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RESUMEN

En la agricultura sustentable, el control bioldgico se ha convertido en una parte
fundamental para el manejo de plagas. Los hongos entomopatdgenos, entre ellos Lecanicillium
(Verticillium) lecanii, se han utilizado para la produccion de bioinsecticidas para el control de

plagas.

Este trabajo contribuye al estudio de L. lecanii (hongo entomopatégeno) cultivado en
medio solido y su relacion con las enzimas que estdn involucradas en la degradacion de la
cuticula del insecto. Se ha demostrado que el cultivo sélido presenta caracteristicas
microambientales similares a las que se presentan en el proceso de infeccion natural de los
hongos entomopatdgenos. Por lo que el cultivo sélido se ha convertido en un area potencial para
el estudio de hongos entomopatogenos. En el sistema-modelo se propuso la utilizacion de
cuticula de Sphenarium purpurascens como inductor de las enzimas degradadoras de la cuticula

en un medio mineral impregnado en bagazo de cafia.

En el presente estudio se evaluaron 3 criterios para la seleccion de cepas para su cultivo
en medio s6lido: a) Crecimiento a una baja actividad de agua (aw), b) Tasa de produccion de
CO,, como medida indirecta del crecimiento, c¢) Actividades enzimaticas relacionadas con la
degradacion de la cuticula. La medicion en linea del CO; producido es un parametro adecuado
para llevar a cabo el seguimiento de la fermentacion solida, mientras que las actividades

enzimaticas permitirian determinar la virulencia de la cepa.

Una vez seleccionada la cepa de L. lecanni ATCC 26854, se estudid la cinética de
produccion de CO;, y de las actividades enzimaticas bajo distintas condiciones de cultivo
iniciales. Se ensayaron diferentes sustratos a dos valores de pH inicial (4 y 6): sacarosa (1 %), un
sustrato complejo (cuticula 6 %) y una mezcla de cuticula (6 %) con sacarosa (1 %). La forma del
perfil de la produccion de CO, depende del tipo de sustrato, en el caso del sustrato complejo
(cuticula) se obtiene una banda ancha, mientras que con la presencia de sacarosa la tasa de
formacion de CO; es muy rapida y da lugar a la formacién de un pico pronunciado. Al emplear

sacarosa y cuticula simultdneamente, la produccion de las proteasas y quitinasas es posterior al

il



pico de consumo rapido de azlicar. Las quitinasas tienen su mayor nivel de expresion a un pH
inicial de 4.0. Los niveles de expresion de las proteasas no son dependientes del pH. La
produccion total de CO, fue mayor a pH 6 que a pH 4 por lo que sugiere que esta condicion es
mas favorable para el crecimiento. Las imagenes de microscopia electrénica mostraron la
adhesion y formacion del apresorio sobre la superficie de la cuticula y su crecimiento sobre el

sustrato complejo.

Las actividades enzimadticas de proteasas y quitinasas fueron parcialmente caracterizadas,
en funcion del pH y de la temperatura. Las quitinasas presentaron su mayor actividad a pH 5.0 y
las proteasas a pH 8.0. Respecto al efecto de la temperatura, las proteasas fueron mas
termoestables que las quitinasas. Las energias de activacion fueron calculadas por la ecuacion de

Arrhenius y correspondieron al intervalo de valores tipicos en sistemas bioldgicos.

En su conjunto el sistema de cultivo propuesto contribuye al entendimiento de la
fisiologia del cultivo de L. /ecanii en medio solido y su relacion con las enzimas degradadoras de
la cuticula. Este trabajo demuestra la factibilidad técnica del cultivo so6lido para ser utilizado en la
produccion de bioinsecticidas de hongos entomopatégenos, utilizando las esporas como
particulas infectivas. Asimismo, se abre un area de investigacion interesante para el disefio y

desarrollo de nuevos bioinsecticidas.
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Abstract

Biological control in pest management is a fundamental part of sustained agriculture.
Entomopathogenic fungi as L. lecanii have been used for bio-insecticide production in pest

control.

This work contributes to the study of L. lecanii (entomopathogenic fungus) in a solid substrate
culture and its relationship with the enzymes involved in insect cuticle degradation. Solid
substrate fermentation (SSF) presents some advantages to the traditional submerged fermentation
approach, since it is similar to the natural process of insect infection by fungi, therefore this

system can lead us to a better understanding of entomopathogenic fungic processes.

In this study, 3 criteria for selection strains in solid culture were evaluated: a) Growth at low
water activity (a,,), b) CO, production rate, and c¢) Titres of enzymes involved in host invasion,
such as chitinase and protease activities. CO;, on-line determination allowed monitoring of SSF

process, while enzyme activities allowed to asses the virulence of microorganism.

The strain L. lecanni ATCC 26854 was selected for further studies of CO, production and
enzymatics activities. Different substrates were evaluated at initial pH 4 and 6: sucrose (1 %), a
complex substrate (cuticle 6 %) and a mixture of cuticle (6 %) with sucrose (1 %). CO;
production rate was dependent on carbon source, a rapid consumption of sucrose cause a rapid
response of CO; production rate, in contrast in the presence of cuticle the CO, production rate
showed a bell shape curve. When a mixture of substrates was used a mixed behavior was
observed. Productions of protease and chitinase were higher in medium containing sucrose and
cuticle medium and were observed after consumption of sucrose. In contrast, protease and
chitinase activities appeared early in fermentation, in the presence of cuticle. Chitinase showed its
highest level of activity at pH 4. Protease activities were independent of pH and were delayed in

the presence of sucrose.

In extract crude, chitinase and protease enzimatic activities were partially characteryzed. Highest

chitinase and protease activities were found at pH 5 and pH 8, respectively. Thermostability of



protease enzymes was higher than chitinase. Activation energy values calculated by Arrhenius

equation corresponded to the typical values enzymes biological systems.

Scanning electronic microscope images showed the formation and adhesion of an appressoium

over the cuticle surface and growth on the complex substrate.

In conclusion, this investigation contributes to a better unterstanding of the phisiology of L.
lecanii and cuticle degrading enzyme production. This research demonstrated the feasibility of
solid culture for the production of biopesticides by entomopathogenic fungi, using spores as
infective particles. Besides, it opens an interesting research area for the design and development

of new biopesticides.

Vi



Presentacion

Una de las principales razones de usar agentes microbianos para el control de plagas es la
necesidad de restringir el uso de los pesticidas quimicos y orientar la agricultura hacia una
actividad ecologicamente sustentable. Los bioinsecticidas han sido definidos como “el uso de
organismos vivos como agentes para el control de plagas” (Cannon R., 1989), entre los que se
encuentra: baculovirus, bacterias, hongos, nemdatodos y protozoarios. Los hongos
entomopatogenos son agentes para el biocontrol de un amplio rango de insectos. El mecanismo
infectivo involucra la adhesion de las esporas a la cuticula del insecto, germinacion y penetracion
del insecto hasta provocar su muerte (Hajek, A.E. y St-Leger J.S., 1994). Su sobrevivencia
dependera de varios factores fisicos y biologicos, tales como humedad, temperatura y diversos
nutrientes. El conocimiento de tales efectos ayudaria a entender la dindmica poblacional de los

hongos bajo la influencia de diferentes factores ambientales y nutricionales.

En este trabajo se pretende contribuir al estudio de las enzimas involucradas en el proceso
infectivo que utiliza el hongo entomopatégeno Lecanicillium (Verticillium) lecanii al invadir el
insecto blanco. Para ello se propone un sistema-modelo experimental de fermentacion sélida que
es semejante a las condiciones naturales del proceso infectivo del hongo y que permite estudiar

las condiciones nutricionales y ambientales que afectan este proceso.

En el capitulo 1 se presenta una revision bibliografica sobre las caracteristicas
morfologicas del hongo Lecanicillium (Verticillium) lecanii, su mecanismo de patogenicidad que
comienza con la adhesion de la espora sobre la superficie del exoesqueleto del insecto y la
formacion de una estructura denominada apresorio. Posteriormente se muestra que las enzimas
que degradan la cuticula, han sido clasificadas por su accion, en tres grupos: proteasas, quitinasas
y lipasas. Las mas importantes son las proteasas y las quitinasas que actiian despolimerizando la
estructura de la cuticula, constituida principalmente por proteinas y una red de polimeros de
quitina. Enseguida se describen las caracteristicas mas importantes de la fermentacion solida y las

ventajas de su utilizacion en el desarrollo de bioinsecticidas a partir de hongos entomopatdgenos.



El capitulo 2 sefiala la importancia del trabajo, que reside en la resistencia de los insectos
plaga respecto a los insecticidas quimicos y la necesidad de buscar alternativas de control
biologico, en la que los hongos entomopatéogenos formen parte integral de éste. Dentro de la
justificacion se aborda la importancia de la agrobiotecnologia para el siglo XXI y el desarrollo de
bioinsecticidas por empresas quimicas, asi como la importancia de Lecanicillium (Verticillium)
lecanii para el control de mosquita blanca (Bemisia tabaci). El capitulo 3 y 4 se refieren a los

objetivos y metodologia empleados respectivamente.

En el capitulo 5 se proponen los criterios de seleccion de cepas de hongos para su cultivo
en un sistema de fermentacion solida. Los criterios seleccionados fueron los siguientes: a)
Crecimiento a baja aw, b) Formacion de halos de hidrolisis de caseina y de quitina en caja Petri,
c¢) La evolucion del CO; en tiempo real como resultado de la utilizacion de la cuticula del insecto
como fuente de C y N. d) Las actividades enzimaticas de los sistemas proteoliticos y
quitinoliticos. En este capitulo también se comparan las actividades enzimaticas en cultivo sélido

y liquido.

En el capitulo 6 se estudian algunos de los factores ambientales que afectan la expresion y
regulacion de las enzimas degradadoras de la cuticula como es el pH inicial y la presencia de
sacarosa como fuente alterna de carbono. Asimismo se estudia la cinética de las enzimas
proteoliticas y quitinoliticas asociadas a la produccion de CO,. Finalizando con un andlisis de
imagenes de microscopia electronica que muestran el crecimiento del hongo sobre la superficie

de la cuticula del insecto y la formacion del apresorio.

En el capitulo 7 se fijo el nimero de pasos necesarios para extraer las enzimas.
Posteriormente se caracterizo parcialmente a las enzimas por su estabilidad a diferentes
temperaturas y valores de pH. Con utilizaciéon de la ecuacion de Arrehnius se determind la
energia de activacion y Qjo. Finalmente, se establecid la vida media de la actividad de las

proteasas en tres condiciones de almacenamiento.
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Revision Bibliografica

CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Este capitulo se refiere a las caracteristicas morfologicas del hongo entomopatdgeno
Lecanicillium (Verticillium) lecanii, su clasificacion taxondémica, sus condiciones generales de
cultivo. Asi como el mecanismo de patogenicidad que utilizan los hongos entomopatdgenos para
infectar al insecto blanco, con énfasis en las enzimas degradadoras de la cuticula, principalmente
las proteasas y las quitinasas. Posteriormente se hace una revision de los conceptos y propiedades
de la fermentacion sélida, asi como con los productos que han sido obtenidos por este sistema,

destacando la produccion de enzimas y biopesticidas.

1.1 El hongo entomopatogeno Lecanicillium (Verticillium) lecanii

Se conocen 750 especies de hongos que infectan a los insectos (Ledezma, 1995) y se han
propuesto el uso de estos hongos como agentes bioldgicos para el control de insectos. Entre los
hongos que infectan a los insectos, se pueden mencionar a los Deuteromicetos u hongos
imperfectos, caracterizados por la produccion de conidias asexuales, la clase esta constituida por

40 géneros, entre ellos tenemos: Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium.

El género Verticillium era un grupo taxondémico heterogéneo que estaba clasificado de
acuerdo a caracteres no descritos claramente, causando confusion en la identificacion de este
género, actualmente se ha reclasificado la mayor parte de las especies como género
Lecanicillium. Originalmente fueron colocados en el género Cephalosporium. Pero Balazy
(1973), citado por Tanada y Kaya (1993), al estudiar las especies de Cephalosporium concluyd
que habia dos géneros diferentes. A la especie con fidlides verticilados la denomind
Cephalosporium lecanii, para posteriormente denominarse Verticillium, recientemente se ha

clasificado como Lecanicillium.

La clasificacion taxondmica segiin Roberts (1989) es como sigue:
Division: Ascomycota anamastigomycotina
Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Deuteromycetes (:Hyphomycetes)
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Género: Lecanicillium (Verticillium)

Especie: V. lecanii

Entre los sindnimos mas comunes para esta especie Zare y Gams en el 2001, citan los siguientes:

Cephalosporium lecanii Zimmerman, 1899
Acrostalagmus coccidicola Gueguen, 1904
Cephalosporium coccorum Petch, 1925
Hirsutella confragosa Mains, 1949

Descripcion morfologica

Al género Lecanicillium (Verticillium) se le conoce como el hongo de halo blanco
(“White-halo” fungus), debido a la apariencia del micelio. Las colonias de Lecanicillium
(Verticillium) lecanii sobre agar son blancas o de color amarillo péalido, algodonosa-
aterciopelada, reverso descolorido, amarillo u ocre. Con hifas vegetativas hialinas de 1 a 2 pm de
ancho y conidioforos erectos, provistos de ramificaciones verticiladas a todo lo largo. Con
fidlides relativamente cortas, 11-20(-30) x 1.3-1.8 um en forma de lanza dispuestos
individualmente o en grupos, productoras de conidios aglutinados en cabezas mucilaginosas,
cilindricos o elipsoidales, con sus extremos redondeados de 2.5-3.53(-4.2) x 1-1..5 uym y

clamidosporas ausentes (Zare y Gams 2001).

Cultivo en laboratorio

El hongo Lecanicillium (Verticillium) lecanii es cultivado en agar dextrosa Sabourad o
dextrosa papa que permite un crecimiento micelial y una buena esporulacion. La temperatura
optima para el crecimiento micelial y esporulacion es de 25-29 °C. Para una buena preservacion
por largo tiempo es recomendable almacenar los cultivos en soluciones al 30% de glicerol a —20
°C. Pueden utilizarse medios que contengan solo quitina como fuente de carbono/nitrégeno.
Lecanicillium (Verticillium) lecanii produce conidios en medio solido; contrariamente en medio
liquido, adopta una morfologia de levadura semifilamentosa formando blastosporas,

posiblemente como respuesta a la acumulacion de CO, (Hall, 1981).
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Efecto de la temperatura y humedad

El hongo es mesofilo, para germinar requiere temperaturas entre los 20 y 25°C, el
crecimiento Optimo se logra entre 23 y 24°C. La germinacion y el crecimiento disminuye
excesivamente arriba de los 25°C y cesa después de los 30°C (Hawker, 1950; Cochrane, 1958;
citados por Hall, 1981). También, para germinar requiere altas humedades relativas, posiblemente
una ligera capa de agua sea suficiente para que se lleve a cabo este proceso. De éste modo la
maxima germinacidon de esporas y por tanto mayores niveles de infeccion en los insectos, se

obtienen con aspersiones sincronizadas de esporas con altas humedades relativas (Hall, 1981).

1.2 Bioensayos

Los bioensayos se basan en la habilidad de la espora para germinar y penetrar la cuticula
del insecto. Esporas recién cosechadas de placas de agar usualmente tienen una germinacion de
més del 90 % y conservan esta caracteristica aun después de 17-24 h a 25°C. Estas esporas
sobreviven por tiempos cortos en soluciones de tween 80. Las esporas pueden ser activadas

mojandose en agua por 44 h, germinando mas rapidamente que cuando se emplean esporas secas.

Lecanicillium (Verticillium) lecanii fue descrito primeramente como un parasito patégeno
de la escama Saissetia (Lecanium) coffeae por Nieter en 1861 (citado por Gillespie y Claydon,
1989). Es patdgeno para afidos, escamas y mosquita blanca. Asi también ha sido utilizado contra
plagas en invernaderos por Rombach y Gillespie en 1988 (citados por Gillespie y Claydon,
1989). Lecanicillium (Verticillium) /ecanii ha sido producido comercialmente con los nombre de
“Vertalec” para el control de afidos y de “Mycotal” para el control de la mosquita blanca por
Koppert B.V. en Holanda de 1982 a 1986 y actualmente ha surgido un renovado interés

comercial para utilizarse en el control de plagas.

Recientemente, Puterka y col. (1994), mostraron la virulencia de Lecanicillium
(Verticillium) /lecanii sobre ninfas de Cacopsylla pyricola (Homoptera:Psyllidae), con una

mortalidad entre 92.5-99.6 %. Steenberg y Humber (1999) mostraron la potencialidad de las
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cepas de L. lecanii contra larvas de Bemisia tabaci y adultos de Musca domestica con una

mortalidad del 94.1 y 98 %, respectivamente.

1.3 Mecanismos de patogenicidad

Existen numerosas ventajas para usar el hongo entomopatdégeno Lecanicillium
(Verticillium) /ecanii como agente de control bioldégico. La mas importante es la habilidad del
hongo para infectar y matar el insecto. Las esporas de los hongos son capaces de germinar y
penetrar el exoesqueleto del insecto para causarle la muerte (St-Leger, 1993). Otra ventaja es la
estabilidad que presentan las esporas frente a otros microorganismos que suelen utilizarse para el
biocontrol. Estos elementos y la expresion de las enzimas degradadoras de la cuticula forman

parte del mecanismo de patogenicidad de los hongos entomopatogenos

1.3.1 Definiciones importantes

a) La patogenicidad de un hongo depende de la transmisibilidad o sea la facilidad con la que
puede pasar una cantidad o “dosis” efectiva de esporas, desde una fuente hasta un hospedero.

b) La infectividad se define como la capacidad de un hongo para vencer las defensas del
hospedero y establecerse en él.

c) La virulencia es la capacidad de un hongo para producir dafio a un hospedero. La virulencia a
su vez estd determinada por dos caracteristicas intrinsecas del microorganismo como son:

i) Invasividad, que es la capacidad del hongo para penetrar a diversos tejidos y drganos
del hospedero.

ii) Toxigenicidad, que es la capacidad del hongo para sintetizar y liberar sustancias
genéricamente denominadas toxinas, las cuales dafian a las células del hospedero o neutralizan
sus defensas. Es bien conocido que los hongos producen toxinas durante la micosis y que en
muchos casos la muerte del insecto hospedero es debido a estas sustancias toxicas. West y Briggs
(1968) crecieron aislados de B. bassiana in vitro y después de 12 a 20 dias encontraron
compuestos que inyectados en larvas Galleria mellonella podian causar paralisis o la muerte en

15 s.
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Hamil y col. (1969) encontraron un depsipéptido, denominado beauvericina, demostraron
que era toxico contra Artemia salina. Describieron la estructura de la beauvericina e indicaron
que es toxica contra bacterias grampositivas, hongos y larvas de mosquitos. Susuki y col. (1977)
identificaron la presencia del ciclodepsipéptido bassianolida del micelio de B. bassiana y L.
lecanii. Cuando una larva en el quinto instar del gusano de seda fue alimentada con una dieta
artificial conteniendo 13 ppm de bassianolida, la larva del insecto murid. Filtrados de cultivo de
Beauveria sulfurescens indican que el hongo secreta varios componentes citotoxicos (Mollier y
col. 1994) que presentan dos tipos de actividades; una que inhibe el crecimiento y produce la

muerte celular y otra con actividad insecticida en larvas de insectos.

1.3.2 Patogenicidad y especificidad de hospedero

Investigaciones sobre patogenicidad y especificidad del hospedero han sido relacionadas
con el uso potencial de los hongos entomopatéogenos para el control de larvas de escarabajos,
afidos, escarabajos de corteza, larvas de mosca, langostas, termitas, insectos chupadores de
plantas y larvas de mosquito. Como regla general las cepas mas activas son aisladas de los

hospederos blancos (Varela y col., 1996).

La infectividad de la clase Deuteromicetos esta basada en la espora. La espora requiere
humedad y una fuente exdgena de nutrientes para la germinacion. La invasion del hospedero es
normalmente a través de la cuticula externa especialmente por los intersegmentos (St-Leger y
col,, 1991). Durante la germinacién de las esporas se produce una variedad de proteasas,
quitinasas y lipasas, las cuales permiten al tibulo germinal penetrar la cuticula. Los tubos
germinativos cuando se encuentran sobre superficies duran producen protuberancias en los tubos
germinales llamados apresorios para adherirse al hospedero, de tal forma que crecen sobre la
cuticula favoreciendo la invasion del hospedero. El hongo, al invadir el hemocele, prolifera como
blastosporas o cuerpos hifales, ellos circulan a través de la hemolinfa del insecto, germinan y

forman hifas aéreas que momifica el hospedero.

