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Resumen

RESUMEN

Los hongos entomopatégenos son microorganismos enemigos naturales de insectos,
que participan en la regulacion bioldgica de los mismos. En la actualidad se han
descripto aproximadamente 700 especies de hongos entomopatdgenos, incluidas en 100
géneros diferentes. Varias de estas especies, principalmente de los géneros Beauveria y
Metarhizium, son producidas en distintos paises como bioinsecticidas, para controlar
insectos plaga del agro. En relacion con el estudio de la enfermedad del Chagas, se han
detectado en varios paises, cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,
patogenas a distintas especies de Triatominos. Estos hongos entomopatogenos presentan
un gran potencial bioinsecticidas para controlar poblaciones de insectos vectores que
habitan en zonas peridomiciliarias, donde no resulta factible la utilizaciéon de los
insecticidas tradicionales. Estos microorganismos, que ingresan al insecto huésped a
través de la superficie cuticular, poseen un gran potencial para el control de insectos
hematofagos.

La enfermedad de Chagas en Argentina es transmitida principalmente por Triatoma
infestans, un insecto vector hematofago (Reduviidae, Triatominae). Mas de 20 millones
de personas de personas se encuentran infectadas en América del Sur y Central con
Trypanosoma cruzi, el protozoo responsable de la enfermedad. Esta enfermedad resulta
del contacto hombre-vector a nivel domiciliario, y los factores de tal interaccion surgen
de elementos condicionantes de naturaleza socioecondémica y cultural. El control del
insecto vector resulta un método directo para lograr una disminucidn en la transmision
de la enfermedad. El gran avance en el control de la misma de acuerdo a la Iniciativa del
Cono Sur (en la que participaron la OMS, la OPS y los Ministerios de Salud de
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay), se baso en el control del vector
con dosis masivas de insecticidas. Sin embargo, las intervenciones con insecticidas
tradicionales para el control de transmision vectorial de enfermedades, estan
potencialmente comprometidas por el desarrollo de resistencia y consideraciones
ecoldgicas. Por lo tanto, es imperativo desarrollar técnicas de control de plagas de bajo
impacto ecologico. Los progresos obtenidos en estos programas se deben al mejor
conocimiento de la biologia, ecologia, y comportamiento de los insectos y organismos
relacionados a ellos. En el INIBIOLP ha sido ampliamente estudiada la composicion,
estructura y funcion de los componentes lipidicos cuticulares de T. infestans. La

superficie mas externa de la cuticula del mismo esta constituida por una mezcla



Resumen

compleja de compuestos lipidicos no polares de largas y muy largas cadenas carbonadas
principalmente hidrocarburos saturados lineales y ramificados de C27 a C33. La
principal funciéon de esta capa de lipidos es restringir la pérdida de agua, controlar la
absorcion de sustancias quimicas, la actividad de microorganismos, y actuar en procesos
de comunicacion quimica. Considerando esta fraccion como blanco de ataque, es posible
afectarla:

- Por inhibicién quimica de su sintesis.

- Por accion de microorganismos. En hongos unicelulares, como en bacterias, es
conocida la capacidad de degradacion de hidrocarburos, y la utilizaciéon de los mismos
como fuente de carbono para su desarrollo. A partir de datos preliminares desarrollados
en este laboratorio, se demostrd la capacidad de hongos entomopatogenos de
metabolizar eficientemente hidrocarburos y se inici6 este proyecto de tesis. El objetivo
principal fue investigar las posibles rutas metabolicas de degradacion y utilizacion de
los hidrocarburos cuticulares de insecto por accion de distintos hongos
entomopatogenos. Para ese fin se analizd la composicion y metabolismo lipidico de
estos hongos. En esta tesis se utilizaron cepas de los géneros Beauveria y Metarhizium
crecidas en medios de cultivo conteniendo o bien glucosa como unica fuente de carbono
(hongo control), o hidrocarburos sintéticos analogos a los del insecto blanco (hongo
adaptado). Se analiz6 la composicion lipidica de las cepas crecidas en ambos sustratos.
Las cepas control presentaron un predominio marcado de los esteroles sobre los
fosfoacilglicéridos y acidos grasos libres, mientras que las cepas adaptadas, mostraron
un predominio de triacilglicéridos y fosfoacilglicéridos. En B. bassiana crecida en un
medio de cultivo con glucosa, los 4cidos grasos mayoritarios fueron el acido palmitico,
acido oleico y 4acido linoleico. La composicion de dacidos grasos de los hongos
incubados con un hidrocarburo de muy larga cadena, fue cuantitativamente diferente a
la cepa control, con una disminucion en el porcentaje del acido linoleico y un
incremento en los &cidos saturados palmitico, eicosanoico y heptadecanoico. Los
hidrocarburos detectados en distintas cepas de Beauveria y Metarhizium
correspondieron principalmente a una serie de alcanos lineales con un rango de 15 a 38
atomos de carbono, con una distribucion homogénea de cadenas pares e impares. Los
analisis de composicion y estructurales de hidrocarburos y acidos grasos se efectuaron
por cromatografia gaseosa capilar (CGC) y por CGC acoplada a espectrometria de masa

(MS).
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El metabolismo lipidico de las distintas cepas de hongos crecidos en hidrocarburos
analogos a los cuticulares, se analiz6 empleando trazadores radiactivos. Con técnicas
cromatograficas con deteccion de radiactividad (radio-TLC, radio-HPLC) se
identificaron los productos de degradacion del hidrocarburo asi como los compuestos
lipidicos sintetizados a partir de los mismos. Cuando se incubaron los hongos en un
medio de cultivo con [’H] n-octacosano, se observd que M. anisopliae incorpord
radiactividad en la fraccion fosfolipidica, mayoritariamente en el acido palmitico de la
fosfatidiletanolamina. B. bassiana incubada en el mismo sustrato, en cambio, incorporo
la radiactividad principalmente en la fraccion de acidos grasos libres (4cido palmitico,
acido oleico y acido undecanoico). Los hongos incubados en ['*C] n-hexadecano
metabolizaron casi la totalidad del sustrato, y la marcacién se detectd unicamente en los
fosfoacilglicéridos. Los [*H] compuestos volatiles producidos por B. bassiana control y
adaptada incubada con [*H] n-octacosano se cuantificaron en un contador de centelleo
liquido y se indentificaron por radio-HPLC. Se observo un incremento en la produccion
de [*H] acetato por la cepa adaptada con respecto a la cepa control. Los compuestos
organicos volatiles (VOC) producidos por ambas cepas se analizaron por CGC y CGC-
MS mediante muestreo del espacio de cabeza. Se detectaron principalmente acetato,
etanol, decano, sesquiterpenos y derivados de alquilnaftalenos y alquilbencenos
dependiendo de la fuente de carbono y de la metodologia de extraccion de los VOC
utilizada (acidificacion o microextraccion en fase sélida, SPME).

La ruta propuesta para el catabolismo de n-alcanos, analoga a la descrita para
levaduras, se iniciria con una oxidacioén terminal catalizada por una citocromo-P450
microsomal. Sucesivas reacciones de oxidacion originarian las moléculas de acil-CoA’s,
que via B-oxidacion en los peroxisomas proveen unidades de acetil-CoA indispensables
para el metabolismo celular. Observaciones de la ultraestructura de las cepas flngicas,
demostraron una mayor cantidad de peroxisomas en los hongos adaptados, con respecto
a los hongos control. La catalasa, enzima marcadora de peroxisomas, fue utilizada en
este trabajo como parametro bioquimico del proceso de B-oxidacion. La actividad de
esta enzima se cuantifico en homogenato y pellet de 20.000xg, empleando técnicas
espectrofotométricas. Se observd un incremento significativo de la actividad en el
homogenato de hongos crecidos en hidrocarburos de T. infestans, asi como en los
pellets 20.000xg de los hongos adaptados a crecer en hidrocarburos sintéticos.
Finalmente se investigd el efecto de la adaptacion del hongo y su potencial efecto

bioinsecticida. Se observé una disminucién significativa en el tiempo letal mediano
III
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(TLM) de los insectos infectados con las cepas adaptadas y un incremento en el
porcentaje de germinacion de las mismas, con respecto a las cepas control.

Con el desarrollo de este trabajo de tesis se demostro que:

- los hongos entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae son capaces de metabolizar
una variedad de hidrocarburos, similares a los componentes cuticulares del insecto
modelo utilizado (T. infestans),

- los productos lipidicos de la oxidacion de los hidrocarburos son utilizados por los
hongos para la biosintesis de sus estructuras celulares, asi como para la produccion de
energia,

- los hongos adaptados a crecer en medios de cultivo con hidrocarburos de muy larga
cadena similares a los HC cuticulares de T. infestans presentan:

a) un incremento en la capacidad degradativa de los hidrocarburos,

b) una modificacién composicional en los patrones lipidicos de los hongos,

¢) una modificacion en el patron de los compuestos organicos volatiles liberados,

d) un incremento en los productos volatiles de B-oxidacion,

€) un incremento en el namero de peroxisomas, organelas donde ocurre la B-oxidacion
en hongos, en correspondencia con un aumento en la actividad de la catalasa, enzima
marcadora de peroxisomas,

f) un incremento en la capacidad bioinsecticida, manifestado en un aumento del
porcentaje de germinacion y una disminucion del TLM.

Todas las evidencias indican una capacidad para la degradacion y eficiente utilizacion
metabolica de los hidrocarburos de muy largas cadenas carbonadas andlogos a los
constituyentes de la primer barrera de defensa del insecto huésped. Cuando la capacidad
de degradacion de hidrocarburos es aumentada o potenciada (adaptacion), se produce un
incremento de la virulencia del hongo, asi como una destruccion de la barrera protectora
del insecto contra los factores ambientales.

Los resultados de este trabajo aportan al conocimiento de los mecanismos de la
interaccion del hongo con la cuticula de su insecto huésped, y proporcionan informacion
valiosa para alcanzar el objetivo final de contribuir al desarrollo de nuevas estrategias

ecoldgicamente aceptables para el control de insectos plaga.
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SUMMARY

Entomopathogenic fungi are microorganisms that are natural enemies of insects,
which participate in their biological regulation. At present, approximately 700
entomopathogenic fungi species, included in almost 100 genera have been described.
Several of these species, mainly of the genera Beauveria and Metarhizium, are produced
as bioinsecticides in different countries to control a variety of agricultural pests. In
relation to the study of Chagas disease, Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae
strains pathogenic to different species of Triatomins, have been detected in many
countries. These entomopathogenic fungi provide a great bioinsecticide potential to
control insect vector populations in peridomestic habitats, where the use of the
traditional insecticides is not feasible. These microorganisms usually penetrate the
insect through the cuticular surface, exhibiting a great potential for the control of
hematophagous insects.

Triatoma infestans, an hematophagous insect (Reduviidae, Triatominae), is the main
Chagas disease vector in Argentina. More than 20 million people in South and Central
America are infected with Trypanosoma cruzi, the protozoan responsible for the
disease. This disease results from the contact at the domiciliary level between the man
and the vector, such interaction is mediated by conditioning elements of the
socioeconomic and cultural environment. In order to achieve a decrease in the disease
transmission, vector insect control is a direct method. The great success in such control,
accordance with the South Cone Initiative (in which participated the OMS, OPS and the
Health Ministries of Argentina, Bolivia, Brazil, Chile, Paraguay and Uruguay) was
based on the use of massive dose of insecticides. However, the interventions with
traditional insecticides for the control of vectorial transmission of diseases are
potentially jeopardized by resistance development and ecological considerations.
Therefore, it is imperative to develop techniques for plague control with less ecological
impact. Improvements obtained in these programs are due to a better knowledge in
biology, ecology, and behavior of insects and organisms related to them. The
composition, structure and function of the lipidic components of T. infestans cuticle
have been extensively studied in the INIBIOLP. The outer most cuticular surface of T.
infestans is constituted by a complex mixture of non-polar lipids formed by long and
very long carbon chains, mainly straight and branched saturated hydrocarbons from C27

to C33. The mayor role of cuticular lipids is to restrict water loss, control chemicals
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absorption, activity of microorganisms, and participate in chemical communication events.
Considering this fraction as a target, it is possible to affect it by:

- chemical inhibition of their synthesis.

- action of microorganisms. In unicellular fungi, also in bacteria, it is well known the
ability to degrade hydrocarbons, and its utilization as carbon source for its own
development. Preliminary data from this laboratory showed the capacity of
entomopathogenic fungi to metabolize hydrocarbons efficiently, thereby starting this
project. The main purpose was to investigate the potential metabolic pathways of
degradation and utilization of the insect cuticular hydrocarbons by different
entomopathogenic fungi. To this end, the lipid composition and metabolism of these
fungi were analyzed. Beauveria and Metarhizium strains grown either in cultivation
media containing glucose as the sole exogenous carbon source (control fungi), or
synthetic hydrocarbons similar to those of the target insect (adapted fungi), were used in
this work. The lipid composition of the strains grown in both substrates were analyzed.
The control strains showed a marked prevalence of sterols over phosphoacylglycerides
and free fatty acids, whereas the adapted strains showed predominantly triacylglycerides
and phosphoacylglycerides. Palmitic, oleic and linoleic acid were the major fatty acids
detected in B. bassiana grown in a cultivation media with glucose. The fatty acid
composition of the fungi incubated with a very long hydrocarbon chain was
quantitatively different to the control strain, with a decrease in the percentage of linoleic
acid and an increase in palmitic, eicosanoic and heptadecanoic acids. The hydrocarbons
detected in different strains of Beauveria and Metarhizium corresponded mainly to a
series of straight alkanes in a range of 15 to 38 carbon atoms with an homogeneous
distribution of even and odd chains. Composition and structural analyses of
hydrocarbons and fatty acids were done using capillary gas chromatography (CGC) and
CGC coupled to mass spectrometry (MS).

The lipid metabolism of the different fungal strains grown in insect-like hydrocarbons
was analyzed using radioactive tracers. Using chromatography techniques with
radioactivity detection (radio-TLC, radio-HPLC), the degradation products of the
hydrocarbon, as well as the lipidic components synthesized from them, were identified.
When fungi were incubated in a cultivation media with [’H] n-octacosane, M.
anisopliae incorporated radioactivity in the phospholipid fraction, mainly in the palmitic
acid of the phosphatidylethanolamine. However, B. bassiana incubated in the same

substrate, incorporated the radioactivity mostly in the free fatty acid fraction (palmitic,
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oleic and undecanoic acid). Fungi incubated with ['*C] n-hexadecane fully metabolized
the substrate, the radioactive labeling was only detected in the phosphoacylglycerides.
Volatile [’H] compound produced by control and adapted B. bassiana incubated with
[3H] n-octacosane were quantified in a liquid scintillation counter, and then identified
by radio-HPLC analysis. An increment in the production of [°H] acetate by the adapted
strain was observed compared to the control strain. The volatile organic compounds
(VOC) produced by both strains were analyzed by headspace sampling and CGC and
CGC-MS analysis. Depending on the source of carbon and the VOC extraction
methodology used (acidification or solid phase microextraction, SPME), acetate,
ethanol, decane, sesquiterpenes and alkylnaphthalenes and alkylbenzenes derivates were
mainly detected.

The proposed pathway for the n-alkanes catabolism, similar to the one described for
yeasts, is probably initiated with a terminal oxidation catalyzed by a microsomal
cytochrome-P450. Successive oxidation reactions will eventually provide the
appropriate fatty acyl CoA for complete degradation to acetyl-CoA in the peroxisomes,
the site of B -oxidation in fungi. Fungal ultrastructure analysis showed higher amounts
of peroxisomes in the adapted fungi, compared with the control fungi. Catalase the
peroxisome enzyme marker, was used in this work as biochemical parameter of the -
oxidation process. The activity of this enzyme was measured in homogenate and 20.000
xg pellet, using spectrophotometric techniques. A significant increase in the activity was
observed in the homogenate of fungi grown in hydrocarbons of T. infestans, as well as
in the 20.000xg pellets of the fungi adapted to grow in synthetic hydrocarbons. Finally,
the effect of fungal adaptation and its potential bioinsecticidal effect were investigated.
A significant decrease in the median lethal time of the insects infected with the adapted
strains was observed, and also an increment in the percentage of its germination,
compared with the control strains.

Within this thesis work it was demonstrated that:

- the entomopathogenic fungi, B. bassiana and M. anisopliae, are able to metabolize a
variety of hydrocarbons, similar to the cuticular components of the insect model used
herein (T. infestans),

- the lipidic products of hydrocarbon oxidation are used by the fungi for the
biosynthesis of their cellular structures, as well as for energy production,

- when fungi is adapted to grow in cultivation media with very long chain hydrocarbons

similar to the cuticular HC of T. infestans, the following observations can be outlined:
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a) an increase in the hydrocarbons degradation capacity,

b) fungal lipid pattern varies quantitatively,

¢) a modification in the pattern of the volatile organic compounds released,

d) an increase in the volatile products of f-oxidation,

e) an increase in the peroxisome number, organelles where the B-oxidation occurs in
fungi, in association with an increase in the activity of catalase, the peroxisome enzyme
marker,

f) an increase in the bioinsecticide capacity, as shown by an increase of the germination
percentage and a decrease of the median lethal time (TLM).

All gathered evidences indicate the degradation ability and efficient metabolic
utilization of the very long chain hydrocarbons analogous to the constituents of the first
defense barrier of the host insects. When the hydrocarbon degradation capacity is
increased or enhanced (adaptation), an increase in the virulence of the fungi occurs, as
well as a destruction of the protection barrier of the insect against the environmental
factors.

These findings are useful in order to gain in the understanding of the biochemical
interaction between entomopathogenic fungi and the cuticle of its insect host. They
provide valuable information to help achieve the long-term goal to develop ecologically

friendly tools to control insect pests.
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I.A. Los hongos entomopatdgenos como herramientas de control de plagas

I.A.1. Aspectos generales de los hongos

Los hongos constituyen un grupo polifilético de organismos con una amplia variedad
morfoldgica, en su comportamiento y en su ciclo de vida. Los hongos pueden definirse
como organismos eucaridticos, aclorofilos, con nutricion heteréfila y/o absortiva,
saprofitos, parasitos o simbiontes y de distribucion cosmopolita. Son organismos
provistos de pared celular de quitina y/o celulosa, (al menos) en la fase de reproduccion.
El cuerpo fangico se denomina talo o micelio, no presenta diferenciacion de verdaderos
tejidos ni 6rganos y es generalmente inmdvil, conformado por estructuras plasmodiales,
ameboidales, pseudoameboidales, unicelulares o multicelulares filamentosas. EI micelio
puede ser septado o no septado, multinucleado con nicleos genéticamente idénticos
(homocarioticos) o distintos (heterocarioticos), haploides, dicarioticos (con dos nucleos
haploides diferentes), o diploides.

De acuerdo a su funcién, el micelio puede ser vegetativo o de fructificacion. En la fase
vegetativa, primera fase de desarrollo, crece con estructuras filamentosas llamadas
hifas, células levaduriformes u otras unidades vegetativas. Este micelio vegetativo
cumple con las funciones de nutricion, sostén, propagacién y resistencia. En una
segunda fase de desarrollo se origina el micelio de fructificacion a partir del micelio
vegetativo. Su funcion es generar hifas fértiles que producen células que intervienen en
la reproduccidn sexual, asexual o parasexual del hongo.

