algunas imagenes de los tubos germinales obtenidas con el microscopio éptico se muestran
en la Figura 7.5 donde se pueden confirmar diferencias en la morfologia del micelio entre los
dos cepas, siendo rectos los de la cepa 88 y tortuoso el de la cepa 885.2, ademas que en las

dos cepas se observd germinacion bipolar en todos los medios (flechas).

—— e —

Cepa 885.2

Figura 7.5 Imagenes microscopicas de la germinacién de las cepas en caja de Petri en
medio ADS

7.4.2 Cinética de esporulacion

Seguln se muestra en la Tabla 7.4 hubo diferencias significativas en la densidad de las
esporas obtenidas el dia 6 (140 h) en los medios ADS y GNS. En el medio ADS, la densidad
fue 86%mayor en la cepa mutante, mientras que fue mayor en la cepa silvestre en los otros
medios, en porcentajes entre 5 y 73%. Los medios donde se obtuvieron las mayores
densidades de esporulacion fueron QGNS, CHA, ST y STS en la cepa silvestre, y en los
medios ADS, QGNS, ST y STS para la cepa mutante. La tasa especifica de esporulacion a
140 h, fue aproximadamente cuatro veces menor en la cepa mutante en medios con glucosa,
aun cuando la diferencia en la densidad de esporulacion en el medio GNS no fue
significativa. En los medios ST y STS no se observaron diferencias estadisticamente

significativas por lo que no hubo efecto de la adicion de las sales.
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Tabla 7.4 Pardmetros de esporulacion de las cepas, evaluados en caja de Petri sobre los
diferentes medios de cultivo.

Cepa ADS GNS QCS QGNS CHA ST STS
3.4+3 7.2+0.6 7.2+1.3 44+23 2545.6 22+1.3 21+4.4
88
a a a b ab ab ab
Pesp 25+3 4.4+0.6 2+0.4 19+6.01 6.6+4.4 20+4.4 20+2.7
885.2
ab a a a a a ab
0.2+0.02 0.2+0.08 0.07+0.03 0.16+0.01  0.13#0.02 0.08+0.008 0.09+0.02
88
c bc ab abc abc ab ab
Hesp 0.3+0.08 0.04+0.004 0.2+0.04 0.05+0.01 0.16+x0.001 0.1+0.004 0.07+0.02
885.2
d a bc a abc abc ab

Pesp= Densidad de esporas ,*10” esporas cm™; pesp, h™

La producciéon conidial en el medio ADS (Figura 7.6), obtenida después de 6 d de
inoculacién, para la cepa mutante fue casi diez veces mayor que el valor alcanzado por la
cepa silvestre. En el mismo medio, Kamp y Bidochka (2002) obtuvieron una produccion de
0.97 x 10" con cm™ después de 14 d de cultivo, lo cual es 3 veces y 28 veces inferior a los
valores alcanzados por la cepa silvestre y mutante, respectivamente. Por otra parte, Safavi y
col. (2007) obtuvieron un valor (3 x 10’ con cm®), muy similar al alcanzado por la cepa
silvestre en el medio ADS. Sin embargo, en un medio con composicion similar al medio
QCS, las cepas utilizadas en ese estudio produjeron siete y dos veces mas esporas,

respectivamente, que las cepas utilizadas por Safavi y col. (2007).

Al comparar los medios ADS y GNS se observaron diferencias en las cinéticas de
esporulacion para las dos cepas, el efecto pudiera ser por la naturaleza de la fuente de
nitrégeno de los medios, por lo que la cepa mutante respondié mejor a la peptona y se le
dificulté esporular en el medio que contenia sal de amonio. En este caso no se encontrd
relacion directa alguna entre las densidades obtenidas en cada medio con sus relaciones C:
N.
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Figura 7.6 Cinética de esporulacion en caja de Petri sobre el medio ADS y GNS

7.5Hidrofobicidad de las esporas cosechadas de ADS

La hidrofobicidad de las esporas de las dos cepas obtenidas en medio ADS vario entre 70 y
88%. A 8 d del cultivo se observaron diferencias entre las dos cepas; la hidrofobicidad fue
mayor en la cepa 88, mientras que a 15 d de cultivo estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 7.7).
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Figura 7.7 Hidrofobicidad de las esporas crecidas en medio ADS
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Estos resultados fueron similares a los reportados por Montesinos (2008), quien encontrd
88% de hidrofobicidad en la cepa 88 y 82% en la cepa 885.2, las esporas que se utilizaron
en ese estudio provenian de un medio de agar Sabouraud con maltosa al 2% adicionado con
avena 3%, y no se encontrg relacion entre este parametro y la virulencia sobre Tenebrio
molitor. Ademas, el porcentaje de hidrofobicidad permanecié constante en el tiempo entre 8 y
15 d, para los dos cepas, contrario a lo observado por Romano (1996), donde hubo la
tendencia a la disminucion de 95 a 85% en este lapso de tiempo.

7.6 Resumen de resultados

En resumen de los experimentos realizados en caja de Petri, no se encontré relacion con las
tasas especificas de crecimiento encontradas en los CMS. Por otra parte, la cepa 885.2
alter6 su morfometria en comparacién con la cepa silvestre, la tasa especifica de
crecimiento, diferencias que se magnifican en algunos medios de cultivo (como son CHA y
STS).

La cepa 885.2 germind mas rapido que la cepa 88 en todos los medios. En cuanto a los
menores TGs, obtenidos en los medios ADS, ST y STS respecto a los medios GN, QC, QGN
y CHA; pudiera deberse a las diferentes relaciones C: N de los medios, mas que a las

diferencias en las naturalezas de los sustratos.

Ademas, La produccién conidial en el medio ADS para la cepa mutante fue casi diez veces
mayor que el valor alcanzado por la cepa silvestre, por lo que la cepa mutante responde
mejor a la peptona y se le dificultd esporular en el medio que contenia sal de amonio. No se
presentaron diferencias en cuanto a la hidrofobicidad de las esporas producidas en medio
ADS.

Por dltimo, con el fin de observar el posible efecto que las diferencias fisiolégicas
encontradas en CMS y cultivo en caja de Petri pudieran tener en la virulencia de las cepas
sobre los insectos, se decidio realizar pruebas de efectividad biolégica como bioensayos

sobre el insecto modelo Tenebrio molitor en sus estadios larval y adulto.
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8 VIRULENCIA DE LAS CEPAS SOBRE LARVAS Y ADULTOS DE
Tenebrio molitor

8.1Modificacién de la virulencia

Para evaluar el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la virulencia de estas cepas,
respecto a los resultados obtenidos por Robledo-Monterrubio y col. (2004), quienes
realizaron el bioensayo de virulencia de estas mismos cepas sobre larvas de Tenebrio
molitor al poco tiempo de haber obtenido la cepa mutante. Se hizo un bioensayo bajo las
mismas condiciones reportadas por estos autores. Para este caso, las cepas evaluadas por
Robledo y Monterrubio y col. (2004) son llamadas 22 y 225.2, pero corresponderia a las
cepas 88 y 885.2 respectivamente, empleadas en el presente trabajo.

La cepa 22 presento dificultades para crecer y esporular, por lo que se alargaba el tiempo de
obtencion del indculo. Por esta razén, hubo la necesidad de reaislarla a partir de un chapulin
(Sphenarium purpurascens) muerto, proveniente de un lote de insectos infectados por esta

cepa, de un bioensayo previo.

100 Cepa 22 2252 88 885.2
801 S, % 75 11.4 24.8 333
g o t,d 57 43 37 26
k,d* 0.04 03 05 03
o 40
8 R? 0.98 1 09 09
N m Bb88 B e e e
20{| ® Bb885.2 9
DBz, TSpd 0% 75 57 75
. M
0

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo, h

Figura 8.1 Variacion de la virulencia de las Tabla 8.1 Pardmetros de la variacion de la

cepas sobre las larvas de T. molitor. virulencia sobre las larvas de T. molitor
Los datos se ajustaron al modelo de Sobrevivencia (S); tiempo de inicio de la
virulencia propuesto en este trabajo. mortalidad (t); tasa especifica de muerte (k);

tiempo medio de sobrevivencia, (TSsg)

Al ser reaislada del insecto, la cepa 22 paso a llamarse cepa 88, la cual adquiri6 mayor
virulencia, respecto a la cepa usada en la tesis de referencia, se modificaron los pardmetros

del porcentaje de sobrevivencia (S), el tiempo de inicio de la mortalidad (t), la tasa especifica
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de muerte (k), y el tiempo medio de sobrevivencia (TSs,), segln se muestra en la Tabla 8.1y

en la Figura 8.1. Los controles (insectos sin infectar) no excedieron el 5% de la mortalidad.