La causa de la muerte es poco conocida pero se sabe que los hongos toman los nutrientes

necesarios para su desarrollo en el hospedero, el hongo produce en el insecto la destruccion de



Revision Bibliografica

tejidos, la desnutricion y la toxicosis. La presencia de metabolitos toxicos aceleran la muerte del
insecto (St-Leger y col., 1994). Por otra parte, no hay evidencias de que el hongo Lecanicillium
(Verticillium) lecanii sea patdgeno para reptiles y mamiferos. Eaton y col. (1986) demostraron
que la exposicion al Lecanicillium (Verticillium) lecanii presenta bajos efectos alergénicos y

toxicologicos en personas que manejan el hongo.

1.3.3 La ruta o via de entrada caracteristica

La patogénesis es iniciada con la adhesiéon de un conidio (espora) en la cuticula del
insecto (Figura 1.1). La espora se hincha y secreta un moco adhesivo durante el proceso de la
pregerminacion, asi mismo se presentan interacciones hidrofobicas entre la espora y la superficie
de la cuticula. Una infeccion puede ser abortada si un factor esencial para la fase de adhesion,
desarrollo microbiano o patogénesis esta ausente (St-Leger, 1991). La infeccion puede evitarse
por baja humedad (el hongo requiere humedad para la germinacion), por una incapacidad para
utilizar los nutrientes disponibles sobre la superficie de la cuticula o la ausencia de factores
necesarios para reconocimiento del hospedero susceptible o el sitio de la penetracion del tubo

germinal.

El reconocimiento de un hospedero susceptible puede incluir sefiales quimicas o
topograficas. El efecto de una superficie topografica sobre la formacion de la apresorio fue
estudiado usando cuticula de Manduca sexta. En los pliegues de la cuticula el apresorio se
produce después de ocupar extensamente una zona grande de la larva, los pliegues de la cuticula
pueden interferir en la adhesion del hongo al no recibir una sefial apropiada de induccion sobre la
superficie. En cambio, en superficies planas de la cuticula permite la formacion del apresorio (St-

Leger y col., 1991).

Para algunos sistemas, la falla del hongo en invadir la cuticula del insecto ha sido
atribuida a la presencia de compuestos inhibitorios (fenoles, quinonas y lipidos) sobre la
superficie de la cuticula (Smith y Grula, 1981). La penetracion de la epicuticula puede llevarse a

cabo a través de los pliegues de las capas que forman la cuticula (Pekrul y Grula, 1979).
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Espora AOresoria Emicuticula

Procuticula

Emigermis

Hemolinfa

Blastoesnoras

Figura. 1.1 Proceso de adhesion, penetracion e infeccion del hongo entomopatdgeno sobre la cuticula del insecto.

La epicuticula es una multicapa y cada capa tiene sus propias propiedades. En muchos
insectos la epicuticula externa de naturaleza lipica es mecanicamente fragil y seria facil de
penetrar. Su fragilidad sugiere que basta que se rompa fisicamente, para permitir el paso de las
enzimas degradantes de la cuticula. La epicuticula interna consiste en un conjunto polimerizado
de lipoproteinas estabilizado por quinonas. Esta composicion es responsable de su dureza, pero

las enzimas producidas por los hongos entomopatogenos superan este obstaculo.

Una vez que la epicuticula es penetrada, progresa la infeccion por dos vias, a través de la
hifa o por estructuras que se extienden lateralmente produciendo placas penetrantes. Esta
expansion lateral puede causar fracturas que favorecen la penetracion y facilita la dispersion de

las enzimas degradadoras de la cuticula (Brey y col., 1986).

1.4 Enzimas infectivas extracelulares

La habilidad de los hongos entomopatdégenos para producir enzimas infectivas

extracelulares que degraden la cuticula, facilita la penetraciéon del hongo en el hospedero.

Anadlisis quimicos y estudios por microscopia indican que estas enzimas estan involucradas en el
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ataque directo del integumento del insecto. Ademas, tienen un papel importante en la invasion de

la hemolinfa, degeneracion de tejidos y en la disminucion de la respuesta inmune del hospedero.

1.4.1 Quitinasas

La quitina es un polimero de cadenas ramificadas de [B-1,4-N-acetilglucosamina que es
abundante en la naturaleza, se encuentra tanto en microorganismos como en artrépodos y
crustaceos. En muchos casos la quitina es modificada para formar enlaces con otros polimeros
como glucanos y proteinas (Deshpande, M.V. 1986). La actividad de las enzimas quitinoliticas
facilita la penetracion de los hongos entomopatégenos a través de la cuticula de los insectos, al

ser un componente estructural del exoesqueleto de los insectos.

Diferentes organismos producen una amplia variedad de enzimas hidroliticas que son
especificas de acuerdo a sus propiedades funcionales y su afinidad al sustrato. En bacterias, las
quitinasas tienen un papel importante en la nutricién y en el parasitismo, mientras que en los
hongos, protozoarios e invertebrados estan involucrados en la morfogénesis. Las quitinasas son
empleadas en los mecanismos de defensa de plantas y vertebrados. Los baculovirus producen
quitinasas como mecanismo patogénico, por lo cual se han utilizado para el control biologico de

plagas (Gooday G.W. 1995).

La hidrdlisis enzimatica de la quitina hasta la obtencion de mondémeros de N-
acetilglucosamina es realizada por un sistema quitinolitico, la accion ha sido propuesta que seria
sinérgica y consecutiva (Deshpande, M.V. 1986, Shaikh y Deshpande, 1993). Algunos autores
han sugerido que la sintesis de las enzimas quitinoliticas es posterior a la produccion de las
proteasas (St-Leger y col. 1996a), ya que la quitina esta eventualmente disponible después de la

degradacion de las proteinas de la cuticula.

La sintesis de quitinasas es producida por un mecanismo inductor-represor, los inductores
mas efectivos de las enzimas son los polimeros de N-acetilglucosamina. Las actividades
enzimaticas mas altas se obtienen en un medio conteniendo quitina (St-Leger y col. 1986), la

adicion de carbohidratos, lipidos y proteinas reprimen la produccion de la quitinasa. El peso

11
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molecular de la endoquitinasa fue estimado en 45,000 D por electroforesis en gel de

poliacrilamida sodioduodecilsulfato SDS-PAGE (Havukkala y col. 1993).

St-Leger y col. (1996a) demostraron que los hongos entomopatéogenos producen una
mezcla compleja de enzimas quitinoliticas durante su crecimiento sobre cuticula de insecto. La
principal endoquitinasa de M. anisopliae es secretada dentro de la cuticula del insecto y esta
probablemente asociada a la modificacion de la procuticula mientras esa barrera es abierta. Al
igual que en el caso de las proteasas, existen distintos sitios de genes que codifican para distintos

sistemas de quitinasas en este hongo entomopatdgeno (St-Leger y col. 1992).

Nomenclatura y clasificacion de las quitinasas

La nomenclatura de las enzimas quitinoliticas ha sido confusa. En un principio dos
enzimas quitinoliticas fueron reconocidas, que corresponden a la quitinasa y la N-acetil-p3-
glucosaminidasa. La quitinasa corta polimeros de una forma azarosa, mientras que la enzima N-
acetil-B-glucosaminidasa hidroliza residuos de N-acetil-B-glucosamina de las terminales no
reducidas de quitobiosa y andlogos superiores. Ademas, la palabra quitinasa podria ser usada para
referir a alguna enzima con actividad quitinolitica o referirse solamente a endoquitinasas.
Quitobiosidasa también es usado aunque este término es considerado sindnimo de N-acetil-f-D-

glucosaminidasa

La Tabla 1.1 muestra la clasificacion y nomenclatura recomendada por el Comité de
Nomenclatura de la Unidén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) de
acuerdo a sus mecanismos de accion. En 1978, el comité de nomenclatura retir6 la quitobiosa y la
incluyd junto con B-N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.30). Los métodos disponibles para
estimar la actividad de N-acetil-glucosaminidasa son limitados debido a la carencia de sustratos

adecuados.

12
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Tabla 1.1 Nomenclatura de las enzimas quitinoliticas

Modo de accion Enzimas quitinoliticas Clasificacion
EC

Hidrolisis al azar de la  Quitinasa 1,4-B-poli-N- (EC3.2.1.14)

cadena acetilglucosaminidasa

Hidrolisis del azicar no  “Anteriormente clasificada como Quitobiosa (EC 3.2.1.29);,

reducido terminal ®Posteriormente como B-N-Acetil (EC 3.21.30)

L glucosaminidasa

Remocion de un  ‘Clasificacion actual B-N-Acetil (EC 3.21.52)

monosacarido del extremo  hexosaminidasa
no reducido

Remocion de un disacarido  Quitobiohidrolasa (?) @)
del extremo no reducido

*Recomendaciéon  del Comité de Nomenclatura de la TUBMB, 1961 Quitobiosa (Quitobiosa
acetilaminadesoxiglucohidrolasa, EC 3.2.1.29)

"Recomendacion del Comité de Nomenclatura de la TUBMB, 1978 La EC 3.2.1.29 se eliminé y la enzima quitobiosa
fue incluida con -N-acetilglucosaminidasa

‘Recomendacion del Comité de Nomenclatura de la TUBMB, 1992 La EC 3.2.1.30 se eliminé y la enzima B-N-
acetilglucosaminidasa fue incluida con B-N-acetilhexosaminidasa (B-N-D-hexosaminida N-
acetilhexosaaminohidrolasa, EC 3.2.1.52)

Tomado de Patil y col. (2000)

Clasificacion de quitinasas basada en las secuencia de aminoacidos

La clasificacion IUB no permite entender las relaciones evolutivas que existe entre las
enzimas. Henrissat (1991) hizo una clasificacion basada en las secuencias de aminoécidos de las
glicosil hidrolasas, ¢l agrup6 las quitinasas y N-acetilhexosaminidasas en tres familias 18, 19 y
20. Las familias 18 y 19 se refieren a endoquitinasas de diferentes fuentes tales como virus,
bacterias, hongos, insectos y plantas. La familia 19 comprende principalmente quitinasas de
origen vegetal. Las enzimas N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.30) de Vibrio harveyi, la N-
acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) humana y de Dictyostelium discoideum son agrupadas en la
familia 20. En 1993, Henrissat y Bairoch (1993) estudiaron secuencias adicionales e incluyeron
enzimas como endo-N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.96) de especies de Flavobacterium en la

familia 18.

Con la ayuda de secuencias conocidas de genes de quitinasas, Perrakis y col. (1993) las

agruparon en Clases I y II que corresponden a las familias 19 y 18 de las glicosil hidrolasas,

13
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respectivamente. Las plantas producen un gran nimero de isoenzimas de quitinasas, como una

respuesta defensiva contra patégenos.

Mecanismo catalitico y la estructura molecular

Se han encontrado dificultades para establecer directamente por cristalografia de rayos X
el modo en que se une el polimero con la enzima debido a la rapida hidrolisis del sustrato
(Knowles y col. 1987). Blaak y col. (1993) llevaron a cabo un andlisis de las quitinasas de
bacterias, hongos y plantas para identificar los dominios. Se ha reportado que las quitinasas de
plantas como el tabaco, frijol, remolacha, etc. consisten en un solo dominio catalitico. Kuranda y
Robbins (1991) han sugerido que una quitinasa extracelular de levadura contiene cuatro
dominios, denominados: 1) secuencia sefial, 2) dominio catalitico, 3) una regiéon rica en
serina/treonina y 4) un dominio C-terminal que se une a la quitina. La region serina/treonina
funciona como sitio aceptor para la O-glicosilacion. Las quitinasas de otros dos hongos, Rhizopus
oligosporus, R. niveus y de un parasito Brugia malayi muestran la presencia de una region rica en
serina/treonina. Watanabe y col. (1993) han reportado seis diferentes quitinasas (Al, A2, B1, B2,
C y D) que son secretadas al medio por B. circulans. De éstas, la quitinasa Al fue la mas
abundantemente producida y muestra una fuerte afinidad a la quitina insoluble, en su estudio se
constatd que el dominio C-terminal era el dominio de unién con la quitina y el dominio N-
terminal contenia el sitio catalitico de la enzima. El tercer dominio era del tipo III de fibronectina.

La delecion de este dominio disminuye la actividad quitinolitica sobre quitina insoluble.

Aplicaciones de las quitinasas en el biocontrol

En muchas especies de plantas, la invasion de patéogenos induce la produccion de
quitinasas, glucanasas, proteinasas, inhibidores de proteasas, etc. Como los insectos y hongos
patdégenos contienen quitina, la induccion de quitinasas en plantas es la principal respuesta
defensiva. Hadwiger y Beckman (1980) demostraron que extractos de endocarpio de chicharo

contienen actividad de quitinasa y quitobiosa.
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Varias especies de hongos son agentes potenciales de control de hongos e insectos
patdgenos de las plantas. Hongos micoparasitarios y entomopatogenos producen quitinasas para
invadir y matar a sus hospederos (Mathivanan y col. 1998; Kang y col. 1998). Los controles de
plagas tales como coledpteros y afidos, el tratamiento enzimatico antes o simultdneamente junto
con el hongo entomopatégeno, ha sido utilizado constantemente (Higuchi y col. 1998). Los
hongos entomopatogenos Beauveria bassiana, B. brongniartii y Lecanicillium (Verticillium)
lecanii producen enzimas que degradan la cuticula cuando crecen sobre quitina. El pretratamiento

de los insectos con la solucién enzimatica se ha reportado que seria ttil.

1.4.2 Proteasas

El rompimiento proteolitico de los enlaces peptidicos es uno de las mas frecuentes e
importantes modificaciones enzimaticas de las proteinas. Los estudios de la protedlisis
enzimatica ha sido asociada a la digestion de proteinas. Recientemente la atencion se ha enfocado
al papel regulatorio que juegan en una gran variedad de procesos fisiologicos (Walsh y Wilcox,

1970).

Las proteasas se han clasificado en base a una comparacion de los sitios activos,
mecanismos de accidon y estructura tridimensional (Neurath, 1989). Se han reconocido cuatro
clases (mostradas por el primer numero) y dentro de estas clases, seis familias han sido
establecidas. Cada familia tiene un conjunto de residuos de aminoacidos funcionales arreglados
en una particular configuracion para formar el sitio activo (Tabla 1.2). Los miembros de cada

familia se cree que descienden de un ancestro comun por evolucion divergente.

Las proteasas del tipo serina incluyen dos distintas familias: Las serina-proteasas de
mamiferos y las serina-proteasas de bacterias, ellas difieren en su secuencia de aminodcidos y en
la estructura tridimensional. A pesar de tener una geometria en el sitio activo y mecanismo
enzimatico comun. Las diferencias en la especificidad del sustrato puede estar relacionado a los
aminoacidos sustituidos en el sitio primario de uniéon, comunmente denominado P; y en

diferencias menores en los sitios secundarios de union (Neurath, 1989).
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Tabla 1.2 Familias de enzimas proteoliticas®

Familia Proteasas representativas Nomenclatura EC Sitio activo’
1.1 Proteasa del tipo serina I Quimiotripsina 3.4.21.53 Asp'”, Ser'”, His”’
Tripsina
Elastasa

Kalikreina pancreatica

1.2 Proteasa del tipo serina II Subtilisina 3.4.21.62 Asp*?, Ser”!, His®
2.1 Proteasas del tipo cisteina Papaina 34222 Cis®, His'?, Asp15 8
Actinidina

Catepsinas B y H de higado de rata

3.1 Proteasas del tipo aspartico ~ Penicilopepsina 3.4.23.20 Asp®®, Asp™?
4.1 Metalo-proteasas I Carboxipeptidasa A de bovino 3.4.17.1 Zn, Glw*”’, Tri**®
4.2 Metalo-proteasas 11 Termolisina 34.17.19 Zn, Glu'® s His*"!

*Esta tabla incluye solamente enzimas con secuencia de aminoacidos y estructura tridimensional conocida.
®El ntimero del residuo corresponde a la secuencia de aminoacidos de las enzimas enlistadas en negritas.
Tomado de Neurath (1989)

El integumento externo de los insectos, constituido por proteinas es una barrera efectiva
contra muchos microbios. Solamente 700 especies conocidas de hongos entomopatdgenos tienen
la capacidad de penetrar los hospederos perforando la cuticula. La alta produccion de proteasas
durante el proceso infectivo tiene un atractivo interés de estudio. La funcion principal de estas
enzimas es la degradacion de la barrera cuticular (St-Leger y col., 1987a). Adicionalmente, otra
posible funcion de las enzimas es el metabolizar las proteinas del hospedero para su nutricion (St-
Leger y col., 1988). Finalmente, las enzimas son utilizadas para la destruccion de proteinas
antimicoticas del hospedero y la liberacion de aminoécidos para la produccion de aminas que
permitan elevar el pH (St-Leger y col., 1988). Otros efectos pueden ser indirectos, por ejemplo, la

activacion proteolitica de precursores de las toxinas.

La serina-proteinasa del tipo subtilisina (denominada Prl) es producida por varias
especies de deuteromicetos entomopatdgenos como Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana,
Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Nomuraea rileyi y Aschersonia aleyrodis (St-Leger y col.,
1987¢). La Prl proporciona el modelo mejor conocido para el estudio de la patogenicidad de los

hongos entomopatdgenos (St-Leger y col., 1992). La proteinasa Prl de Metarhizium anisopliae
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ha sido ampliamente estudiada para delucidar como ocurre la degradacion de la cuticula de forma
natural (St-Leger y col. 1996b).

La proteinasa Prl tiene actividad enzimatica contra sustratos peptidicos de la
quimiotripsina y de la elastasa. Esto sugiere que tiene actividad de quimioelastasa (St-Leger y
col.,, 1987c). Asi mismo, el enlace esencial de Prl de M. anisopliae a los grupos cargados
negativamente de la cuticula es marcada por la naturaleza basica de la proteasa. Sin embargo, la
cuticula también es susceptible a enzimas Prl de naturaleza acida, sugiriendo que las proteasas
basicas y acidas se unen a diferentes regiones de la cuticula, la cual posee una distribucion no-

uniforme de cargas.

La proteasa Prl de M. anisopliae presenta cuatro isoformas con valores de p/ que varian
de 9.3 a 10.2. Las isoformas de Prl muestran similar especificidad primaria (P;) con el
aminoacido aromadtico fenilalanina. Las isoformas son igualmente efectivas para degradar una
mezcla heterogénea de proteinas de cuticula de insecto, sugiriendo que tienen un potencial para la

degradacion de proteinas no especificas.

En M. anisopliae se han distinguido dos principales serina-proteinasas con actividad de
tripsina y una de menor actividad. La sintesis de esta proteasa es inducida al crecer el hongo en
cuticula de insecto o en BSA. (St-Leger y col. 1988). La proteasa Pr2 (serina-proteinasa del tipo
tripsina) es inducida por cualquier proteina cuando el hongo crece en un medio sin nitrégeno,

pero esta enzima no es inducida si el medio es escaso en carbono o azufre (Paterson y col., 1993).

La Pr2 presentan varias isoformas, éstas muestran similar preferencia por romper grupos
carboxilo de aminoacidos cargados positivamente, preferentemente la arginina es el sitio
especifico P;. Las isoformas Pr2 muestran baja actividad contra proteinas insolubles de la
cuticula. Las isoformas de Pr2 son secretadas por dos estructuras infecciosas, por el apresorio

sobre la cuticula y por la hifa dentro de la cuticula (St-Leger y col., 1996b).

St-Leger y col. (1994) evidenciaron que hay una familia de genes que codifican para la

sintesis de proteasas degradadoras de la cuticula de M. anisopliae. Ademas, identificaron otra
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proteinasa de la clase metalo-proteinasa II, inhibida por fosforamidon (N-(a-L-

ramnopiranosilhidroxifosfinil)-L-leucil-L-triptofano). Indicando que es del tipo termolisina.

1.4.3 Lipasas

Es escasa la informacion sobre las lipasas, solo St-Leger y col. (1987b) detectaron
actividad de lipasa/esterasa en esporas, en la cuticula del hospedero y durante todas las etapas de
germinacion, altos niveles de actividad enzimatica estan asociados con la formacion del
apresorio. Existen dificultades para extraer una verdadera lipasa de la cuticula infectada, por lo

que es dificil su estudio y no hay distincion entre las lipasas y esterasas.