La reproduccién sexual se realiza en tres etapas: plasmogamia (union de los
protoplastos), cariogamia (fusién de los nucleos) y meiosis. La reproduccion parasexual
implica la formacion de puentes de union entre células o anastomosis entre hifas de
diferentes talos que posibilita el intercambio de ndcleos y la fusion entre ndcleos
genéticamente idénticos o diferentes. Estos nucleos diploides son muy inestables y
raramente sufren meiosis, recuperando la dotacion cromosomica haploide mediante la
eliminacion aleatoria de cromosomas.

La reproduccion asexual puede ser por fragmentacion del soma y crecimiento de un
nuevo individuo a partir de cada fragmento; fision de células somaticas en células hijas;
gemacion de células somaticas o esporas y produccion de esporas o conidios. Estos

ultimos formaran un tubo germinal que dara origen a un nuevo micelio.
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Los conidios son ceélulas que se generan en hifas especializadas denominadas
conidioforos. Los conididforos pueden formarse de hifas somaticas sin ninguna
organizacion evidente o bien pueden organizarse en cuerpos fructiferos definidos
(picnidio, acérvulo). Son estructuras sin movimiento propio que intervienen en la
propagacion de los hongos por aire, agua, animales, etc. Tienen un nivel metabdlico
bajo y se producen como respuesta primaria al deterioro fisico y quimico del ambiente.
Presentan una pared celular cuya composicion fisico-quimica particular proporciona al
protoplasma proteccion contra varios factores de stress ambiental como la radiacion
ultravioleta, desecacion, lisis enzimatica y compuestos toxicos. Se compone
principalmente de quitina, glucanos, proteinas y glicoproteinas (manoproteinas,
galactomanoproteinas y xylomanoproteinas). La supericie de los conidios consiste en
una capa rica en proteinas hidrofobicas (Boucias et al. 1991a). Las hidrofobinas
constituyen un grupo de estas proteinas, que incrementan la resistencia de los conidios a
la desecacion, e intervienen en los procesos de adhesion de las estructuras fangicas a las
superficies hidrofdbicas (Bidochka et al., 1995; Wasten, 2001).

Los blastosporos son células de composicién similar a los conidios que se desarrollan
en medios sumergidos (medios de cultivo liquido, hemocele de insectos), pero son de
mayor tamano, de pared celular mas delgada y con menor resistencia y viabilidad que

los conidios (Muller-Kogler y Samsinakova, 1970; Taborsky, 1992).

I.A.2. Clasificacion taxonomica de hongos entomopatdgenos

Debido a la complejidad y heterogeneidad del grupo, existen diversos criterios de
clasificacion, basados principalmente en el tipo de reproduccion y en las caracteristicas
fenotipicas. La siguiente clasificacion fue propuesta por Alexopoulos (1996).

Reino FUNGI

Phylum CHYTRIDIOMYCOTA
Phylum ZYGOMYCOTA
Phylum ASCOMYCOTA
Phylum BASIDIOMYCOTA

Los hongos que se agrupan en estos phyla constituyen un grupo monofilético con

reproduccion sexual (estado teleomorfo) conocida. Los hongos de los cuales se
3
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desconoce su fase sexual se incluyen dentro de un grupo artificial de hongos
denominados imperfectos o mitosporicos: los Fungi Imperfecti (antes denominados
Deuteromycetes). La mayoria de estos hongos contienen estructuras fungicas similares a
las descritas en el estado asexual (estado anamorfo) de los Ascomycetes, por lo que
podrian considerarse pertenecientes a este grupo pero con una fase sexual que no ha

evolucionado o que atn no ha sido descubierta.

Los hongos pueden ser:

- Unicelulares (levaduras)

- Filamentosos. Filamento es un término que se utiliza en botanica para designar
organismos que tienen divisiones en un solo plano. Cuando este filamento se
encuentra en un hongo se denomina hifa. Por ende los hongos que desarrollan hifas

se denominan hongos filamentosos.

I.A.3. Relacion patégeno-huésped

Las asociaciones simbidticas entre el grupo de los insectos y los microorganismos son
altamente frecuentes en la naturaleza. Los microorganismos pueden vivir una parte de
su vida en asociacion con organismos de otras especies. Se define como parasito a un
organismo integrante de una asociacion, que genera un dafio y/o vive a expensas de otro
organismo denominado huésped. Cuando el parasito crece y se multiplica en el interior
0 sobre el huésped, puede provocar enfermedad (alteracion de las funciones normales) o
muerte del mismo. En este Ultimo caso se denomina microorganismo patdgeno. Existen
especies patdgenas obligadas o patdgenas facultativas, que infectan solo a huéspedes
débiles o enfermos (Prescott et al., 1999).

La relacién entre un organismo patdégeno (hongo entomopatdgeno) y su huésped
(insecto), produce la enfermedad de este ultimo. Para describir las caracteristicas
bioldgicas de la enfermedad se define (Alves, 1986; Lecuona, 1996; Shapiro-llan et al.,
2005):

- Patogenicidad: es la potencial habilidad de un organismo para provocar una
enfermedad. Es un término cualitativo que hace referencia a un concepto de todo o
nada.

- Infeccidn: es la penetracion y multiplicacion de un microorganismo en el insecto.
4
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Virulencia: se refiere a la intensidad o grado de la enfermedad; es decir que es un
parametro relativo y debe ser comparado entre distintas cepas sobre el mismo
huésped. Es un término que cuantifica la patogenicidad. La virulencia se mide en
base a la repuesta de un insecto frente a indculos conocidos y es expresada como
porcentaje de mortalidad, dosis letal media (LD50), dosis que produce la muerte del
50% de los insectos; o concentracion letal media (LC50), concentracion que provoca
la muerte del 50% de los insectos. Sin embargo de acuerdo al método de aplicacion
empleado, por ejemplo por pulverizacion de la dieta, no puede determinarse con
certeza la cantidad de patégenos en contacto con el insecto, y por lo tanto estos
parametros no pueden ser estrictamente evaluados en ese caso. El tiempo letal
medio (TLM), es el tiempo en el cual se produce la muerte del 50% de los insectos a
una dosis constante, y es el parametro més utilizado en los ensayos a campo. Este
pardmetro puede ser afectado por cambios nutricionales, presencia de otros
microorganismos, factores climaticos, infeccion del hongo a insectos de
susceptibilidades diferentes e incluso por la multiplicacion del mismo en medios de

cultivo sintéticos (Lecuona, 1996).

La enfermedad puede ser epizodtica cuando un gran nimero de insectos sufre una

caida abrupta e inusual de su poblacién en un periodo de tiempo corto; o enzodtica

cuando las caracteristicas de la enfermedad se repiten anualmente, con una baja

incidencia, pero constante, sobre una determinada poblacion.

El desarrollo de una enfermedad es un proceso dindmico en el cual las interacciones

entre el patdgeno, el huésped y el ambiente resultan en modificaciones morfoldgicas y

fisiolégicas del microorganismo y de su insecto huésped.

El curso de la enfermedad puede ser demostrado con una curva epizodtica (Alves,

1998) que se divide en tres fases:

Preepizodtica con un numero bajo de insectos parasitados debido a una baja
eficiencia del inoculo.

EpizoGtica con un gran numero de insectos parasitados debido a la elevada
multiplicacion y diseminacion de patdgeno (porcion culminante de la curva).
Postepizoodtica con la disminucion de la poblacion debido a la gran mortalidad

producida por el patégeno.
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I.A.3.1. Morfologia, composicién y funcion de la superficie del insecto huésped

El primer contacto que presentan la mayoria de los microorganismos
entomopatogenos con su huésped es a través de la cuticula. Esta capa superficial del
insecto cumple con las siguientes funciones principales: restringir la pérdida de agua,
controlar la absorcion de sustancias quimicas, intervenir en procesos de comunicacién
guimica y actuar como barrera contra la actividad de microorganismos (Blomquist et al.,
1987; Juarez, 1994a).

Estructuralmente la cuticula de los insectos presenta dos zonas, la epicuticula y la
procuticula que constituyen a su vez las capas mas externas del integumento (Fig. 1.1).
La epicuticula es la zona de contacto inicial del insecto con el hongo y por lo tanto la
composicion fisico-quimica de la misma tiene un rol fundamental en el proceso de la
infeccion. La epicuticula estad constituida por un nimero variable de capas segun la
especie, que se denominan de afuera hacia adentro: cemento, capa cerosa o lipidica,
cuticulina y epicuticula interna. La capa lipidica presenta principalmente compuestos de
muy larga cadena (20 a >40 carbonos) y escasa reactividad como hidrocarburos,
alcoholes grasos, ceras, glicéridos y acidos grasos libres de muy variadas estructuras
(Lockey, 1985, Lockey, 1988). Las capas mas internas estan constituidas por estructuras
proteicas altamente tanificadas, sustancias fendlicas y componentes lipidicos comunes a
las capas mas externas (Wigglesworth, 1975). La procuticula, en cambio esta compuesta

principalmente por proteinas y quitina.
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Fig. I.1. Esquema de la composicidn de las distintas zonas del integumento de insectos
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El insecto huésped presenta en la faz externa de su tegumento esclerotizado, una
porcion o placa dorsal denominada tergo, una placa ventral denominada esterno, y un
par de pleuras laterales. Estas a su vez estan sujetas a fragmentaciones secundarias que
originan los escleritos denominados terguitos, esternitos o pleuritos. Entre estas zonas
tipicamente esclerotizadas existen membranas o lineas de suturas. Los insectos
presentan ademas zonas membranosas de articulacién entre los distintos segmentos
denominadas membranas intersegmentarias. La morfologia superficial de la cuticula es

caracteristica de cada especie y del estado de desarrollo del insecto.

I.A.3.2. Mecanismos de accién de hongos entomopatdgenos

A diferencia de los virus y bacterias entomopatdgenas que ingresan a su huésped
generalmente por via digestiva, estos hongos acttan principalmente como insecticidas
de contacto y deben atravesar la cuticula de su insecto huésped para lograr una
colonizacion exitosa. En este caso, la cuticula provee un sustrato de adhesion y de
nutricion, asi como las sefiales quimicas necesarias para la germinacion del hongo y su
posterior invasion al insecto blanco (Boucias y Pendland, 1991b; Hajek y St. Leger,
1994).

El ciclo de vida de los hongos entomopatdégenos en un insecto huésped puede
dividirse en las siguientes etapas (basado en Roberts y Humber, 1981 y Fargues, 1984)
(Fig. 1.2):

1- Adsorcion de los propagulos fangicos a la superficie cuticular.

Las condiciones ambientales favorables de temperatura y humedad, conjuntamente
con una compatibilidad del conidio con la cuticula del insecto, pueden desencadenar el
desarrollo de la enfermedad. Las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de la
cuticula (que pueden generar un microclima especial y propicio para el crecimiento del
hongo), asi como las caracteristicas de comportamiento del insecto (que puede
refugiarse en sitios con temperatura y humedad favorables para el hongo), podrian
considerarse mecanismos naturales de regulacion de las condiciones ambientales
necesarias para el desarrollo éptimo del hongo en el huésped.

Los conidios constituyen el estado infectivo del hongo por ser las primeras estructuras

fangicas que entran en contacto con el insecto huesped. Pueden ser estructuras
7
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Figura 1.2. Esquema del ciclo de vida de un hongo entomopatdgeno y su realcion con el
huésped. A) Microfotografia de estructuras de Beauveria bassiana. Se observa el desarrollo de
conidioéforos y conidios. B) Seccion de cuticula de insecto en estado larval. Se observa la
cuticula como una gruesa capa acelular, y parte del tejido epidérmico subyacente. Fotografia de
Boucias y Pendland, 1991b. C) Conidio adherido a la cuticula de su insecto huésped. Fotografia
de Boucias y Pendland, 1991b. D) Microspia electronica de barrido de conidios y tubos
germinales adheridos a la superficie cuticular del insecto mediante secreciones flngicas.
Fotografia de Lecuona, 1989. E) Germinacién de un conidio sobre la epicuticula de un insecto
analizado por microspia electronica de barrido. Fotografia de St. Leger et al., 1991. F) Seccion
del integumento de un insecto infectado con un hongo entomopatdgeno. Se observa una hifa
penetrando la cuticula y alcanzando el tejido epitelial. Fotografia de Boucias y Pendland, 1982.
G) Microspia electronica de barrido de hifas fungicas en el hemocele del insecto infectado.

Fotografia de Boucias y Pendland, 1991a.
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hidrofobicas o hidrofilicas, de acuerdo a la composicion fisicoquimica de su capa mas
externa (Boucias y Pendland, 1991b). Los conidios hidrofébicos poseen una lamina
externa de composicién quimica aun no bien caracterizada formada por fasciculos
entrecruzados con estructuras en forma de bastones, con tamafios y disposicion
variables de acuerdo a la especie y a las condiciones de cultivo del hongo (Boucias y
Latgé, 1988). Se han reportado proteinas hidrofébicas en la pared celular de los conidios
de varias especies de hongos filamentosos, denominadas hidrofobinas (Bidochka et al.,
1995, Wosten, 2001, Paris et al., 2003). Esta composicion particular de los conidios de
algunos géneros como Nomuraea, Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces, genera
uniones no covalentes del tipo hidrofdébicas con las capas lipidicas mas superficiales no
polares del insecto. Los conidios hidrofilicos no poseen una capa externa organizada y
en muchos casos se caracterizan por poseer una capa mucilaginosa que protege al
conidio contra la desecacién y los compuestos toxicos, conteniendo ademas sustancias
de adhesion que pueden intervenir en los procesos de adsorcion y/o adhesion del
conidio a la cuticula de su huésped (Eilenberg et al., 1986, Latge et al., 1988). Los
géneros Conidiobolus, Entomophtora, Hirsutella y Verticillum entre otros, son ejemplos
de hongos entomopatdgenos con conidios hidrofilicos.

La interaccion inicial del conidio con la cuticula del insecto es un proceso pasivo que
se produce por interacciones inespecificas de caracter fisico-quimico, como son las
interacciones hidrofébicas, fuerzas electrostaticas, puentes de hidrégeno, etc (Boucias y
Latgé, 1988)

2- Adhesion o consolidacion de la interfase entre propagulos pregerminantes y la

epicuticula

Esta etapa implica la formacion de envolturas o matrices de sustancias adhesivas
mucilaginosas e hidrofdbicas secretadas por el hongo cuya composicién no se conoce
con exactitud, aunque se sugieren estructuras glucoproteicas y/o polisacaridos (Boucias
y Pendland, 1991b); formacion de microextensiones en las células fungicas y
modificaciones en la cuticula del huésped, producidas por el microorganismo. Las
modificaciones mas frecuentes implican la predigestion de la epicuticula por diversas
enzimas como lipasas, N-acetylglucosaminidasa, proteasas y esterasas que se localizan
en granulos en el extremo apical de los conidios previo a la formacion del apresorio
(Ratault y Vey, 1977, Fargues, 1984).
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La adhesion es un proceso activo que requiere un estimulo especifico del huésped
(Fargues, 1984; Nielsen et al.,, 2000) y ocurre frecuentemente en las regiones
intersegmentales, en las setas y/o espinas, 0 en las patas del insecto (Boucias et al.,
1988, Sosa Gomez et al., 1997, Fernandez et al., 2001).

3- Germinacion del hongo y crecimiento en la superficie cuticular del insecto

Cuando las condiciones de temperatura y humedad son apropiadas se produce un
incremento del tamafio de los conidios con la aparicién de una o varias evaginaciones
que se prolongan generando estructuras hifales denominadas tubos germinales o
germinativos a partir de los cuales pueden originarse a su vez, hifas laterales cortas y
especializadas como érganos de fijacion que se denominan apresorios. Estas estructuras
proporcionan al hongo una sujecion mecénica frente a fuerzas opuestas generadas por
las condiciones ambientales adversas, favoreciendo el inicio de la penetracion (Maller y
Loeffler, 1976). En la mayoria de los deuteromicetes patdgenos ocurre la produccion del
apresorio conjuntamente con la secrecién de sustancias viscosas mucilaginosas
(Bidochka et al., 1997). La germinacion y el crecimiento del hongo son etapas que
generan estructuras de rapido desarrollo y gran colonizacién, pero muy vulnerables a los
distintos factores de stress ambiental.

La germinacién de los conidios es un evento crucial de la infeccion, por ser el primer
paso en el ingreso del hongo al huésped. La disponibilidad de nutrientes en la cuticula
del insecto, es uno de los factores principales que condiciona este proceso (St. Leger et
al., 1994). Los hongos requieren de una fuente de carbono exdgena como glucosa, N-
acetylglucosamina, glucosamina, quitina, almidén y/o lipidos (Smith y Grula, 1981), y
poseen diversas enzimas (quitinasas, proteasas, lipasas y esterasas, entre otras) capaces
de degradar estos compuestos (Ratault y Vey, 1977; Ferron, 1985; St. Leger et al.,
1986a; St. Leger et al., 1986b; St. Leger et al., 1991).

Los componentes quimicos de la cuticula del huésped, sin embargo, pueden favorecer
o inhibir la germinacién del microorganismo. Se ha reportado, por ejemplo, que
fracciones epicuticulares de Ostrinia nubilalis, una de las mayores plagas de los cultivos
de maiz en Europa, favorecen la germinacién de cepas de Beauveria patdgenas, e
inhiben el crecimiento de hifas de cepas no patégenas (Lecuona et al., 1997). Los acidos
tetradecanoico y eicosanoico, por ejemplo, pueden producir una estimulacion del

crecimiento fungico (Szafranek et al., 2001), o bien impedir la consolidacion del
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propagulo en la misma (Fargues, 1984, Boucias y Pendland, 1991b). Se ha reportado
que acidos grasos de cadenas cortas a medianas, como el &cido pentanoico, 2,4-
hexadienoico y dodecanoico, pueden inhibir el crecimiento fangico (Sosa-Gomez et al.,
1997; Szafranek et al., 2001).

En cuanto a la influencia de la composicion quimica del hongo en el proceso de
germinacién, se ha citado que los conidios hidrofobicos al tomar contacto con una
fuente de carbono o nitrégeno, muestran valores de germinacién mayores que los

conidios hidrofilicos (Boucias y Pendland, 1991).

4- Penetracion del hongo en el insecto huésped

Los eventos tempranos de la infeccion fungica, previos a la penetracion, resultan
cruciales para el hongo debido a los riesgos de deshidratacion y fotodegradacion a los
que se encuentra expuesto en la superficie del insecto. Las hifas desarrolladas a partir de
los conidios comienzan el proceso de penetracion al insecto para alcanzar prontamente
una mayor proteccion y sustrato alimenticio. La via de entrada més frecuente de los
hongos entomopatdgenos al insecto, es a través de la cuticula, generalmente en zonas
donde el integumento ofrece menor resistencia (regiones intersegmentarias, bases de los
pelos y setas). Eventualmente los hongos pueden ingresar a través de orificios naturales,
como cavidad bucal, espirdculos, orificio anal o sifonal (Tanada y Kaya, 1993), o bien
heridas y sitios de ruptura de la cuticula. EI mecanismo de penetracion del hongo es
generalmente una combinacion de procesos fisicos (presion mecanica del tubo
germinal) y quimicos (secrecién de enzimas liticas). Asimismo las propiedades
particulares de la cuticula del huésped, principalmente su espesor, grado de
esclerotizacion y presencia de sustancias antifingicas y/o disponibilidad de nutrientes,
son factores importantes que pueden determinar la penetracion del hongo (Charnley,
1984). En insectos con integumento delgado y escasamente esclerotizado como
Homopteros y Lepiddpteros, el tubo germinal penetra sin alteraciones importantes de su
morfologia (Tanada y Kaya, 1993), mientras que los tubos germinales forman
estructuras mas complejas, como apresorios, que secretan sustancias mucoides
adherentes y enzimas liticas en cuticulas esclerotizadas resistentes a la degradacién
(McCauley et al., 1968, Goettel et al., 1989, St. Leger et al., 1991, Tanada y Kaya,
1993).