8.2Determinacion del CLso y Clgg

El bioensayo sobre adultos de T. molitor usando cinco concentraciones de suspensiones de
esporas permitié obtener la CLsy ¥ CLgg. NO se hallé diferencia estadisticamente significativa
entre las dos cepas, (Tabla 8.2.a), a pesar que se observaron curvas tipo dosis-respuesta.
Un resultado importante fue que en la cepa 88 la sobrevivencia inferior al 10% se logré con
todas las concentraciones de esporas, excepto con 1x10* esporas mlI* mientras que en la

cepa 885.2 no se alcanzo este porcentaje con las concentraciones de 1x10* ni 1x10° esporas

ml™ (Fig. 8.2).
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Figura 8.2 Bioensayo de virulencia de diferentes concentraciones de las suspensiones de
esporas sobre los adultos de T. molitor

Los datos se ajustaron con el modelo de virulencia propuesto.

En cuanto al efecto de las concentraciones en la sobrevivencia de los adultos, al evaluarse
los resultados con el modelo de virulencia propuesto en el presente estudio, solo se
encontraron diferencias estadisticas en el tiempo de inicio de la muerte (t) entre las cepas,
en la concentracion de 1x10* esporas ml™*. De acuerdo al resultado mostrado en la Tabla
8.2.b se observé una mayor sensibilidad por parte de la cepa 88 cuando hubo una

disminuciéon en las concentraciones de las esporas usadas en el bioensayo, como se
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evidencié por las diferencias en los pardmetros TSso Y TSy de los insectos expuestos a la
concentracion de 1x10° esporas ml™. Los controles no excedieron el 10% de mortalidad.

Tabla 8.2 Parametros obtenidos en el bioensayo de virulencia de las dos cepas sobre
adultos de T. molitor a diferentes concentraciones, determinacion de CL

N° esporas * IC, (x10)

Clsg 1.13+1.5°
Bb. 88

ClLgo 46.3 + 57°

CL 53+7.9%
Bb. 885.2 = -

Clgg 474 + 920

Evaluados a tercer dia de bioensayo.

Intervalos de confianza o limites fiduciaes del 90%

Tabla 8.3 Parametros obtenidos en el bioensayo de virulencia de las dos cepas sobre
adultos de T. molitor a diferentes concentraciones, modelo de decaimiento (b

Cepa 1x10* 1x10° 1x10° 1x10’
TSso, d
88 8 +0.5° 39+04° 35+01™ 28+0.02®* 25+0°
885.2 7.7+02° 55+02° 3.7+01° 35+0.28" 26+0.2°
TSuwo, d
88 <60% M 6 +0° 4.5+0.15“ 3.8+0.06™ 3.3+0.3?
885.2 <60% M <75% M 5+0.1° 42+0.6° 36+02%
S, %
88 48.6 +9° 8.3+ 10° 0+0° 0+0° 0+0°
885.2 446 +17*° 22.4+0° 0+0° 0+0° 0+0°
I Y
88 04+01* 1.2+04%¢ 16+0.1% 2+0.1° 1.9+0.4"™
885.2  0.2+0.07*° 0.6+0.04® 09+0.1% 24+12° 21+0.7%

t, d
88 36+0.1° 3.1+05" 28+0.1%® 25+0.05® 2+0.04%
885.2 53+06% 35+02° 28+0.1® 29+0.04" 2.2+0.4%®

8.3Efecto del medio de cultivo en la virulencia

Se realiz6 un bioensayo de virulencia a partir de esporas obtenidas en los medios ADS, QC,
CHA y STS contra larvas y adultos de Tenebrio molitor. La distribucion de la mortalidad
observada en el bioensayo sobre adultos de Tenebrio molitor permitié concluir que los
insectos iniciaron la mortalidad (representado por el pardmetro t del modelo de ajuste)

alrededor del dia 3 post-infeccion; mientras que la tasa de mortalidad fue tan alta que se
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verificd sobrevivencia inferior al 10% para los insectos infectados con las dos cepas para el
dia 4.6 en promedio (Tabla 8.4). Mientras que en las larvas, el parametro t fue de 4, y no se
alcanzé el 90% de la mortalidad para ninguna de las dos cepas, lo cual se asoci6 a una
disminucion (50%) en la tasa de la mortalidad especifica respecto a lo observado en los
bioensayos contra los adultos en el medio ADS (Tabla 8.4). Para las esporas cosechadas de
los medios de cultivo QC, CHA y STS, la mortalidad de las larvas fue inferior al 40% después
de 11 dias de andlisis; el 50% de la mortalidad sélo fue alcanzado después de 6 dias con las
esporas obtenidas en el medio ADS. En el caso de los ensayos con adultos, el 50% de la
mortalidad se obtuvo en menos de 3 dias. Este analisis preliminar indicé una vulnerabilidad
mucho mayor de los adultos en comparacion con la etapa larval. Un analisis mas refinado se
hizo utilizando el modelo antes indicado. El valor asintético de supervivencia (S) fue cercano
a cero en todos los casos de la prueba sobre adultos (100% de mortalidad final) y fue mucho

mayor para las larvas (mortalidad inferior al 86%), segun se observa en la Tabla 8.4.

Las cepas de B. bassiana evaluadas fueron mas eficientes contra la forma adulta de T.
molitor que contra las larvas, ya que la sobrevivencia larval vari6 entre 22 y 42% y la
mortalidad de los adultos fue de 100% en los dos casos (Fig. 8.3 y 8.4). Las diferencias entre
las cepas no fueron significativas para las larvas ni para los adultos, mientras que las
diferencias entre las susceptibilidades de los estados del insecto a las cepas de Beauveria

bassiana si lo fueron. Los controles no excedieron el 10% de la mortalidad.
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Figura 8.3 Virulencia de las esporas de la cepa 88 (izquierda) y de la cepa 885.2
(derecha) obtenidas en los medios ADS, QC, CHA y STS contra los adultos de T. molitor
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En cuanto a la susceptibilidad de los adultos a las esporas de las cepas crecidas bajo
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, solamente se encontraron diferencias en la cepa
885.2 en el pardmetro t, ya que el inicio de la muerte fue mas rapido en las esporas
provenientes del medio QC que de las provenientes del medio STS, lo que también afecto el
TSk y el TSqg (Fig. 8.4).

Tabla 8.4 Parametros de virulencia de las esporas obtenidas en los medios ADS, QC, CHA
y STS contra los adultos de T. molitor

Cepa QC CHA STS ADS
TSso, d
88 2.7+0.01" 26+0.09"° 23+05° 3.5+0.2°
885.2 25+0.14® 3.6+0.07" 4.1+1° 3.9+0.6%

TSy, d

88 38+0.14® 35+0.6® 34+08 4.4+0.35"
885.2 34+0.6* 474015 5+07° 4.7 +0.4%

88 3+5° 0+0°% 0+0% 0+0%
885.2 0+0% 3+5° 0+0% 13.4 + 15°

88 1.8+1° 1.8+1° 1.7+07* 1.7+0.3°
885.2 2.1+0.8° 12+0.1* 23+09° 20+0.8°

t,d
88 2.5+0.5% 28+03® 3.0+02® 30+02%
885.2 2 +0.05° 28+0.04%® 37+11° 32+06*

Por otra parte, las esporas obtenidas a partir de los medios de cultivo QC, CHA y STS,
alcanzaron un valor promedio de S, significativamente diferente, el cual fue cuatro veces
mayor que el valor obtenido con el medio ADS (S ~ 17,5%). La curva de caida se inicid,
aproximadamente, después de 3 dias de la infeccion, para la mayoria de los casos. Esto
indica que los adultos mueren a una tasa mayor que las larvas y también que las esporas
provenientes del medio ADS mataron mas rapido a los organismos adultos. Al parecer, el
medio de cultivo ADS es una mejor opcién para inducir una mayor virulencia de B. bassiana
contra T. molitor, en comparacién con medios de cultivo mas complejos (QC, CHA o STS).
Cabe sefialar que la infeccion por hongos de los insectos muertos fue confirmada al colocar

los cadaveres en camaras himedas, la mortalidad final de los controles fue menor al 1%.
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Figura 8.4 Virulencia de las esporas de las cepas 88 y 885.2 obtenidas en los medios
ADS, QC, CHA y STS contra las larvas de T. molitor

Tabla 8.5 Parametros de virulencia de las esporas obtenidas en los medios ADS, QC,
CHA y STS contra las larvas de T. maolitor.