1.5 Crecimiento a baja aw

El crecimiento a baja aw es importante para los hongos entomopatdgenos, como una
caracteristica importante en su virulencia. Matewele y col. (1994) desarrollaron un método para
aislar mutantes de M. anisopliae y Paecilomyces farinosus capaces de germinar y crecer a bajas
actividades de agua (a,) y humedades relativas, condiciones en que no se desarrollan las cepas
silvestres. La produccion de blastosporas en cultivos con baja actividad de agua (ay, = 0.969)
incrementan la habilidad de estos mutantes para germinar a bajos valores de ay. Bajo una
humedad relativa de 96-98 %, algunos mutantes son mas virulentos contra saltamontes que las
cepas silvestres. Demostraron también que existe una correlacion entre el crecimiento de los
hongos a bajas actividades de agua con el incremento de la concentracion endogena de glicerol.
Por lo cual han sugerido que los polioles son importantes para permitir su desarrollo en

microambientes con baja ay.
1.6 Fermentacion en medio sélido (FMS)

La fermentacion sélida ha sido utilizada desde hace 1000 afios a.c., pero en los tltimos 30
afios se ha vuelto a tomar interés, por su potencialidad para desarrollar una amplia variedad de

productos y de procesos (Pandey y col., 2000), pero su produccion a escala industrial ha sido

reducida en occidente. Esto puede atribuirse a la complejidad que presenta el sistema; las

18



Revision Bibliografica

limitaciones en los fendmenos de transferencia a nivel macro y micro que apenas han empezado a

ser estudiados.

Los procesos fermentativos se dividen en dos tipos: fermentacion sumergida o liquida
(FL) y en medio solido (FMS). La principal diferencia entre ambos sistemas es la presencia de
agua libre. Por tanto la fermentacion solida se define como el crecimiento de microorganismos
sobre particulas s6lidas humedecidas, que pueden ser utilizados como sustrato o como soporte, en
ausencia o casi ausencia de agua libre entre las particulas. El contenido de agua de las particulas
solidas humedecidas se encuentra entre 12 y 80 % del peso. Este porcentaje depende de la
absorcion del material sélido, entre los sustratos que se utilizan se pueden emplear desechos
agroindustriales como bagazo de cafa, virutas de madera y harina (Pandey, 1994). También se
pueden emplear soportes inertes como amberlita y poliuretano. El cultivo solido se ha utilizado

para hongos filamentosos, debido a que sus caracteristicas fisiologicas facilitan su crecimiento.

Otros términos que ha recibido la fermentacion en medio s6lido son cultivo en estado
solido, fermentacion en fase sélida, fermentacion en estado solido, fermentacidon en sustrato

solido y fermentacion en s6lidos humedecidos.

1.6.1 Caracteristicas de la FMS

Entre las caracteristicas mas relevantes que tiene la FMS es el ser un tipo de sistema que
presenta: baja actividad de agua de los medios de cultivo, altas concentraciones de sustratos y
productos que puede tolerar el microorganismo y una gran heterogeneidad del sistema (Mitchell y
Lonsane, 1992). La actividad de agua de los sustratos puede ser menor a 0.99 lo cual favorece el
crecimiento de hongos filamentosos capaces de tolerar valores de hasta 0.93. Siendo apropiado
este tipo de cultivo para evitar contaminacion de bacterias y levaduras que requieren actividades

de agua superiores a 0.99.
Los sustratos estan mas concentrados en la FMS que en la FL. En la ultima el agua

representa del 90 al 99 % de la masa total, mientras que en FMS toma valores del 40 al 85 %.

Esto permite que la concentracion de sustratos solubles en agua y de productos alcance niveles
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que pueden ser inhibitorios en el otro tipo de cultivo (FL). Los sustratos utilizados son en general
materiales heterogéneos y complejos que son humedecidos con el medio de cultivo, aunque con
frecuencia requieren algun pretratamiento. Este tipo de materiales produce un ambiente muy
heterogéneo con espacios entre particulas que permiten el paso de una fase gaseosa continua,
restringiendo el crecimiento a la superficie provocando en consecuencia una serie de gradientes

de sustratos, productos y pH dentro de las particulas sélidas.

Procesos de FMS

Los procesos que se llevan a cabo en la FMS presentan las mismas etapas que estan
involucradas en la fermentacion sumergida, éstos son los procesos anteriores a la fermentacion
que consisten en el procesamiento del sustrato e in6culo, la fermentacion en si misma y los
procesamientos de los productos de la fermentacién y la eliminacion de desechos. Aunque
existen diferencias en algunos pasos que se llevan a cabo, un proceso tipico de la FMS se muestra
como sigue, de acuerdo con Mitchell y col. (2000):

1. El sustrato es generalmente de origen agroindustrial y podrian ser granos tales como el arroz,
tubérculos tales como la yuca, materiales procesados como las harinas o subproductos o
desechos tales como la paja. La fuente de carbono es usualmente una macromolécula, como
pueden ser almidon o celulosa, aunque algunos sustratos solidos contienen cantidades
significativas de azucares solubles.

2. El sustrato requerira una preparacion o pretratamiento tal como cortar o moler para reducir el
tamafio de particula, para hacer mas accesible el interior de las particulas, hidrélisis quimica
para incrementar la susceptibilidad de las macromoléculas para la degradacion por las enzimas
microbianas durante la fermentacion; y la esterilizacion o pasteurizacion para eliminar o
reducir contaminantes presentes en el sustrato.

3. El microorganismo es usualmente un hongo filamentoso, que requiere condiciones aerdbicas
para el crecimiento y formacion del producto. Indculos de esporas son cominmente utilizados
debido a que son ficiles de preparar y son razonablemente estables. Varios pasos de
subcultivos serian requeridos para obtener una cantidad suficiente de indculo.

4. El indculo es mezclado dentro del sustrato para iniciar la fermentacion.
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5. El bioreactor puede permitir o no el mezclado y la aireacion. Si el aire es adicionado es
necesario que sea pretratado antes de entrar al reactor para controlar la temperatura y la
humedad relativa, y tratado al salir del bioreactor para evitar una indiscriminada difusion del
proceso biologico hacia el medio ambiente. Uno de lo principales desafios en la operacion del
bioreactor es evitar indeseables aumentos de la temperatura en el lecho del sustrato fermentado
debido a la produccion del calor metabolico del microorganismo.

6. Al término del proceso el sustrato fermentado puede ser el producto en caso de ser un
alimento, pero otros productos podrian ser extraidos y recuperados en los procesos posteriores
a la fermentacion. Después de la recuperacion del producto por lixiviacion, los desechos

soOlidos serian desechados.

Fenomenos de transporte que se presentan dentro de los bioreactores de FMS

Los procesos en microescala que se presentan en el cultivo s6lido son caracteristicos de
este sistema, debido a la naturaleza particular del sustrato. Esto ocurre en todos los bioreactores y
poco se ha hecho respecto a la influencia que tienen los fendmenos a microescala sobre el disefio
de los bioreactores. El disefio del bioreactor y las estrategias operacionales basicamente se han
basado en el intercambio de gases entre la particula y la fase gaseosa, para asegurar que el
proceso de transporte de gases no sea la limitante. Sin embargo, los procesos que se presentan
entre particulas pueden ser influenciados por la forma en que el sustrato es preparado. El tamafio
de la particula puede favorecer los procesos de transferencia (Pandey, 1991). A pesar de ser
limitada nuestra capacidad para influir en estos procesos a microescala, es importante
comprender su influencia sobre el sistema. El entender como y cuando los procesos a microescala
pueden controlar los procesos de ejecucion evitaria estériles intentos para mejorar desempeno por

manipulacion de las variables operacionales del bioreactor.

1.6.2 Productos obtenidos en FMS

En las ultimas décadas se ha utilizado la FMS para la produccion de varios productos

biologicos tales como enzimas, dcidos organicos, etanol, etc. La Tabla 1.3 muestra algunos de los

productos y procesos de fermentacion en medio sélido.
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Tabla 1.3 Productos o procesos recientes obtenidos por FMS

Producto o proceso Organismo Sustrato Referencias

Enzimas

Glucoamilasa Aspergillus niger Desechos de Té Selvakumar y col.
(1998)

Lipasa Penicillium restrictum Desechos de aceite de babassu ~ Gombert y  col.
(1999)

o-Galactosidasa Humicola sp. Harina de Soya + salvado de Kotwal y col. (1998)

trigo

Celulasas Bacillus subtilis Desechos del tallo de platano ~ Krishna (1999)

Pectinasas Aspergillus niger Salvado de soya y de trigo Castilho 'y  col.
(2000)

Xilanasas Bacillus sp Salvado de trigo Gessesse 'y Mamo
(1999)

Enzimas lignoliticas Phanerochaete Mazorca de maiz Couto y col. (1999)

chrysosporium

Biopesticidas
Bioherbicida

Bioinsecticida
Bioremediacion
Bioremediacion

Biofiltro
Alimentacion
Alimento fermentado

Remocion de cafeina
Deslignificacion

Remocion  de
pitico

Aromas
Compuestos
aromaticos

Pirazinas

Acidos organicos
Acido citrico
Aminoacidos
Antibidticos
Tetraciclina
Moléculas organicas
Etanol

Metano

Polimeros
Goma Xantana

acido

Trichoderma virens
Coniothyrium minitans
Phanerochaete
chrysosporium

Varios

Aspergillus oryzae

Aspergillus tamarii
White rot fungi

Lentinula edodes
Bjerkandera adusta
Bacillus subtilis
Aspergillus niger
Rhizopus oligosporus
Streptomyces iridifaciensis
Saccharomyces cerevisiae

Consorcio natural

Xanthomonas campestris

Composta de estiércol de pollo
Céanamo impregnado

Bagazo de cafia

Turba+ orgéanicos volatiles
Céscara de frutas

Bagazo de cafia
Paja de trigo

Salvado de trigo
Salvado de trigo
Semillas de soya
Vaina de algarroba
Céscara de semilla
Residuo de papa
Sorgo o papa

Basura solida municipal

Semillas de malta impregnados

Hutchinson (1999)
Weber y col. (1999)

Rodriguez-Vazquez
y col. (1999)
Wu y col. (1998)
Sardjono 'y col
(1998)

Hakil y col. (1999)
Dorado y col. (1999)

DiLena y col. (1997)
Lapadatescu y
Bonnarme (1999)

Larroche 'y col.

(1999)

Roukas (1999)
Bau y col. (1994)

Mial (1975)

Sree y col. (1999)
Rodriguez-Iglesias y
col. (1998)

Stredansky y col.
(1999)

Tomado de Mitchell y col. 2000.
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Produccion de enzimas por FMS

La FMS presenta un enorme potencial para la produccion de enzimas (Pandey y col.,
1999), y puede tener un especial interés en aquellos procesos donde el extracto enzimatico crudo
seria usado directamente como fuente de enzimas. En procesos aplicados a la industria
alimentaria y fermentativa, las enzimas microbianas tienen un papel importante en
biotransformaciones. Sin embargo, la seleccion de una cepa adecuada, los costos de produccion y

el proceso de escalamiento debe tomarse en cuenta para seleccionar el tipo de cultivo.

Produccion de bioinsecticidas

Para la agricultura se han disefiado bioinsecticidas que sean compatibles con el medio
ambiente. El uso de hongos entomopatdégenos y micoparasitarios para el control biologico de
plagas ha recibido un incrementado su atencion. Se cree que tanto las células como sus
componentes biologicos activos son igualmente efectivos. Deshpande (1999) reviso la

produccion de bioinsecticidas por FMS y FL.

La identificacion de una cepa con actividad de pesticida es el primer paso en el desarrollo
de propagulos infectivos como conidios y blastosporas. Es importante entender los aspectos
moleculares de la interaccion hongo-insecto o de hongo-hongo, el papel de las enzimas
hidroliticas, especialmente las quitinasas en el proceso infectivo y el posible uso de inhibidores
de las sintesis de quitina que serian las areas primordiales de investigacion para producir hongos
mas infectivos. Se han hecho varios intentos para producir hongos entomopatoégenos en FMS.
Soccol y col. (1997) desarrollaron un proceso de FMS basado en la produccion de esporas de
Beauveria bassiana utilizando como sustratos desechos agroindustriales para el control biologico
de plagas del platano, azlicar de cafa, soya y café. Desgranges y col. (1993) también usaron la
FMS para producir B. Bassiana para emplearse en contra de barrenador del maiz. Utilizaron
microgranulos de arcilla humedecidos con un medio 6ptimo de nutrientes. El bioinsecticida fue
producido en un reactor piloto de 1600 | de capacidad. El bioproducto mostrd una eficiencia de
campo del 80 %. Colletotrichum truncatum es otro patdgeno de plantas que puede utilizarse

como bioherbicida contra la dificil maleza Sesbhania exaltata. Lopez-Llorca y Carbonell (1998)
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produjeron esporas de Lecanicillium (Verticillium) /ecanii utilizando como sustrato mesocarpio
de almendra alcanzando una produccién de 5.3 x 107 conidias g”'. Recientemente de Vrije y col.
(2001) han producido esporas de Coniothyrium minitans en FMS como fungicida contra el
fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum y ya se encuentra en la etapa de aplicacion y

comercializacion.

Algunas de las ventajas que ofrece la fermentacion solida es que los productos obtenidos
son superiores a los producidos en fermentacion sumergida. Por ejemplo las enzimas producidas
por FS son mas termoestables que en FL (Pandey y col., 1999). En el caso de la produccion de
esporas fungicas en bioinsecticidas, la esporulacion es mayor en las obtenidas por FS (Dorta y
Arcas, 1998). En otros casos, los sustratos utilizados son de bajo costo o de desechos
agroindustriales y esto es apropiado para paises en desarrollo con baja tecnologia y mano de obra

barata.

Estimacion de biomasa

La producciéon de biomasa es de crucial importancia en los procesos de FMS, alin si la
biomasa no es propiamente el producto final. Los procesos de consumo de nutrientes, consumo
de oxigeno, evolucion de CO,, liberacion del calor metabdlico y la formacion del producto estan
intimamente relacionados con los procesos de crecimiento y por lo tanto son esenciales para
caracterizar la evolucion del cultivo. Desafortunadamente las mediciones de biomasa en linea son
todavia dificiles de determinar, a pesar de esto se ha desarrollado procesos de monitoreo de CO,
y de O; en los gases de salida, que puede proporcionarnos una adecuada informacién sobre el
estado fisiologico del cultivo en fermentacion solida (Saucedo-Castafieda y col. 1992). Se estimd
una tasa respiratoria (L ) que permite determinar indirectamente el crecimiento, especialmente si
el coeficiente de mantenimiento es mucho menor que la velocidad de crecimiento. EI monitoreo
de CO; es util para relacionarlo con las actividades enzimaticas producidas por los hongos

entomopatogenos durante su crecimiento sobre la cuticula del insecto.

Desgranges y col. (1991a) al estudiar el crecimiento de Beauveria bassiana en

fermentacion en estado solido, evaluaron tres constituyentes de la biomasa tales como la
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glucosamina, azucares totales y ergosterol. Encontrando que la glucosamina podia ser
considerado como un buen indicador de biomasa, con la condicion de que el medio tuviera los
mismos constituyentes pero no necesariamente la misma proporciéon de C/N. El ergosterol varia
durante las diferentes fases del crecimiento, pero para un proceso determinado podia ser un buen
indicador de la esporulacion. Posteriormente, Desgranges y col. (1991b) emplearon dos métodos
para medir la biomasa en linea. En el primer método utilizaron el infrarrojo para estimar los
componentes celulares (glucosamina y ergosterol) y los residuos del medio (sacarosa y nitrégeno)
directamente del medio solido. Y el segundo con la medicion de la tasa de formacion de CO;
durante el cultivo. La correlacion obtenida entre la concentracion de CO, y la mediciéon de
glucosamina fue satisfactoria. Dubey y col., (1998) desarrollaron un método novedoso que se
basa en una reaccion de ELISA para determinar el crecimiento de 4. niger en un cultivo sélido,
este método permitid estimar la biomasa del hongo con una sensibilidad de 1.5 a 12 pg de

biomasa.

Para los bio-reactores de cultivos solidos la simplificacion del modelo es comun al usar

ecuaciones empiricas que no dependen de las concentraciones de los nutrientes, ni del oxigeno.

Estas aproximaciones empiricas estan basadas en la ecuacion logistica (1.1), la cual
describe los perfiles de biomasa que se originan en muchos sistemas de FMS, con los periodos de
aceleracion y desaceleracion del crecimiento. La desaceleracion del crecimiento cuando X se
aproxima a Xmax podria ser debido a las limitaciones de nutrientes, acumulacion de productos
inhibitorios al crecimiento o por las maximas densidades de empaquetamiento basada en las
limitaciones estéricas (Laukevics y col. 1985). Aunque en la préctica el valor de Xm.x €s
simplemente tomado directamente de los perfiles experimentales de biomasa. Cabe sefalar que
Umax €S ademds determinado empiricamente. Sin embargo, con la suposicion de que cada
bifurcacion de las hifas del hongo dan una idéntica hifa hija la cual se prolonga a la misma tasa

como la hifa madre, estos pardmetros macroscopicos pueden ser relacionados con los pardmetros
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microscopicos tales como las frecuencias de ramificacion de las hifas y las tasas de extension de

las hifas.

Sin embargo sus desventajas serian que el modelo falla para describir datos bajo
diferentes condiciones de cultivo donde el factor limitante del crecimiento seria diferente.
Ademas, los valores de los parametros cinéticos obtenidos no tienen significado bioldgico,
aunque serian tutiles para comparar valores (por ejemplo pmax 0 Xmax €n la ecuacion logistica)

para diferentes fermentaciones.

Armes y col. (1996) modelaron la produccion de a-amilasa y proteasas de Bacillus
licheniformis en un sistema de FMS. Mostraron que los perfiles de produccion de las dos enzimas
podrian ser descritos por la ecuacion logistica. Hakil y col. (1999) determinaron los parametros
cinéticos de Aspergillus tamarii en la degradacion de la cafeina en cultivo sélido utilizando la
ecuacion logistica. También utilizaron la ecuacion logistica Mitchell y von Meien (2000) al
desarrollar un modelo matematico para la operacion del bio-reactor Zymotis. Diversas
aproximaciones han sido llevadas a cabo para modelar la produccion de un metabolito, enzimas
extracelulares y metabolitos secundarios (Mitchell y col. 2000). Ademas, los valores de los
pardmetros cinéticos obtenidos no tienen significado biolégico, aunque serian utiles para
comparar valores (por ejemplo Hmax 0 Xmax €n la ecuacidon logistica) para diferentes
fermentaciones. El método de Gompertz no se ha aplicado en sistemas de cultivo so6lido, sin
embargo ha descrito curvas de crecimiento de Lactobacillus plantarum con un mejor ajuste que

la ecuacion logistica (Zwietering y col., 1990)
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CAPITULO 2. JUSTIFICACION

El aumento poblacional exige un incremento de la produccion de alimentos para satisfacer
sus requerimientos nutricionales. Esta demanda obliga a desarrollar y mejorar los sistemas
agricolas, con una mayor resistencia a los cambios climaticos y al control de plagas. En un
principio, el control de plagas se llevd a cabo con la utilizacion de insecticidas quimicos, que
tuvieron su auge a partir del descubrimiento del DDT, al cual se le debe el control del paludismo
en la India. Pero a partir de 1947, disminuy¢ la eficiencia de los tratamientos ya que aparecieron

los primeros fendémenos de resistencia en los insectos (Poiri¢ y Pasteur, 1991).

Los fendmenos de resistencia fueron subestimados durante mucho tiempo ya que el
numero de productos potencialmente disponibles parecia ilimitado y los primeros insecticidas
eran muy baratos. Aumentar la dosis y la frecuencia de los tratamientos para hacer frente a la
resistencia de los insectos fue la tonica a seguir, en una €poca que no existia preocupacion sobre
los problemas medioambientales. De esta forma, la resistencia a toda una gama de insecticidas se
presentd en muchas especies de insectos y acaros. La FAO ha contabilizado mas de quinientas

especies de artropodos que presentan resistencias a diversos productos.

Recientemente, el combate a las plagas se ha orientado hacia un estricto manejo
ecologico, que implica el conocimiento de los aspectos bioldgicos, fisicos y quimicos
involucrados. En esta nueva practica estan integrados los organismos y productos para el control

biolégico, las plantas resistentes y los pesticidas quimicos de espectro reducido (Lorence, 1996).

La seleccion del bioinsecticida depende de diversos factores como: su produccion, sus
mecanismos de accidn, aspectos econdmicos y su forma de aplicacion (Bouguerra, 1990). Es
deseable que en la produccion del bioinsecticida se utilicen sustratos baratos, se cuente con una
tecnologia sencilla y de alta productividad. Debido a que la produccion de baculovirus queda

restringida por su tecnologia especializada. La produccion de hongos resulta ser la mas adecuada.
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En el caso de los hongos entomopatégenos su crecimiento se ha realizado por cultivo
solido, empleando sustratos baratos como los desechos agroindustriales (Hussey, N.W. y Tinsley,

T.W., 1981).