12



Introduccion

Las hifas infectantes que provienen de un apresorio o de un tubo germinal, pueden
formar un haustorio. Este ultimo ingresa a las células del huésped formando hifas
intracelulares, que absorben sustancias nutricias y las transportan hacia otras zonas del

talo del hongo.

5- Crecimiento del hongo en el hemocele

En el interior del insecto los hongos se desarrollan generalmente como células de tipo
levaduriforme, los blastosporos, que se multiplican rapidamente por gemacion
desarrollando protoplastos y estructuras ameboides sin pared celular. La ausencia de
pared celular seria una estrategia adaptativa del hongo para evadir los mecanismos de
defensa del insecto infectado. Se ha reportado que los hongos que carecen 0 enmascaran
los componentes antigénicos propios de la pared celular, no desencadenan una reaccion

inmunitaria en el huésped (Perez Consuegra, 2004, Wang y St. Leger, 2006).

6- Produccién de toxinas fungicas

Las toxinas cumplen un rol importante en el modo de accion de los hongos
entomopatogenos. Si bien estos compuestos no serian los responsables directos de la
muerte del insecto, ésta ocurre mas rapidamente cuando el hongo infectante produce
grandes cantidades de toxinas. En estos casos, la toxemia conjuntamente con la
deficiencia nutricional del insecto y con la destruccion de sus tejidos por la invasion y
crecimiento del hongo en su interior, desencadenarian la muerte del mismo (Cafiedo y
Ames, 2004).

La mayoria de las toxinas fangicas que se han descrito hasta el momento (Tabla 1.1),
son péptidos ciclicos de bajo peso molecular (Fig. 1.3), con propiedades antibidticas,
antifangicas o insecticidas (Peeters et al., 1989, Strasser et al., 2000, Vey et al., 2001).
Sin embargo se ha reportado recientemente una toxina de alto peso molecular

(Bassiacridina) sintetizada por Beauveria bassiana (Quesada-Moraga y Vey, 2004).
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Tabla 1.1. Toxinas sintetizadas por distintos géneros de hongos patdégenos de insectos.

Nombre de la toxina Hongo que sintetiza la toxina Referencia
Dextrusinas Metarhizium Roberts et al., 1992
Beauvericina, bassianolida, Beauveria Quesada-Moraga y
bassianinas, tenellinas, Vey, 2004

oosporeina, beauverolides,
isarolides, bassiacridina

Ciclosporina, efrapeptinas Tolypocladium Hoppert et al., 2001,
Strasser et al., 2000

Leucinostatinas, Beauvericina Paecilomyces Mikami et al., 1984,
Klaric y Pepeljnjak,
2005

Cordicepina Cordyceps Alves, 1986

Dextrusina et
Beauvericina

Fig. 1.3. Estructura de dos toxinas sintetizadas por hongos entomopatdgenos

7- Muerte del insecto, produccién y dispersion de conidios

El desarrollo hifal en el interior del insecto es muy variable, ya que puede abarcar
Unicamente las zonas proximas al sitio de penetracion o bien puede invadir
completamente a su huésped (Ferron, 1985). El crecimiento de las hifas comienza en el
hemocele y continta avanzando hasta alcanzar los distintos 6rganos del insecto. Cuando
el hongo invade el intestino, el insecto sufre paralisis con interrupcion de la

alimentacion y pérdida de peso. Se producen ademas, cambios en el comportamiento,
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tales como temblores, alteraciones en la coordinacion, y una postura rigida y elevada.
Luego deviene la muerte del insecto por deficiencias en la alimentacion, invasion y
destruccidn de tejidos, e intoxicacion con toxinas fungicas (como se menciond en item
anterior). Con la muerte del insecto termina el desarrollo parasitico del hongo y empieza
la fase saprofitica del mismo.

El crecimiento del hongo en el hemocele forma masas micelianas que producen la
momificacion del huésped (Ferron, 1985, Tanada y Kaya, 1993, Boucias y Pendland,
1998). Asimismo se produce un agotamiento de los nutrientes y por consiguiente una
situacion de stress alimenticio para el hongo, que sale al exterior del insecto
fundamentalmente por las regiones intersegmentales o por aberturas naturales
(espiraculos, boca y ano). Cuando las condiciones ambientales son favorables, se
produce la esporulacion del hongo sobre el cadaver generando esporas o conidios. Esta
propiedad del hongo de generar estructuras de resistencia, permite mantener una fuente
de microorganismos latentes que pueden permanecer sobre la materia organica del suelo
0 sobre los cadaveres de los insectos, con capacidad de reproducirse y renovarse de
forma continua. La dispersion del patdgeno puede ocurrir por varias vias: los micelios
originados en los cadaveres pueden diseminarse en el suelo, o bien los conidios pueden
ser dispersados por el viento, el agua, u otro mecanismo pasivo, e infectar a otros
insectos cuando las condiciones de temperatura y humedad sean favorables. Asimismo
los insectos infectados pueden desplazarse antes de morir trasladando el patdgeno a
distintas regiones (Cariedo y Ames, 2004).

1.A.4. Control de insectos plaga

Los mecanismos de control de insectos plaga en la actualidad, se basan
mayoritariamente en el uso de pesticidas quimicos tradicionales (carbamatos,
piretroides) que son aplicados en grandes extensiones de terreno generalmente mediante
métodos de dispersién aérea (Lomer et al., 1997). El uso inadecuado de estos
compuestos quimicos de elevada toxicidad, afectan a las zonas tratadas por las
siguientes razones:

- Generan problemas en la salud humana (personal aplicador y consumidores).

- Se producen residuos toxicos de dificil eliminacién.
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- Provocan desequilibrios ecologicos debido a que la inespecificidad del insecticida
que produce la muerte de gran variedad de organismos, habiéndose reportado graves
dafos a la fauna benéfica (Woodbridge et al., 1995).

- Tienen una potencial generacion de resistencia en insectos plagas.

El conocimiento del impacto que produce el uso de pesticidas quimicos sobre el
medio ambiente y la salud humana, asi como la aparicién de fendmenos de resistencia,
ha motivado el desarrollo de estrategias que impliquen una reduccién de la aplicacion
de estos compuestos. Si bien los compuestos quimicos contintan siendo el mecanismo
principal de control, las tendencias actuales se orientan al uso de biocidas con menor
toxicidad. Los programas de manejo integrado de plagas (MIP) disminuyen el empleo
de insecticidas tradicionales debido a la incorporacion de microorganismos patdégenos a
los formulados comerciales. Se ha demostrado que los biopesticidas no producen
residuos toxicos, no afectan a insectos beneéficos, su aplicacion no es nociva para el
hombre y son efectivos en el control de insectos que han desarrollado resistencia a
pesticidas quimicos (Harris y Dent, 2000). La mayoria de los biopesticidas emplean
enemigos naturales de insectos plaga y se aplican en el area de la agricultura y
horticultura. La importacién de enemigos naturales es un recurso muy utilizado en la
actualidad, pero los programas de control biolégico se basan principalmente en la

busqueda de los enemigos naturales locales.

I.A.4.1. Los hongos como agentes de control biolégico

Numerosos hongos son capaces de sobrevivir sobre insectos u otros invertebrados
(&caros, crustaceos y nematodes) y por ende son enemigos naturales con un gran
potencial como biocontroladores de los mismos. Las principales ventajas de estos
microorganismaos son:

- Presentar un potencial epizo6tico importante ya que pueden dispersarse rapidamente
a través de una poblacion haciendo que ésta colapse en pocas semanas,

- Presentar grados variables de especificidad. Pueden infectar un amplio rango de
insectos, de distintos érdenes o familias relacionadas, o bien pueden ser especificos
de un grupo restringido de especies, e incluso de una Unica especie, sin afectar al
resto de las poblaciones animales y vegetales (Boucias y Pendland, 1991b, Johnson
etal., 1992, Tanada y Kaya, 1993, Goettel et al., 1995),
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- Capacidad de colonizar un ecosistema, reproducirse y renovarse en forma continua y

persistente si encuentran las condiciones ambientales adecuadas,

- Invadir el cuerpo de su huésped a través de su cuticula o exoesqueleto. A diferencia

de las bacterias y virus entomopatdgenos que ingresan por ingesta, los hongos

presentan un gran potencial para controlar insectos chupadores y/o hematofagos,

- No contaminar el medio ambiente,

- No afectar la salud humana ni la de otros animales superiores.

La mayoria de

los grupos taxondémicos de hongos presentan miembros

entomopatogenos (Tabla 1.2). Se han descrito aproximadamente 750 especies, incluidas

en mas de 100 géneros diferentes, que pertenecen principalmente al orden

Entomophtorales del Phylum Zygomycota, asi como al orden Hypocreales del Phylum
Ascomycota (Roberts, 1989, Alves, 1986, Samson et al., 1993, Tanada y Kaya, 1993,
Howard y Miller, 1996, Hajek, 1997, Bidochka y Small, 2005, Furlong y Pell, 2005,
Rehner, 2005, Roy et al., 2006).

Tabla I.2. Hongos entomopatégenos de los grupos taxondmicos principales*

Grupo taxonémico

Geéneros de hongos entomopatogenos

Chitridiomycetes

Coelomomyces, Coelomycidium, Myiophagus

Oomycetes Couchia, Lagenidium, Leptolegnia, Pythium, Saprolegnia

Zygomycetes Sporodiniella, Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Eryniopsis,
Furia, Massospora, Meristacrum, Neozygites, Batkoa,
Strongwellsea, Pandora, Tarichium, Zoophthora, Conidiobolus

Ascomycetes Cordyceps, Calonectria , Cordycepioideus, Torrubiella, Nectria,

Hypocrella, Myriangium, Podonectria, Paecilomyces,
Akanthomyces, Aschersonia, Engydontium, Gibellula, Hymenostilbe,
Paraisaria, Polycephalomyces, Pseudogibellula, Sorosporella,
Tolypocladium, Verticillium, Culicinomyces, Nomuraea, Hirsutella,
Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium, Cordycepioideus

Basidiomycetes

Filobasidiella, Septobasidium, Uredinella

Fungi Imperfecti

Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Pleurodesmospora, Sporothrix,
Stilbella, Tetranacrium, Tilachlidium, Aegerita, Tetracrium,
Cladosporium, Colletotrichum

*Tabla basada en Samson et al., 1993, Tanada y Kaya, 1993 y Alves, 1998, Hodge, 2003.
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Las numerosas especies de insectos infectadas con hongos entomopatogenos,
pertenecen principalmente a los ordenes Diptera, Coledptera, Lepidoptera, Ortoptera,
Hemiptera e Himenoptera (Roberts y Hajek, 1992, Rehner, 2005). La mayoria de estos
insectos son perjudiciales para el hombre y se los agrupa en insectos plaga del agro e
insectos plaga de interés sanitario. Si bien existen varias lineas de investigacion con el
objetivo de aplicar los hongos entomopatogenos al control biolégico de estos insectos,
en la actualidad se emplean principalmente como agentes de control de insectos plaga
del agro (Roberts y Hajek, 1992; Estrada y Lépez, 1997; Lomer, 2001). EI mayor
programa de biocontrol con micoinsecticidas se realiz6 en China donde se aplicaron
cepas de B. bassiana para controlar un insecto fitéfago, Dendrolimus sp., en
aproximadamente un millén de hectareas de bosques de pinos afectados por dicha plaga
(Xu, 1988). En Brasil una plaga de la cafia de azlcar, Mahanarva posticata, fue
controlada durante méas de diez afios con cepas de M. anisopliae (Alves, 1986). En Cuba
se emplean con mucho éxito M. anisopliae en el control de Lissorhoptrus brevirostris
en cultivos de arroz, B. bassiana para Cosmopolites sordidus, y Pachnaeus litus, plagas
de cultivos del platano y citricos respectivamente, asi como Verticillium lecanii para
reducir poblaciones de Bemisia tabaci en los cultivos de tomate y porotos (Fernandez-
Larrea Vega, 2001). Asimismo en EEUU, Australia, Inglaterra, Francia, Canada, Corea
y varios paises de Africa (Proyecto LUBILOSA (Lutte Biologue contre les Locustes et
Sauteriaux, www.cgiar.org/iita/research/lubilosa/index.htm), se han implementado
estrategias de control de saltamontes, langostas, grillos, moscas blancas, &fidos, trips y
acaros, en cultivos ornamentales de alfalfa, pastos, maiz y papa, entre otros, basados en
distintas especies de hongos entomopatdgenos, con resultados altamente satisfactorios
(Lomer et al., 1997, Jenkins et al., 1998).

En Argentina se estan desarrollando formulados comerciales para el control de
algunas especies de insectos (mosca domeéstica, cucarachas), y hay numerosos estudios
realizados con el objetivo de utilizar micoinsecticidas como estrategia de control de
insectos plagas del agro y de interés sanitario (LOpez Lastra, 1999; Lecuona et al., 2001;
Dal Bello et al., 2001; Lopez Lastra y Scorsetti, 2002; Luz et al., 2004; Lecuona et al.,
2005). Sin embargo estos métodos de control no estdn incorporados a los planes
actuales de regulacion de poblaciones consideradas plagas y los insecticidas quimicos
contindan siendo la herramienta principal de control en la actualidad. Si bien estos
productos de origen bioldgico estan empezando a asumir un papel importante en el

campo de la agricultura sostenible, la implementacion de los mismos resulta un proceso
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lento. EI mayor obstdculo que presenta el uso de estos microorganismos como
biocontroladores, es su elevada susceptibilidad a los factores ambientales como la luz
UV, la temperatura y la humedad, que restringen la supervivencia prolongada de los
conidios en el medio ambiente. Actualmente se estan desarrollando y optimizando
diversos medios de vehiculizacion y conservacion de los conidios con formulados en
base a aceites minerales y vegetales, o bien utilizando medios liquidos con
emulsionantes (Bateman, 1998, Monzo6n, 2001) que garanticen la estabilidad y
viabilidad del producto (Moore et al.1995).

Aplicacién a gran escala de microorganismos

El cultivo de los microorganismos en placas se utiliza para estudios de laboratorio,
estandarizacion de condiciones de crecimiento, ensayos preliminares o pruebas pilotos
de produccion industrial. La aplicacion a gran escala de los hongos entomopatégenos en
sistemas naturales implica una produccién masiva de estructuras fungicas que sean
resistentes a diversos factores abioticos (temperatura, humedad, UV) y biédticos (otros
microorganismos). Hasta el momento los hongos entomopatdgenos se producen en
medio liquido o en medio solido utilizando distintas variedades de granos como sustrato
nutritivo. EI medio sélido resulta mas ventajoso por sus bajos costos de produccion, alto
rendimiento, y por generar estructuras fangicas de mayor resistencia (conidios) que las
desarrolladas en los medios de cultivo liquido (blastosporos). Los conidios son las
estructuras de resistencia y dispersion mas utilizadas para ser aplicadas a campo aunque
también se han realizado algunos ensayos con blastosporos y micelio deshidratado
(Pereira y Roberts, 1990; Feng et al., 1994, Arcas et al., 1999).

La conservacién del hongo y el mejoramiento genético de las cepas virulentas
previamente seleccionadas, son dos mecanismos fundamentales para lograr un
incremento de su potencial bioinsecticida. La conservacion es un componente critico ya
que requiere medios de vehiculizacion que permitan una dispersion y viabilidad del
hongo en condiciones ambientales adversas. En la actualidad estos inconvenientes estan
siendo sorteados mediante la preparacion de formulados fungicos. La formulacion es el
proceso por el cual el ingrediente activo (conidios, hifas o bastosporos) se combina con
materiales inertes tales como aceites, solventes, emulsificantes y otros aditivos, que
protegen al hongo en el momento de la aplicacion, evitan su sedimentacion

(garantizando una mezcla homogénea necesaria para una buena aplicacion y
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distribucion) y ayudan a aumentar su viabilidad en el medio ambiente (Aud, 1991; Prior
et al., 1995). Los formulados mayormente utilizados consisten en suspensiones de
conidios en aceites de origen mineral o vegetal, 0 en medios acuosos con sustancias
emulsificantes (Feng et al., 1994). Los formulados en aceites son muy eficientes en la
proteccion de las estructuras fangicas, pero muchos grupos de hongos entomopatégenos
poseen conidios hidrofilicos (como se describié en el item 1.A.3.2) con una solubilidad
incompatible con un sustrato aceitoso. La hidrofobicidad de los conidios de varios
hongos, en cambio, es una propiedad que resulta muy ventajosa para lograr estos
formulados.

Varias cepas de B. bassiana, M. anisopliae y M. flavoviride, son frecuentemente
producidas a gran escala, en distintos lugares del mundo (Feng et al., 1994, Jenkins y
Goetttel, 1997, Burges, 1998, Butt y Copping, 2000).