< 40% 5.8+0.6° 19.7+12°  40+13° 35+6°  77.6+13.6°

<40% <40%
885.2 < 40% < 40% < 40% 7.8+2.5a 27+12°% 15+5% 50+0% 58+3.8%
K,d* t, d
88 0.6+0.6 0.620.2° 0.4#0.1*  0.8+0.4" 1.4+1.2°  1.4%1.2° 2.2+0.6" 4+0.6%
885.2 | 0.7#0.12 1.5x0.7% 0.8+0.3°  0.6+0.2° 3.4x1.2° 3+2% 3.5¢1.5% 3.9+1°

< 40% = la mortalidad alcanzada al final del bioensayo fue inferior al 40%

La influencia del medio de cultivo sobre la virulencia ha sido reportada por algunos autores
(Shah y col., 2005; Rangel y col., 2004; Ibrahim y col., 2002). En el caso de Beauveria
bassiana, Arcas y col. (1999) informaron de una mayor mortalidad de larvas de Diatraea
saccharalis con esporas cosechadas de medio ADS afiadido con extracto de levadura, en
comparacion con los valores alcanzados por esporas cosechadas de medio similar a STS.
Sin embargo, para otro aislado en el mismo estudio, la mortalidad fue similar en esporas
cosechadas de estos dos medios de cultivo. Las observaciones del presente estudio indican

gue es posible seleccionar un medio de cultivo (ADS), para inducir una forma mas virulenta
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de B. bassiana contra las larvas, que a su vez podria en el futuro ayudar a encontrar las

causas principales de esa virulencia.

Los medios para la produccion de las esporas de HE influyen en la virulencia de las mismas,
por ejemplo, Ibrahim y col. (2002) describieron que los conidios de Metarhizium anisopliae
producidos en el medio minimo adicionado con cuticula de Myzus persicae produjeron LTsy
significativamente mas bajos que los valores de los producidos en ADS para todas las cepas
utilizadas. Liu y col. (2003) reportaron que las cepas de B. bassiana donde hubo mayor
produccién de esporas, mas rapida germinacién de esporas y tasa de crecimiento hifal,
fueron en general las mas virulentas contra insectos de segundo instar de Lygus lineolaris

Palisot (Homoptera: Miridae).

Por lo que sabemos, éste es el primer trabajo que describe la mayor susceptibilidad de los
insectos adultos, en comparacion con las larvas de T. molitor cuando son infectadas por
esporas de B. bassiana. Los presentes resultados difieren de ensayos de virulencia
realizados en insectos de la familia Tenebrioidae. Rohde y col. (2006) y Alexandre y col.
(2006) indicaron que las cepas de B. bassiana fueron mas eficaces contra las larvas de
Alphitobius diaperinus que contra los adultos. Por su parte, Rohde y col. (2006) informaron
mortalidades variables después de 10 d de bioensayo: 7% a 100% para larvas y de 0 a 86%
para los adultos; mientras que Alexandre y col. (2006) obtuvieron mortalidades de entre el
57% a 89% en contra de los adultos después de 10 d, los cuales son inferiores a los
obtenidos en nuestro estudio, que el 100% de mortalidad de adultos utilizando T. molitor fue
alcanzado entre 4 a 6 d de ensayo.

Las diferencias de infeccién relacionada a la etapa de desarrollo podrian estar asociadas a la
naturaleza de la superficie de la cuticula de los adultos de la familia Coledptera y a la
presencia de algunas sustancias externas, como el mucilago, que puede mejorar la adhesién
de los conidios (Hajek y St Leger, 1994). Ademas, la presencia de las membranas bajo los
elitros, y la abundancia de los espiraculos, los canales de poros y los espacios
Intersegmentales podrian hacer méas facil la penetracion del micelio en los adultos, en
comparacion con las larvas. Otro factor importante puede estar relacionado con la ecdisis,
Vestergaard y col., (1999) describieron la adhesion de las esporas a la exuvia de larvas y
pupas, después de la muda, y detectaron pocas esporas restantes sobre las nuevas

cuticulas. Otra razén para una mayor susceptibilidad a la infeccion en adultos podria ser una
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disminucion en la respuesta inmune relacionada con la edad, a su vez vinculada a una
mayor inversion en energia en la reproduccion que en la defensa. Esto se ha relacionado
también a la actividad fenoloxidasa (PO) y a la velocidad de encapsulamiento (Schmid-
Hempel, 2005).

La virulencia esté determinada, ademés de la biologia del aislado entomopatogeno, también
por la fisiologia del hospedero y la metodologia de bioensayo (Jaramillo y Borgemeister,
2006). Se pudo comprobar en este trabajo que la composicion del medio de cultivo influyé no
solo en el rendimiento de las esporas, sino también en su calidad. De la misma manera,
Shah y col. (2005) obtuvieron conidios mas virulentos de M. anisopliae a partir de un medio
modificado osmoéticamente y de otro que contenia 1% de extracto de levadura, mientras que
los conidios menos virulentos se produjeron en medio PDA (agar papa dextrosa) y en medios
con relacion C: N de 35:1, que los autores suponen similares al medio ADS. Sin embargo, en
este estudio el medio ADS tuvo relacion C: N de 15: 1. Por otra parte, St Leger y col. (1991)
reportaron que los conidios producidos en la superficie de los cadaveres de los insectos
tenian mayores concentraciones de enzimas hidroliticas, relacionadas con la virulencia, en
comparacion con los conidios producidos en un medio artificial. Magan y col. (2001)
reportaron que el aumento de la virulencia y la tolerancia al estrés pueden ser manipulados

por las reservas enddgenas en conidios dependientes del medio de produccion.

8.4Efecto del repase por larvas de T. molitor en la virulencia

Las cepas 88R y 885.2R fueron obtenidas a partir del pase por larvas de T. molitor, y
posterior reaislamiento sobre medio Agar maltosa Sabouraud de las cepas 88 y 885.2,
respectivamente. Por tanto, se usaron 4 lotes por separado de esporas que se procesaron

independientemente, segun se indica en la seccion de Materiales y Métodos.

En las larvas no se alcanzé el 50% de la mortalidad en ninguno de los casos, segun se
muestra en la Figura 8.5 y la Tabla 8.6. Aunque no se encontraron diferencias estadisticas
en S, k o t entre los medios y entre las cepas, es notable la diferencia en el medio CHA en la

cepa 88, ya que después del repase por el insecto, la virulencia se redujo en un 25%.
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Figura 8.5 Virulencia de esporas obtenidas en los medios QC (a), CHA (b) y STS (c) contra
las larvas de T. molitor, antes y después del repase por larvas de T. molitor.

Los datos se ajustaron al modelo propuesto en este estudio.

Segun se presenta en la Tabla 8.7 y la Figura 8.6, el TSso en los adultos de la cepa 88R fue
superior estadisticamente que en la cepa original en todos los medios, lo que se traduce en
una disminucion de la virulencia entre 38 y 63% hacia T. molitor. Mientras que la cepa
885.2R solamente se afectd en este pardmetro en el medio QC. En cuanto a los parametros
indicativos de virulencia segun el modelo exponencial de decaimiento, solo se observo
diferencia en la sobrevivencia (S) de los adultos cuando fueron infectados con esporas de la
cepa 88R provenientes del medio CHA, la cual pasé de cero a 44% y la tasa de mortalidad

(k) disminuyé en 94%. Los controles no excedieron el 10% de mortalidad.

Tabla 8.6 Parametros de virulencia de las esporas obtenidas en los medios QC, CHA y STS
contra las larvas de T. molitor, antes y después del repase por larvas de T. molitor

Cepa QC CHA STS QC CHA STS QC CHA STS QC CHA STS

\ LTeo, d S, % \ K, d* t, d
<40 <40 <40 | 20+ 40+ 35+ | 0.6+ 0.6+ 0.4+ | 1.4+ 1.4+ 2.2+
% % % |12° 13 6 | 06* 02* 01* | 1.2° 1.2° 06°

88

<40 <40 <40 |27+ 15+ 25+ | 0.7+ 15+ 0.8+ | 3.4t 3+ 3.5+
% % % 122 52 0? 01* 07 03| 12?2 28 152
88 <40 <40 <40 |35+ 19+ 31+ | 1.7+ 0.3+ 0.7+ | 3.2+ 0.8+ 1.9+

885.2

R % % % 28° 52 9.6° 12 0.1* 07* | 0.7* 04° 28
885.2 | <40 <40 <40 |17+ 22+ 33+ | 1.4+ 14+ 08t | 39+ 2.8+ 2.7+
R % % % 14* 172 82 0.7 03 03° 18 1.3* 0.6

< 40% = la mortalidad alcanzada al final del bioensayo fue inferior al 40%
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En las cepas de Beauveria bassiana analizadas, la virulencia hacia los adultos de Tenebrio
molitor fue mayor, comparada con la obtenida sobre larvas, como ya se habia evidenciado
anteriormente. Sin embargo, hubo un efecto en la virulencia contra los adultos de T. molitor,
la cual disminuy0 al ser previamente pasados por el insecto en estado de larva. Mientras que
los pardmetros de virulencia evaluados en larvas no se vieron afectados por este repase por
insecto, similar a lo reportado por Shah y col. (2005), quienes no encontraron diferencias en
la virulencia después de haber sido pasados una vez por el insecto blanco.