Los hongos entomopatéogenos son utilizados debido a su capacidad para infectar plagas de
coledpteros y lepidopteros, en particular a los afidos y dipteros, esto ha incrementado su
potencialidad para ser usado como control biolégico. Sin embargo, el control bioldgico es un
fendémeno complejo; un profundo conocimiento de los procesos de interaccion entre el hongo y el
insecto en sus diferentes estados especificos son necesarios para desarrollar la estrategia
adecuada. Las investigaciones bioquimicas y moleculares de las interacciones hospedero-
entomopatogeno, son claves para incrementar la patogenicidad del hongo y conocer las
condiciones necesarias para desarrollar epizootias sobre las plagas de insectos (Gillespie, A.T. y

Claydon, N., 1989).
Por otra parte, en la Tabla 2.1 se muestran las proyecciones sobre las ventas de productos
biotecnoldgicos a nivel mundial hacia el 2006. Los productos agrobiotecnologicos tienen un gran

potencial y una fuerte posicion en el volumen de ventas (Tengerdy y Szakécs 1998).

Tabla 2.1 Proyeccion de ventas de productos biotecnologicos (millones de dolares sobre 1996)

Sector Afio base (1996) Prediccion (2006) Porcentaje de crecimiento anual (1996-
2006)
Terapéuticos humanos 7555 25545 13
Diagnostico humanos 1760 4050 9
Agricultura 285 1740 20
Especialidades 275 1600 19
Diagnostico en gral. 225 465 8
Total 10100 33400 12

Fuente: Consulting Resources, USA, reported in Genetic Engineering News, December 1995, p. 6, tomado de
Tengerdy y Szakacs (1998)

Actualmente, la agrobiotecnologia ha tenido una rdpida expansion en la aplicacion de
bioinsecticidas y bioherbicidas que pueden reemplazar total o parcialmente los insecticidas
quimicos. La Tabla 2.2 muestra algunos agentes de control que estan usandose comercialmente o
en avanzado estado de experimentacion. El desarrollo de micoinsecticidas es promisorio a nivel

nacional y mundial.
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Tabla 2.2 Biopesticidas comerciales

Tipo Marca comercial ~ Microorganismo Productor
Herbicida Casst Alternaria cassiae Mycogen
Herbicida Collego Colletotrichum gloeosporioides Ecogen
Herbicida MYX-1200 Fusarium lateritium Abbott
Fungicida T-95 Trichoderma harzianum W.R. Grace
Insecticida Bio1020 Metarhizium anisopliae Bayer
Insecticida ABG-6178 Beauveria bassiana Abbott

Tomado de Tengerdy y Szakacs (1998)

El hongo entomopatégeno Lecanicillium (Verticillium) lecanii es un candidato viable para

el combate de afidos y de la mosquita blanca que ocasionan pérdidas en muchos cultivos y en los

invernaderos. Asi como su habilidad de parasitar hongos fitopatogenos, por lo que es

potencialmente adecuado para su uso como control bioldgico. Por lo que se propone un sistema

modelo de cultivo s6lido que proporcione un control mas sistematico de la produccion y que

permita estudiar el mecanismo de patogenicidad relacionado con las actividades enzimaticas.

30



OBJETIVOS




Objetivos

CAPITULO 3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

e Disefiar y desarrollar un sistema-modelo para el estudio de las actividades enzimaticas
involucradas dentro del mecanismo de patogenicidad del hongo Lecanicillium (Verticillium)

lecanii en fermentacion en estado sélido.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Seleccionar cepas de Lecanicillium (Verticillium) /lecanii para su cultivo en
fermentacion en estado solido considerando criterios como el crecimiento en baja Aw,
halos de hidrdlisis de caseina y de quitina, actividades proteoliticas y quitinoliticas y

crecimiento medido por COx.
3.2.2. Establecer las condiciones de cultivo en fermentacion en estado solido para el
crecimiento del hongo Lecanicillium (Verticillium) lecanii sobre cuticula de Sphenarium

purpurascens.

3.2.3. Estudiar el efecto de la adicion de una fuente de carbono ficilmente asimilable al

sistema-modelo y evaluar el efecto del pH inicial en el cultivo.

3.2.4. Caracterizar parcialmente las actividades enzimadticas de proteasas y quitinasas

inducidas por la cuticula del insecto en fermentacion en estado solido.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismo

Se emplearon cuatro cepas de Lecanicillium (Verticillium) lecanii: ATCC 26854, ATCC
46578, una del cepario de la Universidad de las Américas (UDLA), donada por el Dr. A. Trigos y
otra del cepario del Colegio de Posgraduados (COLEP), donada por la Dra. R. Alatorre.

4.2 Medios de cultivo

4.2.1 Medio de mantenimiento y conservacion

El hongo entomopatdgeno se hizo crecer en un medio de papa dextrosa (PDA) en cajas
Petri incubadas a 25 °C. Se cultivaron durante 7 dias, las esporas fueron cosechadas en una
solucion al 0.05% (v/v) de Tween 80. Las cepas fueron resembradas en el mismo medio cada 3

meses y conservadas a —20°C en glicerol al 20% v/v para periodos mas largos (Smith, 1974).

4.2.2 Medio para la produccion del indculo

El indculo fue producido en tubos inclinados de PDA incubados durante 7 dias a 25°C. De
los tubos se les agregd una solucion de Tween 80 al 0.05 % (v/v) para obtener una suspension de
esporas. De esta suspension se utilizd 0.5 ml de indculo para 30 ml de PDA en matraces
erlenmeyer de 250 ml, que se incubaron durante 7 dias a 25°C. Las esporas se cosecharon con
100 ml de Tween 80 al 0.1 % (v/v) utilizando un agitador magnético que separ6 a las esporas del
micelio en el primer matraz erlenmeyer, el contenido se transfirié al siguiente matraz erlenmeyer

y asi sucesivamente hasta obtener una suspension concentrada de esporas.

4.2.3 Medio de cultivo para el crecimiento a bajas a,,

Las cepas fueron cultivadas a diferentes valores de actividades de agua (aw) en cajas Petri

en un medio consistente en sacarosa 2%, peptona de caseina 0.5 % y agar bacteriologico 1.5%.
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Para disminuir la aw se empleo etilenglicol ( 62.07 PM ) de acuerdo a lo propuesto por Acufia-
Argiielles (1994) a diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20 % v/v) obteniéndose aw de 0.997,
0.978, 0.957 y 0.933, respectivamente.

4.2.4 Medio para el ensayo semicuantitativo de proteasas

El medio se prepard mezclando 9 g de leche descremada reconstituida (Sveltes) (disueltos
en 10 ml de agua destilada) con 90 ml de agar bacteriologico (1.5%), obteniéndose un agar con
una concentracion de leche al 9 %. Posteriormente se vacid en las placas una delgada capa de 3
mm de medio mas denso mezclando 10 ml de agar al 2.5 % con 4.5 g de leche descremada en 5
ml de agua destilada (obteniendo un agar con una concentracion de leche al 30 %) para definir

claramente el halo en el agar.

4.2.5 Medio para el ensayo semicuantitativo de quitinasas

El sustrato utilizado fue quitina coloidal al 2.4 %, esta fue disuelta en agar bacteriologico
al 2 %. Posteriormente, se coloco una delgada capa de aproximadamente 3 mm de agar

bacteriologico al 2 % para la definicion del halo.

Preparacion de la quitina coloidal

A una muestra de 20 g de quitina de camardn en polvo (tamizado a través de una malla de
42) se le agreg6 lentamente 800 ml de 4cido clorhidrico concentrado a una temperatura de 4 °C
con una agitacion vigorosa. Después que se alcanzd una dispersion homogénea de la quitina, la
mezcla fue calentada suavemente hasta 37 °C con agitacion moderada. La viscosidad de la
mezcla se increment6 rapidamente y posteriormente empez6 a decrecer. Cuando la viscosidad
decrecio, la apariencia de la mezcla comenzé a ser clara. En esta etapa la mezcla fue filtrada a
través de una fibra de vidrio y el filtrado se vertid en 8 litros de agua desionizada a una
temperatura de 4 °C en agitacion. En pocos minutos, la solucién comenzoé a enturbiarse debido a
la reprecipitacion de la quitina. Después de 30 minutos, la agitacion fue interrumpida y entonces

la suspension se conservo toda la noche a 5°C. El sobrenadante fue decantado y el precipitado se
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filtr6 por vacio a través de un papel filtro Whatman No. 2. El residuo fue lavado con agua hasta
que tuviera un pH neutro la solucién. Al residuo se le agregd 500 ml de agua desionizada y se
resuspendié con una agitacion vigorosa para obtener la solucion de quitina coloidal. El contenido
de quitina en la solucion fue determinado por secado de la muestra al vacio. La solucion de
quitina coloidal permanecié estable almacenada en frascos ambar a 5°C (Shimahara y Takiguchi,

1988).
4.2.6 Preparacion y condiciones del medio de cultivo solido
4.2.6.1 Cultivo en columnas por aireacion forzada
Para estudiar el mecanismo de patogenicidad de Lecanicillium (Verticillium) lecanii en el
cultivo solido, se utilizo el dispositivo de fermentacion solido descrito por diferentes autores

(Roussos 1985, Saucedo-Castaneda, 1991; Trejo Hernandez, 1992). El dispositivo se presenta

esquematizado en la Figura 4.1.
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1. Entrada del aire 2. Bafio de agua 3. Columnas de fermentacion 4. Columnas de silicagel
5. Colector de muestras 6. Control de inyeccion automatizado 7. Cromatografo de gases 8. Computadora

Figura 4.1 Equipo para el analisis automatizado de CO, del cultivo sélido
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Los reactores estaban constituidos por columnas de vidrio de 19 cm de altura x 5 cm de
didmetro (Figura 4.2) como soporte se empled bagazo de cafia impregnado con el medio de
cultivo. El volumen de empaque fue de 140 cm’, con una densidad de 0.25 g/cm’. Las columnas
estaban montadas en tubos que funcionaban como humidificadores, para mantener la humedad
adecuada. La temperatura de las columnas se controld en un bano de agua a 25 °C. El flujo de
aire fue controlado manualmente a través de un flujometro digital ADM 2500 (J&W Scientific).
Las valvulas permitieron ajustar adecuadamente el flujo del aire deseado. Para nuestros estudios,
las columnas se alimentaron con aire himedo por la entrada inferior con un flujo de aireacion
constante de 0.43 1 de aire por kg de peso hiimedo por minuto (vkgm). Los gases fueron

colectados en linea a la salida del fermentador para su analisis.

Algodén

<—— Discode
papel filtro

19 cm

Cultivo solido

Disco de

e_ < papel filtro

=y fe € Aire

10 cm

Figura 4.2 Esquema de la columna de aireacion forzada

El sistema de andlisis de gases estaba constituido por un cromatografo de gases dotado de
un detector de conductividad térmica acoplado a una computadora. El programa de integracion de
cromatogramas CHROMA de la sociedad BIOSYSTEMES permitio el calculo de los resultados.
Este dispositivo permitié seguir en linea la evolucién de los gases durante la fermentacion

(Saucedo Castafieda, 1991; Trejo Hernandez, 1992; Perraud-Gaime, 1995)
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4.2.6.2 Medio de cultivo para la fermentacion sdlida

El medio de cultivo solido contenia: 6 de (NH4),SO4, 1.2 de MgSQOy4, 1 de NaCl, 15 de
KH,PO,, 0.1 FeSO,47 H,0, 0.028 de ZnSO,7H,O y 0.032 de MnSO4H,O (g I'). Para la
induccién de proteasas y quitinasas se utilizo cuticula de Sphenarium purpurascens (60 g 1. El
soporte y el medio de cultivo se esterilizaron por separado en autoclave a 120°C durante 15
minutos, las columnas se empacaron en condiciones asépticas, con una humedad inicial de 75 %,
pH 6, inoculando con una concentracion de esporas de 1 x 10 esporas por gramo de bagazo. Las
columnas contenian 35 g de materia himeda (M.H.) y se incubaron durante 7 dias en un bafio de

agua a 25 °C.

Tratamiento del bagazo

El bagazo, residuo agroindustrial de la cafia de azlcar, esta compuesto de 38 % de
celulosa, 34 % de hemicelulosa, 11 % de lignina. El bagazo de cafa provino del ingenio
“Emiliano Zapata” de Zacatepec, Morelos. Al bagazo de cafia se le eliminaron los azicares
solubles realizando tres lavados con agua hirviendo, posteriormente fue tamizado entre mallas de

20y 30 y se seco a temperatura ambiente (Deschamps y col., 1985).

Tratamiento de la cuticula

Se utilizé cuticula de S. purpurascens adultos correspondientes al ultimo instar, obtenidos
de la sierra norte de Puebla. La preparacion de la cuticula consistid primeramente en retirar
antenas, extremidades y cabeza del insecto. Para retirar el tejido blando y obtener la cuticula, el
torax y abdomen fue seccionado y tratado con una solucion 0.1N de NaOH durante 30 minutos,
se lavo dos veces con agua destilada y enseguida fue tratado con una solucién 0.2 N de HCI otros
30 minutos y nuevamente se lavo con agua destilada. E1 material se dejo secar a temperatura
ambiente y se quité cuidadosamente el resto del tejido blando, hasta obtener solo la cuticula,

posteriormente la cuticula se molid y tamizé en una malla 32.
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Figura 4.3 Cuticula de S. Purpurascens como inductor de proteasas y quitinasas para el sistema de fermentacion

solida
4.2.7 Medio para la fermentacion liquida

El cultivo liquido (FL) se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 ml, con 40 ml del medio
que contenia en g I'': 20 de cuticula de S. purpurascens, 3 de (NH4),SO4, 0.6 de MgSOs, 0.5 de
NaCl, 10 de KH,PO4 0.1 FeSO4-7 H,0O, 0.028 de ZnSO4-7H,0 y 0.032 de MnSO4-H,0. Las
condiciones del cultivo fueron: un inéculo de 1 x 107 esp ml™, agitacién de 100 rpm, temperatura

de 25°C y pH 6.
4.3 Preparacion del extracto enzimatico

Al término de la fermentacion en el cultivo solido, el contenido total de la columna se
mezcld con agua destilada 1:1 (p/v) y se prenso a 1500 psig con una prensa hidratlica ERKCO
(Aeroquip Mexicana, S.A.). El extracto enzimatico se filtr6 por una membrana Millipore de 0.45
um, almacenandose en refrigeracion a 4 °C para su posterior anélisis. Para el cultivo liquido, se
centrifugd a 10000 rpm en 10 minutos y el sobrenadante se filtré por una membrana Millipore de

0.45 umy se conservd como el caso anterior.

39



Materiales y Métodos

4.4 Técnicas analiticas

4.4.1 Determinacion de la biomasa en cajas Petri

La medicion de la biomasa producida a diferentes aw se determind por gravimetria y se
expreso respecto a la superficie de crecimiento, fundiendo el agar en agua destilada hirviendo y
filtrando por un papel filtro Whatman No. 41, previamente tarado. El papel filtro con la biomasa
se sec en una estufa a 60°C durante 24 h. El didmetro del micelio se midi6 a partir del centro de

la caja Petri hacia los cuatro puntos de un eje de coordenadas utilizando un calibrador Vernier.
4.4.2 Conteo del numero de esporas para el inoculo
El conteo se realizd en una camara de Neubauer con una diluciéon adecuada para tener

entre 25 y 50 esporas por cuadro. El nimero de conidioesporas obtenido fue calculado utilizando

la formula siguiente:

B nx10° x Fx100
2.5

N

N = namero de conidias ml"
n = promedio de conidias por celda
F = factor de dilucion = inverso de la dilucion
Fueron resuspendidas en agua destilada y refrigeradas, posteriormente se utilizd6 como

in6culo a una concentracion de 1 X 107 esporas ml™.
4.4.3 Determinacion del pH en la fermentacion solida

El pH se realizd con un potenciometro digital KnicK muni de un electrodo combinado
previamente calibrado con soluciones amortiguadoras (Schott-Geréte) de pH 4.7 y 10 a 25 °C. La

medicion se hizo en una suspension de 2 g de muestra en 18 ml de agua destilada después de

agitarse durante 20 minutos.
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4.4.4 Determinacion de humedad en la fermentacion solida

El peso seco de las muestras fue evaluado por diferencia de peso por gravimetria. Una
muestra de 2 g fue pesada en una balaza de precision Sartorius R160 D. La muestra fue secada
por 24 h a 65 °C. Una vez seca se coloco en un desecador que contiene silicagel. Los resultados
se expresaron por cantidad de s6lido en 100 g de muestra humeda o cantidad de agua en 100 g de
materia humeda y se indic6 como porcentaje de materia seca o porcentaje de humedad,

respectivamente.

4.4.5 Determinacion de la actividad de agua (aw)

La aw se obtuvo tomando una cantidad de muestra de aproximadamente 2 g para ser
medido a través de un equipo AQUALAB cx-2 (LABSEN SCIENTIFIC Co), previamente

calibrado.

Medicion de la actividad de agua.

La actividad de agua de un producto puede ser determinada a partir de la humedad relativa
del aire, cuando el aire y la muestra estan en equilibrio. Por lo que, la muestra debe ser colocada
en un espacio cerrado donde el equilibrio pueda ser alcanzado. Una vez que esto ocurre, la
actividad de agua de la muestra y la humedad relativa del aire serian iguales. La medicion al
alcanzar el equilibrio es llamada humedad relativa en equilibrio o HRE. El Aqualab se baso en la
tecnologia de punto de rocio por condensacion sobre un espejo enfriado. La principal ventaja del
método de punto de rocio por condensacion sobre un espejo es la exactitud, velocidad, facil uso y
precision. El rango del Aqualab fue de 0.030 a 1.00 de ay, con una resoluciéon de +£0.001 a,, y una

exactitud de £0.003 a,,. La medicion del tiempo fue menor de 5 minutos.
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Punto de rocio por condensacion sobre un espejo

En el Aqualab, la muestra fue equilibrada dentro del espacio de una cdmara sellada que
contiene un espejo, un control Optico, un ventilador interno y un control de temperatura
superficial de las muestras mediante infrarrojo. En el equilibrio, la humedad relativa del aire en la
camara fue la misma con la actividad de agua de la muestra. Un Control interno termoeléctrico
(Peltier) controld la temperatura del espejo. Un sensor de reflexion que detectd el punto exacto en
la cual apareci6 la primera condensacion. Un rayo de luz infrarroja que fue dirigido sobre el
espejo y reflejo hacia un fotodetector, el cual detectd el cambio en la reflectancia cuando la
condensacion ocurre sobre el espejo. Una termocupla sujeta al espejo midid exactamente la
temperatura del punto de rocio. El ventilador interno se utiliz6 para la circulacion del aire, el cual
redujo el tiempo de equilibrio del vapor y control6 la conductancia de la capa unida a la
superficie del espejo. Adicionalmente, un sensor termopila (termdémetro infrarrojo) midi6 la
temperatura superficial de la muestra. Ambas temperatura la del punto de rocio y de la muestra
fueron entonces usadas para determinar la actividad de agua. Durante la medicion de la actividad
de agua, el Aqualab repetidamente determin6d la temperatura del punto de rocio hasta el

equilibrio de vapor fue alcanzado.
4.4.6 Determinacion del CO; producido

La actividad respiratoria fue evaluada por la medicion de CO, producido en un
cromatdgrafo de gases (GOW-MAC INSTRUMENT Co, Serie 580), segin lo descrito por
Saucedo-Castafieda y col. (1992).
Analisis de CO;,

Un cromatdgrafo GOW MAC serie 580 dotado de una columna concéntrica ALLTECH

CTR I. La columna externa fue empacada de un soporte que funciona como tamiz molecular de

5 A, mientras que la columna central fue empacada de Poropak, polimero poroso que no retiene

el paso de los gases.
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Las condiciones de operacion del cromatdgrafo fueron las siguientes:

Detector Conductividad térmica
40-45 °C

Inyector 44 °C

Temperatura de horno 40-45 °C

Fase movil Helio

Flujo del eluyente 30 ml/min

Tension del detector 150 mA

Cada gas present6 una conductividad térmica diferente, por tanto fue necesario establecer
una curva de calibracion antes de proceder al andlisis de la medicion de los gases (CO3, Oz, Ny).
Esta columna permite separar los compuestos sefialados en la Tabla 4.1

Tabla 4.1 Separacion de los componentes por la columna ALLTECH

Compuesto Separacion Tiempo de retencion
Aire Porapak 0.38
Dio6xido de carbono Porapak 0.80
Oxigeno y Nitrogeno Tamiz molecular 1.50 2.20

La integracion y el calculo de los porcentajes de los diferentes gases fueron realizados por
el programa CHROMA. Los flujos de aire de las columnas fueron medidos automaticamente
utilizando un flujometro digital ADM 2000 controlado por un programa FLUJO desarrollado por
el Ingeniero Miguel Cadena Charraga, del Departamento de Ingenieria Eléctrica de la UAM-I. El
programa CHROMA funciondé en conjuncién con el programa FLUJO. Este sistema permitio
obtener al mismo tiempo los valores de porcentajes de los diferentes gases y el flujo del aire. Se
pudo por tanto conocer la evolucion de la produccion del CO; al integrarse con los datos del flujo

de aire al pasar por las columnas de fermentacion.
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4.4.7 Determinacion del contenido de C Hy N de la cuticula de S. purpurascens

Una muestra de 0.5 g de materia seca se pulverizo y seco a 60°C durante 48 horas. Se
tomaron muestras entre 1.5 y 2.5 mg para la determinacion de C, H y N en un equipo Perkin

Elmer CHNS/O modelo 2400.