I.A.4.2 Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

1.A.4.2.a Clasificacion taxonémica

Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Beauveria
Metarhizium
Especie Beauveria bassiana

Metarhizium anisopliae

Basada en Hodge, 2003.
I.A.4.2.b. Caracteres generales
B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y M. anisopliae (Sorokin), son especies que se

encuentran habitualmente en el suelo. Poseen caracteristicas especiales que les permiten

sobrevivir en forma saprofitica sobre material organico en descomposicién, o bien sobre
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seres vivos. Estos hongos pueden ser parasito o patdgenos oportunista de &caros,
crustaceos e insectos. EI micelio de ambas cepas es ramificado y septado con
conidiogénesis acropeta (el conidio mas joven en posicion apical) en B. bassiana y
basipeta (el conidio méas joven préximo a la célula conidiogénica) en M. anisopliae. Los
conidioforos de B. bassiana producen celulas conidiogénicas con una parte basal
globosa que genera un eje de crecimiento en zig-zag con los conidios ubicados en los
vertices (Fig. 1.4.A). M. anisopliae posee condiéforos simples o empaquetados sobre
una masa de estroma flngico con aspecto de almohadilla o candelabro, células
conidiogénicas cilindricas y conidios en columnas (Fig. 1.4.B). Los conidios pueden ser
esféricos o cilindricos, hialinos, no pigmentados y miden entre 1u y 5u (microconidios)
(Samson et al., 1993, Hodge, 2003). Estos hongos son facilmente cultivados en el
laboratorio debido a su desarrollo miceliano, asi como la produccion de conidioforos y
de conidios. Las condiciones favorables para la formacién de esporas son generalmente
distintas y mas restringidas que aquellas que controlan el crecimiento miceliano
(Jenkins y Goettel, 1997). Por ejemplo, la calidad y concentracion de los nutrientes que
favorecen la esporulacion son muy especificos. En el caso de B. bassiana los valores
maximos de esporulacién se obtienen con el agregado de glucosa, aceites vegetales y
glutamina, lisina o serina al medio de cultivo. Sin embargo, el crecimiento microbiano
puede lograrse en medios de cultivo sintéticos, liquidos o solidos, que contienen como
fuentes nutritivas, Unicamente dextrosa, nitratos y macrominerales (Taborsky, 1992,
Cafiedo y Ames, 2004). Asimismo periodos con ausencia o disminucion en la
disponibilidad de nutrientes, pueden estimular la esporulacion.

conidiogeénica

? . ¢ l«<— conidi6foro
<— conidiéforo LJ

Fig. 1.4. Esquema de los hongos Beauveria bassiana (A) y Metarhizium anisopliae (B)
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El crecimiento del hongo es variable de acuerdo al medio de cultivo y a los nutrientes
utilizados. En un medio de cultivo liquido (crecimiento sumergido) desarrollan
principalmente conglomerados hifales y blastosporos (Latgé y Moletta, 1988). En el
medio de cultivo solido, agar o granos de cereales, se desarrollan agregados hifales y
sobre la superficie de los mismos, se genera una poblacién homogénea de conidios
(células vegetativas). En medios de cultivo con agar, B. bassiana desarrolla colonias
blancas y algodonosas en forma rampante que pueden presentar un pigmento amarillo-
anaranjado en el reverso de las colonias maduras. M. anisopliae en cambio, desarrolla
colonias verdosas. Cuando los hongos crecen sobre insectos u otros organismos Vivos,
desarrollan colonias que emergen de sus huéspedes generando manojos hifales aéreos y
polvorientos. Estas estructuras cubren completamente, a manera de manto verde y/o
blanco a sus huéspedes, por lo que se denominan frecuentemente muscardina verde (M.

anisopliae) y muscardina blanca (B. bassiana).

1.A.4.2.c. Capacidad insecticida de B. bassiana y M. anisopliae

B. bassiana y M. anisopliae son enemigos naturales de varias especies de artropodos
(insectos y acaros) tanto en sus estadios larvarios como en el adulto, presentando una
lista extensa de hospederos que incluye a moscas blancas, afidos, saltamontes, termitas,
escarabajos, gorgojos, chinches, hormigas y mariposas. Aprovechando esta propiedad
bioinsecticida, asi como la facil disponibilidad y desarrollo de estos hongos en el
laboratorio, B. bassiana y M. anisopliae son utilizadas como micoinsecticidas en
distintas regiones del mundo.

En 1835 el cientifico italiano Agostino Bassi de Lodi demostré que los hongos eran
causantes de enfermedades en larvas de insectos y Beauveria bassiana (denominacion
otorgada en honor a su descubridor), fue el primer microorganismo reconocido como
agente patdgeno contagioso en animales pero no en el hombre. Actualmente existen
varias empresas comerciales que estan desarrollando formulados insecticidas con estos
microorganismos. Las especies o cepas de hongos patégenos obligados, son los que
preferentemente se utilizan como herramientas de control de los insectos perjudiciales
para el hombre (Roberts y Hajek, 1992). Asimismo B. bassiana y M. anisopliae no sélo
presentan una considerable variacién en su rango de hospederos, sino también exhiben

variaciones en cuanto a su virulencia y patogenicidad. Distintas especies de hongos y
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aun distintas cepas de una misma especie pueden ser mas o menos virulentas para un

huésped determinado (Bateman et al., 1996, Lecuona et al., 2001).
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I.B.- Triatoma infestans: vector de la enfermedad de Chagas

I.B.1 Problematica de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas (Trypanosomiasis americana) constituye un grave problema
médico social en la mayoria de los paises de Latinoamérica, con una poblacion de 20
millones de personas infectadas (WHO, 1997). En Argentina el area de infeccion
chagésica incluye todo el territorio desde el norte del pais hasta la provincia de Chubut,
pero las regiones mas afectadas son principalmente las provincias del noroeste y centro
del pais con clima calido o templado y seco (Formosa, Chaco, Santiago del Estero, La
Rioja, San Juan y Cordoba). Datos recientes reportan un incremento en el nimero de
personas infectadas, principalmente nifios, en la region noroeste del pais (Glrtler et al,
2005).

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma cruzi, un
protozoo flagelado de muy dificil eliminacion en el paciente debido a la complejidad de
sus mecanismos de evasion inmunitaria (Palau, 2000). Los estudios sobre el T. cruzi
para lograr un control de la enfermedad son muy numerosos y el aporte cientifico mas
reciente ha sido la determinacion del genoma completo del parasito (El-Sayed et al.,
2005). Sin embargo, no existe ninguna vacuna o tratamiento efectivo para esta
tripanosomiasis. Esta enfermedad se presenta en humanos con manifestaciones clinicas
de gravedad variable y se caracteriza por anemia, edema en los parpados y afecciones
cardiacas. Es una de las parasitosis de mayor morbilidad, especialmente en personas de
bajo nivel econdmico que viven en areas rurales, cuyas viviendas facilitan la
domiciliacion del insecto transmisor de la infeccion. Los reservorios de tripanosomas
pueden ser, ademas del hombre, animales domésticos (perro, gato, cabra) y silvestres
(comadrejas, armadillos, ratas, murciélagos).

Los vectores de este pardsito son insectos hematdfagos de la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, tribus Triatomini y Rhodniini. Estos insectos se encuentran en
distintos habitats: domiciliario, peridomiciliario (que abarca construcciones precarias
proximas al domicilio, por ejemplo corrales de animales domésticos), o silvestre
(campo, selva, desierto). El principal triatomino vector de la enfermedad en nuestra
region, es Triatoma infestans. Los métodos de control del mismo se han basado
principalmente en el uso de insecticidas quimicos. Estos han demostrado ser eficientes

en el control de insectos domiciliarios, pero no es un método aplicable a la region del
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peridomicilio. Esta zona es el blanco actual de todos los programas de control integral
del vector, dado que constituye el refugio natural para poblaciones remanentes luego de
la aplicacion de insecticidas en las viviendas, asi como para las poblaciones silvestres en
proceso de domiciliacion, y para las especies secundarias de habito antropéfilo y/o
zoofilo. La necesidad de alternativas a los pesticidas quimicos tradicionales para
emplear en el peridomicilio, asi como en el control de poblaciones resistentes (Picollo et
al., 2005) es clara y evidente. Tecnologias basadas en el control biolégico, control
natural, mejoramiento de viviendas, practicas culturales adecuadas, y otras medidas

terapéuticas de bajo impacto ambiental, podrian ser ampliamente utilizadas.

1.B.2. Composicion quimica de la cuticula de Triatoma infestans

La primer barrera a la penetracion de insecticidas de contacto, quimicos o bioldgicos,
es la cuticula del insecto blanco. La composicién, estructura y funciones de los
componentes lipidicos cuticulares de T. infestans han sido ampliamente estudiadas en el
INIBIOLP (Juarez et al., 1984, Juarez.y Brenner, 1985, Juarez y Blomquist, 1993).
Como se describid previamente, en la epicuticula predominan compuestos no polares de
muy larga cadena y escasa reactividad: hidrocarburos, alcoholes grasos, ceras,
glicéridos y acidos grasos libres de muy variadas estructuras. Los hidrocarburos
mayoritarios son mezclas complejas de cadenas lineales o metil ramificados de 17 a mas
de 41 &omos de carbono. Los HC lineales son en su mayoria de numero impar de
atomos de carbono, y predominan los HC de C27 a C33, siendo el n-nonacosano (n-
C29) y el n-hentriacontano (n-C31) los componentes mayoritarios. Se han detectado
también monometil, dimetil, trimetil alcanos (Juarez y Blomquist, 1993). La fraccién de
hidrocarburos epicuticulares, puede ser considerada como blanco de ataque pudiendo
afectarla por inhibicion quimica de su sintesis (Juarez, 1994a, Juarez, 1995) o por
accién de microorganismos. En cuanto a la morfologia observada por microscopia
electrénica de barrido, la superficie cuticular de T. infestans presenta un patrén estrellado
o romboidal con gran cantidad de pelos, poros y dep6sitos cerosos (Fig. 1.5).
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Ceras

Fig. 1.5. Microscopia electronica de barrido de la superficie cuticular de una ninfa de
Triatoma infestans. Se observa el patrdn estrellado de la superficie abdominal dorsal (A), y
los depdsitos de ceras cuticulares (B). Fotografias cedidas por la Dra Patricia Juarez.

1.B.3. Control de vectores

El control de los vectores de enfermedades es una herramienta fundamental para
evitar la propagaciéon de los microorganismos patogenos de dificil erradicacion en el
paciente. El gran avance en el control de la enfermedad de Chagas en Sudamerica
(Iniciativa del Cono Sur: OMS, OPS y Ministerios de Salud de Argentina, Bolivia,
Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay), se basd en la aplicacion de dosis masivas de
insecticidas quimicos principalmente en la regién domiciliaria. En Argentina, se han
utilizado insecticidas desde la década del 60, con resultados eficientes para la
eliminaciéon del insecto en domicilio. Sin embargo, se han detectado recientemente
focos con muy elevados niveles de resistencia. Las zonas afectadas son Bolivia y norte
y sur de la provincia de Salta (Vassena et al., 2005, Zerba, 2005). Asimismo,
experiencias preliminares (en este laboratorio) indican que el aumento en los niveles de
resistencia se correlaciona con un incremento en la cantidad de hidrocarburos
cuticulares (Juarez et al., no publicado). En las areas de peridomicilio, no existen ain
herramientas efectivas de control, ya que la efectividad y conveniencia de las
aplicaciones quimicas en estas areas es muy reducida. Estas zonas son de vital
importancia en el control, dado que la eficacia de un tratamiento domiciliario se puede
ver significativamente reducida por reinvasion desde el peridomicilio. Por lo tanto, la
busqueda de nuevas técnicas, metodos o productos para el tratamiento, principalmente
del peridomicilio, es perentoria.

Los hongos entomopatogenos presentan un gran potencial como biocontroladores de

estos insectos vectores de enfermedades, aunque su uso no se encuentra adn
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implementado. EI primer trabajo que ha demostrado su eficacia para el control en
domicilio de insectos de interés sanitario, como los mosquitos Anopheles, vectores de
malaria, ha sido recientemente publicado (Enserink, 2005, Scholte et al., 2005). En otras
enfermedades tropicales, principalmente la tripanosomiasis africana y americana, hay
reducidos ejemplos de insectos vectores considerados como blanco de ataque de
microorganismos fangicos (Kaaya y Munyinyi, 1995). La mayoria de los estudios sobre
su aplicacion para el control de los vectores americanos se realizaron en el triatomino
Rhodnius prolixus, y se basan principalmente en la deteccion de cepas de B. bassiana y
M. anisopliae patogenas de triatominos (Silva y Messias, 1985, Romafia y Fargues,
1987, Luz et al., 1998, Luz et al., 2003), y en el andlisis de suceptibilidad de los mismos
a las distintas cepas fangicas. A partir de estos estudios se ha demostrado la gran
susceptibilidad de triatominos a estos microorganismos, por lo que presentan un gran
potencial bioinsecticida para controlar T. infestans (Romaria y Fargues, 1992, Luz et al,
1999, Lecuona et al, 2001). Recientemente se reporto la primera cepa de B. bassiana
aislada de una infeccidén natural de T. infestans (Marti et al, 2004). A su vez, la
produccion de estos microorganismos es econdmica, ofrecen buenas posibilidades para
ser usados en formulaciones oleosas, y pueden ser pulverizados en ultra bajo volumen
en aplicaciones aereas (Luna Rodriguez y Lecuona, 2002). A pesar de todos estos
aspectos, no hay aun disponible un formulado bioinsecticida que contribuya a disminuir
la densidad poblacional de triatominos. Asimismo no hay antecedentes de estudios
bioguimicos aplicados al desarrollo de estrategias de control de los mismos.
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I.C.- Bioguimica de microorganismos

I.C.1. Aspectos generales del metabolismo en hongos

Los procesos metabolicos que ocurren en los hongos y que se corresponden con los de
otras células eucaridticas constituyen el denominado metabolismo primario. Este
comprende el conjunto de vias catabdlicas (degradacion de macromoléculas para
obtener moléculas simples con liberacion de energia), y las vias anabdlicas (sintesis de
moléculas complejas con utilizacién de energia). Sin embargo, cuando los aportes de
sustrato se hacen limitantes, o los efectos ambientales perturban la funcién normal de
las rutas metabolicas primarias, se activan las rutas metabdlicas secundarias. Por lo
tanto, los productos metabolicos de los microorganismos se clasifican usualmente como
metabolitos primarios y secundarios. Los primarios estan generalmente involucrados en
la fase activa de crecimiento, mientras que los secundarios se acumulan durante el
periodo posterior a dicha fase. No poseen funciones directas sobre el crecimiento del
hongo pero se suponen de importancia para la supervivencia del mismo. Estos
metabolitos secundarios tienen una gran diversidad estructural y son producidos
especificamente por varios grupos taxonoémicos de hongos (Miller y Loeffler, 1976,
Jelen y Wasowicz, 1998, Prescott et al., 1999).

I.C.1.1. Requerimientos nutricionales

Los hongos presentan un crecimiento 6ptimo en condiciones ambientales particulares
(oscuridad, alto porcentaje de humedad) y con disponibilidad de nutrientes organicos e
inorganicos. Generalmente secretan exoenzimas hidroliticas para digerir las sustancias
exogenas Yy absorber los productos solubles (Prescott et al., 1999). Los requerimientos
nutricionales son variables de acuerdo a las exigencias alimenticias de cada especie,
pero en general son capaces de desarrollarse en presencia de los siguientes compuestos
exogenos:

- Nitrégeno: la mayoria de los hongos son capaces de utilizar sales de amonio, en
especial sulfato de amonio, como fuente de nitrégeno. Algunos hongos pueden
utilizar también nitratos o nitrégeno inorganico.

- Auzufre: este elemento es absorbido generalmente en forma de sulfato.
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- Fosforo: es un factor de crecimiento esencial para muchos hongos e incorporado
generalmente como fosfato.

- Factores de crecimiento: algunos hongos necesitan incorporar inositol, acido
pantoteico, vitamina B6, biotina y tiamina.

- Otras moléculas esenciales para algunos hongos son: el potasio, magnesio, calcio,
cobre, manganeso, molibdeno y zinc.

- Carbono: los compuestos carbonados que pueden utilizar los hongos como fuentes
de energia son: hidratos de carbono o lipidos. Estos compuestos pueden ser de
origen exdgeno o enddgeno.

- Hidratos de carbono: la glucosa constituye la principal fuente de carbono, pero
pueden utilizar ademas dextrosa y maltosa (Taborsky, 1992). El glucdgeno es el
principal componente de reserva endogena de glucosa. Otros componentes
frecuentes son los polioles, la trehalosa y raramente el almidon.

- Lipidos: los hongos no requieren usualmente de lipidos exdgenos para su
desarrollo, sin embargo pueden utilizar los &cidos grasos e hidrocarburos como

fuentes de carbono alternativas.

1.C.1.2. Utilizacion de la glucosa

La glucosa puede ser catabolizada mediante tres vias metabdlicas diferentes (Fig. 1.6):
glucolisis, via de las pentosas fosfato, y la ruta de Entner-Doudoroff. En todos los casos
el acido piravico o piruvato, es un producto metabdlico. La oxidacion del piruvato por

un complejo enzimatico produce una molécula de acetyl-CoA.

Glucolisis

GLUCOSA Ruta de Entner-Doudoroff PIRUVATO —*ACETIL-CoA

1

Ruta de las pentosas fosfato

Fig. 1.6. Esquema de las posibles vias metabolicas de degradacion de la glucosa.
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Algunos hongos (Aspergillus y Penicillium) poseen glucosa oxidasas que, en
condiciones aerobicas, catalizan la oxidacion de la glucosa generando acido gluconico o
gluconato (Fig. 1.7). Durante la reaccion se produce perdxido de hidrégeno (H20,), un
compuesto oxidativo y toxico, que es degradado enziméaticamente por la catalasa
(Mdller y Loeffler, 1976). El gluconato es también un componente nocivo para la célula

por lo que se secreta 0 se metaboliza al ingresar en la via de las pentosas fosfato.

GLUCOSA _Slucosaoxidasa =~ \,coNaTO

o
O,  H0;

Fig. 1.7. Esquema de la via de oxidacion de la glucosa por la glucosa oxidasa

En condiciones anaerdbicas los hongos realizan generalmente procesos de
fermentacion alcoholica, generando alcohol etilico a partir del piruvato (Prescott et al.,
1999, Nelson y Cox, 2004).

1.C.1.3. Utilizacion de hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos quimicos de gran diversidad que incluyen desde
hidrocarburos saturados (alcanos) e insaturados (alquenos, alquinos), hasta complejos
compuestos policiclicos aromaticos. La capacidad de los microorganismos de utilizar
hidrocarburos como fuente de carbono ha sido reportada desde el afio 1950 (Zobell, 1950),
y ampliamente estudiada desde entonces con fines biotecnoldgicos para la produccion de
compuestos de utilidad para el hombre (proteinas, acidos dicarboxilicos, polioles)
(Tanaka y Fukui, 1989, Lindley, 1992), y de biorremediacion (biodegradacion de los
hidrocarburos del petréleo, los contaminantes mas ampliamente dispersos en el medio
ambiente) (Leahy y Colwell, 1990, Neujahr, 1990, Whyte et al., 1998, Margesin et al.
2000, Romero et al., 2000, Bachoon et al., 2001, Romero et al. 2002, Barathi y
Vasudevan, 2003, Margesin et al., 2003, Roling et al., 2003, Mishra et al., 2004, Cubitto
et al., 2004). Sin embargo los estudios bioquimicos se han realizado principalmente en
bacterias y levaduras crecidos en hidrocarburos aromaéticos y alifaticos de cadenas
medianas a largas C10-C20 (Osumi et al., 1974, Finnerty, 1990, Sorkhoh et al., 1990,
Ueda y Tanaka, 1990, Whyte et al., 2002). Asimismo, la primer patente biotecnoldgica

se desarrollé en microorganismos recombinantes con multiples plasmidos involucrados
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en distintas rutas de degradacion de estos hidrocarburos (Chakrabarty, 1981). Los
hongos filamentosos con capacidad de degradar hidrocarburos han sido reportados en
muy escasos trabajos (Walker y Cooney, 1973, St. Leger et al., 1988, Lecuona et al.,
1997, April et al., 2000, Romero et al. 2002), y son mas escasos aun, con un unico y
preliminar reporte en bacterias, los estudios de microorganismos con capacidad de
degradar HC de muy largas cadenas (Radwan et al., 1996).