Sobrevivencia,%
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Figura 8.6 Virulencia de esporas obtenidas en los medios QC (a), CHA (b) y STS (c) contra
los adultos de T. molitor, antes y después del repase por larvas de T. molitor.

Los datos se ajustaron al modelo propuesto en este estudio.

Tabla 8.7 Parametros de virulencia de las esporas obtenidas en los medios QC, CHA y STS
contra los adultos de T. molitor, antes y después del repase por larvas de T. molitor

QC STS | QC |
88 2.7+0.01 2.6%0.1 2.3+0.5 1.8+1 1.8+1 1.7+0.7 9745 10040 1000
ab a a ab ab ab b b b
885.2 2.5£0.1 3.6£0.1 4.1+1 2.1+0.8 1.2+0.1 2.3£0.9 100+0 9715 1000
’ a ab b ab ab ab b b b
88 3.2+0.7 5.7+0.4 2.5+0.1 1.9+04 0.6+0.2 2.8+0.7 10040 56+9 1000
R ab c a ab a b b a b
885.2 3.7+0.4 3.6£0.1 3.5x0.75 | 1.2+0.45 1.6+0.5 1.8+0.8 94+1 10040 97+5
R ab ab ab ab ab ab b b b
LToo, d t, d R?
3.8£0.1 3.5£0.6 3.4+0.8 2.5£0.5 2.8£0.3 3.0£0.2 9715 100+ 0 100+0
88
ab ab ab a a a b b b
3.4+0.6 4.7+0.1 5+0.7 2+0.1 2.8+0.04 3.7+1.1 10040 9745 10040
885.2
ab b b a a a b b b
88 4.05£0.6 3.4+0.0 3.0+0.3 2.7+0.9 2.6+1.1 2.1+0 10040 56+9 10040
R ab ab a a a a b a b
885.2 4.6£0.3a 4.5+0.5 4.4+0.6 2.7+0.1 3+0.4 2.8+1.1 94+11 10040 9745
R b ab ab a a a b b b
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Shah y col. (2005) encontraron también, que los conidios producidos en insectos y en medio
con extracto de levadura fueron mas agresivos que los producidos en medio con relaciones
C: N intermedias, lo cual no fue observado en este estudio, ya que para las cepas 88 y
885.2, los mejores TSsy se obtuvieron con las esporas crecidas en el medio QC, que fue el
medio donde se desfavoreci6 el crecimiento y la esporulacién comparado con los medios ST
y CHA. Lo cual es similar a lo encontrado por Ibrahim y col. (2002), quienes reportaron que
esporas de M. anisopliae producidas en los medios de nutrientes pobres aumento la

virulencia a los insectos.

Todo lo anterior, es indicativo de que el repase por insecto no es un método infalible para el
incremento de la virulencia en los HE, por lo cual debe ser interpretado con precaucion.
Ademas, que el pase por un estadio del insecto (larva) afectd la virulencia en otro estadio
(adulto) es de tomarse en cuenta para estudios posteriores. Asi como el efecto ejercido en el
medio CHA sobre la cepa 88, donde se disminuyd la virulencia sobre los adultos de T.

molitor.

Algunos estudios recientes de gendmica sobre la patogenicidad de Metarhizium anisopliae,
(Freimoser y col., 2005; Wang y col., 2005b; Wang y St Leger, 2005) mostraron como los
genes relacionados con la patogenicidad son regulados de manera diferente cuando el
hongo se cultiva en hemolinfa, medios de cultivo nutricionalmente ricos, o pobres, con o sin
administracién de suplementos de cuticula del insecto. Ademas indicaron que la plasticidad
fenotipica de la virulencia, al menos en algunas circunstancias, puede atribuirse a respuestas
precisas del agente patégeno especifico para el medio ambiente y/o a las condiciones
nutricionales. Ademas que las alteraciones genéticas y estructurales que conllevan a un
cambio en la fisiologia y la virulencia debido a repases por insectos son dependientes de las
cepas, no siguen un patrén determinado, aun sometidos a diferentes condiciones de estrés

nutricional.

La patogenicidad es el conjunto de interacciones del hospedero, el entomopatégeno y el
método de inoculacion. La metodologia de inoculacion de los insectos fue la misma para
todos los ensayos, aun cuando ésta no reproduce la infeccion de manera natural, si es util
para propositos de investigacion de factores asociados a la virulencia, como fue en este
caso: Comparacion de la modificacion de la virulencia por almacenamiento, repase por

insecto, y medio de cultivo donde se obtuvo el in6culo, ademas de la comparaciéon con la
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bibliografia. Los porcentajes de germinacion evaluados al lote de esporas usado en los
bioensayos mostraron adecuada germinacion, esto es 100% a las 24 h de evaluacion.

El sistema de CMS sobre la cuticula de chapulin estaria simulando un ambiente mas
cercano al sistema natural de infeccién que utiliza el hongo y seria un modelo experimental
adecuado para el estudio de la fisiologia de crecimiento de hongos entomopatdgenos
(Barranco-Florido, 2004), pero para estudiar la virulencia, el bioensayo sobre hospederos
especificos y el uso de conidios obtenidos a partir del medio de produccion es obligatorio, ya
que a pesar de existir diferencias muy importantes en la fisiologia de estas cepas, la

virulencia sobre T. molitor en la etapa larval y adulta se mantuvo similar.

8.5 Resumen de resultados

Por medio de un modelo de primer orden con un tiempo de retardo en la supervivencia de

larvas y adultos de T. molitor se encontré que:

i.  Las esporas de ambas cepas tuvieron una virulencia similar contra larvas o adultos
de T. molitor, sugiriendo que las diferencias en la produccion global de
hexosaminidasas no explicaban su actividad biolégica con este ensayo.

ii. En ambas cepas se mostré que las larvas de Tenebrio molitor fueron mucho menos
susceptibles que los organismos adultos, frente a la accion de Beauveria bassiana,
sugiriendo que el mecanismo de accion letal sobre estos coledpteros es diferente en
funcion del estadio.

iii. Se mostrdé que las esporas cosechadas de B. bassiana en el medio agar dextrosa
Sabouraud fueron mas virulentas sobre las larvas de T. molitor que las obtenidas en
medios complejos como los exoesqueletos de S. purpurascens, salvado de trigo y
quitina coloidal.

iv.  Ademas, no hubo un efecto claro en el repase por larvas de Tenebrio molitor como

método para la reactivacion de la virulencia en el laboratorio.
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9 RESUMEN DE RESULTADOS, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

9.1Resumen de resultados

Vi.

Vii.

El estudio del crecimiento y la produccion de enzimas hexosaminidasas y proteasas
de las dos cepas en CMS mostré que se tenian fenotipos distintos. La cepa 885.2 en
comparacion con la cepa silvestre redujo su capacidad de producir y/o excretar las
enzimas hexosaminidasas, pero no las enzimas proteasas.

La resistencia a 2-dog de la cepa mutante le confiri6 mayor rendimiento de enzima:
biomasa y mayor actividad especifica en el medio con quitina coloidal con glucosa y
nitrato de sodio, que en el medio que contenia solo quitina coloidal, contrario a lo
presentado por la cepa silvestre.

La cepa 885.2 en comparacion con la cepa silvestre alter6 su frecuencia de
ramificacién hifal, tasa especifica de crecimiento, densidad de esporulaciéon y el
tiempo de germinaciéon medio, siendo en este Ultimo parametro donde se presenté la
diferencia mas notable entre las cepas.

Las dos cepas presentaron diferencias importantes en los estudios de fisiologia, tanto
en CMS como en cultivo en caja de Petri, sin embargo, no se encontraron diferencias
en la virulencia frente a larvas y a adultos de Tenebrio molitor.

Fue mayor la susceptibilidad de los adultos que de las larvas de Tenebrio molitor a la
infeccion por las dos cepas de Beauveria bassiana.

Las esporas obtenidas en ADS fueron mas virulentas contra larvas que las
cosechadas en medio de quitina coloidal, cuticula de chapulin y salvado de trigo.

Al reunir graficamente los resultados de la mortalidad, de la fisiologia de crecimiento
tanto en CMS y en caja de Petri obtenidos en el medio CHA, los tiempos en que se
presentaron concuerdan con lo reportado en la literatura para los procesos del ciclo
de vida de este hongo (Figuras 9.1 y 9.2). Ademas, se incluyé la respirometria en la
evaluacién de la fisiologia de crecimiento de las cepas, donde se evidencid la

correspondencia en la transicion en el momento t; (flecha) dada por alteraciones en

la produccién de las enzimas y en r’ X respecto a la esporulacion.
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Figura 9.1 Resumen de los parametros evaluados en la cepa 88 en medio CHA
Tasa de produccion de CO, (mg CO, h g* MSI). Hexosaminidasas (UE g* MS).