Analizador CHNS-O

El Analizador CHNS-O es un analizador elemental para la determinaciéon simultdnea de la
cantidad (%) de carbono, hidrégeno, nitrdgeno, azufre y oxigeno contenido en materiales
organicos, inorgéanicos y poliméricos. En sustancias de diferente naturaleza y origen por ejemplo:
muestras solidas, liquidas y gaseosas. La técnica utilizada se bas6é en la combustion dindmica

fulgurante

Principios de operacion

La muestra pesada en miligramos cubierta en una capsula de estafio fue colocada en un tubo de
cuarzo a 1020 °C con un flujo constante de helio (gas acarreador). Unos pocos segundos antes de
que la muestra se colocara dentro del tubo de combustion, el flujo fue enriquecido con una
cantidad exacta de oxigeno de alta pureza para alcanzar una fuerte oxidacion ambiental la cual
garantiza una completa combustion/oxidacion aun en sustancias térmicamente resistentes. La
combustion de la mezcla gaseosa fue manejada por medio de una zona de oxidacion catalizada
(WOs3), con una subsecuente area de cobre la cual redujo el 6xido de nitrégeno y el anhidrido
sulfurico (SOs3) eventualmente formados durante la combustion hasta que se obtuvo una
reduccion catalizada a nitrogeno elemental y anhidrido sulfuroso (SO,). Los resultantes cuatro
componentes de la mezcla de combustion fueron registrados con un detector de conductividad
térmica en la secuencia N, CO, H,O y SO,. En el caso del oxigeno que fue analizado
separadamente, la muestra sufrid6 una pirdlisis en una corriente de helio la cual asegur6 una
conversion cuantitativa del oxigeno organico del monoxido de carbono que fue separado sobre

una columna empacada de GC con un tamiz molecular.
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4.4.8 Determinacion de azicares reductores y totales

La determinacion de azucares reductores fue realizada por el método del DNS (Miller,
1959). El poder reductor de los azlicares permite reducir el acido 3-5 dinitrosalicilico en acido 3-
amino-nitrosalicilico en un medio basico. El producto de la reaccion presentd una coloracion

anaranjada con un maximo de absorcién a 575 nm.

La determinacién de azucares totales fue realizada por el método modificado de fenol-
sulfurico (Rao y Pattabiraman, 1989), consistié en la reaccion del H,SO4 con el fenol para la
cuantificacion de hexosas, pentosas y polimeros. Los sacaridos con grupos funcionales aldehidos
o cetonas son deshidratados a derivados furfuranos con el H,SO4 concentrado el cual se condensa

con el fenol para formar un complejo colorido que presentdé un maximo de absorcion a 485 nm.

4.4.9 Proteina total

La determinacion de proteina fue realizada por el método modificado de Lowry (Shakir y

col., 1994), utilizando como estandar albimina serina de bovino (BSA).

4.4.10 Ensayo semicuantitativo de actividad proteolitica

La determinacion de la actividad proteolitica consistente en la formacion de halos de
hidrélisis de caseina se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Harrigan y McCance (1976). Se
prepard una suspension de 1 x 10* conidias mI™' para cada cepa, inoculandose 50 pl en el centro
de las cajas Petri. Se midieron los radios de los halos de actividad enzimatica durante 9 dias de
cultivo y la tasa de formacion de los halos se determind por la pendiente del aumento del radio en

el tiempo.

4.4.11 Actividad proteolitica con azocoll

La actividad proteolitica se determind por el método del azocoll (Chavira y col., 1984). Una

cantidad de 10 mg de azocoll fue suspendido en 1 ml de amortiguador glicina-NaOH 0.2 M (pH
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8.5), se agregd 3.9 ml de agua y 0.1 ml de extracto enzimatico en un matraz Erlenmeyer de 25
ml. Se incubd en agitacion (180 rpm) a 37 °C por 30 min. Una unidad enzimatica (U.E.) se
definié como el cambio de 0.1 unidades de absorbancia por min™ (g de cuticula)”’ ml™ del medio
de cultivo y fue leido a una D.O. de 520 nm. Todos los experimentos se realizaron por triplicado

y se tomaron lecturas de 0 y 30 min.

4.4.12 Ensayo semicuantitativo de actividad quitinolitica

Para la seleccion de cepas productoras de quitinasa se uso la técnica de formacion de halos
en placas de agar de acuerdo al procedimiento de Hankin y Anagnostakis (1975). El sustrato
utilizado fue quitina coloidal, las placas fueron colocadas a 4 °C en la oscuridad durante 2
semanas previo al ensayo y esto resalto el efecto de la formacion del halo, de acuerdo a Jackson y
col. (1985). Se prepar6 una suspension de 1 x 10* conidias mI™' para cada cepa, inoculandose 50
pl en el centro de las cajas Petri. Se midieron los radios de los halos de actividad enzimatica
durante 9 dias de cultivo y la velocidad de formacion de los halos se determind por la pendiente,

del incremento del radio del halo de aclaramiento respecto al tiempo.

4.4.13 Actividad quitinolitica

Para la actividad quitinolitica se modifico el método de Coudron y col. (1984), en lugar de
quitibiosa, se utiliz6 como sustrato p-nitrofenol N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma Chemical
Co). Para el ensayo enzimatico se tomaron 50 pl del extracto enzimatico, se agregaron 150 pl de
agua y 200 pl de amortiguador de citrato-fosfato 0.2 M (pH 5.6) y 200 pl de 1.0 mg ml" del
sustrato. La reaccion fue incubada durante 1 h a 37 °C con una agitacién de 180 rpm. Se detuvo la
reaccion al agregar 1 ml de NaOH 0.02 M. La curva estandar se obtuvo por diluciones de p-
nitrofenol. Una unidad de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para liberar un mmol de p-nitrofenol min™ (g de cuticula)’ ml" del medio de cultivo
bajo condiciones especificas a una D.O. de 400 nm. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado, el blanco contenia 200 pl de agua, 200 pl de amortiguador y 200 pl del sustrato, se

tomaron lecturas intermedias de 0 a 1 h.
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4.4.14 Actividad celulolitica

Para determinar la actividad celulolitica se modifico el método propuesto por Riou y col.
(1991). Donde una alicuota de 20 ul del extracto fueron disueltos en 1 ml de carboximetilcelulosa
(2 mg ml™") con 1 ml de amortiguador de acetatos 0.2 M (pH 6), la reaccion se incubd a 50 °C
durante 30 min. La liberacion de azicares reductores se determindé por el método de 3-5
dinitrosalicilico DNS (Miller, 1959). La reaccién se detuvo al agregar 3 ml del reactivo de DNS.
Una unidad de actividad enzimadtica fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
producir un umol de glucosa min™ (g cuticula)” ml" del medio de cultivo a una absorbancia de

528 nm. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

4.5 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido es un método reciente que permitio la observacion
de la estructura superficial de una muestra. En la MEB un haz de electrones bombarded al
espécimen. Con estos electrones se escanea la superficie de la muestra provocando que
electrones secundarios y otras particulas sean liberados con varios angulos produciendo una
imagen tridimensional de la muestra. La imagen estaba compuesta de lineas similares a las
emitidas en un televisor, que son transferidas a un tubo de rayos catodicos. Las imagenes

producidas por MEB presentaban una excelente resolucion.

Obtencion de las muestras

La MEB permitiéo observar la penetracion del hongo sobre la cuticula y confirmar si el
hongo crece sobre la cuticula. En la MEB, se tomaron muestras de 3 mm de espesor. Las
muestras seleccionadas se tomaron por duplicado a las 24 y 96 horas del cultivo so6lido. Las
muestras del cultivo solido fueron fijadas con la técnica de glutaraldehido y osmio, deshidratadas

y recubiertas como describi6 Sarhy-Bagnon y col. (2000).
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Fijacion con glutaraldehido

Para evitar toda deformacion de la estructura de la muestra por la deshidratacion posterior,
fue necesario preservar las células estabilizando la estructura de sus proteinas. El glutaraldehido
es un reactivo bifuncional que posee la propiedad de penetrar facilmente el material y preservar

las estructuras proteicas.

El material biolégico, de un tamafio maximo de 4 x 4 mm fue colocado en un frasco de
vidrio. El fijador fue agregado en una proporcion de 20 voliimenes de la muestra (2 a 3 ml). La
composicion del fijador fue la siguiente: glutaraldehido 3 a 6 % en una solucion amortiguadora
de fosfatos 0.02 M a pH 7.2. La temperatura de fijacion fue de 4 °C. El tiempo de fijacion
establecido fue de 6 a 12 horas. Las muestras fueron posteriormente lavadas 4 o 5 veces con la

solucion amortiguadora.

Fijacion con el osmio

La segunda fijacién se realizd con una preparacion de osmio al 2 % en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.02 M a pH 7.2. El osmio es un fijador de lipidos. El fijador fue
agregado a la muestra a razén de 10 a 20 veces al volumen de la muestra (2 a 4 ml). El tiempo de
fijacion fue de 2 a 2 horas a 4 °C. Posteriormente, la muestra fue lavada tres veces con la

solucion amortiguadora.

Deshidratacion

Las muestras fueron transferidas a una serie de bafios de alcohol con las siguientes
concentraciones: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 % y finalmente en alcohol absoluto. En cada
concentracion se realizaron tres lavados de 10 minutos. Después, la muestra fue introducida
dentro de un aparato de deshidratacion por el método del punto critico. La deshidratacion
consisti6 en reemplazar el alcohol por CO; liquido y llevar el CO; al punto critico (36.1 °C, 1070
Ib/pg?) el cual fue transformado en gas. E1 CO, fue eliminado muy lentamente y reemplazado por
el aire. Todos los espacios de la muestra ocupados por el liquido fueron asi reemplazados por el

vacio. La forma y la estructura de la muestra fueron conservadas de esta manera.
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Montaje

Una vez seca, la muestra fue montada sobre un soporte de aluminio especifico compatible

para la evaporadora de carbono y oro para su observacion en el microscopio de barrido.

Recubrimiento de carbono y de oro

El objetivo de recubrir la muestra con una capa de carbono y de oro fue permitir la
conductibilidad y la recuperacion de los electrones secundarios, retrodispersos y otras emisiones
cuando las muestras fueron sometidas a un flujo de electrones del MEB. El recubrimiento se
realizd bajo una atmosfera de argon. La muestra recubierta fue conservada en un desecador de

vidrio para su observacion en MEB.

Observaciones

El microscopio electronico de barrido utilizado fue del tipo: CARL ZEISS DSM 940A.
Los andlisis se realizaron gracias a la colaboracion de la Dra. Patricia Castillo Ocampo de la

UAM Iztapalapa.

Fue recomendable comenzar la observacion de la muestra con un voltaje de 4/5 kV e ir
aumentando el voltaje lentamente para obtener una mejor resolucion. En el MEB, en cada
observacion, la muestra fue sometida a un flujo de electrones que modificarian su estructura. Por
lo que fue necesario iniciar con un bajo voltaje para no tener el riesgo de perder la muestra. Las

fotos obtenidas fueron digitalizadas y tratadas por un programa de tratamiento de imagenes.

4.6 Expresion de los resultados

4.6.1 Analisis de gases

El andlisis de los gases de salida de las columnas de fermentacion y la expresion
automatica de los resultados obtenidos por el programa CHROMA permiti6 obtener una medida
en linea del contenido de CO; y de O, (expresado en fraccidn volumétrica). La tasa instantdnea
(derivada) de la produccion o del consumo de gases fue calculada considerando el flujo medido

por el flujometro digital dirigido por el programa FLUJO. Las diferencias resultantes permitieron
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determinar la produccion o el consumo global de los gases (integracion). Los resultados fueron

expresados en base a la materia seca inicial de acuerdo con la ecuacion:

dCO: o dO2 (CO2002) xFlujo x60xaxb
dt dt Peso inicial x % MSI

donde:

dCO,/dt o dO,/dt = contenido del gas en el aire (mg CO, /h g MSI )
Flujo = flujo del aire (ml/min)

a = factor para pasar de ml de gas a moles, con la féormula:

L P 07697368
RxT 0.08206 x (T +273)

T = temperatura de trabajo (°C)

b = peso molecular de CO; o de O,

Peso inicial = peso himedo del contenido de la columna ( g )

% MSI = materia seca inicial ( % )

La acumulacion o el consumo total de los gases fueron calculados al integrar los datos de la tasa

de consumo por la regla del trapecio.
4.6.2 Resultados de las actividades enzimaticas

Para la determinacion de las actividades enzimaticas en FMS y que permitieron tener una
base de comparacion con la FL, los resultados se expresaron respecto a la cantidad de cuticula
utilizada y el volumen del medio empleado en los dos sistemas de cultivo.

4.6.2.1 Actividad proteolitica

Para la determinacion de la actividad proteolitica en el cultivo s6lido se utilizoé la

ecuacion:
A D . . . .
UE.= abs x Aabs x Dxdx Vi _ cambio 0.1 unidades de abs min™ g cuticula™ ml™” medio
T x cuticula x V2
donde:
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abs = absorbancia a una D.O. de 520 nm.

Aabs = cambio de absorbancia de 0.1.

D = dilucién de la muestra reactiva (1:50).

d = dilucién de la MH en agua (aprox. 1:1.742).

V| = volumen del extracto crudo después del prensado (aprox. 40.7 ml).
T = tiempo de incubacion (30 min).

cuticula = cantidad utilizada para la columna (1.575 g).

V; = volumen del medio utilizado (26 ml).

Para la determinacién de la actividad proteolitica en el cultivo liquido se utiliz6 la

ecuacion:

A D ) ) . .
U.E.= abs x Aabs x DX Vi _ cambio 01 unidades de abs min™ g cuticula™ ml™ medio
T x cuticula x V>

donde:

abs = absorbancia a una D.O. de 520 nm.

Aabs = Cambio de absorbancia de 0.1.

D = dilucién de la muestra reactiva (1:50).

V| = volumen del sobrenadante (40 ml)

T = tiempo de incubacion (30 min).

cuticula = cantidad utilizada en el cultivo (0.8 g).

V; = volumen del medio utilizado (40 ml).

4.6.2.2 Actividad quitinolitica

Para el cultivo so6lido la actividad quitinolitica se determiné como se muestra:

concentracion p - nitrofenol x D x d x Vi
T x PM x cuticula x V2

UE.= =mmol p - nitrofenol min™' g de cuticula™ ml™ medio

donde:

p-nitrofenol = concentracion equivalente de p-nitrofenol de la curva estandar (mg).
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D = dilucién de la mezcla reactiva (1:32)

d = dilucién de la MH en agua (aprox. 1:1.742).

V| = volumen del extracto crudo después del prensado (aprox. 40.7 ml).
T = tiempo de incubacion (60 min).

PM = peso molecular del p-nitrofenol (139.1 mg / mmol)

cuticula = cantidad utilizada para la columna (1.575 g).

V; = volumen del medio utilizado (26 ml).

Para el cultivo liquido la actividad quitinolitica se determind como se muestra:

concentracion p - nitrofenol x D x Vi
T x PM x cuticula x V2

UE.= = mmol p - nitrofenol min" g de cuticula™ ml™ medio

donde:

p-nitrofenol = concentracion equivalente de p-nitrofenol de la curva estandar (mg).
D = dilucién de la mezcla reactiva (1:32).

V = volumen del extracto crudo después del prensado (aprox. 40.7 ml).

T = tiempo de incubacion (60 min).

PM = peso molecular del p-nitrofenol (139.1 mg/mmol)

cuticula = Cantidad utilizada para el cultivo (0.8 g).

V, = volumen del medio utilizado (40 ml).
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Criterios de seleccion de cepas para fermentacion en medio solido

CAPITULO 5. CRITERIOS DE SELECCION DE CEPAS DE Lecanicillium (Verticillium)
lecanii PARA SU CRECIMIENTO EN FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

En este capitulo se establecen los criterios para seleccionar cepas de Lecancillium
(Verticillium) lecanii para su cultivo en el sistema de fermentacion s6lida propuesto. Los criterios
propuestos fueron los siguientes: a) Crecimiento a baja aw, basado en el hecho que la
fermentacion solida es un sistema que por definicidn no contiene agua libre y que el desarrollo
del microorganismo depende de su adaptabilidad a un sistema de baja aw. b) Formacion de halos
de hidrdlisis de caseina y de quitina en caja Petri, como un indicador de cepas que presentan altas
actividades hidroliticas orientadas a la degradaciéon de caseina y de quitina coloidal. c)
Produccion de CO, como medida de la actividad metabdlica del hongo resultado de consumir la
cuticula del insecto como fuente de C y N. d) Las actividades enzimaticas de los sistemas
proteoliticos y quitinoliticos que se obtienen a partir de la induccion de las enzimas degradadoras
de la cuticula. Al término de este capitulo se hace una comparacion de las actividades

enzimaticas de cada cepa al utilizar los tipos de fermentacion sélida y liquida.

5.1 Crecimiento a bajas aw

Es importante evaluar la capacidad de los hongos empleados en el control biologico, para
crecer a bajas aw, pues sus conidios pueden ser inefectivos si son incapaces de germinar cuando
la disponibilidad de agua es baja (Jackson y col., 1985). Por tanto, resulta interesante estudiar el
efecto de la aw en el crecimiento. En la Tabla 5.1 se muestra el efecto de la aw en la produccion
de biomasa de las cuatro cepas estudiadas. A una aw de 0.997, la biomasa producida en las cuatro
cepas de L. lecanii en caja Petri no presentan diferencia significativa, alcanzando valores
cercanos a 2.5 mg cm™, después de 10 dias de crecimiento. Sin embargo al disminuir la ay a
valores de 0.978, empieza a diferenciarse la biomasa generada por los hongos, manteniéndose los
niveles de biomasa formada para las dos cepas ATCC, pero en el caso de las cepas UDLA y
COLEP la biomasa formada disminuy6 en 78 y 67 %, respectivamente. Para una aw de 0.957,
presentan diferencias significativas en la biomasa formada, las cepas UDLA y ATCC 26854
alcanzaron una biomasa del orden de 1 mg cm™, mientras que la cepa ATCC 46578 y COLEP
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. . 2 .
apenas alcanzaron una biomasa superior a 0.5 mg cm™. Todas las cepas detuvieron su

crecimiento en los cuatro dias restantes. Ninguna cepa creci6é con una ay de 0.93.

Tabla 5.1 Efecto de la ay sobre la produccion de biomasa [mg cm™ ] de las cuatro cepas de V. lecanii cultivadas en

caja Petri después de 10 dias de cultivo.

CEPAS
aw ATCC 26854 ATCC 46578 UDLA COLEP
0.997 242+0.14 2.51+£0.13 248 +0.1 2.54+0.1
0.978 248 +£0.07 248 +0.12 1.94+0.19 1.68+0.14
0.957 0.97+0.04 0.48£0.1 1.02 £0.06 0.502 £0.08
0.93 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. No se detecto crecimiento

El crecimiento de L. lecanii decrece progresivamente al disminuir la aw a valores menores
de 0.957. Estos resultados son similares a lo reportado por Gillespie y Crawford (1986) para B.
bassiana, M. anisopliae y P. farinosus al reducir la disponibilidad de agua a valores menores
0.970 de aw. La aw es un criterio de evaluacion para el cultivo solido debido a que simula un
microambiente con bajo contenido de agua (Raimbault y Alazard 1980). Siendo las cepas ATCC

26854 y UDLA las que presentaron la mejor produccion de biomasa a bajas aw.
5.2 Actividad enzimatica semicuantitativa (Halos de hidrdlisis)

Las altas actividades proteoliticas y quitinoliticas son caracteristicas de las cepas
infectivas, asi se desarrolldé una prueba semicuantitativa de dichas actividades enzimaticas en las

cepas de hongos entomopatégenos estudiadas. Dichas actividades se determinaron por la tasa de

formacion de halos, técnica usada generalmente para seleccionar cepas infectivas.
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Radio (cm)

Tiempo (dias)

Figura 5.1 Formacion de halos de caseina de diferentes cepas de L. lecanii, durante un cultivo en caja Petri. (H)
UDLA; (O) ATCC 26854; (A) ATCC 46578, (¢) COLEP.