El proceso general de asimilacion de alcanos puede dividirse en varias etapas

detalladas a continuacién (Tanaka y Fukui, 1989):

1.C.1.3.1. Incorporacion de alcanos a la célula

No se han reportado evidencias de enzimas que degraden extracelularmente los
hidrocarburos, motivo por el cual las células necesitan incorporar estos sustratos
nutritivos para su utilizacion (Lindley, 1992). Los mecanismos de ingreso de
hidrocarburos a la célula, no se conocen con exactitud, pero la incorporacion de los
mismos ocurriria por contacto directo o bien por una via indirecta. Esta Gltima
implicaria una previa solubilizacion o emulsion (pseudosolubilizacion) del hidrocarburo
(Kappeli y Fiechter, 1977). Se han descrito, principalmente en bacterias y levaduras,
compuestos con propiedades biosurfactantes que incrementan la disponibilidad del
sustrato para la célula (Moran et al., 2000, Calvo et al., 2004, Menezes Bento et al.,
2005). Varias moléculas de glicolipidos (ramnolipidos) y glicoesfingolipidos son
ejemplos de surfactantes bacterianos (Weete, 1976; Desai y Banat, 1997, Inakollu et al.,
2004). Moléculas de fosfoacilglicéridos (PL), péptidos, acidos grasos, lipopolisacaridos
y polimeros complejos de glicolipidos y péptidos, se reportaron en levaduras (Cooper y
Zajic, 1980).

Los hidrocarburos incorporados a la célula, se localizan en vesiculas membranosas como

depositos intracelulares (Meissel et al., 1973, Cooney et al., 1980, Lindley, 1992).

1.C.1.3.2. Oxidacion de los alcanos

La oxidacion de los hidrocarburos es una reaccion dependiente de oxigeno, catalizada
por complejos enzimaticos de monooxigenasas o dioxigenasas (Lindley, 1992, van
Beilen et al., 1994). Los mecanismos propuestos para la oxidacion de alcanos en

microorganismos son los siguientes (Fig. 1.8):
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Oxidacion subterminal Oxidacion diterminal Oxidacion monoterminal
CH3(CHy)13CHOHCH;, CHs(CHy)13CH,CH, OH CHs(CHy)13CH,CH, OH
CH3(CH,)13COCH; CH3(CHy)13CH,CHO CH3(CHy)13CH,CHO
CH3(CH,)1,CH,0OH CH;COOH CH3(CH,)13CH,COOH CH3(CHy)13CH,COOH
CH3(CH,),CHO i

i CH,0OH(CH,),3CH,COOH
CH3(CH,)1,COOH i
CHO(CHy);5CH,COOH
COOH(CH,),5CH,COC0H

Fig. 1.8. Vias propuestas para la oxidacion de alcanos en microorganismos

Oxidacion subterminal: la oxidacion del carbono subterminal (C2) por enzimas
monooxigenasas produce compuestos intermediarios como metil cetonas o alcoholes
secundarios (Allen et al., 1971, Britton, 1984; Ashraf et al., 1994, Whyte et al,
1998).

Oxidacion diterminal: enzimas dioxigenasas catalizan reacciones de oxidacion en
los carbonos de ambos extremos de la molécula de hidrocarburo con la produccién
de &cidos dicarboxilicos (Yi y Rehm, 1982, Broadway et al., 1993, Maeng et al.,
1996, Scheller et al., 1998)

Oxidacion monoterminal: es el mecanismo predominante en bacterias y levaduras
(Gallo et al., 1973, Tanaka et al., 1982, Boulton y Ratledge, 1984, Britton, 1984,
May y Katoposis, 1990, Watkinson y Morgan, 1990, Tanaka y Ueda, 1993). La
reaccion inicial de oxidacion consiste en la hidroxilacion del grupo metilo terminal

por un complejo enzimatico de monooxigenasas constituido, generalmente de una
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citocromo P-450 y NADPH citocromo ¢ reductasa, localizado en la membrana del

reticulo endoplasmatico.

Estas reacciones iniciales desencadenan la cascada enzimdtica de alcohol
dehidrogenasas y aldehido dehidrogenasas, que generan el &cido correspondiente
(Tanaka et al., 1982, Tanaka y Fukui, 1989, Ueda y Tanaka, 1990). Las enzimas alcohol
dehidrogenasas y aldehido dehidrogenasas, se localizan en distintas organelas celulares:
reticulo endoplasmatico, mitocondrias (Gallo et al., 1973) y peroxisomas (Yamada et
al., 1980)

1.C.1.3.3. Activacion de los &cidos grasos a sus ésteres de CoA

El &cido graso producido por la oxidacion del hidrocarburo, es activado mediante una
unién tioester con la coenzima A (CoA), formando una molécula de acil-CoA. Esta
reaccion esta catalizada por un grupo de enzimas ATP-dependientes denominadas acyl-
CoA sintetasas. Se han reportado distintas acyl-CoA sintetasas que presentan
especificidad de sustrato y se localizan en mitocondrias, reticulo endoplasmatico y
peroxisomas (Mishina et al., 1978, Yamada et al., 1980, Tanaka y Ueda, 1993, Coleman
et al., 2002). En levaduras existen al menos dos grupos de acil-CoA sintetasas de acidos
grasos de cadenas largas. La acil-CoA sintetasa | es fosfatidilcolina independiente, con
gran resistencia a las altas temperaturas y a los detergentes. Se encuentra en células
crecidas en acidos grasos asi como en celulas crecidas en glucosa. El pool de acil-CoA’s
producidos por esta enzima se utiliza en la sintesis de los lipidos celulares. La acil-CoA
sintetasa Il, en cambio, es dependiente de fosfatidilcolina, se sintetiza Unicamente en
células crecidas con &cido oleico, y provee los acil-CoA’s que por degradacién total

generan moléculas acetil-CoA’s (Mishina et al., 1978, Numa, 1981).
1.C.1.3.4. B-oxidacion de los acil-CoA’s

Las moléculas de acil-CoA’s activadas pueden ser degradadas por un proceso de -
oxidacion. Este consiste en una serie de ciclos de reacciones oxidativas, cada uno

produce un acortamiento en dos &tomos de carbono de la cadena del acil-CoA,

generando una molecula de acetil-CoA por ciclo. Todos los seres vivos utilizan el
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mecanismo de B-oxidacion como via oxidativa. En los organismos eucariotas, este
proceso metabolico ocurre en mitocondrias y/o peroxisomas. La [-oxidacion
mitocondrial, sin embargo, s6lo se ha reportado en animales y en algunas algas (Kunau
et al., 1996). En ambas organelas los intermediarios de reaccion son similares, pero
difieren en las enzimas que catalizan la mayoria de las reacciones. Una de las

principales diferencias ocurre en la primera etapa del proceso oxidativo (Fig. 1.9).

MITOCONDRIA ; PEROXISOMA
_~0
R-CH,- CH, - C//
"S- CoA
Acil-CoA dehidrogenasa Acil-CoA oxidasa
. FAD FAD H,O
2H+0; ~|" Cadena \/ e

&
H.O 4| respiratoria 1}(
2
P FADH, 4" | s FADH, o,

ADP+Pi  ATP

H,0 +%0, &

Fig. 1.9. Comparacién de la primera etapa de la 3-oxidacién en mitocondrias y peroxisomas.
Esquema de Nelson y Cox, 2004.

En los peroxisomas, las enzimas que catalizan la primera reaccion pertenecen al grupo
de las acil-CoA oxidasas, mientras que en las mitocondrias son las acil-CoA
dehidrogenasas. EI FADH; generado en la reaccion peroxisomal cede sus electrones al
oxigeno formando una molécula de perdéxido de hidrdgeno y liberando energia quimica
en forma de calor. El FADH, generado en la reaccion mitocondrial en cambio, cede sus
electrones a la cadena transportadora de electrones mitocondrial y la energia quimica se
almacena finalmente en moléculas de ATP.

En organismos que presentan f-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, se evidencia
una diferencia funcional entre ambas. En mitocondrias ocurre la degradacion de acidos
grasos de cadenas carbonadas medianas y largas, con produccion de energia en forma de
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ATP, mientras que los peroxisomas degradan acidos grasos de muy largas cadenas,
eicosanoides, acidos dicarboxilicos, acido prostanoico y algunos xenobidticos, que no
estan involucrados en la produccion primaria de energia. En organismos eucariotas
inferiores, como levaduras y hongos filamentosos, asi como en la mayoria de las
plantas, la B-oxidacion ocurre exclusivamente en los peroxisomas (Mishina et al., 1978,
Kunau et al., 1988, Kunau et al., 1996, Valenciano et al., 1996). Los peroxisomas son
organelas rodeadas de una membrana con una matriz granular fina y un centro
cristalino. Poseen varias enzimas: D-aminoacido oxidasa, isocitrato liasa, malato
sintetasa, isocitrato dehidrogenasa, uricasa, carnitina acyltransferasa, glicerol -
3Pdehidrogenasa, acilCoA oxidasas y catalasa (Yamada et al., 1980, Tanaka y Ueda,
1993, Nelson y Cox, 2004). Los peroxisomas presentan una gran variedad numeérica,
con diferentes formas y tamafios, de acuerdo al tipo celular y a la disponibilidad de
nutrientes (Fukui y Tanaka, 1979, Veenhuis et al., 2000) (Fig.1.10).

Figura 1.10. Ultraestructura de distintas clases de levaduras con proliferacion de peroxisomas. Se
observan peroxisomas cuboides de Hansenula polymorpha crecida en metanol (A). Se observa gran
proliferacion de peroxisomas redondeados en Trichosporon cutaneum crecido en etilamina como Unica
fuentede carbono y nitrégeno (B), y en Saccharomyces cerevisiae crecida en mediode cultivo con acido
oleico (C). La barra representa 1um. N, nicelo; P, peroxisoma. Grafico modificado de Veenhuis, 2000.

La biogénesis de los peroxisomas consiste de tres etapas principales: sintesis de la
membrana, importacion de proteinas de la matriz y proliferacion. La proliferacion
ocurre por division de las organelas preexistentes, acompafiado de la importacion de
proteinas de la matriz, sintetizadas en el citosol y direccionadas a la organela por
secuencias sefiales especificas para peroxisomas (Lazarow y Fujiki, 1985, Subramani,
1998). La proliferacion peroxisomal puede ser inducida por un amplio grupo de
compuestos (clofibratos, phtalatos, herbicidas, metanol, acidos grasos, etc), que no sélo
afectan el tamafio y cantidad de organelas, sino que también inducen enzimas

peroxisomales (Bohnet et al., 1991, Kunau et al., 1996).
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Como se menciono en el item anterior, las primeras reacciones de oxidacion en los
peroxisomas incluyen la oxidacion del acil-CoA por una acil-CoA oxidasa (Fig. 1.9).
Esta reaccion genera H,O, que es un componente nocivo para la célula (especie reactiva
del oxigeno) por causar dafios oxidativos a componentes celulares fundamentales como
proteinas, lipidos y &cidos nucleicos, entre otros. EI mecanismo de detoxificacion
empleado por la célula, consiste en degradar el H,O, mediante una reaccion catalizada
por la enzima catalasa (Gregory y Fridovich, 1974, Alberts, 2004)

El H,O, puede actuar como sustrato y dador de H, simultaneamente (funcidn
catalitica), produciendo H,O y O,.

E + H,O, - E-H)0,
E - H,O, + H,O; - E + O, + 2H,0

La catalasa también puede utilizar el H,O, para oxidar diversas sustancias (alcoholes,

aldehidos) mediante una reaccion de peroxidacion (funcion peroxidativa):

H,O, + RH, - R + 2H,0

La catalasa en un enzima tetramérica compuesta por cuatro subunidades idénticas, con
grupo hemo como grupo prostético. Se ha reportado mas de un gen de la catalasa en
distintos hongos filamentosos (Bussink y Oliver, 2001, Kawasaki y Aguirre, 2001) y
levaduras (Okada et al., 1987). Existen al menos dos variedades morfoldgicas y
funcionales principales. Las catalasas de subunidades pequefias de localizacion
peroxisomal (48-55 KD), y las catalasas de subunidades grandes (80-100 KD) que
pueden localizarse en el citosol o ser secretadas al espacio extracelular (Kawasaki y
Aguirre, 2001, Diaz et al., 2001, Michéan et al., 2002)

La via de B-oxidacion comienza con la reaccion catalizada por una enzima acil-CoA
oxidasa (Fig. 1.9) y continGa con una serie de reacciones oxidativas (Nelson y Cox,
2004). Los productos obtenidos de esta cascada de reacciones son: un compuesto con un
par de &tomos de carbono menos que el sustrato inicial, y una molécula de acetil-CoA.
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1.C.1.3.5. Utilizacion del acetil-CoA

Las moléculas de acetil-CoA generadas en el proceso de B-oxidacion previamente
descrito, pueden ser sustrato de distintas rutas metabodlicas. A continuacion se detallan la
via de degradacion total y la via de sintesis de otros compuestos celulares (Tanaka y
Ueda, 1993, Kunau et al., 1996, Nelson y Cox, 2004).

Oxidacién final de acetil-CoA via ciclo del acido tricarboxilico (CAT)

Los grupos acetilos generados en los peroxisomas son exportados a mitocondrias por
dos isoformas (peroxisomal y mitocondrial) de la enzima carnitina acetiltransferasa
(Ueda et al., 1984, Tanaka y Ueda, 1993, Kunau et al., 1996). Las moléculas de acetil-
CoA se condensan con el oxalacetato e ingresan al ciclo del acido tricarboxilico donde
son oxidadas hasta CO,. En estas reacciones se producen compuestos con gran poder
reductor como NADH y FADH, que ceden sus electrones a la cadena transportadora de

electrones mitocondrial liberando la energia utilizada en la sintesis del ATP.

Formacion de intermediarios del ciclo CAT via ciclo de glioxilato

Los grupos acetilos pueden formar también malato y succinato, intermediarios del
ciclo del CAT, mediante el ciclo del glioxilato. Las enzimas isocitrato liasa y malato
sintasa son las enzimas reguladoras de este ciclo. En las levaduras estas enzimas se
localizan en los peroxisomas (Tanaka y Fukui, 1989).

La oxidacion final del acetil-CoA via CAT, asi como la formacion de intermediarios
del ciclo via ciclo de glioxilato, son mecanismos que implican una estrecha relacion de
la actividad peroxisomal con la produccion de energia mitocondrial (Kunau et al., 1996)
(Fig. 1.11).
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Figura 1.11. Esquema bésico del metabolismo del acetil-CoA.
Modificado de Tanaka et al 1993 y Nelson y Cox, 2004.

Sintesis de novo de acidos grasos

La sintesis de novo de &cidos grasos a partir de acetil-CoA, producido por B-oxidacion
de los hidrocarburos en bacterias y levaduras, no presenta variaciones con el mecanismo
de sintesis de los organismos superiores. La sintesis de &cidos grasos de mediana
longitud de cadena comienza en el citosol con la conversion de acetil-CoA a malonil-
CoA catalizada por el sistema multienzimatico de la acetil-CoA carboxilasa.

La conversion de acetil y malonil-CoA en palmitato es catalizada por la enzima acido
graso sintetasa en una serie de reacciones de condensacion y reduccion que generan

acidos grasos de longitud de cadena mediana (hasta 16 carbonos):

Acetil-CoA + 7 Malonil-CoA + 14 NADPH + H* — Acido palmitico + 7 CO, + 8 CoA
+ 14 NADP + 6 H,0O

Los &cidos grasos saturados de mayor longitud de cadena y los acidos grasos

insaturados, se sintetizan a partir de los acidos grasos de cadenas medianas por distintos

sistemas enzimaticos de elongacion. EIl sistema elongante existe en dos fracciones
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particuladas, en mitocondrias, la acetil-CoA es el principal sustrato en diversos tejidos,
en cambio, en microsomas, la malonil-CoA es la que actia como dador de los dos

atomos de carbono.

Gluconeogeénesis

En plantas, ciertos invertebrados y algunos microorganismos, el acetato puede servir
como fuente de energia o bien como fuente de fosfoenolpiruvato para la sintesis de
carbohidratos  (gluconeogénesis).  Mediante  reacciones  anapleréticas el
fosfoenolpiruvato puede sintetizarse a partir del oxalacetato (producido via ciclo de
glioxilato y/o ciclo del CAT) en una reaccién reversible catalizada por la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Nelson y Cox, 2004) (Fig. 1.11). Se ha reportado que
las levaduras sintetizan glucosa utilizando los grupos acetilos producidos por -

oxidacion de acidos grasos (Tanaka y Fukui, 1989).

Sintesis de aminoacidos, acidos nucleicos y otros compuestos

Los microorganismos sintetizan sus 20 aminoacidos a partir de compuestos
intermediarios de la glucdlisis, del ciclo del CAT y de la via de las pentosas fosfato. Los
aminoéacidos a su vez, son precursores de muchos compuestos celulares como proteinas,
hormonas, coenzimas, nucleétidos, alcaloides, polimeros de pared celular, antibidticos y
pigmentos (Nelson y Cox, 2004).

1.C.1.3.6. Enzimas inducibles en presencia de hidrocarburos o &cidos grasos

En microorganismos se han reportado enzimas con capacidad de aumentar su
actividad enzimatica en presencia de hidrocarburos o &cidos grasos. Se ha demostrado la
induccion de:

- Enzimas que catalizan las primeras etapas de la ruta catabolica de dichos sustratos
como citocromo P-450 monooxigenasas microsomales, alcohol dehidrogenasas y
aldehido dehidrogenasas (Gallo et al., 1973, Yamada et al., 1980)

- Enzimas que catalizan el proceso de B-oxidacion, como acil-CoA oxidasas, acil-
CoA dehidrogenasas y catalasa (Tanaka y Ueda, 1993, Valenciano et al., 1996,
Kunau et al., 1996, Alconada y Juarez, 2006)
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- Enzimas del ciclo del glioxilato como isocitrato liasa y malato sintasa (Okada et al.,
1986; Tanaka y Fukui, 1989).

I.C.1.4. Lipidos de hongos

1.C.1.4.1. Significancia biologica de los lipidos

Los lipidos son sustancias organicas solubles en solventes organicos y poco solubles

en agua que cumplen diversas funciones en los microorganismos fungicos:

- Son una fuente importante de reserva energetica

- Son componentes estructurales en membranas celulares
- Forman laminas protectoras en paredes celulares

- Son hormonas sexuales

- Son de importancia taxonomica y diagnoéstica

- Son segundos mensajeros

Los &cidos grasos pueden cumplir importantes roles como:

- Moléculas antimicrobianas

- Moléculas transportadoras de cationes en las mitocondrias

- Aceptores de hidrégenos durante los procesos oxidativos (Pupin et al.,2000)

- Moléculas emulsionantes de compuestos de elevada hidrofobicidad (Tanaka y
Fukui, 1989)

1.C.1.4.2. Composicion lipidica de hongos

Los reportes de lipidos de hongos incubados en medios de cultivo conteniendo
glucosa como principal fuente de carbono, destacan generalmente la presencia de
esteroles, fosfoacilglicéridos, diacilglicéridos y acidos grasos libres (Boucias et al.,
1984; Benyagoub et al., 1996). También se han reportado triacilglicéridos, ésteres de
esteroles, esfingolipidos e hidrocarburos. La composicion lipidica sin embargo, varia de
acuerdo con los pardmetros ambientales, las condiciones de cultivo, el estado de

desarrollo y la especie (Goyal y Khuller, 1994; Pupin et al., 2000).
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Los &cidos grasos en hongos son compuestos alifaticos saturados e insaturados con
una longitud de cadena de C10 a C26. La nomenclatura de los acidos grasos que se

utilizarén en este trabajo es la siguiente:

Acido graso

laurico 12:0
miristico 14:0
pentadecanoico 15:0
palmitico 16:0
palmitoleico 16:1
heptadecanoico 17:0
heptadecenoico 17:1
estearico 18:0
oleico 18:1
linoleico 18:2
linolénico 18:3
nonadecanoico 19:0
nonadecenoico 19:1
eicosanoico 20:0
eicosenoico 20:1
behénico 22:0
lignoceérico 24:0

Usualmente los &cidos grasos de cadenas pares se encuentran en mayor proporcion
que los de cadenas impares. Los acidos palmitico, oleico y linoleico son los &cidos
grasos predominantes (Rattray et al., 1975, Boucias et al., 1984, Viljoen et al., 1986,
Kerwin, 1987, Goyal y Khuller, 1994, Tuller et al., 1999, Pupin et al., 2000). El &cido
palmitoleico y estearico son también componentes frecuentes en los hongos (Viljoen et
al., 1986). Asimismo se reportaron acidos grasos particulares como hidroxiacidos de
largas cadenas, acido alfa linoleico, acidos acetilénicos, ramificados acetoacidos y
epoxiécidos (Rattray et al., 1975, Kolattukudy, 1976, Pupin et al., 2000). La mayoria de
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los acidos grasos se encuentran esterificados en los distintos componentes lipidicos del
hongo, s6lo un pequefio porcentaje del total de los lipidos se encuentra como acidos
grasos libres (Benyagoub et al., 1996).