Proteasas (*100 UA g* MS). Proteina (mg g* MS). Germinacion (%). Esporulacion
(Esporas *10° cm™). Sobrevivencia de larvas (%). Sobrevivencia de adultos (%).
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Figura 9.2 Resumen de los parametros evaluados en la cepa 885.2 en medio CHA

Tasa de produccion de CO, (mg CO, h g* MSI). Hexosaminidasas (UE g* MS).
Proteasas (*100 UA g* MS). Proteina (mg g* MS). Germinacién (%). Esporulacion
(Esporas *10° cm™). Sobrevivencia de larvas (%). Sobrevivencia de adultos (%).
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9.2Conclusiones especificas

1. La cepa mutante presentdé menor actividad hexosaminidasa en el extracto
extracelular obtenido de CMS en todos los medios analizados, en comparacion con la
produccion de la cepa silvestre. Sin embargo, en un analisis mas detallado, se
encontré que la mutacion le confiri6 a esta cepa mayor rendimiento de enzima:
biomasa y mayor actividad especifica en el medio con quitina coloidal en presencia
de glucosa y nitrato de sodio, que en el medio de solo quitina coloidal, contrario a lo

presentado por la cepa silvestre.

2. El crecimiento de las cepas de B. bassiana en cultivo en medio solido sobre
diferentes sustratos fue descrito por el modelo de la cinética de respiracion doble
exponencial, excepto la cepa mutante en el medio QC. Este modelo presenté dos
etapas exponenciales sucesivas, una de crecimiento y una de decrecimiento, que

contiene el pardmetro r" X, de la biomasa después del tiempo t,.

3. No hubo correlaciones importantes en el estudio morfométrico de las dos cepas de
Beauveria bassiana en cultivo en cajas de Petri sobre diferentes sustratos. sin
embargo, la cepa mutante germind mas rapido en todos los medios de cultivo y

presentd mayor densidad de esporulacién en el medio ADS que la cepa silvestre.

4. Las diferencias en la virulencia de Beauveria bassiana sobre el insecto T. molitor, se
establecieron en la etapa del desarrollo de los insectos y la composicién del medio de

cultivo para la produccién de las esporas, pero no entre las cepas en estudio.

5. Las actividades globales de las hexosaminidasas, la germinacion y la morfometria de
crecimiento no tuvieron relacién directa con la virulencia de las cepas contra insectos

de T. molitor.

9.3Conclusién general

La resistencia a 2-dog de la cepa mutante de Beauveria bassiana en comparacion con su
cepa silvestre, no alterd la virulencia frente a larvas y adultos de Tenebrio molitor, a pesar de

que disminuyd la produccion de enzimas hexosaminidasas y el tiempo medio de
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germinacion; por lo que no hubo correlaciones importantes entre estos pardmetros

evaluados in vitro y la virulencia de las cepas de B. bassiana ensayadas sobre los insectos.
9.4Perspectivas

Este trabajo contribuye al entendimiento de la fisiologia de los hongos entomopatogenos, asi
como de los mecanismos involucrados en la virulencia, a través de herramientas de estudio
de laboratorio que pueden correlacionarse con el comportamiento natural de estos
microorganismos durante su proceso infectivo. Las cuales pueden ser utiles en la seleccion
de aislamientos virulentos aplicables en campo, ademas como criterio de seleccion basado

en los pardmetros de calidad de las esporas producidas en diferentes medios de cultivo.

Cabe aclarar que en esta tesis solo se abordaron los fendbmenos fisiolégicos que se
presentan durante la fase micelial del HE, falta entender lo que esta ocurriendo en la fase de
levadura (blastosporas), por lo que se sugieren mas estudios al respecto, por ejemplo la
comparacion entre cepas con alguna mutacion en la transicion entre la fase de levadura y la

micelial.

Asi como el estudio cronoldgico del proceso infeccioso, seguido por técnicas de PCR con
muestras de insectos, y de la produccion de enzimas hidroliticas obtenidas de los extractos
de los insectos infectados, seguramente permitird demostrar la secuencia in vivo de este
proceso y aclarard muchos aspectos sobre la virulencia de B. bassiana que hasta ahora han

permanecido confusos.

Se sugiere continuar los estudios en estas cepas de Beauveria bassiana, hacia la
caracterizacion de otras caracteristicas ventajosas en la comercializacién, como es la
resistencia a bajas y altas temperaturas, a los rayos UV y a la longevidad en almacén, que

pudieran deberse a la mutacion por la radiacién ultravioleta y la resistencia a 2-dog.

Asimismo, es necesario un estudio mas profundo en cuanto a la caracterizacién genética de
estas cepas, mediante la identificacion de los genes mutados y el grado de alteracion, lo cual

permitira la correlacion con los avances presentados en esta tesis.
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ANEXO A: Publicacion
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ANEXO B: Definiciones

Agro ecosistema: Ecosistema modificado por el hombre para satisfacer sus necesidades
alimenticias. Este puede ser altamente inestable, disminuyendo la diversidad bioldgica local,
puesto que la agricultura comercial tiende a ser genéticamente uniforme, predisponiendo asi

a la presencia de plagas.

Epizootia: Enfermedad infecciosa de un gran nimero de individuos de una o mas especies
de animales (insectos, en el presente estudio) que ocurre transitoriamente en una localidad,
como consecuencia de la busqueda del balance en el ecosistema que habia antes de existir

el agro ecosistema.

Plaga: Término antropocéntrico y circunstancial, se refiere a las especies que aumentan en

namero de poblacién hasta causar pérdidas econémicas.

Nivel de dafio econdmico: Es la cantidad de dafio que justifica el uso de control artificial de

la plaga.

Control natural: Mantenimiento de la densidad de una poblacién dentro de ciertos limites
donde no se presenta dafio econémico, durante un periodo de tiempo, como consecuencia

de la accion combinada de todos los factores (bi6ticos y abi6ticos) del ambiente.

Control: Supresion independiente de la densidad, debido a los factores de mortalidad

abidticos.
Regulacion: Supresién dependiente de la densidad, son los factores de mortalidad biéticos.

Control biolégico clasico: Introduccién de un ACB de nuevas especies para el control de

plagas exoticas (Greathead y Waage, 1983).

Control biol6gico por conservacion: Conservar y promover la actividad, sobrevivencia y

reproduccion de los enemigos naturales nativos o ya presentes en un cultivo.

Control biol6gico por incremento: Cuando los enemigos naturales son biolégicamente

efectivos, pero fallan en controlar a las plagas. Puede ser inoculativa o inundativa.

(Barrera, 2007; Pedigo, 1996; Greathead y Waage, 1983).
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Patologia de insectos y control microbiano: Estos términos no son sinGnimos pues este
ultimo se refiere al estudio de las enfermedades para el control de poblaciones de insectos

dafinos, mientras que el primero se trata de las enfermedades de los insectos en general.
Hospedero: Término empleado para designar al organismo que alberga a otro en su interior.

Patdégeno: Concepto usado para designar al microorganismo capaz de producir enfermedad

en el hospedero susceptible, bajo condiciones ambientales favorables.

Enfermedad: Condicién en la que se pierde el equilibrio fisiolégico del hospedero (insecto)
con su ambiente. Los factores que alteran la salud de un insecto son abiéticos y bibticos e

infecciosos (Gallegos, 2004)

Infectividad: Capacidad de un hongo para vencer las defensas del hospedero y
establecerse en él, se expresa como el nimero de hospederos infectados por nimero de

hospederos expuestos.

Patogenicidad: Cualidad del agente de causar enfermedad en una poblacién infectada, es

un término cualitativo.

Virulencia: Grados de intensidad y rapidez con que un patégeno causa una enfermedad, se
distribuye y mata a su hospedero (Gallegos, 2004). Cuantifica la patogenicidad en términos
de TLsg, DLsgO CL50.

TLso: Tiempo requerido para causar el 50% de la muerte en la poblacién experimental.

DLs: Dosis de microorganismos requeridos para causar el 50% de la muerte en la poblaciéon

experimental.

CLso: Concentracion de microorganismos requeridos para causar el 50% de la muerte en la

poblacién experimental.
Invasividad: Capacidad del hongo para penetrar a diversos tejidos y 6rganos del hospedero.

Toxigenicidad: Capacidad del hongo para sintetizar y liberar sustancias genéricamente
denominadas toxinas, las cuales daflan a las células del hospedero o neutralizan sus
defensas (Dubos, 1945 en Shapiro-llan y col., 2005)
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Etapa (stage): Estado de desarrollo del insecto. Huevo, larva, pupa, adulto.
Estadio (Stadium): Etapa de desarrollo de los insectos, delimitado por la muda o ecdisis.
Instar: Se refiere a la fase entre una muda y la siguiente (L1, L2,...)

Resiliencia: Propiedad de la cuticula, significa que la energia cinética puede ser
almacenada como energia potencial y liberada posteriormente de nuevo como energia

cinética.