La Figura 5.1 muestra las cinéticas de formaciéon de halos debido a la actividad
proteolitica en el medio que contiene caseina durante un crecimiento de 9 dias en caja Petri. Las
cepas UDLA y ATCC 26854 presentaron los mayores halos de actividad enzimatica con una tasa
de formacion de los halos de 0.35 y 0.32 cm dia™, respectivamente. Mientras que la cepa ATCC
46578 tuvo una tasa de formacion de halos de 0.29 cm dia™ y por ltimo la cepa COLEP presento
la tasa de formacion de halos mas baja de 0.25 cm dia”. La Figura 5.2 muestra el halo de

hidrolisis de caseina debido a la actividad proteolitica.

Hidrélisis de caseina

ATCC 46578

Figura 5.2 Formacion del halo de caseina de la cepa de L. lecanii ATCC 46578.
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Radio (cm)

Tiempo (dias)

Figura 5.3 Formacion de halos de quitina de diferentes cepas de L. lecanii, durante un cultivo en caja Petri. (H)
UDLA; (O) ATCC 26854; (A) ATCC 46578, (¢) COLEP.

La Figura 5.3 presenta las cinéticas de formacion de halos de la actividad quitinolitica,
que son comparativamente menores a los obtenidos en los halos de caseina, debido a que el
medio que contiene quitina coloidal es pobre en nutrientes. Igualmente, las cepas UDLA y ATCC
26854 presentan las mejores tasa de formacion de halos de 0.22 y 0.20 cm dia™, respectivamente.
Para la cepa ATCC 46578 la tasa fue de 0.15 cm dia™ y para la cepa COLEP fue de 0.13 cm dia™.
Debido a que la expresion de altas actividades quitinoliticas esta asociada a la virulencia de las
cepas (Jackson y col., 1985), aparentemente si se emplearan estas determinaciones de actividades

enzimaticas para evaluar una cepa, la cepa UDLA tendria las mejores caracteristicas.

Figura 5.4 Formacion del halo de hidroélisis de quitina de la cepa de L. lecanii ATCC 46578.
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La Figura 5.4 muestra los halos de hidrdlisis de quitina ensayados en caja Petri. Por tanto
se continud estudiando las cepas UDLA, ATCC 26854 y 46578. En cuanto a la cepa COLEP,
obtenida de un aislado de Tabasco, Mex. tuvo los halos de actividad enzimatica menores y un
menor crecimiento a bajas aw. Ademds, en un ensayo preliminmar de crecimiento en Agar
utilizando como sustrato cuticula de S. purpurascens en caja Petri, no se observd germinacion, ni

crecimiento de la cepa COLEP, por lo que fue descartada para estudios posteriores.

5.3 Estimacion del crecimiento por la evolucion del CO; en FMS

Una manera de conocer el estado fisiologico de un cultivo sélido, es a través del monitoreo
en linea del CO; producido, que permite identificar las diferentes fases del crecimiento. La Figura
5.5 muestra los perfiles de la tasa de produccion de CO, de las tres cepas con mayor potencial
infectivo sobre un medio que contiene como unica fuente de carbono cuticula de S. purpurascens,

saltamontes comun.

Tiempo (h)

Figura 5.5 Evolucion de la tasa de produccion de CO, de tres cepas de L. lecanii cultivadas sobre cuticula de S.

purpurancens. ATCC 26854, ( == == ==): ATCC 46578: ( ™=====); UDLA,( — ).

La cepa ATCC 26854 alcanz6 una tasa maxima de produccion de 2.3 mg de CO, h' (g
MSI)", a las 30 horas de cultivo, mientras que la cepa ATCC 46578 fue 18 % menor con una tasa
méxima de produccion de 1.9 mg de CO, h™' (g MSI)™ a las 35 horas de cultivo. En el caso de la
cepa UDLA alcanzé valores de 2.3 mg CO, h”' (g MSI)" semejantes a la cepa 26854, pero hasta

las 46 horas de cultivo. Se observa que al término del cultivo los niveles de la tasa de produccion
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para las tres cepas se mantienen constantes alrededor de 0.9 mg CO, h™" (g MSI)™. La produccion
de CO,, permite suponer que el hongo utiliz6 la cuticula como fuente de carbono. No se detecto
actividad celulolitica y el bagazo de cafia simplemente sirvid de soporte. Proponemos que el CO,
producido sea un criterio adecuado para seleccionar la cepa con mayor virulencia que degrade la
cuticula en el menor tiempo, ya que factores ambientales como la luz ultravioleta y la baja
humedad relativa afectan a los conidios disminuyendo su viabilidad. Por lo tanto, la cepa ATCC
26854 resultd la que presentd la mayor tasa de produccion en el tiempo mas corto, aunque la cepa
UDLA tuvo similar producciéon de CO, su maxima tasa se alcanz6 16 horas después,
observandose una meseta posiblemente debido a la dificultad de degradar la cuticula. En cuanto a
la cepa ATCC 46578 la produccion de CO, fue comparativamente menor. Al comparar la
produccion total de CO, debido al consumo de la cuticula como fuente de carbono, después de 6
dias de cultivo, se observo que la produccion que alcanzo6 fue aproximadamente de 133 mg CO,
(g MSI)"! para todas las cepas sin existir diferencia significativa. Aunque la diferencia fue visible

entre las 20 y 65 horas de cultivo, como se muestra en la Figura 5.6.

160 T
140 +

120 +
100 +
80 T
60 +

CO2 (mg /g MSI)

<4— UDLA
ATCC 46578

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 5.6 Produccion acumulada de CO, de tres cepas de L. lecanii cultivadas sobre cuticula de S. purpurascens.

ATCC 26854, (® ) ; ATCC 46578: (¢ ); UDLA, ( A ).

Los perfiles de produccion de CO, correspondientes a las cepas ATCC 26854 y 46578
aparentemente son similares y no es observable las diferencias que se muestran en las tasas de
produccion de CO,, como se demostro en la Figura 5.5. Respecto al perfil correspondiente a la

cepa UDLA en las primeras horas del cultivo se presentdé una menor produccion de CO, y a partir
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de las 75 horas se observé un aumento en el CO;, producido hasta llegar a ser similar a las otras
cepas. Cabe mencionar que a pesar de que S. purpurascens no es un hospedero habitual de L.
lecanii, las esporas se adhirieron y germinaron debido posiblemente a las interacciones
hidrofobicas no especificas (Jeffs y Khachatourians 1997) y posiblemente esto sea la causa del
retardo del crecimiento de la cepa UDLA. Finalmente, la cepa que present6 el mejor crecimiento

aparente en el cultivo solido fue la cepa ATCC 26854.

Las diferencias mostradas respecto a la actividad enzimaticas entre las cepas ATCC 26854
y UDLA, podrian explicar los perfiles observados en la Figura 5.5 y 5.6. Las microfibrillas de
quitina estan localizadas dentro de una estructura proteica, haciendo que sea esencial la presencia
de proteasas para permitir la completa degradacion de la quitina (Jackson y col., 1985). Aun
cuando la cepa UDLA present6 una actividad quitinolitica alta, la degradacion de la cuticula de S.

purpurascens fue mas lenta.

5.4 Analisis de las actividades enzimaticas en fermentacion liquida y en fermentacion solida

Un criterio de seleccion en el presente estudio estaria basado en altas actividades
proteoliticas y quitinoliticas, pero la produccion de las enzimas difiere en cada cepa de acuerdo al
tipo de fermentacion que se utilice, siendo los principales la fermentacion liquida (FL) y la
fermentacion solida (FS), y por tanto consideramos necesario hacer la comparacion de las
actividades enzimaticas de los dos sistemas de cultivo para identificar la cepa mejor adaptada al

cultivo solido.

La Tabla 5.2 muestra las actividades enzimadticas para las tres cepas de L. lecanii en los dos
sistemas de cultivo. En todos los casos la actividad proteolitica fue mas baja en FL. Estas
actividades comparativamente a la FS fueron 66, 35 y 92 % mas bajas para la actividad
proteolitica en las cepas ATCC 26854, ATCC 46578 y UDLA, respectivamente. Para la actividad
quitinolitica, las actividades en FL fueron 40 y 23 % mas bajas respecto a la FS en las cepas
ATCC 26854 y UDLA, respectivamente. La cepa ATCC 46578 present6 los niveles mas altos de
las actividades enzimaticas al probarse en FL, principalmente referente a la actividad quitinolitica

que se incremento tres veces mas que en FS.
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Tabla 5.2 Actividades enzimaticas obtenidas en FS y FL para las cepas de L. lecanii después de 4 dias de cultivo.

Cepas Actividades enzimaticas (U.E.)
Fermentacion solida Fermentacion liquida
Proteolitica * Quitinolitica ° Proteolitica * Quitinolitica °
ATCC 26854 339+24 374+1.7 11.5+£0.7 222437
ATCC 46578 17.8£2.2 13.5£1.1 11.5£0.2 474+23
UDLA 14.9£0.1 46.2 £ 1.1 1.2+0.14 353+1.8

a

(U.E.) El cambio de 0.1 de absorbancia por min™ (g cuticula)" (ml medio de cultivo)”
® (U.E.) mmol de p-nitrophenol min™ (g cuticula)” (ml medio de cultivo)”

La adaptabilidad de cada cepa respecto al sistema de cultivo, podria explicar las diferencias

mostradas en las actividades enzimaticas para las cepas 26854 y 46578.

Respecto a los resultados que nos interesan tocantes a la FS, la cepa ATCC 26854 presento
los valores de actividad proteolitica més alta, ésta fue cerca del doble de la obtenida en las otras
cepas. Acerca de la actividad quitinolitica, la cepa UDLA present6 los valores mas altos de
actividad enzimatica siendo 1.2 y 3.4 veces superior en relacion a las cepas ATCC 26854 y
46578, respectivamente. El pH final del cultivo se incrementd en todos los casos como resultado
de la actividad proteolitica con la liberacion de grupos aminos. Al final del cultivo sélido, los
valores de proteina total fueron similares en todas las cepas siendo alrededor de 10 mg ml”. Los

valores de aw al final de la fermentacion fueron cercanos a 0.99 para todas las cepas.

5.5 Conclusiones

Los presentes resultados indican diferentes niveles de actividad proteolitica en cada cepa
cuando se realizaron los ensayos de hidrolisis de caseina o de hidrolisis del azocoll en el cultivo
solido. La cepa UDLA present6 la tasa de formacion de halos de caseina mas alta, pero la mas
baja actividad proteolitica al degradar la cuticula S. purpurascens en el cultivo sélido. Siendo la
caseina y la cuticula quimicamente diferentes en su estructura, la utilizacion de sustratos
complejos tales como la cuticula del chapulin estaria simulando un ambiente mas cercano al

sistema natural de infeccion que utiliza el hongo y el modelo experimental propuesto seria
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adecuado para seleccionar cepas mas infectivas. Por tanto, la cepa ATCC 26854 presento la
mayor actividad proteolitica y una actividad quitinolitica ligeramente menor a la presentada por
la cepa UDLA. La cepa ATCC 26854 present6 la mejor adaptacion al cultivo sélido, como se

mostro por la tasa de produccion de COs.

Cuando se consideran simultdneamente los siguientes criterios: crecimiento a baja aw,
produccion de CO; y actividades enzimaticas, la mejor cepa adaptada para expresar los sistemas
enzimaticos de proteasas y quitinasas en FS seria la ATCC 26854. Por otra parte, en FL la cepa
que mostraria los mejores titulos en ambas actividades seria la ATCC 46578. En cuanto a la cepa
UDLA, se observé una buena actividad quitinolitica y una pobre actividad proteolitica en FS. Es
importante sefialar que ambas actividades deben estar presentes para seleccionar a una cepa
virulenta. La comparacion entre los dos tipos de fermentacién y los criterios de seleccion
seflalados anteriormente permitirian la identificacion de la cepa que potencialmente sea la mas
adecuada para la FS (Shankaranand y col., 1992). Asi la cepa ATCC 26854 fue seleccionada para
los estudios posteriores relacionados con el mecanismo de patogenicidad del hongo

entomopatogeno.
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Cinética de degradacion de la cuticula en fermentacion solida

CAPITULO 6. CINETICA DE LA DEGRADACION ENZIMATICA DE LA CUTICULA
DE Sphenarium purpurascens POR Lecanicillium (Verticillium) lecanii EN

FERMENTACION SOLIDA

Los hongos entomopatdgenos producen un conjunto de enzimas extracelulares que se
utilizan para degradar la cuticula del insecto, asi es importante estudiar el momento en que se
expresan dichas enzimas en cultivo s6lido. En este capitulo se relacionan las actividades de
ambos sistemas enzimaticos proteasas y quitinasas con la produccion de CO; en el transcurso de
la fermentacidn como resultado de la utilizacién de la cuticula. Por otra parte, se pone de
manifiesto el efecto que tiene la presencia de una fuente de carbono de facil asimilacion en la
regulacién y expresion de ambos sistemas enzimaticos. En los hongos entomopatogenos la
regulacion de los genes es compleja y usualmente involucra una combinaciéon de procesos de
induccion por el sustrato y de represion por carbono y nitrégeno (St. Leger, 1993). En el hongo
entomopatogeno M. anisopliae se ha demostrado que la expresion de las actividades enzimaticas
depende de las condiciones ambientales como el pH. Por lo que en este trabajo se estudio la
expresion de los dos sistemas enzimaticos en L. lecanii, y la producciéon de CO,, bajo dos
diferentes condiciones de pH inicial y la presencia de sacarosa. Se obtienen los pardmetros
cinéticos del crecimiento del hongo y de las actividades enzimdticas para cada una de las
condiciones estudiadas. Dentro del capitulo se muestran las cinéticas correspondientes al
consumo de sacarosa, al pH, a la aw y al porcentaje de humedad en el transcurso de la

fermentacion.

6.1 Desarrollo del sistema de cultivo solido

Para el estudio de parte del proceso infectivo del hongo entomopatégeno Lecanicillium
(Verticillium) lecanii, se propuso un sistema de cultivo so6lido que consistiéo en una columna con
aireacion forzada, con entrada de un flujo de aire en condiciones controladas de humedad y
temperatura; dentro de la columna se produjeron biomasa y metabolitos, entre ellos las enzimas

estudiadas que fueron inducidas al crecer el hongo sobre la cuticula.
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La generacion de calor metabdlico se disipard por transferencia de calor radial y axial
(Sangsurasak P y Mitchell D.A., 1998). La temperatura fue controlada con un bafio de agua, la
medicion del CO;, producido por el microorganismo, permitid6 medir de manera indirecta el
crecimiento del hongo entomopatdgeno sobre la cuticula de S. purpurascens, como se muestra en

la Figura 6.1.
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Figura 6.1 Diagrama de la columna de aireacion forzada, representada por un cilindro.
El crecimiento del hongo entomopatdgeno sobre el sustrato complejo (cuticula) se evalud
por el CO; y las actividades enzimaticas. En el modelo experimental se incluyd cuticula como
inductor de enzimas, y una solucion de sales minerales impregnada en bagazo de cana.

Dentro del sistema propuesto se asumi6 que:

e El CO; medido correspondi6 a la actividad metabodlica del hongo, por tanto se consideré que

la tasa del CO, producido es una medida indirecta de la biomasa formada.

e Los pardmetros cinéticos del crecimiento del hongo fueron ajustados a partir de la integracion

de los valores experimentales de dCO,/dt, utilizandose la ecuacion de Gompertz:

65



Cinética de degradacion de la cuticula en fermentacion solida

En forma diferencial;

402 o [CO“XJ (6.1)
dt CO 2
En forma integrada
CO 2=CO 2mx exp [-bexp (-ut)] (6.2)

La tasa de las actividades enzimdticas de proteasas y quitinasas fueron descritas

empiricamente por la ecuacion de Gompertz

Usando la forma integral

e=exp[(-bexp(-kt)] (6.3)

El ajuste del modelo se llevo a cabo por el método de los minimos cuadrados resuelto por el
algoritmo de Newton de Solver en Excel 2000 y calculado con un intervalo de confianza del

95 %.

., . ., 2 . .
e La regresion fue evaluada con el coeficiente de regresion r” con una prueba de diferencia

absoluta promedio.

6.2 Efecto de la sacarosa en la evolucion del CO,

Una vez seleccionada la cepa que presentd la mejor adaptacion al cultivo solido se estudio

el efecto que tiene la adicion de una fuente de carbono facilmente asimilable al medio de cultivo

propuesto para el crecimiento del hongo.

Los resultados se muestran en la Figura 6.2 con los perfiles de la tasa de produccion de CO,

de la cepa ATCC 26854 durante un cultivo de 7 dias. Se evaluaron tres medios de cultivo que

contenian; cuticula (6%), cuticula (6%) adicionada de sacarosa (1%) y sacarosa (1%) como

control.
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Figura 6.2. Evolucion de la tasa de produccion de CO, de la cepa ATCC 26854 de L. lecanii cultivado en tres tipos
de medios: Cuticula 6 % (

(— )

); Cuticula 6 % y sacarosa 1 %: ( == == == =); Sacarosa 1 %, como control

El perfil de evolucion del CO; del medio que contiene sacarosa alcanz6 una maxima tasa de
produccion de CO, de 0.9 mg h™' (g MSI)™ a las 20 horas de cultivo, mientras, que el medio con
cuticula produjo un perfil con niveles de 1.8 mg CO, h™' (g MSI)™ a las 42 horas de cultivo. El
medio que contiene cuticula y que se le adicion6 sacarosa produjo un perfil que alcanzé 2.7 mg
CO, b’ (g MSI)"! a las 36 horas. La adicién de sacarosa incrementd aproximadamente un 50 % la
tasa de produccion de CO, en un menor tiempo de cultivo respecto al medio que contenia solo
cuticula. El perfil de CO, correspondiente al medio con cuticula muestra una meseta en el
intervalo de 34 a 58 horas de cultivo, alcanzando su maxima produccion después de las 40 horas
de cultivo A partir de las 50 horas los perfiles de los dos medios son similares. El perfil de CO,
correspondiente al medio con sacarosa cae rapidamente después de las 24 horas y al no detectarse
actividad celulolitica se confirmé que el hongo no utilizé el bagazo de cana como fuente de
carbono, lo que apoya la idea de que solo tiene la funcion de ser soporte para su crecimiento
dentro del cultivo sélido. Resultados similares obtuvieron St Leger y col (1997) al no detectar
actividad celulolitica en L. lecanii al crecerlo en un cultivo liquido. La esporulaciéon comienza
aproximadamente a partir de las 96 horas de cultivo y alcanza su maximo a los 10 dias, en ambos

casos, semejantes a los resultados que obtuvieron Dorta y Arcas (1998) con M. anisopliae.
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Los perfiles de las tasas de produccion de CO; en el cultivo sélido, en los casos en que se
usa 0 no sacarosa, muestran diferencias cuando se utilizan sustratos de facil asimilacion y
complejos. Cabe senalar que el CO; producido midi6 indirectamente la biomasa formada y en la
etapa del crecimiento exponencial la adicion de sacarosa acelera la tasa de crecimiento, esto se ve
reflejado en el pico de CO;, generado, en cambio en el sustrato complejo la habilidad del hongo
para utilizarlo es mas dificil, lo que se ve reflejado en el bajo perfil de CO,. En ambos casos se
observaron que los perfiles presentaron tres fases, una inicial con el aumento de la tasa de
produccion de CO,, que podriamos suponer una asociacion del crecimiento con la respiracion,
una intermedia con la desaceleracion de la tasa de CO, y una final con la que la tasa de

produccion de CO; se produce asociado al mantenimiento.

6.3 Efecto del pH inicial y la sacarosa sobre la tasa de produccion de CO; y las actividades

enzimaticas

El pH ambiental es determinante en la produccion de las enzimas que secreta M. anisopliae
para degradar la cuticula (St Leger y col., 1998). En este trabajo se estimé pertinente estudiar el
efecto del pH y la presencia de otra fuente de carbono sobre la expresion de la actividad
proteolitica y quitinolitica del hongo L. lecanii. Las condiciones estudiadas en el medio de cultivo
fueron: medio con cuticula (6%) adicionado o no de sacarosa (1%) ensayadas a pH inicial de 4 y
6.

6.3.1 Cultivo solido a pH 6

Cultivo con cuticula y sacarosa

Los resultados de la Figura 6.3 corresponden a un pH inicial de 6, donde se muestran los
perfiles de tasa de produccion de CO; junto con las actividades proteoliticas y quitinoliticas del
medio de cultivo que contiene cuticula y sacarosa. La maxima tasa producciéon de CO, se
presenta a las 35 horas, que corresponde a 3 mg de CO, h™' (g MSI)". La actividad proteolitica se
detectd a partir de las 31 horas y alcanz6 su nivel maximo de actividad aproximadamente a las 51

horas de cultivo. La actividad enzimatica se mantuvo en valores cercanos a las 35 U.E. durante el
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resto del cultivo. Respecto a la actividad quitinolitica, la actividad se detectd a partir de las 23
horas del cultivo, se observo que la actividad se increment6 en forma desfasada del perfil de CO,,

alcanzando su maxima actividad de 104 U.E. a las 90 horas de cultivo.