Los &cidos grasos fungicos, son cuantitativamente muy variable de acuerdo a la
especie, el estado de desarrollo del hongo, el sustrato nutritivo y las condiciones
ambientales (Daum et al., 1999, Tuller et al. 1999). El &acido linoleico por ejemplo,
representa el 66% de los &cidos grasos en Penicillium atrovenetum (Pupin et al., 2000),
y decrece durante la germinacion, con un incremento del acido oleico. En las levaduras,
es muy frecuente la presencia del acido oleico como componente mayoritario. Sin
embargo, en Candida albicans predominan los acidos palmitico, palmitoleico y
linoleico en las formas filamentosas y los acidos grasos saturados, con el acido miristico
como &cido mayoritario, en las formas levaduriformes (Goyal y Khuller, 1994).
Asimismo, se ha reportado que las modificaciones de composicion pueden reflejar la
fuente de carbono utilizada como sustrato (Yano et al., 1971, Rattray et al., 1975).

Los triacilglicéridos (TG) son ésteres de acidos grasos, principalmente de los acidos
oleico, palmitico y esteérico (Sorkhoh et al., 1990), y glicerol. Constituyen los lipidos
de reserva energética mas importante de la mayoria de los organismos eucariotas. En los
hongos se encuentran en el citoplasma formando gotas rodeadas de una monocapa de
fosfolipidos y proteinas (Ratledge, 1984, Kamisaka et al., 1999).

Los monoglicéridos (MG) y diglicéridos (DG) son moléculas de glicerol esterificadas
con una o dos moléculas de acidos grasos respectivamente. Son constituyentes menores
de los extractos lipidicos y se encuentran usualmente esterificados con acidos grasos
saturados C14:0 y C16:0 (Domnas y Warner, 1991)

Los fosfolipidos (PL) son compuestos anfipaticos con un grupo polar unido por un
enlace fosfodiéster a un carbono del alcohol glicerol (glicerofosfolipido) o de
esfingosina (esfingolipidos), y cadenas no polares de acidos grasos unidos mediante
enlaces éster, eter o amidas, a la molécula del alcohol (glicerol o esfingosina). Los PL
constituyen los lipidos estructurales mayoritarios de todos los sistemas membranosos de
la célula. Entre los distintos grupos fungicos, se han reportado valores de PL menores al
2% de los lipidos totales, hasta un 24% en distintas especies del género Glomus
(Gaspar, 1995, Jabaji-Hare, 1998). Las clases de lipidos polares mayoritariamente
detectados fueron fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol
(PI) y fosfatidilserina (PS) (Goyal y Khuller, 1994, Benyagoub et al., 1996, Tuller et al.

1999). En levaduras se ha reportado que la PE es el unico componente de la membrana
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que rodea los depdsitos de TG (Ratledge, 1984). Los acidos grasos saturados miristico,
estearico y palmitico, e insaturados, palmitoleico y linoleico, son los componentes mas
frecuentes de los PL en hongos (Rattray et al., 1975, Goyal y Khuller, 1994; Benyagoub
et al., 1996, Tuller et al., 1999).

Los glicolipidos son lipidos polares formados por una molécula de glicerol o
esfingosina con un azucar simple o un oligosacarido complejo como su extremo polar.
Son componentes minoritarios entre los que se encuentran esteril glicosidos,
monogalactosildiglicéridos, sulfolipidos y acilglucosas. Estos ultimos son elementos de
reserva y transporte de la glucosa intracelular (Rattray et al., 1975). Se han reportado
glicolipidos como moléculas surfactantes (Lindley, 1992).

Los esteroles (ST) poseen un nucleo planar formado por anillos fusionados de seis y
cinco 4tomos de carbono. Poseen funciones estructurales, de regulacion de la fluidez de
membranas, y son precursores de hormonas y acidos biliares. En levaduras, el ergosterol
es el esterol mayoritario (Rattray et al., 1975, Kolattukudy, 1976, Benyagoub et al.,
1996, Tuller et al., 1999). Otros esteroles presentes en hongos son dihidroergosterol,
brassicasterol, lanosterol, fungisterol, stigmaesterol, colesterol y fucosterol (Rattray et
al., 1975, Kolattukudy, 1976). Los esteroles en los hongos constituyen uno de los
componentes cuantitativamente mas variables. Se han reportado valores menores al
10% en hongos filamentosos (Benyagoub et al., 1996), hasta un 81% en la levadura
Candida tropicalis. En este ultimo caso, los esteroles estarian posiblemente implicados
en la esporulacion (Rattray et al., 1975).

Los hidrocarburos (HC) son compuestos inertes formados por atomos de carbono e
hidrogeno. Son muy escasos los estudios realizados en hidrocarburos fungico donde se

han reportado alcanos, alquenos y escualeno (Rattray et al., 1975, Kolattukudy, 1976).

1.C.1.5. Compuestos organicos volatiles

Los hongos producen compuestos orgéanicos volatiles (VOC) durante su metabolismo
primario y secundario. Estos compuestos son variables de acuerdo a la especie, a la
disponibilidad de nutrientes y a los factores ambientales, principalmente temperatura y
humedad (Jelen y Wasowicz, 1998, Fiedler et al., 2001). Entre los VOC mayormente
producidos por los hongos se encuentran los alcoholes alifaticos, carbonilos, ésteres,

lactonas, compuestos aromaticos y terpenoides (monoterpenos y sesquiterpenos)
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sintetizados por distintas vias metabolicas (Jelen y Wasowicz, 1998, Magan y Evans,
2000) (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12. Esquema de las distintas rutas metabdlicas de sintesis de compuestos
volatiles principales en hongos. Modificado de Magan et al., 2000

Un amplio espectro de hidrocarburos sesquiterpenos (CisH,4), ha sido detectado en
cultivos de hongos (Fig. 1.13). Estos compuestos, generalmente asociados a un
metabolismo secundario, suelen utilizarse como caracter taxonémico, por ser muy
especificos (Magan y Evans, 2000); y como indicadores de la formacion de aflatoxinas
(micotoxinas), por ser intermediarios de la ruta de sintesis de las mismas (Desjardins et
al., 1993, Jelen et al., 1997, Schnirer et al.,1999).

(E)-R-Farneseno  R-Himachaleno Trichodieno  Acoradieno

ar-Curcumeno

Figura 1.13. Estructura de algunos metabolitos sesquiterpenos producidos en hongos.
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El rol que cumplen los VOC en estos microorganismos es variado y en muchos casos
aun desconocido. Algunos VOC tienen efectos inhibitorios sobre otros
microorganismos y otros tienen poder atractante de insectos (Hedlund et al., 1995,
Magan et al., 2000). Asimismo se ha postulado que la produccion de volatiles podria ser
una via de eliminacion de intermediarios toxicos del metabolismo en condiciones
desfavorables, y que ocurriria especialmente durante la esporulacion y produccion de

toxinas (Zeringue et al., 1993).
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OBJETIVOS

El control de insectos vectores de enfermedades es un método altamente eficiente para
lograr una disminucion en la transmision de la enfermedad. EI empleo de nuevas
estrategias de control ecolégicamente aceptables, como métodos alternativos a los
pesticidas quimicos tradicionales, es indispensable y urgente. Los hongos
entomopatogenos tienen un gran potencial como agentes bioinsecticidas. En el marco de
estas premisas se analizaron por primera vez diversos aspectos bioquimicos,
metabolicos y bioldgicos de la interaccion entre hongos entomopatdgenos y los
hidrocarburos componentes cuticulares de su insecto huésped.

La originalidad del trabajo se basa fundamentalmente en que:

- No hay reportes de estudios detallados del metabolismo lipidico en hongos

entomopatogenos.

- No hay reportes previos de estudios de hongos entomopatdgenos con capacidad de
degradar hidrocarburos de muy largas cadenas, componentes esenciales de la barrera de

defensa cuticular del insecto huésped.

En base a lo antedicho y utilizando como modelo al insecto Triatoma infestans,
principal vector de la enfermedad de Chagas en nuestro pais, y los hongos
entomopatogenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, se disefiaron los

experimentos para alcanzar los siguientes objetivos:

I- Estudiar la composicion y metabolismo lipidico de hongos patégenos de T.
infestans, utilizando hongos crecidos en glucosa y en hidrocarburos de largas y

muy largas cadenas de carbonos, analogos a los de la cuticula del insecto.
- Investigar las posibles rutas metabolicas de degradacion y utilizacion de los

hidrocarburos de muy largas cadenas, de estructura similar a la de los

hidrocarburos del insecto.
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VI-

Caracterizar los productos metabdlicos de la degradacion de los hidrocarburos

analogos a los de la cuticula de T. infestans.
Incrementar la capacidad de degradacion de los hidrocarburos cuticulares
mediante un proceso de adaptacion del hongo a crecer en un medio de cultivo

conteniendo hidrocarburo como Unica fuente de carbono.

Determinar pardmetros bioquimicos indicadores del incremento de la capacidad
de degradar hidrocarburos por los hongos entomopat6genos.

Correlacionar el incremento de la capacidad de los hongos de degradar

hidrocarburos cuticulares de T. infestans con su virulencia.

47



Capitulo II

Materiales y Métodos



Materiales y Métodos

11.1. Reactivos, drogas, solventes y accesorios utilizados

Los solventes utilizados (hexano, cloroformo, metanol, etanol, diclorometano,
acetonitrilo) fueron grado proanalisis obtenidos de Merk (Darmstadt, Alemania) y Carlo
Erba (Milan, Italia).

Los trazadores radiactivos [’H] n-octacosano (4mCi/mmol), ["*C] n-hexadecano (60
mCi/mmol) y ['*C] acetato (56 mCi/mmol) fueron adquiridos en New England Nuclear
(Boston, Estados Unidos).

Las placas cromatograficas de acido silicico utilizadas fueron provistos por Aldrich
(Milwaukee, WI) y las placas de alta resolucion (HPTLC Silicagel 60) fueron provistas
por Merck. El 4cido silicico utilizado para relleno de columnas de purificacion fue
Biosil A (Bio-Rad Lab, Richmond, Canada).

Los hidrocarburos y estandares de acidos grasos fueron obtenidos de Sigma Chemical
Company (St. Louis, Estados Unidos).

Las fibras de microextraccion en fase solida se adquirieron en Supelco (Bellefonte,
Estados Unidos)

El colorante azul brillante de Coomassie G-250 y Sigma fast DAB (3,3’-
Diaminobenzidina) se adquirieron en Sigma Chemical Company (St. Louis, Estados

Unidos)

11.2. Organismos utilizados. Procedencia. Mantenimiento.

- Hongos entomopatogenos. Se utilizaron las siguientes cepas de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae: Bb10 aislada de Diatraea saccharalis en Elortondo, Santa Fe,
Argentina, 1990, Bb5 aislada de Diatraea saccharalis en Lincoln, Buenos Aires,
Argentina, 1990 y Ma6 aislada de Deois flavopicta en Espiritu Santo, Brasil, 1990.
Estas tres cepas pertenecen a la micoteca del Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos,
IMYZA (INTA, Castelar, Argentina), Dr. Roberto Lecuona. Bb5500 aislada de
Diatraea saccharalis en Oliveros, Santa Fe, Argentina, 1993, depositada en USDA-
ARS Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, Ithaca, Nueva York, Humber,
1998, ARSEF 5500. BbGHA y MaESC1 obtenidas de formulados comerciales de
Mycotech, MT, Estados Unidos y EcoScience, MA, Estados Unidos respectivamente.
Las cepas fueron mantenidas mediante resiembras periodicas en placas agar-Sabouroud

modificado y/o mediante pasajes por el insecto huésped.
49



Materiales y Métodos

- Insectos. Se emplearon ejemplares de Triatoma infestans (Hemiptera, Reduviidae) de
4to estadio, criados en insectario a 28° C, 60% de humedad relativa, y alimentados con

sangre de gallina (INIBIOLP).

11.3. Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de los microorganismos.

A) Medio agar

Los medios de cultivo agar completo (MC) y minimo (MM) se prepararon en
erlenmeyers de 500 ml, se esterilizaron en autoclave y se dispusieron en placas de Petri
de 10 cm de didmetro bajo campana de flujo laminar. Para el andlisis de los compuestos
volatiles liberados por los hongos, el medio de cultivo se colocé en viales de vidrio de
20 ml disenados especialmente en nuestro laboratorio y denominados viales para
analisis de espacio de cabeza o headspace analysis (HSA) (como se describe en el item
11.9.5.1.). Estos viales HSA tienen un cierre hermético con tapas de teflon a medida,
septum de goma y una tapa plastica a rosca perforada (Fig. II.1). El medio de cultivo
agar se coloco en el vial de manera tal que ocupara un tercio del volumen de su

volumen. El volumen restante (fase gaseosa) se denomina espacio de cabeza.

Figura I1.1. Vial para analisis de espacio de cabeza o headspace
analysis (vial HSA)
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-Medio agar completo con glucosa como fuente de carbono (MC):

POHLK. oo 04¢g.
POsHNay, ....covvvevenn ldg
SOME....vieeeeiieas 0.6¢g
CIK i, lg
NO3NH4, oo 1.4 g.
Glucosa......ccceeevveuennee. 20g
Extracto de levadura ...... 10 g.
Agar..cciiiiiiieeeeiee, 15¢g
Agua destilada.............. 1000 ml.
-Medio agar minimo (MM):

El medio de cultivo carente de fuentes de carbono (MM), se prepard con los mismos

compuestos que el MC pero sin glucosa ni extracto de levadura.

-Medio agar minimo con hidrocarburo como fuente de carbono (MM+HC):

Se utilizaron los siguientes hidrocarburos como fuentes de carbono alternativas a la
glucosa:
a- Hidrocarburos cuticulares de insecto.
Método de extraccion de hidrocarburos cuticulares de T. infestans. Se extrajeron los
lipidos de exuvios de insectos de 4" estadio por inmersion en hexano durante 48 horas.
El exuvio contiene solamente lipidos epicuticulares (Juarez y Brenner, 1985). Se colecto
el sobrenadante y se filtr6 con papel Wathman N°1. La fraccién de hidrocarburos se
fracciond del resto de los compuestos lipidicos por elucion del extracto en
minicolumnas (8 cm x 0,5 cm) de biosil-A activado, utilizando 6 ml de hexano por mg
de hidrocarburo sembrado.
b- Hidrocarburos sintéticos de largas cadenas de carbonos: n-hexadecano y n-
octadecano. Estos compuestos fueron elegidos como modelo experimetal basico.
c- Hidrocarburos sintéticos de muy largas cadenas carbonadas similares a los
encontrados en la cuticula del insecto: n-tetracosano y nN-octacosano.

Para la preparacion del MM+HC se adicioné al medio minimo solidificado, una
solucion del hidrocarburo en hexano (30% w/v). Cada uno de los hidrocarburos se

adiciond de manera individual cubriendo un area de la superficie del medio de cultivo.
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Unicamente el n-hexadecano, hidrocarburo en estado liquido a temperatura ambiente,
formd una pelicula de sustrato sobre toda la superficie del medio de cultivo. Las placas
y viales de cultivo se mantuvieron destapados en campana de flujo laminar hasta la
evaporacion completa del solvente obteniendo de esta manera el MM con una lamina de

hidrocarburo sobre su superficie.
-Medio agar minimo con trazadores radiactivos como fuentes de carbono:

Sobre el MM solidificado se adicion6 con una jeringa Hamilton de 10 pl y punta
roma, 1-2 ul de la solucién del sustrato radiactivo. Los sustratos radiactivos utilizados
fueron [*H] n-octacosano en hexano (1 uCi/pl), [1-"*C] n-hexadecano en hexano (0,5

uCi/ul) y [1-'*C] acetato en etanol (0,5 uCi/ul). Para evitar la solidificacion del
hidrocarburo [*H] n-octacosano y la consiguiente obstruccion de la aguja, esta solucion
(I’H] n-octacosano en hexano) se mantuvo a bafio Maria mientras se agregaba el
sustrato al medio de cultivo. La evaporacién de los solventes se realizd6 de manera

similar a la descrita previamente.

B) Fermentacion en sustrato solido (FSS)

Se utilizaron botellas de vidrio de 1000 ml conteniendo 90g de arroz parbolizado. La
cantidad de agua destilada fue ajustada al comienzo del proceso para alcanzar el 40% en
base seca.

FSS con hidrocarburos: los granos de arroz fueron recubiertos con una delgada capa de
agar conteniendo un 15% de hidrocarburo sintético (n-octacosano) o hidrocarburos de
insecto.

El crecimiento de los hongos en este medio de cultivo sélido se realiz6 en el Centro de

Investigaciones y Desarrollo en Fermentaciones Industriales (Fac. Cs. Exactas, UNLP)

C) Medio liquido

El medio de cultivo liquido se prepar6 en erlenmeyers de 250 ml con los mismos
componentes y proporciones de sales minerales utilizados en el medio agar, pero sin
adicionar el componente polimerizante. La solucion del hidrocarburo en hexano, se
adicion6 al MM bajo campana de flujo laminar una vez autoclavado el medio. Los

erlenmeyers se mantuvieron destapados hasta la evaporacion del hexano.
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11.4. Métodos de esterilizacion

Se empled el método de calor humedo mediante autoclave de Chamberland con 1
atmosfera de presion y 121°C durante 20 minutos, para la esterilizacion de medios de
cultivo y tapas de teflon de los viales HSA utilizados para el analisis de los compuestos
organicos volatiles. El material de vidrio fue esterilizado alternativamente con autoclave
y con calor seco en horno a 180°C durante 24 horas. La ebulliciéon (100°C durante 15

minutos) fue utilizada para tapas plasticas, tapas de teflon y septums de viales HSA.