Cepa: Variante genotipica de una especie, usualmente propagada.

Mutacion pleiotrépica Es el fenomeno por el cual un solo gen es responsable de efectos

fenotipicos o caracteres distintos y no relacionados (Babylon dictionary).
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ANEXO C: Aclaracion sobre las cepas estudiadas

Montesinos (Comunicacién personal, 2009) realiz6 la secuenciacion del segmento ITS1-
5.8S-ITS2, incluyendo parcialmente el 28S de la cepa 88. El resultado del andlisis de BLAST
de The National Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
permiti6 encontrar el 99% de similitud con Cordyceps bassiana (Accession number:
EF411234)

Por lo anterior, las cepas empleadas en esta tesis se clasifican como Beauveria (Cordyceps)
bassiana, y corresponden a los aislados 88 y 885.2 publicados en Rodriguez-Gémez y col.,
20009.

Ademas debido a una confusion en el grupo de trabajo, la cepa mutante aqui llamada 885.2,
fue mencionada por Robledo y Monterrubio y col. (2004) como la cepa (aislado) 882.5.
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ANEXO D: Balance de material sélido y liqguido para cultivo en medio soélido en

columna
Nomenclatura usada en las Tablas
. n Mt Materia total
Medios de cultivo -
Ms Materia seca
ucosa y sulfato de amonio -
Cs ¥t' odal Mh Materia himeda
uitina coloida
QGNS itina col 'dQ Icon gl Ifato d H Humedad
n n
Q Quitina coloidal con g ycosay sulfato de v, Modio o
amonio _
CHA Cuticula de chapulin SS Sopor,te solido
ST Salvado de trigo sin sales Inoc 'nOC.‘"O
STS Salvado de trigo con sales D Densidad
F Fraccién
i inicial

Tabla | Variables incluidas en el calculo de los balances de materiales de CMS
Ms Mh

Mt H  1-%H (SS+MM) (MM+i) MM | MM SS agua/SS/sustrato F sélidos F agua

g % % g g g ml g ml/g g g/ml g/ml
GN 30 | 80 0.2 6 24 1.25| 24 | 4.75 5.05 0.68 0.05 0.95
QCS | 30| 80 0.2 6 24 0.89| 24 |511 4.70 0.48 0.04 0.96
QGNS| 30 | 80 0.2 6 24 1.17 | 24 | 4.83 4.97 0.60 0.05 0.95
CHA | 30 | 80 0.2 6 24 193 | 25 | 4.07 5.89 1.50 0.08 0.92
ST 30 | 80 0.2 6 24 147 24 | 4.53 5.30 1.14 0.06 0.94
STS | 30 | 80 0.2 6 24 193 | 25 | 4.07 5.89 1.50 0.08 0.92

Tabla Il Balance de materiales del CMS para la determinacién del tipo de PUF a usar en
las cinéticas de produccion de enzimas hidroliticas extracelulares

Ms Mh .
Columna Mt H (SS +MM) (MM+inoc) SS MM  agua/PUF | cuticula
g % g g g ml g/g g
1 8.8 | 76.68 2.06 6.76 1.53 | 6.29 4.41 0.38
2 10 | 77.39 2.27 7.76 1.65 | 7.38 4.70 0.44
3 5 70.32 1.48 3.52 1.26 | 2.75 2.80 0.16
4 8.9 | 74.84 2.23 6.64 1.72 | 6.15 3.86 0.37
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Tabla lll Balance de materiales del CMS para los experimentos de cinética de produccion
de enzimas hidroliticas extracelulares sobre la cuticula de chapulin

ColumnaCepa Mt | H | Ms | Mh | SS | MM |agua/PUF | cuticula |
g | % G 1 g | g m | g/g g

1 88 | 15.96 80.11 3.17 | 12.79 | 2.10 | 12.86 26.64 0.77

2 88 | 15.97 80.47 312 | 12.85 | 2.04 | 12.93 26.78 0.78

3 885.2| 15.97 79.77 3.23 12.74 | 2.16 12.81 26.55 0.77

4 885.2| 15.96 79.25 3.31 1265 | 2.25 | 12.71 26.36 0.76

Tabla IV Condiciones de operacion de CMS de los experimentos de cinética de produccion
de enzimas hidroliticas extracelulares sobre la cuticula de chapulin

Columna f

Cepa Mt i \ D empaque Hi Flujo aire ay

g g/ml ml / min
1 88 15.96 0.51 80.1 30 0.98
2 88 15.97 0.51 81.25 25 0.98
3 885.2 15.97 0.51 79.77 25 0.98
4 885.2 15.96 0.51 79.25 25 0.98

Tabla V Balance de materiales de CMS para los experimentos de cinética de produccién
de enzimas hidroliticas extracelulares sobre diversos sustratos

) MM agua/PUF  Sustrato
Cepa| Medio |
| | g | | | ml 9/9 g
88 GN 32+27 65+06 | 255+22 | 47+04 |233+24| 55%0.03 14+0.1
885.21 GN 32.3+24 7.3+0.5 25+19 56+04 | 22.7+2 4.5+0.02 1.4+0.12
88 QCS 323+24 6.2+05 | 26.2+19 | 53+x04 232 49+0.01 0.5+0.04
885.2| QCS 3224 6.2+05 | 25.8+19 | 53x04 | 2272 48+0.01 |[0.45+0.04
88 |QGNS| 30.2+33 58+06 | 24427 | 4705 (214+28| 51+0.03 0.5+0.07
885.2| QGNS | 31.1+1.9 6.1+04 25+1.5 51+03 (221+16| 49+0.01 0.5+0.04
88 CHA 32.1+24 6.7+05 | 254+19 |49+035(232+21| 51+0.03 1.4+0.13
885.2| CHA 3225 6.6+05 [254+202|48+035(232+22| 53+0,03 1.4+0.13
88 ST 19.8+0.8 48+0.2 15+0.6 4+02 |14.8x0.6 380 0.9+0.04
885.2| ST 19.4+05 | 4401 15+04 (34008 15+0.4 440 0.9+0.02
88 STS 199+0.1 [(38+002| 16+0.08 [2.6+0.01|16.3+0.1 6.2+0 1+0.01
885.2| STS 20.1+04 |4.2+0.08 16 +0.3 3+0.05 |16.1+0.3 54+0 1+0.02
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Tabla VI Condiciones de operacibn de CMS de los experimentos de cinética de
produccion de enzimas hidroliticas extracelulares sobre diversos sustratos

. Mt Hi | Dempaque _ Flujos Aire
Cepa Medio | T pHfinal -
% | g/ml ml/min  ml/min

88 GN 32+2.7 81.12 0.6 £0.05 6.1 +£0.05 13.6+£2.8 112403
885.2 GN 323+24 77.6 0.6 £0.03 5709 15+ 0.6

88 QCSs 323+24 80.88 0.6 £0.03 7.1+0.08 17.7 £ 1.63 203415
885.2 QCS 32+24 80.65 0.6 £ 0.05 7.1 +0.01 16.7+15

88 QGNS 30.2+3.3 80.8 0.6 £ 0.05 6.5+ 0.06 145+ 3.2 17+ 1.3
885.2 QGNS 31+2 80.3 0.6 £0.03 6.8 £ 0.02 11.5+7.6

88 CHA 32+24 80.3 0.6 £ 0.05 7.2+04 13.1+0.14 112403
885.2 CHA 32+25 79.7 0.6 £0.04 7.24+0.3 153124

88 ST 19.8+0.8 75.54 05+0 6.2 £0.02 112+1
885.2 ST 19.4+£0.5 77.60 0.45 £ 0.02 4.4 +0.01 135+2.1 14.6 0.9

88 STS 19.9+0.1 80.68 0.5+0.04 6.6 £ 0.05 12.1+£1.3
885.2 STS 20.1+04 79.05 0.6 £0.01 6.1 +0.12 12.2+1.7
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ANEXO E: Evaluacién de la linealidad del p-nitrofenol en el tiempo de analisis

Tiempo, min Absorbancia
0 0.0691
5 0.0909
10 0.1158
20 0.1784
30 0.2579
60 0.4342
0'45; =  Datos
0401 Ajuste lineal

0.35
0.30+
0.251

0.20+

Absorbancia

0.15+

0.10

0.05+

[ T [ T [ T [ T [ T
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo, min
Y= 0.0062x + 0.061

R? = 0.99854

P < 0.0001
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ANEXO F: Curva estandar de p-nitrofenol para la determinacién de hexosaminidasas

[p-nf] pg/ml [p-nf] umol/ml Abs R1 Abs R2 Abs R3 Abs promedio, Rx

5 0.0359 0.0427 0.0484 0.0421 0.0421
10 0.0719 0.0939 0.0825 0.0877 0.0877
20 0.1438 0.1765 0.1635 0.1604 0.1604
40 0.2876 0.3418 0.3287 0.3434 0.3434
60 0.4313 0.5143 0.5163 0.507 0.507
80 0.5751 0.6479 0.6592 0.6558 0.6558
100 0.7189 0.8127 0.7927 0.7796 0.7796