Cabe indicar que la actividad quitinasa se observa durante el resto del cultivo, a pesar de la
presencia de las proteasas esta es una caracteristica deseable, debido a que la accidon conjunta de
ambos tipos de enzimas para degradar la cuticula. El perfil de la actividad proteolitica se presenta
desfasada del perfil correspondiente a la tasa de produccion de CO,. Esto es debido al posible
efecto de la sal de amonio y a la presencia de la sacarosa que ocasiona que el hongo no utilice a la

cuticula como nutriente en una primera etapa y afecte el tiempo en que se exprese la actividad

proteolitica.
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Figura 6.3 Evolucion del CO, y las actividades enzimaticas de L. lecanii ATCC 26854 a un pH inicial de 6, en un
medio que contiene cuticula 6 % y sacarosa 1 %: Tasa de produccion de CO, ( ); actividad proteolitica

( m ); actividad quitinolitica/10 ( A ).
Cultivo con cuticula

Al utilizar un medio de cultivo que contiene cuticula de S. purpurascens como tnica fuente
de carbono, como se muestra en la Figura 6.4. La tasa de produccion de CO; disminuye un 60 %

respecto al anterior, alcanzando una tasa de 1.8 mg de CO, h™' (g MSI)" a las 37 horas de cultivo.
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Se observa que el perfil correspondiente a la tasa de produccion de CO; se encuentra
asociado al incremento de las dos actividades enzimaticas. Se detectd actividad proteolitica desde
las 22 horas del cultivo, alcanzandose su maxima actividad enzimatica a las 55 horas de cultivo.
Posteriormente la actividad proteolitica fue constante durante el resto del cultivo con valores
cercanos a 35 U.E., semejante a los obtenidos en el medio de cultivo que contiene cuticula y
sacarosa. Aunque la diferencia fue respecto al tiempo de fermentacion en que se detectd la
actividad proteolitica, pues en el medio que contiene cuticula se presentd 9 horas antes, que en el
caso anterior, debido posiblemente a que la presencia de glucosamina regul6 la expresion de la

proteasas extracelulares (Bidochka y Khachatourians, 1988).
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Figura 6.4 Evolucion del CO, y las actividades enzimaticas de L. lecanii ATCC 26854 a un pH inicial de 6, en un

medio que contiene cuticula 6 %: Tasa de produccion de CO, ( ); actividad proteolitica ( W ); actividad

quitinolitica/10 ( A ).

Es interesante observar que el hongo utiliza a la cuticula como unica fuente de carbono,
como se muestra en la Figura 6.4. Desde los primeros tiempos de fermentacion se detecta
actividad quitinolitica y su maxima expresion de actividad fue de 169 U.E. a las 43 horas de
cultivo; y que correspondié también a la méxima tasa de produccion de CO,. Manteniéndose la
actividad quitinolitica durante el resto del cultivo. La actividad quitinolitica fue 1.6 veces mayor
a la obtenida en el medio de cultivo de cuticula y sacarosa. La cuticula del insecto fue la principal

fuente de carbono y de nitrégeno del hongo y la produccion de CO; corresponde al consumo de la
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cuticula por el hongo, esto nos permite suponer que el momento del inicio del proceso infectivo
con la consecuente produccion de las enzimas corresponderia a las primeras 24 horas, semejante

al reportado por St. Leger y col. (1987b) para M. anisopliae.

Podemos establecer que la adicion de otra fuente de carbono como la sacarosa incrementa
la produccion de CO», lo que indirectamente muestra una mayor produccion de biomasa. Sin
embargo es posible que haya tenido un efecto represor en la expresion de las enzimas
quitinoliticas que son utilizadas para degradar a la cuticula, ya que la expresion de las enzimas
quitinoliticas involucradas en la degradacion de la quitina hasta N-acetilglucosamina se detectan
en un tiempo posterior en el cultivo, esto es importante considerar en las formulaciones de

bioinsecticidas.

6.3.2 Cultivo solido a pH 4

Cultivo con cuticula y sacarosa

Cuando se emple6 un pH inicial de 4 en el cultivo, se observan diferencias respecto a los
patrones de CO, anteriormente mostrados a pH 6. La Figura 6.5 muestra el perfil de la tasa de
produccion de CO;, de un cultivo con cuticula y sacarosa, en donde alcanzé su maxima tasa de
producciéon de CO, de 2 mg h™ (g MSI)" a las 36 horas de cultivo. Aunque semejante a lo
mostrado en la Figura 6.3 se observd una disminucion en la tasa de produccion de CO; en
aproximadamente un 33 %, como resultado de una menor actividad fisiolégica y posiblemente

debido a un pH que no es el adecuado para el desarrollo de L. lecanii.

Sin embargo, la expresion de la actividad proteolitica no fue afectada por el cambio del pH
inicial del cultivo, detectandose actividad enzimatica a las 30 horas del cultivo. Teniendo su
maxima expresion de actividad de 35 U.E. aproximadamente a las 55 horas, la actividad se
mantuvo constante durante el resto del cultivo. Es importante sefalar que la expresion de la
actividad proteolitica se encontré desfasada respecto al perfil de la tasa de produccion de CO,

semejante al observado en los perfiles del mismo cultivo pero con pH inicial de 6.
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Figura 6.5 Evolucion del CO, y las actividades enzimaticas de L. lecanii ATCC 26854 a un pH inicial de 4, en un

medio de cuticula 6 % y sacarosa 1 %: Tasa de produccion de CO, ( ); actividad proteolitica ( m );

actividad quitinolitica/10 ( A ).

Respecto a la actividad quitinolitica, se detectd actividad quitinolitica a partir de las 23
horas de cultivo alcanzando valores aproximados de 220 U.E. a las 68 horas de cultivo, casi 2.2
veces mas que los obtenidos en las mismas condiciones de cultivo a pH 6. Ademads estos
resultados son 31 % mayores a los obtenidos en el medio que contiene solo cuticula a pH 6. Los

valores maximos de expresion se alcanzan en tiempos mas cortos del cultivo.

Cultivo con cuticula

Para estudiar el efecto del pH inicial de 4 en el medio de cultivo que contiene cuticula
como Unica fuente de carbono, la Figura 6.6 muestra los perfiles de la tasa de produccion de CO,
y de las actividades enzimaticas. La méaxima tasa de produccion de CO, es de 1.33 mg h™' (g
MSI)" a las 37 horas, resultando 25 % menor al obtenido a un pH inicial de 6 presentando una
meseta que corresponde a los tiempos de cultivo entre las 36 y 50 horas de cultivo, asi también se
observa disminucion de la velocidad de produccion de CO, menos pronunciado que en los casos

anteriores

A través del perfil de CO, producido podemos inferir que el proceso de degradacion de la

cuticula resultd6 mas lento. Sin embargo, la actividad proteolitica se comienza a detectar a partir
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de las 26 horas, teniendo su maxima expresion de 35 U.E. a las 54 horas de cultivo.
Aparentemente, la tasa de produccion de CO; es menor cuando se degrada un sustrato complejo y
en condiciones menos favorables para el cultivo del hongo. Sin embargo, la expresion de las

actividades proteoliticas fue semejante a las obtenidas en las otras condiciones de cultivo.

Es interesante observar que la actividad quitinolitica se detectdé desde las 19 horas de
cultivo. La actividad quitinolitica alcanz6é su maxima expresion enzimatica de 393 U.E. a las 68
horas del cultivo y se mantuvo constante en el transcurso del cultivo. Estos resultados de
actividad quitinolitica fueron 3.9, 2.3 y 1.8 veces mayores a los anteriormente obtenidos en las
otras condiciones de cultivo. El sistema modelo experimental permitié acelerar la expresion de la
actividad quitinolitica comparada con los resultados reportados por Siqueira Pinto y col. (1997)
quienes detectaron actividad de quitinasa en Metarhizium anisopliae después de 48 horas de
cultivo y la maxima actividad después de 144 horas en cultivo liquido, ademds demostraron que
la glucosa actuia como represor de la expresion de las quitinasas en cultivo liquido y que

aparentemente la sacarosa presenta semejante represion en nuestros estudios.

|
T
CO, (mg/h g MSI)

\ \ 0

0 30 60 90 120 150
Tiempo (h)

Figura 6.6 Evolucion del CO, y las actividades enzimaticas de L. lecanii ATCC 26854 a un pH inicial de 4, en un

medio de cuticula 6 %: Tasa de produccion de CO, ( ); actividad proteolitica ( W ); actividad

quitinolitica/10 ( A ).

Tocante a las actividades proteoliticas se observd que los valores maximos de actividad

fueron similares en todos los casos y las condiciones que se estudiaron no afectaron a las
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proteasas. En cambio se presentaron diferencias en los valores maximos de las quitinasas, asi

como en sus tiempos de expresion.

El pH inicial del cultivo aparentemente afecta la expresion de la actividad quitinolitica,
como se observo en el caso de Aspergillus nidulans (Caddick y col., 1986), para la secrecion de
fosfatasas. Por otra parte, cabe destacar que la actividad quitinolitica de los hongos
entomopatdgenos es importante para su patogenicidad, debido a que las microfibrillas de quitina
constituyen el 30 % de la cuticula de los insectos y potencialmente representarian una barrera

para la invasion del hongo sobre el hospedero.

La penetracion de la cuticula en condiciones adversas ha permitido sobrevivir al hongo
dentro del hospedero durante su proceso coevolutivo y aparentemente se ha mostrado que
condiciones dificiles de crecimiento aumenta la expresion enzimatica para poder infectar a los
insectos (Bidochka y Khachatourians, 1994). St-Leger y col. (1998) mostraron en sus estudios
que el pH ambiental afecta los niveles de expresion de las proteasas y quitinasas de Metarhizium
anisopliae. En sus estudios las proteasas denominadas Prla y Prlb son expresadas
mayoritariamente a pH 8.0 y la Pr2 y carboxipeptidasa a pH 5.0 y pH 3.0, respectivamente. En
cambio las quitinasas son expresadas mayoritariamente a pH 5. Por lo que respecta a nuestros
resultados, podemos concluir que la expresion y regulacion de las proteasas y quitinasas de V.

lecanii es afectada por el pH ambiental, semejantes a lo que ocurre con M. anisopliae.

6.4 Determinacion de los parametros cinéticos del crecimiento y de las actividades

enzimaticas del hongo L. lecanii sobre la cuticula de S. purpurascens

Para llevar a cabo una comparacion cuantitativa de los resultados experimentales
obtenidos para las cuatro diferentes condiciones de cultivo se utilizé la ecuacion de Gompertz
(Zwietering M.H. y col. 1990) con la que se estimaron los pardmetros cinéticos del sistema de

cultivo propuesto, tanto para el CO, producido, como para las actividades enzimaticas.
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6.4.1 Evaluacion del crecimiento de Lecanicillium (Verticillium) lecanii

La evolucion del CO, de L. lecanii, estimada a partir de la produccion de CO,, fue
ajustada por la ecuacion de Gompertz. En el sistema experimental usado se obtuvieron los datos
experimentales de la concentracion de CO; (%) en una corriente de gas (ml/min), de tal forma
que se obtienen las tasas instantaneas de formacion de CO; en funcion del tiempo. De esta forma

se ajustan los datos experimentales a la ecuacion diferencial directamente (Levenspiel, 1987)

La ecuacion de Gompertz fue usada por ser asimétrica en el punto de inflexion; esta
caracteristica permite describir con exactitud la cinética de produccion de CO, (Saucedo-
Castafieda y col. 1991). A pesar que se ha demostrado que es adecuada para describir curvas de
crecimiento (Zwietering M.H. y col. 1990), no hay referencias bibliograficas que describan

cinéticas de crecimiento en cultivos sélidos utilizando la ecuacion de Gompertz.

Tabla 6.1 Parametros ajustados de los datos experimentales, a diferentes condiciones de L. lecanii

en cultivo solido.

Condiciones de cultivo

Parametros Cuticula y sacarosa Cuticula Cuticula y sacarosa Cuticula
pH6 pH 6 pH4 pH 4
COy max ( mg / g MSI) 106.6 97.1 77.09 88.52
u (b 0.041 0.047 0.039 0.033
CO,(mgt=0) 0.545 0.11 0.35 0.04
B 6.78 7.51 5.73 5.28
Coeficiente de Correlacion 0.994 0.998 0.997 0.998

La Tabla 6.1 presenta los parametros cinéticos del crecimiento del hongo L. lecanii de cada
condicion estudiada. En los resultados se observa que el pH inicial afecta la tasa especifica de
crecimiento, un pH inicial de 6 favorece el crecimiento de L. lecanii respecto al pH inicial de 4,
aparentemente no hubo efecto de la sacarosa en la tasa especifica de crecimiento en relacion a
cada condicion de pH inicial. Sin embargo, la produccion de CO, es mayor cuando se utiliza

sacarosa a pH 6 inicial, mientras que y en un ambiente con mayor acidez la respuesta es contraria,
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debido posiblemente a la mayor actividad quitinolitica, mostrada anteriormente en el apartado

6.3.2.

6.6.3 Comparacion cuantitativa de las actividades enzimaticas de Lecanicillium

(Verticillium) lecanii

Las actividades enzimaticas fueron ajustadas de la ecuacion de Gompertz (6.4) que simulo
la expresion de las enzimas en el transcurso de la fermentacion. EI modelo permiti6 obtener los

perfiles de las tasas de actividad de las enzimas en las diferentes condiciones de cultivo.

Tabla 6.2. Valores de los pardmetros ajustados de los datos experimentales obtenidos por la

ecuacion de Gompertz a diferentes condiciones de cultivo, para las actividades enzimaticas.

Condiciones de cultivo €max K Coeficiente de correlaciéon Desviacion media de la
actividad (U.E.)"

Actividad quitinolitica

Cuticula y sacarosa pH 6 111.3 0.0447 0.968 0.271
Cuticula pH 6 160.15 0.17 0.952 0.3707

Cuticula y sacarosa pH 4 213.27 0.073 0.891 0.3622
Cuticula pH 4 380.45 0.062 0.96 0.4310

Actividad proteolitica

Cuticula y sacarosa pH 6 31.9 1.103 0.988 0.0955
Cuticula pH 6 35.27 0.067 0.992 0.0782

Cuticula y sacarosa pH 4 29.1 0.477 0.986 0.1478
Cuticula pH 4 31.66 0.464 0.943 0.1389

* Determinada por [Z (U.E.iobs — U.E.ica )1/ ? J/n

La Tabla 6.2 muestra los pardmetros cinéticos obtenidos a partir de este modelo. En todos
los casos los coeficientes de correlacion de las regresiones fueron superiores a 0.94, exceptuando
en el caso de la actividad quitinolitica de la condicion de cultivo de cuticula y sacarosa a un pH
inicial de 4, que debido a la dispersion de los datos experimentales. Los valores calculados de
emax para las actividades quitinoliticas obtenidos por el modelo no difieren mas del 6 % de los

valores experimentales, mientras que los valores calculados de ems para las actividades
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proteoliticas a pH inicial de 6 las diferencias fueron menores a 4 % respecto a los experimentales
y a pH inicial de 4 las diferencias respecto a los experimentales fueron cercanas al 15 %. A pesar
que su desviacion media de los datos calculados y observados fue menor respecto a las

actividades quitinoliticas.

El modelo de Gompertz es un tipo de funcion de crecimiento sigmoidal que se ha
empleado para las cinéticas de produccion de metabolitos, Saucedo-Castafieda y col., (1990) la
utilizaron para la cinética de produccion de acido lactico y en nuestro estudio fue aplicada a las

cinéticas del CO; producido y las actividades enzimaticas dentro del cultivo s6lido.

Dadas a las caracteristicas que presenta la fermentacion soélida, donde los procesos de
transporte estan limitados por la difusion y la disponibilidad de la superficie de contacto, el
modelo no estructurado de Gompertz permitié obtener resultados favorables. Se asume que la p
seria independiente de la concentracion del sustrato dado que la cuticula es un sustrato complejo
y su concentracion seria mucho mas alta que la constante de saturacion (Ks) de la ecuacion de
Monod (Saucedo-Castafieda y col., 1990). Por otra parte el CO; max corresponderia a la densidad

maxima de biomasa empacada en la columna.

El ajuste utilizado es simple y podria ser una primera aproximacién para evaluar
cuantitativamente la fisiologia de L. lecanii en los procesos infectivos y emplearse para el
desarrollo de bioinsecticidas.

6.5 Cinética del pH, consumo de sacarosa, humedad y aw en el cultivo solido
6.5.1 Cultivos a pH 6
En el transcurso de la fermentacion se presentan cambios en el pH y en la concentracion de

sacarosa, estos resultados son mostrados en la Figura 6.7, correspondiente a las dos condiciones

de cultivo establecidas para el pH inicial de 6.
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Figura 6.7. Cinética de pH y de consumo de sacarosa del cultivo sélido con un pH inicial de 6. Medio de cultivo con

cuticula (#); medio de cultivo con cuticula y sacarosa ( Bl ); consumo de sacarosa (A ).

Para el perfil correspondiente al medio de cultivo con cuticula y sacarosa durante las
primeras 40 horas de cultivo, el pH disminuy6 hasta 5, para posteriormente incrementarse hasta
pH 8. Esto debido a que el hongo consumi6 inicialmente la sacarosa que la cuticula, llegando a
niveles bajos a las 60 horas de cultivo. Posteriormente la concentracion se incremento levemente

debido a la aparicion de hexosaminas, como resultado de la actividad quitinolitica.

En ambas condiciones el pH del medio de cultivo se incrementa hasta llegar a niveles
cercanos a pH de 8, siendo semejantes a los obtenidos por Malathi y Chakraborty (1991) al
producir una proteasa alcalina por cultivo sélido, pero a diferencia de nuestros resultados, la
actividad de la proteasa alcalina decae después de las 120 horas. Asimismo se observa el aumento
del pH desde el inicio del cultivo que contiene cuticula tinicamente y que llega niveles de pH de
7.6. El pH se incrementd como resultado tanto de la actividad proteolitica como de la actividad
quitinolitica. Se asume que la aparicion de grupos NH;" fue resultado de la utilizacion de la
glucosalina como fuente de carbono y la liberacion del grupo amino, primero dentro de la célula
y posteriormente expulsado al exterior. Este proceso se presenta en el transcurso de la infeccion
del hongo que permite alcalinizar la hemolinfa como elemento complementario del mecanismo

de patogenicidad del hongo.
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6.5.2 Cultivo a pH 4

Respecto a las condiciones establecidas a un pH inicial de 4 en el cultivo solido, la Figura
6.8 muestra los perfiles obtenidos del pH y concentracion de sacarosa. Se observa que el perfil
correspondiente a la concentracion de sacarosa disminuyd en los primeros tiempos del cultivo,
semejante al observado al pH inicial de 6, hasta alcanzar la menor concentracion
aproximadamente a las 50 horas de cultivo. Aparentemente el consumo de sacarosa fue mas
rapido en estas condiciones. El perfil del pH correspondiente al medio con cuticula y sacarosa
mantiene el pH a 4 hasta las 20 horas del cultivo, incrementandose posteriormente hasta alcanzar
un pH de 7.3, a las 100 horas de cultivo. El perfil de pH del medio de cuticula incrementa el pH
hasta alcanzar de 7.5 a las 100 horas de cultivo. Consideramos que el hongo utiliza la sacarosa
como fuente de carbono antes que el sustrato complejo y que esto incide en los patrones de tasa

de produccion de CO; y en la actividad quitinolitica.
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Figura 6.8. Cinética de pH y de consumo de sacarosa del cultivo s6lido con un pH inicial de 4. Medio de cultivo con

cuticula (#); medio de cultivo con cuticula y sacarosa ( Bl ); consumo de sacarosa (A ).

Como un comportamiento tipico en el sistema de cultivo propuesto (en columnas de vidrio
con un flujo de aire humedecido) los niveles de humedad se mantienen dentro del intervalo
aproximado de 78 y 73.5 % y la aw en un intervalo de 0.998 a 0.986 durante el transcurso de la

fermentacion de 11 dias.
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6.6 Interaccion del hongo L. lecanii con la cuticula de S. purpurascens

La actividad enzimatica inducida por la cuticula de S. purpurascens esta ligada al proceso
de adhesion y germinacién de la espora sobre la superficie de la cuticula, la colonizacion del
hongo sobre el insecto implica que la espora interaccione a través de hidrofobinas que actian
como sensores para reconocer superficies hidrofobicas exclusivas de las cuticulas de los insectos
(St-Leger y col., 1998; Bidochka y col., 1995). La utilizacién de la microscopia electronica de
barrido (MEB) permitié observar la interaccion de la espora de L. lecanii con la superficie de la

cuticula de S. purpurascens

En la Figura 6.9 se observa la formacion del apresorio y de los tubos germinales sobre la
superficie de la cuticula. Este hecho permite demostrar que el modelo de cultivo sélido propuesto
es semejante al proceso natural de infeccion que presentan los hongos entomopatégenos. La
germinacion y crecimiento del hongo sucede sobre la superficie de la cuticula (Hajek y St-Leger,
1994). La colonizacion implica el proceso inicial de penetracion de los tubos germinales sobre la
cuticula, el proceso es facilitado al penetrar los tubos por las membranas intersegmentales que se

producen al formarse las capas de cuticula.