11.5. Crecimiento y desarrollo de los microorganismos fungicos

Los hongos utilizados en todos los ensayos fueron incubados en estufa de cultivo a
26°C, 40-60% de humedad y en oscuridad. Los medios de cultivo, sustratos nutritivos, y

tiempo de incubacién utilizados fueron variables y se describen a continuacion:

- crecimiento del hongo en insecto: Los hongos fueron inoculados periddicamente en
ninfas de Triatoma infestans como estrategia de activacion de los microorganismos en
su insecto huésped. Las ninfas infectadas mediante la técnica de inmersion descrita
posteriormente en item I1.6 “Bioensayos”, fueron incubadas durante 6 a 10 dias a 26°C,
80% de humedad y oscuridad (condiciones de incubaciéon del hongo). Los insectos
muertos se incubaron en camara humeda durante 24-72 horas a 26°C. En la cdmara
himeda se logran las condiciones de humedad 6ptimas para inducir la emergencia del
micelio fuera del insecto y la esporulacion del hongo. La camara hiumeda se realizé en
placas de Petri de vidrio de 10 cm de didmetro conteniendo papel absorbente
humedecido con agua estéril. Los insectos muertos se colocaron en tapas plasticas (4 cm
de diametro) sobre el papel himedo. Luego de la incubacion se utilizd el ansa
bacteriologica para colectar una porcion del hongo emergente del insecto, que se
sembro en forma de estrias en medio MC con antibiotico estreptomicina (130 mg/l). Se

incubaron durante un periodo de 12-14 dias y se conservaron a 4°C.

-crecimiento del hongo en medio agar: Las colonias, previamente activadas, fueron
repicadas en placas de Petri con MC e incubadas durante 12-14 dias. Los hongos
crecidos en este medio de cultivo se denominaron hongos control o FSy. Estos hongos
repicados posteriormente en MM-+HC, fueron incubados 12-14 dias obteniendo asi los
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denominados hongos adaptados 6 FS;. Un segundo repique e incubacion en MM+HC se

realiz6 para obtener los correspondientes hongos adaptados 6 FS; (Fig. I1.2).

- crecimiento del hongo en medio agar con sustratos radioactivos. Los hongos FS, y
FS, (aproximadamente 5 x 10° conidios) fueron sembrados con ansa en gancho sobre el

sustrato radiactivo (adicionado al MM como se detall6 en item I1.3) e incubados durante

48 horas (Fig. I1.2).

- crecimiento del hongo en medio so6lido o fermentacion en sustrato sélido (FSS). El
crecimiento de los hongos denominados hongos control o FSj se realizd por siembra e
incubacién de los hongos activados (como se describié previamente) sobre granos de
arroz estéril en jarras de vidrio durante 12-14 dias. Posteriormente estos hongos se
sembraron e incubaron en granos de arroz recubiertos con una fina capa de agar
conteniendo un 15% del hidrocarburo sintético n-octacosano (nN-C28) o de hidrocarburos
cuticulares de T. infestans. De manera similar a la detallada en el crecimiento del hongo
en medio agar, los hongos obtenidos luego del primer repique e incubaciéon en este
medio de cultivo se denominaron hongos adaptados o FS;, mientras que un segundo
repique e incubacién se realizd para obtener los denominados hongos adaptados o FS,.
El material fermentado (arroz/micelio/conidio) fue secado con un flujo de aire
comprimido (con bajo contenido de humedad) durante 15 dias. La separacion de los

conidios se realizo por tamizado con una malla de 300 um de tamafio de poro.
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Colonias de hongos

Hongo activado
Medio de cultivo: MC

}

Inéculo ( 5x10° conidios)

Hongo FS, Hongo FS; Hongo FS,
Medio de cultivo: MC Medio de cultivo: MM+HC Medio de cultivo: MM+HC
Incubacién: 12-14 dias Incubacion: 12-14 dias Incubacion: 12-14 dias

l l

MM +[“C] n-C16 MM +[H] n-C28 Medio de cultivo
e Incubacion: 48 horas :
Incubacion: 48 horas MC o MM+ HC

Figura I1.2. Esquema de los procedimientos experimentales utilizados en el cultivo
de hongos en medio agar con distintas fuentes de carbono.
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11.6. Bioensayos

Se designan con este nombre a los ensayos realizados en el laboratorio con
organismos vivos. A través de ellos se evalud el tiempo letal medio (TLM = ) [Dias, x
insecto infectado,] / Total de insectos infectados) (Lecuona y Diaz, 2001), que es uno de
los parametros indicadores de la virulencia de un microorganismo sobre un insecto
huésped. Este parametro indica el tiempo necesario para matar el 50% de los insectos a
una dosis determinada.

Los insectos utilizados fueron ninfas de 4to estadio y adultos, de T. infestans
provenientes de crias de laboratorio, con un desarrollo bioldgico homogéneo y en
perfecto estado sanitario. La inoculacion de los mismos se realizd después de una
semana de ayuno, por el método de inmersion en vasos de precipitado con 10 ml de una
suspension conidial de 0,8 x 10® conidios/ml, durante 6 segundos. Para obtener
suspensiones homogéneas se sumergieron las colonias de las distintas cepas (controles y
adaptadas) en agua destilada estéril con 0,01% del detergente Tween 80, y se agitaron
con buzo magnético durante varios minutos. El conteo de los conidios se realiz6 en
camara de Neubauer. Para analizar el efecto del hongo por individuo, se colocaron los
insectos en recipientes individuales y se incubaron en las condiciones Optimas de
crecimiento del hongo (como se describié previamente). Para reproducir la situacion
real de habitos gregarios de estos insectos, y evaluar las posibles variaciones de los
parametros de virulencia debido al contacto entre los individuos infectados, se
realizaron lotes de 10-12 insectos por recipiente y se incubaron en las mismas
condiciones que los lotes individuales. En estos ensayos, los insectos testigos o lotes
controles, fueron insectos sumergidos en agua destilada. Los insectos muertos se
registraron cada 12 6 24 horas. La infeccion fungica fue corroborada mediante camara

humeda descrita anteriormente.

11.7. Andlisis por microscopia electronica de barrido (MEB) del crecimiento del

hongo sobre la cuticula del insecto.

Se inocularon insectos, como se describid en bioensayos, con suspensiones de 0,8 x
10® conidios/ml de BbGHA FSoy FS, durante un periodo de 48 horas. La diseccion de
los insectos, empleando pinzas de uso oftalmologico, se efectud con un corte transversal

en la base de la cabeza para la extraccion de la misma, y luego dos cortes longitudinales
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a ambos lados del abdomen. Finalmente un corte transversal cerca de la union del torax
con el abdomen, y otro, también transversal, a la altura del Gltimo par de somitos, liberd
el integumento de los 6rganos abdominales.

Fijacion de las muestras. Se fijaron las muestras con formol 0,5% durante una hora y se
postfijaron en formol al 1% durante 24 horas. El fijador se reemplaz6 tres veces durante
ese periodo y finalmente se lavo varias veces con agua bidestilada.

Deshidratacion. Se realizd con concentraciones crecientes de alcohol etilico pro
analisis, 30%, 50%, 70%, 90% y 100%. Se realizaron tres lavados, de 15-20 minutos
cada uno, con cada una de las distintas concentraciones.

Las muestras fueron posteriormente procesadas con el método del punto critico
(Baltec CP 30) y metalizadas con oro paladio en argdén en cdmara de alto vacio.
Distintos campos de la superficie del insecto se observaron y fotografiaron utilizando un
microscopio electronico de barrido, JEOL JSM-T100 (Servicio de Microscopia

Electronica, Museo de Ciencias Naturales, UNLP).

11.8. Germinacién “in vitro”

- Germinacion en medio de cultivo liquido: Los hongos FSyy FS; obtenidos del cultivo
en placas de Petri (como se detallo anteriormente) fueron sembrados en erlenmeyers
conteniendo Y de su volumen con medio de cultivo liquido completo o medio minimo
con una lamina superficial de hidrocarburo (5% w/v). Se incubaron durante 24 horas en
bafio térmico a 26°C con agitacion a 200 rpm y en oscuridad. A distintos intervalos de
tiempo, se tomaron muestras de 1 ml del cultivo y se contabilizé el nimero de conidios
germinados en una camara de Neubauer. Para cada intervalo se contaron 100 conidios
por campo, con la observacion de 4 campos por muestra y por intervalo. Se considerd
un conidio germinado cuando presentaba un tubo germinal mayor o igual que el tamafio

del radio del conidio.

-Germinacion en agua: Se prepararon suspensiones de Bb10 FSyy Bb10 FS; (obtenidas
de FSS) en agua destilada con tween 80 (0,01%). Estas suspensiones (del orden de
5x10 conidios/ml) se incubaron en estufa a 26°C y a distintos intervalos de tiempo: 0.5;
2.5; 4.5 y 6.5 horas. Se colectd una alicuota de cada cepa y se realizo el recuento de
conidios germinados, empleando una camara de Neubauer. El recuento de conidios

germinados se realizo de manera similar a la mencionada anteriormente.
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11.9. Estudios bioquimicos y metabodlicos de los hongos entomopatdgenos

11.9.1. Extraccidn de los lipidos totales del hongo

Los lipidos totales de las colonias fueron extraidos con una solucién
cloroformo:metanol (2:1 v/v) de acuerdo al método Folch (Folch, 1957), en una relacion
de una parte de muestra a veinte partes de mezcla extractiva. Se mantuvo en heladera
durante 24 a 48 horas para lograr la completa extraccion de los compuestos. A la mezcla
obtenida se agregd la quinta parte de agua destilada. La separacion de la fase superior
acuosa (metanol-agua) de la fase inferior organica (cloroformo), se realizd por

centrifugacion a 2000xg durante 15 minutos.

11.9.2. Analisis de los lipidos totales del hongo por cromatografia en capa fina
(TLC)

La fase cloroformica proveniente de la extraccion de lipidos totales (descrita en el
item anterior) se concentrd por evaporacion con un gas inerte (N,) y se analizd por
cromatografia en capa fina (TLC). Las muestras se sembraron en banda o en punto, en
placas de alta resolucion (HPTLC), y su desarrollo se efectud en cubas de vidrio con
diferentes mezclas de solventes:

a) hexano 100% para separar compuestos de muy baja polaridad,

b) hexano: éter etilico: acido acético (80:20:1) para la separacion de los lipidos neutros,
c¢) cloroformo:metanol:acido acético: agua (65:25:3:1,5) para la separacion de los
lipidos de alta polaridad,

d) benceno: eter etilico: agua: acido acético (40:50:2:0,2) con un desarrollo de ¥ partes

de la placa para separar esteroles de diacilglicéridos.

Las corridas cromatograficas se desarrollaron en cubas previamente saturadas con los

vapores de la mezcla de solventes correspondiente.
El revelado de las muestras se realiz6 mediante los siguientes métodos:

1) Con vapores de iodo (I;). Se colocod la placa desarrollada y seca en una cuba

conteniendo iodo bisublimado durante 10 minutos. Es un método cualitativo que

58



Materiales y Métodos

permite visualizar las zonas con lipidos ya que el iodo (colorante inespecifico) los
tifie de un color parduzco.

2) Por calcinacion. Se realizé la inmersion de la placa cromatografica en una solucion
de acido sulftrico en etanol (5%) y posteriormente se colocod en estufa a 100°C
durante 1 hora. Es un método destructivo, inespecifico, con una alta sensibilidad,
que produce la carbonizacién de los compuestos que se observan como manchas

negras.

La identificacion de los distintos lipidos se realizd por comparaciéon con los
correspondientes estandares sembrados en forma simultanea en la misma placa.

El peso seco de los lipidos totales se obtuvo por evaporacion y secado con nitrégeno
de la fase organica o cloroformica. La muestra se fue gaseando y pesando en balanza

analitica hasta lograr peso constante.

11.9.3. Composicién de acidos grasos de los hongos

11.9.3.1. Derivatizacion de los acidos grasos

Se utilizaron dos métodos alternativos de derivatizacion:
A) Transesterificacion: se evapord el extracto cloroférmico conteniendo los lipidos
totales a seco con N, se resuspendio en tolueno (0,5 ml) y se agreg6d 1,5 ml de una
solucion BF; (8% metanol) en tubos de cierre herméticos. Se gasearon con Ny y se
calentaron durante lhora a 100° C. Se dejo enfriar y se agregd 3 ml de cloroformo y 2
ml de H,O. Se gase6 con Ny, se agitd con vortex y se mantuvo en heladera hasta la
aparicion de dos fases bien definidas. La fase orgénica conteniendo los ésteres metilicos
se transfirid a un nuevo tubo y se realizaron dos lavados sucesivos con 2 ml de H,O
cada uno. Los ésteres metilicos obtenidos en la fase organica fueron sembrados en
placas de TLC para su purificacion. Las placas se desarrollaron dos veces en cubas con
hexano, y luego en una mezcla de solventes de éter de petroleo: éter etilico: acido
acético (80:20:1). La zona correspondiente a los ésteres metilicos fue raspada con
espatula y colectada en tubos de ensayo. La recuperacion de los ésteres metilicos se

realizd con tres lavados sucesivos de la silica con hexano destilado.
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B) Saponificacion y derivatizacion: alternativamente, el extracto cloroférmico se
transfirid a tubos de ensayo con tapa esmerilada, se evaporo el extracto a seco con N, y
se agregaron 2 ml de una soluciéon de K(OH) en metanol al 5-10% (p/v). Se gasearon
con N,y se calentaron durante 1 hora a 80° C. En esta etapa se produce la hidrdlisis de
los lipidos mediante la cual se liberan los acidos grasos (fraccion saponificable)
componentes de los mismos y forman sales. Se dejo enfriar y se agregaron 2 ml de
hexano y 1 ml de agua destilada. Se agit6 con vortex enérgicamente y se descarto la fase
superior. Este procedimiento de extraccion de la fraccidbn de insaponificables
(hidrocarburos, alcoholes, esteroles) se repitido tres veces. La fraccién inferior se
acidifico con 0,5 ml de acido clorhidrico 12 N, se agitd con voértex y se extrajeron los
acidos grasos libres con tres lavados de 2 ml de hexano cada uno. Se evapor6 a seco con
N». Se agreg6 1,5 ml de trifluoruro de boro (8% metanol) y se calent6 a 64°C durante 1
hora. Se dejo enfriar, se agregaron 3 ml de cloroformo y 2 ml de agua destilada y se
agito con vortex. Se descart6 la fase superior acuosa y se realizaron dos nuevos lavados
con 2 ml agua destilada cada uno. Se evapord a seco con N, y los ésteres metilicos se

resuspendieron en hexano.

11.9.3.2. Analisis por cromatografia gaseosa capilar (CGC)

Este método permite la separacion y cuantificacion de compuestos que permanezcan
en estado gaseoso a las temperaturas usualmente empleadas en las columnas de
separacion. Los acidos grasos de cadena corta cumplen dicho requisito mientras que los
de cadenas mas largas necesitan ser derivatizados en sus ésteres metilicos que son
compuestos mas volatiles y estables que los respectivos acidos grasos libres.

Las muestras se analizaron en un cromatografo Hewlett-Packard 6890, con control
electronico de la neumatica, empleando una columna capilar polar Omega Wax 250 de
30 m, 0,32 mm ID y 0,5 mm de espesor (Alltech Associates, Arlington Heights, Estados

Unidos) y detector de ionizacion de llama (FID).

Condiciones de corrida:

Gas portador ~ ...ceceeiieee He

T° de la cabeza de inyeccion..... 260 °C
T° inicial del horno ................. 175 °C

Tiempo inicial a 175°C ............. 3 min
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T° final del horno  ................. 220 °C
Tiempo final a 220°C ............... 15 min
Incremento de la T° ................. 3 °C/min

La identificacion tentativa de los acidos grasos se baso en el tiempo de retencion. El
tiempo de retencion (tr) de un compuesto es el tiempo en que el mismo permanece
dentro de la columna y se mide desde el momento en que la muestra se introduce en el
sistema hasta el momento en que se obtiene el punto maximo de la sefal. El tr es
caracteristico de cada compuesto y depende de la columna, de la fase moévil, y del
programa de temperaturas utilizado. En un principio se calculan los tiempos de
retencion de compuestos de identidad conocida (estandares) en las condiciones de
corrida seleccionadas. El tiempo de retencion relativo (trr) es el cociente entre el tiempo
de retencion de un componente dado y el correspondiente a otra sustancia utilizada
como patron de referencia. Los tiempos de retencion relativos, permiten una estimacion
de la longitud de cadena del compuesto por un método grafico de determinacién de
longitud de cadena equivalente (LCE). Empleando el método de los cuadrados minimos
se obtiene una ecuacion lineal de regresion y = a + bx donde y es el trr y x es la longitud

de cadena o numero de carbonos.

11.9.3.3. Analisis por cromatografia gaseosa capilar acoplada a espectrometria de
masa (CGC-MYS)

La cromatografia gaseosa por si sola resulta insuficiente para decidir la identidad de
los compuestos, por lo que la utilizacion de la espectrometria de masa como herramienta
complementaria resulta indispensable. En este método de analisis, el compuesto es
bombardeado con una corriente de electrones de baja energia y el mismo se ioniza en
distintos fragmentos. La naturaleza de los iones y su abundancia relativa depende de la
estructura de las moléculas bombardeadas. Compuestos de estructuras diferentes
presentaran patrones de fragmentacion distintos, pudiéndose considerar al espectro de
masa, como la huella dactilar de un compuesto. En general los resultados obtenidos se
grafican como abundancia ionica en funcidon de la masa idnica. El andlisis de los
espectros de masa obtenidos permiten efectuar la identificacion del compuesto.

El equipo utilizado para estos analisis fue un cromatégrafo Hewlett-Packard Modelo

5890, Serie 2 Plus, con detector de ionizacion de llama (FID) acoplado a un detector
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cuadrupolo Hewlet-Packard 5972A. Se emple6 una columna metil-fenil silicona
Heliflex RSL-150 de 30m de largo X 0,25 mm ID y 0,25um de espesor (Laboratorio
LADECOR Fac. de Cs. Exactas, UNLP). El impacto electrénico se efectud a 70 eV.

Condiciones de corrida:

Gas portador ..o He (12 psi)
T° de la cabeza de inyeccion..... 230 °C

T° inicial del horno ................. 110 °C
Tiempo inicial a 110°C ............. 5 min

T° final del horno  ................ 230 °C
Tiempo final a 230°C ............. 15 min
Incremento de la T° ................ 5 °C/min

11.9.4. Composicion de los hidrocarburos de los hongos

11.9.4.1. Método de obtencidén de los hidrocarburos

Los hidrocarburos se extrajeron por inmersion de las colonias fungicas en hexano
(6ml/g) durante 24 horas. El solvente fue transferido a otro tubo y posteriormente se
realizaron dos lavados con hexano calentado previamente en placa térmica, para
aumentar la eficiencia de extraccion. El extracto obtenido se particiond (5:1 v/v) con
agua bidestilada en balones de vidrio. No se utilizaron recipientes plasticos para evitar
la contaminacion de las muestras con componentes propios del recipiente. Se descartd la
fase superior acuosa y la fase organica fue filtrada con filtros de tamafio de poro 0,2 um,
luego se precipitaron las proteinas con acido tricloroacético (TCA) al 15% para
descartar proteinas hidrofobicas, y se realizé una particién con dos volumenes de agua
bidestilada. Se colect6 la fase superior organica y se deshidraté con MgSO4. El extracto
se evaporod en cuba de vacio hasta un minimo volumen y se sembr6 en columnas de 0,5
cm de didmetro, rellenas con dacido silicico (altura de relleno: 2,5 cm). Los

hidrocarburos fueron eluidos con hexano destilado.