1,0 -
1 m R1
091 e R2
0s] A R3
| v Rx
0,74 —— Ajuste lineal Rx
8 0.6+
g o
< 05-
e B
S 044
3 e
0,3
< )
0,2 1
0,14
0,0
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1
00 01 02 03 04 05 06 07 08
[p-nf] pmol/ml
Y=0.0079x + 0.011
R*=0.9985
P <0.0001
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ANEXO G: Curva estandar de albumina sérica bovina para la determinacion de

proteina

10 0.322 0.360 0.342 0.341
0,4 = ) Rl
e R2
A R3
v RX
039 Ajuste lineal Rx
o
O
2 0,2
©
2
&
o 0,1-
<
0,0 1
T T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12

[BSA], ng/ml

Y=0.033x + 0.02
R?=0.998

P < 0.0001
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ANEXO H: Determinacion de la porosidad volumétrica de las particulas de poliuretano
molido

Tabla VII. Datos experimentales de la determinacion de la porosidad del PUF molido

Diametro Peso de Peso 2 ml peso PUF + Volumen
(d) {U]= agua agua Po PUF PUF
mm g g g gml-1 ml
15 0.08 1.96 2.046 2.29 0.0354
0.8 0.14 1.94 2.078 2.33 0.0587
0.52 0.20 1.89 2.099 1.94 0.1052

0.297 0.34 1.86 2.199 2.45 0.1375
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ANEXO I: Modelos de crecimiento en CMS y desarrollo del modelo doble exponencial

Los datos experimentales del crecimiento fungico en medio sélido se utilizaron para estimar
todos los pardmetros cinéticos por ajuste a los diferentes modelos, usando el programa
Origin 8.0 y la herramienta Solver que utiliza un ajuste de suma minima de errores (Excel
2007, Microsoft Windows).

El crecimiento fungico se ajustd por las ecuaciones de los modelos: Logistico (Mitchell,
2004), el modelo de Gompertz (Zwietering y col., 1990), el modelo de dos fases desarrollado
por lkasari y Mitchell (2000) y el modelo doble exponencial (DE) propuesto en este trabajo.

Las cuales se describen a continuacion:

Ecuacion Logistica

dX X
La forma diferencial de la ecuacion es: Y = U, {1—)(—} X (Ecuacion 9)
. . X .,
La forma integral esta dada por: X = o (Ecuacion 10)
1+7Xm —Xq e
X0

Donde, X= Concentracién de biomasa en tiempo t (g I"); X,= Valor maximo de la

dX
concentracion de la biomasa (E =0 (g I'); um= Tasa especifica de crecimiento maxima,

%%—T medida cuando 0 < X < X, (h™); Xo= Concentracion inicial de biomasa en t=t, (g I

b t= Tiempo (h).

Ecuacion Gompertz

De la misma forma, el crecimiento se puede representar por la ecuacion de Gompertz, la

_ _ dX X y
forma diferencial es: E =u.In 7 (Ecuacion 11)
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=

La forma integral esta dada por: X = X € (Ecuacion 12)

Donde, X= Concentracion de biomasa en tiempo t (g I'"); Xp= Valor maximo de la
- . dX 1 . - L
concentracion de la biomasa E =01 (g I'); um= Tasa especifica de crecimiento maxima,

%%{ medida cuando 0 < X < X, (h™); t= Tiempo (h); b= Parametro de integracion.

Modelo de dos fases desarrollado por lkasari y Mitchell para el crecimiento

microbiano en membrana

Este modelo considera dos fases: Una de crecimiento exponencial y otra de desaceleracion
del crecimiento, con las correspondientes velocidades de cada fase. Incluye también, un
factor L que se describe como el factor de sobrevivencia de la punta hifal, determinada por
los segmentos activos entre los segmentos inactivos, inmediatamente después de iniciada la

fase de desaceleracion (Mitchell y col., 2004).

- . . . dXx
Durante la fase de crecimiento exponencial, la forma diferencial del modelo es: Ty =uX

(Ecuacion 13)

Y la forma integral del modelo esta dada por: X = X e (Ecuacion 14)

Durante la fase de desaceleracién o decaimiento, la forma diferencial del modelo esta dada

dX (- -
por: o = [,uLe At t‘"‘)] X (Ecuacion 15)

L Kt
Y la forma integral del modelo durante esta fase es: X = X, exp [’UT (1_e k(t ta))}

(Ecuacion 16)

Donde, u= Tasa especifica de crecimiento basada en la concentracion de biomasa activa (h

1); X= Concentracion de biomasa en tiempo {; X0= Concentracion inicial de biomasa en t=tg;
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t= Tiempo (h); L= Tasa especifica de decaimiento, entre la tasa especifica de crecimiento; k=
Constante especifica de decaimiento (tasa de autodestruccion del metabolismo respiratorio)

(h™Y en modelo I-M; t,= Tiempo en inicio de la fase de desaceleracion (h).

Aplicacion del modelo de I-M al crecimiento de Beauveria bassiana en CMS

Debido a que el crecimiento en CMS se compone de dos fases, la fase de crecimiento
exponencial y una fase de desaceleracion de la tasa de formacion de CO.,. La primera etapa
puede representarse como un modelo de crecimiento exponencial clasico; mientras que la
fase de disminucion de formacion de CO, se puede representar como un modelo de
desaceleracion de primer orden modificado, el cual se explica mas adelante. Es decir, la

biomasa total esta formada por una parte activa y una parte inactiva.

En el caso de estimar el crecimiento en forma indirecta a través de la medicién de CO,, es

necesario considerar, que YCoz ~ constante, asumiendo ésto, se tiene:
X

aco, _, ax .,
dt % dt (Ecuacion 17)

dCO,
Donde r =Y, 4, entonces: e rx (Ecuaci6n 18)

X

La forma integral del modelo exponencial clasico que utiliza el modelo I-M esta dada por:
X =X, e" (Ecuacion 14)

Asimismo, la forma integral de la ecuacién de produccién de CO, en la fase de crecimiento
exponencial, es decir, cuando t < {;; XC ~ Xt; (biomasa activa ~ biomasa total), se obtiene

al sustituir la ecuacién 14 en la ecuacioén 18:

d(;?z =r| X" |

(Ecuacion 19)

Anexos Pagina 167



Por otra parte, la forma diferencial de la ecuacion de disminucién de la produccion de CO,
durante la fase de inactivacion de la biomasa, es decir cuando t > t5; X. < X;; se puede
presentar de la siguiente manera, al expresar la ecuacion de Ikasari-Mitchell (Ecuacion 15)

en términos de la biomasa activa (Xo):

L K (t-
X. =X, exp[—ﬂ?(l—e a ta))} (Ecuacion 20)

Se sustituyo6 la ecuacion 20 en la ecuacién 18, teniendo en cuenta que X; ~ X;; (biomasa

activa ~ biomasa total)

dco,
dt

aco, _ r Xaexp(—ﬂ—L(l—e"‘“‘ta))j
dt k

Para esta fase, se asume que Y., ~ constantey que I = Yco2 k.
&5 —=
X X

rX (Ecuacion 17)

(Ecuacion 21)

Las ecuaciones 19 y 21 se utilizaron para los ajustes de los datos en la forma integral, en la

etapa previa y posterior a I, respectivamente.
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Cabe hacer notar que el modelo de I-M fue desarrollado en un sistema experimental de
crecimiento micelial sobre membranas, y el modelo fue validado usando mediciones de
biomasa. Mientras que para el presente caso, el modelo fue validado utilizando mediciones
en linea y en tiempo real de la tasa de formacion de CO,. Esta tasa es decreciente durante la
fase de desaceleracion conforme el cultivo avanza en el tiempo, razén por la cual se
introdujo un signo negativo en el modelo originalmente propuesto por lkasari y Mitchell
(2000).

Donde, = Coeficiente de unidades de CO, producidas por unidad de biomasa por hora

durante la fase de crecimiento exponencial (mg CO2 * g* X h™); I’ = Coeficiente de unidades

de CO, producidas por unidad de biomasa por hora durante la fase de desaceleracién del

dco,
dt

seca inicial por h (mg CO2 * h*g™*MSI); X= Concentracién de biomasa en cualquier tiempo t;

crecimiento (mg CO2 * g* X h™); =Tasa de produccion de CO, por gramo de materia

Xo= Concentracion inicial de biomasa en t=ty; (= Tasa especifica de crecimiento basada en
la concentracion de biomasa activa (h™); t= Tiempo (h); X.= Concentracién de biomasa
activa; L= Tasa especifica de decaimiento, entre la tasa especifica de crecimiento; K=
Constante especifica de decaimiento del metabolismo respiratorio (h™); t;= Tiempo inicial de

la fase de desaceleracion (h); X,= Concentracion de biomasa en t=t,; X{= Concentracion de

la biomasa total, incluye biomasa activa y biomasa inactiva.