Figura 6.9 Formacion del apresorio sobre la cuticula Figura 6.10 Penetracion del hongo en las membranas

de S. purpurascens a las 24 horas del cultivo sélido intersegmentales de la cuticula a las 24 horas de cultivo
(4kV). (4kV).
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La Figura 6.10 muestra un tubo germinal del hongo que penetra la cuticula en los espacios
intersegmentales, ademds se observa la formacion de una estructura mucilaginosa que mantiene
el tubo germinal adherido sobre la superficie de la cuticula (Boucias y col. 1988), este evento
ocurre a las 24 horas de iniciado el cultivo sélido. Las hifas de L. lecanii colonizan
extensivamente la superficie de la cuticula, semejante a lo observado por Askary y col (1999).

Sin embargo, ellos no detectan la formacion del apresorio.

A las 48 horas el micelio invade totalmente la superficie de la cuticula, tanto por la parte
externa (epicuticula) como en la parte interna (epidermis). La Figura 6.11 presenta un corte
transversal de la cuticula en la que se observa la estructura de la red de quitina que forma parte de
la procuticula, se estim6 que el micelio fue méas abundante en la superficie exterior. Al hacer un
acercamiento con la MEB sobre la superficie externa de la cuticula (Fig. 6.12), se observa que la

superficie esta completamente cubierta por el micelio, semejante al que se aprecia en los

cadaveres de los insectos infectados por el hongo (Hall 1981).

Figura 6.11 Corte transversal de la cuticula donde se Figura 6.12 Ampliaciéon de la figura 6.11 muestra la
observa la invasion del hongo sobre la superficie a las 48 invasion del micelio sobre la superficie de la cuticula (4
horas del cultivo (4 kV) kV)

Las imagenes de microscopia electronica son consistentes con los eventos que caracterizan

las infecciones de hongos entomopatégenos (Charnley, 1989). Los eventos de adhesion e
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invasion del micelio del hongo, junto con las actividades quitinoliticas detectadas desde el inicio

del cultivo sustentan el modelo de infeccion propuesto.

6.7 Conclusiones

Se estudio el efecto del pH inicial y la presencia de sacarosa, en la produccion de CO, y las
actividades enzimaticas durante el cultivo sélido. La adicion de sacarosa aumenta la tasa de

produccion de CO; (33 %) y es consumida antes de la cuticula.

La tasa de produccion de CO, a pH inicial de 6 es mayor que a pH 4. La actividad
respiratoria fue 46 % superior a condiciones de pH 6, estas condiciones de cultivo son
aparentemente las mas adecuadas para el crecimiento del hongo. El pH inicial y la presencia de
sacarosa no tienen efecto significativo en la expresion de las actividades proteoliticas para las

cuatro condiciones estudiadas.

La presencia de la sacarosa afecta la actividad quitinolitica y debe considerarse al
desarrollar un bioinsecticida Su presencia retarda la expresion de la actividad quitinolitica. Es
importante resaltar que las condiciones de pH inicial de 4 provoca una menor tasa de produccion
de CO,, pero la actividad quitinolitica se incrementa hasta cuatro veces mas. La deteccion de la
actividad quitinolitica desde el inicio confirma el papel que tienen estas enzimas en el proceso de
degradacién de la cuticula (Askary y col, 1999). La sacarosa es consumida inicialmente y

alcanza sus niveles minimos a las 60 horas de cultivo aproximadamente.

Debido a la actividad proteolitica el pH de la fermentacion se incrementa hasta llegar a
niveles de pH de 8, como resultado probablemente de la aparicién de grupos NH,'" en el medio,
aunque al agregar la sacarosa disminuye (pH 6) o se mantiene (pH 4), para posteriormente
incrementarse a los niveles mencionados. La alcalinizaciéon tendria dos efectos, uno que
corresponderia a la mayor actividad de la enzima proteolitica principal, semejante a la Prl de M.

anisopliae y otro sobre la hemolinfa para ocasionar la muerte del insecto.
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El sistema de fermentacion solida fue adecuado para mantener los niveles de humedad
entre 75y 78 %, debido al flujo de aire himedo y la capacidad de retencion de agua que presenta
el bagazo de cafia. La aw se mantiene en los niveles correspondientes de 0.986 y 0.996. A través
del ajuste que proporcion6 el modelo de Gompertz se hizo la comparacion cuantitativa de las
condiciones ensayadas, tanto para la formaciéon de CO, como la aparicion de las actividades
enzimaticas. Los valores de p son mayores a pH 6 que a 4 lo cual sugiere que esta condicion es
mas favorable para el crecimiento de L. lecanii, ademas que los niveles de produccién de CO,
total también fueron superiores. La comparacion cuantitativa de las condiciones ensayadas es una

primera aproximacion para evaluar el sistema modelo propuesto.

Las imagenes de microscopia electronica de barrido apoyaron los resultados experimentales
al mostrar la formacion del apresorio, la formacion de los tubos germinales y la invasion del
micelio del hongo sobre las particulas de cuticula. Con las imdgenes podemos afirmar que el
sistema fue semejante al proceso natural y abre un campo de estudio para la comprension de las
interacciones microambientales y nutricionales del proceso infectivo del hongo L. lecanii a partir

del modelo de cultivo sélido propuesto.
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CAPITULO 7. CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS
Y QUITINOLITICAS

En este capitulo se presenta, inicialmente el método de recuperacion del extracto crudo
enzimatico del cultivo solido. Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion parcial de las
actividades proteoliticas y quitinoliticas del extracto crudo respecto al pH. Se estudi6 el efecto de
la temperatura en la estabilidad de las enzimas y en la actividad enzimatica. Se determino la
energia de activacion de las enzimas del extracto crudo por la ecuacion de Arrhenius. Finalmente
se determiné el efecto de la temperatura de almacenamiento en la actividad proteolitica durante

tres meses.

7.1 Proceso de extraccion del extracto crudo enzimatico

Aunque los procesos de extraccion de un cultivo s6lido no han recibido la atencion
debida, este es un proceso crucial para la separacion del producto del material sélido fermentado
y que se debe tomar en cuenta para la recuperacion de extractos enzimaticos o de esporas de
hongos entomopatdgenos susceptibles de ser empleados como bioinsecticidas. Es importante
considerar dos aspectos: el volumen del producto extraido del fermentado sélido y la

concentracion de la actividad del producto después de la extraccion.

En nuestro caso el proceso de extraccion utilizado fue por el método de compresion
directa que permitié obtener la mayor cantidad del extracto crudo con actividad enzimatica del
cultivo utilizando una minima cantidad de agua agregada. En nuestros resultados se observo que
la mayor cantidad del extracto crudo enzimatico se puede obtener después de tres extracciones.
En las tres extracciones obtuvimos mas del 90 % de actividad quitinolitica y el 94 % de la

actividad proteolitica, como se observa en la Figura 7.1

Roussos y col. (1992) que propusieron esta metodologia recuperaron un 85-95 % después
de dos extracciones, que fueron similares a los obtenidos por nosotros. A pesar de ser un método
de extraccion que permite recuperar la totalidad de la enzima producida no se ha generalizado su
utilizacion en muchos de los casos en que se producen enzimas por FS, pero que resulté adecuado

para el sistema establecido.

&5



Caracterizacion parcial de las enzimas

70 +
60 -
50 +
40 +
30 T
20 +
10 +

Actividad Residual (%)

Numero de extracciones

Figura 7.1 Numero de extracciones realizadas para la obtencion de la totalidad del extracto crudo enzimatico. (m )

Actividad quitinolitica; ( ¢ ) Actividad proteolitica.

7.2 Efecto del pH en la actividad de los sistemas enzimaticos de proteasas y quitinasas

En la Figura 7.2 se muestran el efecto del pH sobre la actividad enzimatica. Se observa
que la méxima actividad quitinolitica se obtuvo con un pH 6.0, estos resultados difieren a los
reportados por Coudron y col. (1984) y Siquiera Pinto y col (1991), donde obtuvieron la méxima
actividad quitinolitica a un pH de 5.0 con el hongo entomopatégeno M. anisopliae, estos
resultados nos muestran que las enzimas quitinoliticas tienen su maxima actividad a pH 4acido.
Por otra parte, la méxima actividad proteolitica obtenida en nuestros experimentos corresponde a
un pH 8.0. St-Leger y col (1994) reportaron en sus estudios que un pH de 9.0 correspondia a la
maxima actividad proteolitica para el filtrado crudo del cultivo liquido de M. anisopliae, aunque

la enzima proteolitica principal denominada Prl tiene la maxima actividad a un pH de 8.0.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro sistema de cultivo solido podriamos
inferir que durante el proceso de penetracion del hongo sobre la cuticula es importante la
expresion inicial de la actividad quitinolitica para degradar y utilizar como fuente de carbono la
cuticula, como lo han expresado otros autores y que se observd en nuestros resultados. En

cambio, la finalidad de las proteasas es el degradar la matriz proteica de la cuticula y del tejido
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del insecto hasta provocar su muerte, cabe indicar que en el transcurso de la fermentacion el pH

alcanzado correspondio a 8.0, que es el pH adecuado para la actividad proteolitica.
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Figura 7.2. Perfiles de maxima actividad enzimatica respecto al pH. Actividad Proteolitica (#); Actividad

quitinolitica ()

Respecto a la actividad quitinolitica es importante sefialar que el pH inicial afecta su
expresion, por lo que se debe valorar la importancia del pH ambiental en su expresion como lo
demostré St-Leger y col. (1998) en la infeccién con M. anisopliae sobre Manduca sexta. Malathi
y Chakraborty (1991) obtuvieron una proteasa alcalina a partir de una fermentacion soélida de
Aspergillus flavus que presenta una alta actividad enzimatica a pH de 8.0 y cuya actividad

decrece al incrementarse la alcanilidad en forma similar a nuestros resultados.

7.3 Efecto de la temperatura en la estabilidad de las enzimas proteoliticas y quitinoliticas

Para determinar la temperatura en que se debilitan los enlaces hidrofobicos, i6nicos y
electrostaticos que ocasionan la alteracion de la estructura terciaria y cuaternaria de las enzimas,
se incubaron las muestras de enzima a diferentes temperaturas y se midieron después las
actividades enzimaticas. La Fig. 7.3 muestra el efecto de la temperatura en las enzimas obtenidas
del cultivo s6lido. Las enzimas proteoliticas muestran una mayor estabilidad en un intervalo de

temperatura de 35 a 65 °C y pierden su actividad a temperaturas mayores a 70 °C. Respecto a las

87



Caracterizacion parcial de las enzimas

enzimas quitinoliticas, éstas son menos termoestables pues su intervalo de maxima actividad fue
de 35 a 40 °C, y partir de los 45 °C comienza a decaer y se desnaturaliza a los 70 °C. Respecto a
los resultados obtenidos, las proteasas son enzimas que aparentemente son mas termoestables y
esa estabilidad es importante para continuar el proceso infectivo del hongo dentro del insecto. En
cambio las enzimas quitinoliticas son utilizadas inicialmente para la degradacion de la cuticula y

su funcion deja de ser importante para el hongo después que penetrar al insecto.
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Figura 7.3 Efecto de la temperatura en la actividad del extracto crudo: actividad proteolitica ( ¢ ) y en la actividad

quitinolitica (O)

7.4 Efecto de la temperatura en la actividad de las enzimas

Cuando se aumenta la temperatura, la velocidad de una reaccion catalizada por una
enzima se incrementa y después desciende, esto es porque ocurren dos fenémenos. El primero, al
incrementar la temperatura aumenta la velocidad de reaccidon, como sucede en toda reaccion
quimica y el segundo ocurre por desactivacion de la enzima se inactiva por desnaturalizacion. Las
velocidades de reaccion de ambos sistemas enzimaticos se muestran en la Figura 7.4 en donde se
observa que en el caso de las enzimas proteoliticas la velocidad de reaccion se incrementa hasta
alcanzar una velocidad maxima aproximadamente a los 60 °C, mientras que las enzimas

quitinoliticas su velocidad méaxima de actividad se alcanzo a los 50 °C.
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Figura 7.4 Velocidades de reaccion de las enzimas del extracto enzimatico. Actividad quitinolitica (M); Actividad
proteolitica (#).

Los resultados de la velocidad de reaccion de las enzimas son coincidentes a los obtenidos
para la termoestabilidad de las enzimas. La Tabla 7.1 muestra los pardmetros determinados por la
ecuacion de Arrhenius. La energia de activacion, definida como la minima energia que deben
adquirir las moléculas para poder reaccionar, para los dos sistemas fueron similares a las
reportadas para enzimas purificadas cuyo intervalo se encuentra entre los 12 000 y 16 000 cal
mol™. El Qo que es el factor en que se incrementa la velocidad de reaccion al incrementar la
temperatura 10 °C, corresponde a valores semejantes para los dos sistemas y corresponden a
valores tipicos de sistemas biologicos.

Tabla 7.1. Pardmetros de las reacciones enzimaticas determinados por la ecuacion de Arrhenius
para los dos sistemas enzimaticos.

Quitinolitica Proteolitica
E (cal mol™) 16461 16101
Qio” 2.36 2.03
Vmax (uUM/min) 0.0957 (50 °C) 3.108 (55 °C)

* Corresponde al intervalo de 30 a 40 °C

Respecto a las velocidades de reaccion, las enzimas proteoliticas presentan una mayor
velocidad de reaccion respecto a la quitinasas, lo cual es importante para desarrollar el proceso

infeccioso sobre el insecto y esto seria debido a su estabilidad a mayores temperaturas.
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7.5 Estabilidad de almacenamiento en la actividad proteolitica

La fermentacion solida puede emplearse potencialmente para la produccion de enzimas.
especialmente cuando el interés se orienta hacia el uso del extracto crudo como fungicida o
insecticida, asi como una fuente de produccion de enzimas. Debido a que permite reducir costos
de produccion respecto a la fermentacion sumergida (Tengerdy, 1998). Existe una extensa
informacion bibliografica sobre las ventajas que ofrece la produccion de enzimas por
fermentacion solida respecto a la liquida, entre ellas es la simplicidad del equipo, el bajo
contenido de humedad y el que las enzimas presentan propiedades fisicoquimicas de ser
altamente estables (Pandey y col.,, 2000). Por lo que se determind conveniente estudiar la

estabilidad por almacenamiento a tres temperaturas del extracto crudo obtenido del cultivo solido.

La Figura 7.5 muestra la actividad proteolitica relativa al mantenerse los extractos crudos
a temperatura ambiente con tres amortiguadores y con agua destilada; la vida media de la enzima,
considerando el 50 % de actividad fue de 42 dias y se reduce a 38 dias con el amortiguador de

glicina-NaOH
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Figura 7.5 Estabilidad de almacenamiento a temperatura ambiente de proteasas. ( 4 ), Agua destilada, ( H )
amortiguador de fosfatos, ( A ) amortiguador de acetatos, ( ® ) Amortiguador glicina-NaOH.

En cambio, si el extracto crudo se conserva en refrigeracion (4 °C) o en congelacion (-4
°C), la actividad proteolitica se mantiene estable en un periodo mayor de 70 dias, como se

muestra en las Figuras 7.6 y 7.7.
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Figura 7.6 Estabilidad de almacenamiento a temperatura de 4 °C de proteasas. ( ¢ ), Agua destilada, ( H )

amortiguador de fosfatos, ( A ) amortiguador de acetatos, ( ® ) Amortiguador glicina-NaOH.
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Figura 7.7 Estabilidad de almacenamiento a temperatura de —4 °C de proteasas. ( ¢ ), Agua destilada, ( l )

amortiguador de fosfatos, ( A ) amortiguador de acetatos, ( ® ) Amortiguador glicina-NaOH.

Desde el punto de vista bioldgico, la etapa crucial de infeccion de los hongos
entomopatogenos es que las enzimas sintetizadas por éstos logren degradar la cuticula del insecto
en condiciones adversas, por lo que deben ser altamente estables. El proceso infectivo que se

presenta desde la adhesion de la espora hasta la muerte del insecto dura aproximadamente 6 dias,
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la estabilidad encontrada en el extracto enzimatico es suficiente para cubrir el proceso infectivo

(Wraight y col., 1998).

7.6 Conclusiones

El método de extraccion utilizado permite obtener mas del 90 % de la actividad de las
proteasas y quitinasas que corresponden al extracto crudo del cultivo sélido, después de tres

extracciones.

El pH de mayor actividad enzimatica para ambos sistemas fueron diferentes, las quitinasas
resultaron ser de naturaleza 4cida con un pH de mayor actividad de 6.0 y las proteasas fueron de
caracter basico con un pH de mayor actividad de 8.0. Respecto al efecto de la temperatura las
quitinasas comenzaron a desnaturalizar a los 50 °C y las proteasas se desnaturalizaron hasta una

temperatura de 65 °C, resultando ser mas termoestables que las quitinasas.

Respecto a los resultados de la energia de activacidn para ambos sistemas enzimaticos,
fueron semejantes a los reportados para otras enzimas y el Qi fue de alrededor de 2. En relacion
a su estabilidad de almacenamiento la actividad proteolitica puede prolongarse mas de 80 dias,
por lo que se sugiere que se pueden utilizar para el desarrollo de bioinsecticidas en la que se
empleen los conidios y el extracto crudo del cultivo solido. En concordancia con la

termoestabilidad, la velocidad de reaccion de las proteasas es mayor a las quitinasas.
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CONCLUSIONES

Se desarrollo un sistema-modelo de fermentacion solida que permite estudiar las
interacciones de las variables nutricionales y ambientales en el proceso infectivo de los

hongos entomopatogenos.

La seleccion de cepas de hongos entomopatdgenos, debe considerar simultineamente los
siguientes criterios: crecimiento a baja aw, produccion de CO; y altas actividades enzimaticas

relacionadas con la degradacion de la cuticula.

La utilizacion del sustrato complejo como la cuticula de S. purpurascens permitié inducir las

actividades proteoliticas y quitinoliticas. La tasa de produccion de CO, presentd perfiles

diferentes en funcion de la utilizacion de sustratos complejos o simples.

La actividad proteolitica es independiente del pH inicial del cultivo y su expresion es afectada
en menor grado por la presencia de sacarosa. Mientras que la actividad quitinolitica presenta

su mayor expresion a pH 4 y ésta es afectada por la presencia de sacarosa.

La produccion total de CO, es mayor a pH 6 que a 4, lo cual sugiere que esta condicion es
mas favorable para el crecimiento de L. lecanii. La comparacion cuantitativa de las
condiciones ensayadas es una primera aproximacion para evaluar el sistema modelo

propuesto.

Las actividades enzimaticas de proteasas y quitinasas fuero parcialmente caracterizadas,
estudiando el efecto del pH y de la temperatura. Las quitinasas presentaron su mayor
actividad a pH 5.0 y las proteasas a pH 8.0. Respecto al efecto de la temperatura, las proteasas
fueron mas termoestables que las quitinasas. Las energias de activacion, calculadas por la

ecuacion de Arrhenius, correspondieron a valores tipicos de sistemas bioldgicos.

En su conjunto el sistema de cultivo propuesto contribuye al entendimiento de la fisiologia

del cultivo de L. lecanii en medio s6lido y su relacion con las enzimas degradadoras de la
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cuticula. Este trabajo demuestra la factibilidad técnica del cultivo solido para ser utilizado en
la produccion de bioinsecticidas de hongos entomopatogenos, utilizando las esporas como
particulas infectivas contra insectos donde el extracto crudo enzimatico tendria dos funciones:
fungicida e insecticida. Asimismo, se abre un area de investigacion para el disefio y desarrollo

de nuevos bioinsecticidas.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo abre un campo prometedor para el desarrollo de bioinsecticidas a partir de

sustratos agroindustriales y marinos, y seria interesante:

Estudiar la posibilidad de que el sistema pueda emplearse como bioinsecticida y que utilice

tanto los conidios, como los extractos enzimaticos.

Continuar con estudios a futuro que permitan escalar el sistema hasta la produccion a nivel

planta piloto, asi como complementar la caracterizacion de las enzimas obtenidas.

Establecer una metodologia sencilla que permita obtener cepas con mayor capacidad de

virulencia para su aplicacién en campo y con menos problemas de contaminacion.
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