Modelo propuesto de doble exponencial (DE) para CMS

Se realizé una modificacion al modelo publicado por lkasari y Mitchell (2000), para poder
validarlo con los datos de CO, obtenidos y ajustado a los modelos de crecimiento Logistico y
Gompertz. Posteriormente se obtuvo un modelo de crecimiento de dos fases que considera
parametros similares a los de lkasari-Mitchell (I-M), pero incorpora nuevas variables
considerando que después del tiempo t; (transicibn metabdlica) se inicia una fase de
desaceleracion que no vuelve a cero sino que se mantiene constante, es decir, una parte de

la biomasa activa alcanza valores asintoticos en la curva de dCO,/dt vs. tiempo. Este modelo
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ofrece pardmetros con significado biol6gico asociados a las diferentes etapas del cultivo,
como se muestra en la Figura G.1:

-
[&)]
1

4
©
1

® 9

o
[3)
1

ta
¥

o
)

(0] 20 40 60 80 100
Tiempo, h

Figura 1.1 Definicibon de los parametros en la etapa de crecimiento exponencial y
crecimiento desacelerado para el cultivo en medio sélido

mg CO2 * h''g*MSI =Tasa de produccién de CO, por gramo de materia seca inicial por h;
t,= Tiempo en inicio de la fase de desaceleracion (h); rX,= Tasa de produccién de CO, t=t;
rX.= Tasa de produccién de CO, en asintota, en la fase estacionaria, cuando ya terminé el

proceso de crecimiento balanceado o exponencial; tp= Tiempo en inicio de la fase de
crecimiento activo (h).

Se asumen las mismas consideraciones que en la seccion de la aplicacion del modelo [-M,

es decir, que Y., ~ constantey que =Y, 4, entonces:
X X

aco, _, dX y
dt % dt (Ecuacion 17)

Este modelo propone una fase de crecimiento exponencial clasica y una fase de crecimiento

desacelerado que describe una disminucion de la biomasa activa (X;) hasta un valor

asintotico (Xe) que se refiere mas adelante. La fase de crecimiento exponencial esta
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asociada a un parametro especifico de crecimiento (&), y una constante especifica de

desaceleracion (K):

dX

E = X (u+Db) (Ecuacion 22)

La forma integral del crecimiento exponencial esta dada por:

X =X, e" (Ecuacion 14)

Entonces, la forma integral de la ecuacion de produccion de CO, en la fase de crecimiento
exponencial. Es decir, cuando t < t;; X; ~ X (biomasa activa ~ biomasa total), se

sustituyeron las ecuaciones 14 y 17 en la ecuacién 22:

dCO
dt ‘= r[xoeﬂt} (Ecuacion 19)

La etapa de disminucién de la tasa de formacién de CO, se puede representar como un

modelo de desaceleracion de primer orden modificado. Es decir, la biomasa total esta

formada por una parte activa y una parte inactiva. La parte activa (X;) varia de un valor

maximo, X,, (cuando t = t,) hasta un valor asintético Xe.

Recordando que la segunda fase es la de desaceleracion de la biomasa activa, entonces en

la ecuacion 22, X = (XC — Xe) ; por lo tanto, en esta etapa de desaceleracion, el valor de

dX

dt

disminuye, para todo t > t,, de la siguiente forma:
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c = _ph(X -X
dt (Xe-X.)
ax. = —hdt
Xc_Xe
Xe t
T
Xa(xc_xe) t,
in| (Xe=Xo) =-b(t-t,)
(Xa_xe)
(X, =X,)=(X, - X, )"

X, =X, +(X,— X, )e™

(Ecuacion 23)

Por ultimo, se sustituy6 la ecuacion 23 en la ecuacion 22 para esta fase, teniendo en cuenta

gque la biomasa activa es una parte de la biomasa total.

dX
E =bX (Ecuacion 22)
dC02 o —b(t-t,)
= =1 X, +(X, =X, )e ™|

(Ecuacion 24)

Para esta fase, se asume que Y, ~ constantey que = Yeo, b,
X X

dco,

Donde, —dt =Tasa de produccion de CO, por gramo de materia seca inicial por h (mg

CO2 * h''g™MSI); r= Coeficiente de unidades de CO, producidas por unidad de biomasa por

hora durante la fase de crecimiento exponencial (mg CO2 * g* X h™): I'= Coeficiente de
unidades de CO, producidas por unidad de biomasa por hora durante la fase de

desaceleracion del crecimiento (mg CO2 * g* X h); U= Tasa especifica de crecimiento
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basada en la concentracion de biomasa activa (h™); X= Concentracion de biomasa en
cualquier tiempo t; X{= Concentracion de la biomasa total, incluye biomasa activa y biomasa
inactiva; Xo= Concentracion inicial de biomasa en t=ty; t= Tiempo (h); X.= Concentracién de

biomasa activa; b= Constante especifica de decaimiento del metabolismo respiratorio (h);

X =X e k ., . . , . .
e — Ny Concentracién de biomasa activa en asintota, en la fase estacionaria,
cuando ya terminé el proceso de crecimiento balanceado o exponencial; X,= Concentracion

de biomasa en t=t,; t;= Tiempo inicial de la fase de desaceleracion (h); to= Tiempo inicial

del cultivo (h).
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ANEXO J: Parametros de ajuste de los modelos de crecimiento Logistico, Gompertz,

Ikasari-Mitchell y doble exponencial en CMS

Tabla J.1 Parametros de ajuste de los modelos de crecimiento Logistico, Gompertz, I-M y
DE en CMS sobre los medios GNS, QCS, QGNS, CHA, STy STS

Cepa silvestre (88) Cepa mutante (885.2)
X 109.2  115.6 495.5 146
Xo rXo 2.6 0.04  0.03 1.9 0.02 0.02
vl 0.07 0.04 0.09 0.1 0.04 0.02 0.05 0.06
oGNS ta 46.2 43 84 815
rXa 2.4 2.7 1.5 1.6
rXe 1.4 0.7 0.24
K b 0.17 0.14 0.06 0.03
w*L/k 0.53 5.4
X 94 120.7 56 96.4
Xo rXo 2.1 015 0.16 2.2 0.16 0.16
vl 0.04 0.02 0.02 0.02 | 0.03 0.01 0.01 0.01
ocs ta 92 90.4 130 130
rXa 1.1 1.1 0.7
rXe 0.66 NA
K b 0.02  0.09 NA
w*L/k 0.9 NA
Xm 80 95 33.1 39.5
Xo rXo 3.4 0.44 044 | 1.03 0.13 0.12
vl 0.05 0.03 0.02 0.02 | 0.06 0.03 0.03 0.03
OGNS ta 59 60.4 55 55
rXa 1.08  1.04 0.55 0.55
rXe 0.70 0.25
k b 0.004 0.015 0.03 0.06
w*L/k 0.71 1.14
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X 172 210 176 190
Xo rXo 0.8 023 025 1.6 0.24 024
u 0.09 0.05 0.06  0.05 0.1 0.06 0.08 0.08
CHA ta 49.8 51.4 38 37
rXa 4,2 4 5.2 5.3
rXe 1.8 2,32
k b 0.01  0.03 0.01 0.04
w*L/k 1.99 2.32
Xm 52 61 Y6 50 61.4
Xo rXo 0.65 0.09 0.08 0.7 0.03 0.02
u 0.14 0.08 011 012 | 0.13 0.07 0.16 0.17
o ta 25 26 276 276
Xa 2 2.14 25 2.3
rXe 1.20 0.98
K b 0.04 017 0.08 0.09
w*L/k 0.99 0.91
Xm 57.7 73.4 59.3 73
Xo rXo 0.26 0.06  0.07 1 0.07 0.07
U 0.2 0.08 012 011 | 0.2 0.07 011 0.11
oTs ta 31.2 316 32 32
Xa 2.5 25 2.8 2.8
rXe 1.16 1.33
k b 0.07 0.3 0.11 0.16
w*L/k 0.91 0.8

Xm= Concentracion de biomasa maxima alcanzada (g I-1); X,= Concentracion inicial de

biomasa en t=t, en el modelo Logistico; rX,= Tasa de produccion de CO, en t=t, en los

modelos I-M y DE; u= Tasa especifica de crecimiento basada en la concentracion de

biomasa activa (h-1); t,= Tiempo en momento inicial de la fase de desaceleracion (h); rX,;=

Tasa de produccion de CO; en t=t,; rX;= Tasa de produccion de CO, en la asintota; k,b=

Constante especifica de decaimiento (tasa de autodestruccion del metabolismo respiratorio)

(h-1); uL/k= Parametro de ajuste en modelo I-M.
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