11.9.4.2. Analisis por cromatografia gaseosa capilar (CGC)

Los hidrocarburos de BbS y Ma6 se analizaron en un cromatdgrafo Shimadzu ROA
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empleando una columna capilar con fase estacionaria DB-5 (J&W Scientific, Folson,
USA) de 30 mX 0,32mm ID. Cabe destacar que este cromatografo no poseia regulacion
automatica de flujo dificultando la regulacién del mismo, de modo que el inyector no
logré operarse en modo sin division (modo splitless). Esto resultd en una operacion de
baja sensibilidad. Posteriormente se adquirié un cromatografo de primera generacion
utilizado para el resto de los andlisis. En este ultimo, el adecuado control del modo
splitless de inyeccion permitid que la totalidad de la muestra ingrese en la columna
cromatografica, lograndose condiciones de alta sensibilidad, Optimas para analizar

muestras pequefias o escasas.

Condiciones de corrida para el analisis de hidrocarburos de Bb5 y Mab6:
Gas portador ~ ..oeeieeiiee, He

T® de la cabeza de inyeccion..... 290 °C

T¢ del detector FID .................. 350 °C
T¢ inicial del horno ............... 180 °C
Incremento de la T° ............. 3 °C/min
T° (T2) del horno  ............... 300 °C
Tiempo final ... 30 min

Los hidrocarburos de Bb10 se analizaron en un cromatografo Hewlett-Packard 6890

(descrito en item 11.9.4.2.) empleando la columna DB-5 descrita previamente.

Condiciones de corrida:
Gas portador  ..ceeeeiiee. He
T° de la cabeza de inyeccion..... 280 °C

Inyector e Modo splitless
T¢ del detector FID .................. 310 °C

T° inicial del horno (T1) ........... 50 °C
Tiempoa Tl ... 1 min
Incremento de la T° T1 ............. 50 °C/min
T° (T2) del horno  ............... 200 °C
Incremento de la T° T2 .............. 3 °C/min

T° final del horno (T3).............. 300 °C
TiempoaT3 ...l 15 min
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La identificacion de los hidrocarburos se baso en el tiempo de retencion relativo de

cada compuesto, como se describi6 en el item 11.9.4.2.

11.9.4.3. Analisis por cromatografia gaseosa capilar acoplada a espectrometria de
masa (CGC-MYS)

La identificacion de los compuestos detectados por CGC fue confirmada por
espectrometria de masa empleando el cromatografo y columna descritos en el item

I1.9.4.3 (anélisis de acidos grasos por CGC-MS).

Condiciones de corrida:

Gas portador  ...cceeeeiiee, He (12 psi)
T¢ de la cabeza de inyeccion..... 230 °C

T® inicial del horno ................. 110 °C
Tiempo inicial a 110°C ............. 5 min

T° final del horno  ................. 290 °C
Tiempo final a 290°C ............. 10 min
Incremento de la T® ................ 5 °C/min

11.9.5. Composicion de los compuestos organicos volatiles (VOC) de los hongos

11.9.5.1. Técnicas empleadas para el anélisis de los VOC

- Técnica de muestreo de la fase vapor en equilibrio, por andlisis del espacio de cabeza
(HSA). Esta técnica se basa en el principio de equilibrio de los compuestos organicos,
entre una muestra liquida o sélida, y la fase gaseosa circundante, cuando se encuentran
en un recipiente herméticamente cerrado. Es posible extraer alicuotas de la fase gaseosa
por distintos mecanismos para su posterior analisis por cromatografia gaseosa o liquida.
Los VOC pueden colectarse por arrastre con un gas inerte, con solventes o con
materiales que captan y fijan estos compuestos (trampas). Las muestras a analizar se
disponen en viales herméticamente cerrados (HSA) para evitar la pérdida de los VOC

(como se describi6 en item I1.3).
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- Técnica de microextraccion en fase solida del espacio de cabeza (SPME). Esta técnica
consiste en poner en contacto la fase gaseosa con una fibra de silice fundida recubierta
con un material adsorbente y protegida con una aguja de metal (Fig. I1.3.A). La muestra
se coloca en un vial HSA. Con la aguja de metal se perfora el septum de goma (de la
tapa del vial), y se expone el material adsorbente al espacio de cabeza de la muestra
durante un periodo de tiempo que oscila entre 15 y 30 minutos (Fig. I1.3.B). Se retira la
fibra del vial y se inyecta en el cromatografo gaseoso (Fig. 11.3.C). En el inyector del
CGC se expone el material adsorbente a altas temperaturas, y los analitos se desorben
en el interior del mismo. Los diversos materiales adsorbentes que recubren la fibra de
silice se clasifican segin su polaridad en: polares (poliacrilato, carbowax-
divinilbenceno, carbowax- resina templada), no polares (polidimetilsiloxano), y

bipolares (combinacion de las anteriores). No se emplean solventes para la extraccion.
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Soporte

s
Vial HSA
<— Aguja de metal Hongo en
«— Fibra medio agar
de cultivo

Figura I1.3. Técnica de microextraccion en fase solida de espacio de cabeza (SPME) y procedimientos de coleccidon de muestras
para el andlisis por cromatografia gaseosa capilar (CGC) de los compuestos organicos volatiles (VOC) producidos por los hongos.
A) Soporte con aguja de metal, que contiene la fibra en su interior (inserto), B) Exposicion de la fibra a los VOC de la muestra y
C) Inyeccién de la muestra en el cromatégrafo. Vial HS A, vial para analisis de espacio de cabeza como se detalla en texto.
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- Método de extraccion con hexano. Se agregdé hexano destilado en el interior de los
viales HSA conteniendo el cultivo fungico, se agitdé durante 1-2 minutos y se colecto el
solvente con pipeta Pasteur. El extracto fue filtrado para eliminar todas las particulas del
hongo, se precipitaron las proteinas con TCA, se realizd una particion con agua

bidestilada. La fase organica se deshidratdé con MgSO,.

11.9.5.2. Analisis de los VOC por SPME-cromatografia gaseosa capilar (CGC)

Se analizaron los VOC liberados por Bb10 crecida durante 6 dias en viales HSA
conteniendo medio agar completo y medio minimo + n-octacosano. Transcurrido el
periodo de incubacion, los viales con el cultivo del hongo se calentaron en un bafio de
arena a 60°C durante 20 minutos. Posteriormente se expuso la fibra a la fase gaseosa del
vial (espacio de cabeza) durante 20 minutos sin retirar el vial del bafio térmico. Se
utilizaron fibras de polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65-um y fibras
de carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) de 75-um. La desorcion de los VOC se
produjo en el inyector del cromatografo gaseoso Hewlett-Packard 6890 (descrito en
item [1.9.4.2), el andlisis se efectu6 empleando una columna capilar con fase

estacionaria DB-5.

Condiciones de corrida:
Gas portador ~ ...occeieeeieeee. He
T° de la cabeza de inyeccion..... 250 °C

Inyector e, Modo splitless
T° del detector FID .................. 280 °C

T¢ inicial del horno (T1) ........... 40 °C
Tiempoa Tl ... 3 min
Incremento de la T° T1 ............. 5 °C/min
T°T2 del horno  .............. 80 °C
Incremento de la T° T2 .............. 20 °C/min
T°T3 del horno ... 150 °C
Incremento de la T° T3 .............. 30 °C/min
T* final del horno (T4) .............. 250 °C
TiempoaT4 ... 10 min
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La identificacion de los VOC se realizo por CGC-MS como se detalla en el item
siguiente.

El extracto obtenido por el método de extraccion con hexano generd serios
inconvenientes de contaminacion, similares a los descritos en el analisis de

hidrocarburos (Resultados, item III.B.3), motivo por el cual no pudieron ser analizados.

11.9.5.3. Analisis de los VOC por cromatografia gaseosa capilar acoplada a

espectrometria de masa (CGC-MS)

El analisis de los compuestos volatiles extraidos por la técnica de HS-SPME se realizo
en un cromatodgrafo Finnigan Polaris Q con trampa i6nica con fuente ionica a 200°C y
linea de transferencia a 275°C (Dto Quimica Organica, Univ. Nacional del Centro,
Olavarria). Las condiciones de corrida fueron similares a las utilizadas en el analisis por
CGC (descritas en el item anterior). La identificacién de los compuestos detectados se
realiz6 mediante el andlisis comparativo de los patrones de fragmentacion obtenidos con
los espectros de una biblioteca de masa NIST/EPA/NIH, NIST 98, asi como con los

patrones de elucion de los compuestos estandares sembrados en idénticas condiciones.

Los compuestos volatiles fueron alternativamente liberados de los cultivos de B.
bassiana con H>SO, y temperatura, y colectados con una jeringa Hamilton especial para
gases de 500 pl, tal como se detalla posteriormente en el item 11.9.8.2. Para este analisis
se sembro el hongo en viales HSA conteniendo MM + 3 pl de una solucion de n-
tetracosano en hexano al 30% (sustrato frio), y se incub6 durante un periodos de 48
horas a 26°C. Los VOC se analizaron por CGC-MS empleando el cromatografo y

columna citados en el item 11.9.3.3 con las siguientes condiciones de corrida:

Gas portador ~ ..ocoeeeeiiee, He (12 psi)

T° de la cabeza de inyeccion..... 230 °C
Inyector Modo splitless
T¢ inicial del horno ................. 50 °C
Tiempo inicial a 50°C ............. 1 min

T° final del horno  ................. 200 °C
Incremento de la T® ................. 5 °C/min

T del detector ~  ................ 180 °C
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11.9.6. Estudio del metabolismo lipidico de los hongos

Los estudios metabdlicos de degradacién de hidrocarburos y sintesis de compuestos
lipidicos en B. bassiana y M. anisopliae, se realizaron con distintos precursores
radiactivos como ["*C] acetato, ["*C] n-hexadecano y [’H] n-octacosano, utilizados

como trazadores metabdlicos.

11.9.6.1. Técnicas empleadas para la deteccion y cuantificacion de la radiactividad

incorporada en los lipidos fungicos.

- Contador de centelleo liquido (CCL). La radiactividad incorporada en las fases
organica y acuosa, obtenidas de la particion del extracto lipidico con el método de Folch
(como se detalld en item I1.9.2), se cuantificé en un contador de centelleo liquido
Beckman LS 1701, cuyo método de deteccion esta basado en el recuento de los
centelleos que produce una muestra con agentes radiactivos al ser excitada
(fluorescencia). Alicuotas de 100 a 300 ul de las muestras a analizar, se colocaron en
viales descartables de material plastico con 3 ml de solucion de centelleo (Ultima Gold,
Packard, USA). El liquido de centelleo es una mezcla que contiene solvente,
emulsificador y fluor. Esta mezcla sirve para convertir la energia de la particula emitida
durante el proceso de decaimiento radiactivo (a, B, etc), en luz, la cual es detectada por

el contador de centelleo.

- Contador de radiactividad por barrido (radio-TLC). La deteccion de radiactividad se
realiz6 cualitativamente empleando un scanner de radiactividad Berthold LB-2723 que
determind las zonas con emision radiactiva luego del desarrollo del cromatograma.
Detectadas las zonas con radiactividad, se calcularon los Rf (distancia recorrida por el
soluto/distancia recorrida por el solvente) correspondientes, y se refirieron a éstandares

sembrados y desarrollados en similares condiciones.

- Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector de radiactividad
(radio-HPLC). Esta técnica consiste en una cromatografia con una fase movil liquida,
que pasa a presion constante a través de una columna de pequeiio didmetro que contiene
una fase estacionaria solida o liquida. Dependiendo del tipo de fase fija y del fenomeno

fisico que provoca la separacion, la cromatografia puede ser de adsorcion, de reparto,
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16nica o de exclusion por tamafio. En este trabajo se utilizé la cromatografia de reparto
en fase reversa, que posee como fase estacionaria un hidrocarburo alifitico unido
quimicamente a un soporte solido de silica, y se emplearon fases moviles polares. La
separacion de los distintos componentes de la muestra estard determinada por la
afinidad de los mismos (en términos de polaridad) por la fase modvil o por la fase
estacionaria. La radiactividad de las muestras es registrada, por un modulo acoplado al
HPLC que detecta la fluorescencia asociada a la ionizacidon de las particulas 3 de los

elementos radiactivos CH 6 'C).

11. 9.6.2. Analisis de los lipidos totales por radio cromatografia en capa fina (radio-
TLC)

Se utilizaron distintas cepas de B. bassiana y una cepa de M. anisopliae, crecidos
durante 48 horas en placas de Petri con medio de cultivo agar + un sustrato radiactivo.
Se secciond con una espatula de metal, un cuadrado de aproximadamente 2 x 2 cm? del
agar conteniendo la colonia, y se colocd en un tubo de ensayo con 4 ml de solucion
cloroformo:metanol (2:1). Se mantuvieron a 4°C durante 24-48 horas y mediante el
método Folch y particién con agua (como se describié anteriormente), se obtuvieron los
compuestos lipidicos no polares en la fase organica, y los compuestos polares en la fase
acuosa. Con alicuotas de 200 6 300 pl del volumen total obtenido, se determind la
radiactividad de cada una de las fases empleando el contador de centelleo liquido. Con
el fin de verificar la eficacia del proceso de extraccion, se prepararon placas control con
medio de cultivo agar minimo + el sustrato radiactivo y se procesaron de manera similar
a las placas con el cultivo del hongo.

La fase orgéanica obtenida se evapord hasta reducir al minimo su volumen y se sembro
en placa de silicagel con éstandares apropiados (triacilglicéridos, diacilglicéridos, acidos
grasos libres, colesterol, fosfolipidos y alcoholes grasos). La placa cromatografica se
desarrolld dos veces sucesivas en hexano, para separar completamente el sustrato
remanente (hidrocarburo no utilizado por el hongo) de la muestra a analizar. Finalmente
la placa se desarrollé en una mezcla de solventes (éter de petroleo: éter etilico:acido
acético; 80:20:1). La distribucidon de radiactividad incorporada en las distintas clases
lipidicas se determind en el contador de radiactividad por barrido (radio-TLC) y se
identificaron los distintos lipidos por comparacion de sus Rf con los obtenidos en los

compuestos estandares.
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11.9.6.3. Analisis de los [*H] acidos grasos por radio cromatografia liquida de alta
resolucion (radio-HPLC)

- Lipidos sintetizados por Bb10 a partir del [’H] n-octacosano

Se analizo la fraccion de ['H] 4cidos grasos libres cuya marcaciéon fue detectada
previamente por radio-TLC (como se describié en item anterior). La silica
correspondiente a dicha zona fue separada de la placa por raspado y colocada en tubos
de ensayo con 7 ml de una mezcla de extraccion hexano: eter etilico (1:1). Se agit6 con
vortex y se conservd a 4°C durante 2 horas para que decante la silica. Se extrajo el
sobrenadante, se filtro, y se concentré hasta un volumen minimo. El extracto obtenido
se sembré en minicolumnas de silice activado. Se eluyo el sustrato remanente con

hexano, y posteriormente los 4cidos grasos con hexano: eter etilico (1:1).

- Lipidos sintetizados por Ma6 a partir del [’H] n-octacosano

Se analizo la fraccion de los lipidos polares detectados previamente por radio-TLC de
manera similar a la detallada en el item anterior. Se colectod por raspado, la silica de la
zona correspondiente a los lipidos polares, se colocd en un tubo de ensayo con tapa
esmerilada y se realizé la hidrolisis alcalina (saponificacion) descrita en el item 11.9.3.1.
El extracto con los 4cidos grasos libres se purificod en minicolumnas de Biosil tal como

se describi6 para B. bassiana.

Los [*H]-4cidos grasos obtenidos se analizaron por radio-HPLC en fase reversa
empleando una columna C18 (25 cm x 4,6 mm tamafio de particula de 5 um) acoplada a
un sistema de liberacion de solvente Spectra Physics SP 8700, empleando un detector de
radiactividad Radiomatic Flo-One/Beta y un detector de absorbancia (Merck) a 205 nm.
La fase movil utilizada fue metanol:agua:acido acético (90:10:0,2) con un flujo de 0,7
ml/min.

El sustrato radiactivo [’H] n-octacosano, previo a su utilizacidon, se sembrd en
minicolumnas de biosil activado, se eluyd con hexano destilado y se analiz6 por radio-
HPLC, con el objetivo de chequear el grado de pureza. Para este andlisis se utilizo una
columna C8 y una mezcla de acetonitrilo:hexano (96:4) como fase mévil, a un flujo de

0,6 ml/min.
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11.9.7. Analisis de los [*H]-compuestos organicos volatiles ([*H] ~VOC)

Las cepas de Bb10 crecidas en glucosa (FSy) y en hidrocarburo (FS;), se sembraron
sobre un medio de cultivo agar minimo + [*H] n-octacosano en viales HSA y se

incubaron durante un periodo de 48 horas a 26°C.

11.9.7.1. Cuantificacién de los [*H]-VOC

Los [’H]-VOC producidos por B. bassiana fueron colectados por arrastre con aire
comprimido a través de tubos de PVC en viales HSA que contenian 6 ml de una
solucion acuosa de K(OH) al 10%. El tiempo de arrastre fue de 50 horas en camara fria

(4°C). Los ["H]VOC obtenidos en la solucién se cuantificaron en el CCL.

11.9.7.2. Analisis de los [*H]-VOC por radio-HPLC

Los viales HSA con los cultivos de B. bassiana incubada con el sustrato radiactivo, se
acidificaron con 300 pl de H,SO4 1IN y se mantuvieron en bafio de arena a 100 °C
durante una hora. La extraccion de los volatiles de la fase vapor en equilibrio estatico
con el material s6lido (espacio de cabeza), se realizd con una jeringa Hamilton para
gases (gastight) de 500 pl. Las alicuotas se inyectaron directamente en el radio-HPLC, o
bien se colectaron por burbujeo en 2ml de alcohol metilico contenido en un vial HSA, y
se inyectd el solvente con la muestra en solucion. El andlisis se realizdo empleando una
columna C8 en fase reversa (tamafio de particula 5 um; 25 cm x 4,6 mm) y la fase moévil

utilizada fue metanol (100%) con un flujo de 0,6 ml/min.

11.9.8. Cuantificacién de [*H]-vapor de H,O producido por el hongo durante el

metabolismo del hidrocarburo

Se cuantifico el [*H]-vapor de H,O liberado por Bb10 y Ma6 incubadas durante 48
horas en placas de Petri con MM + [°H] n-octacosano. Las placas de cultivo se
colocaron de manera invertida en la estufa de cultivo y sobre la tapa se colocaron
recipientes con 200 mg de K(OH) en granallas. Finalizada la incubacion se colectd la
solucion acuosa de K(OH) y se cuantificd la radiactividad incorporada en la misma,

utilizando el contador de centelleo liquido.
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11.9.9. Caracterizacion preliminar de la enzima catalasa

Se utilizo Bb10 crecida 12 dias en medio de cultivo agar con glucosa (cepa FSy) o con n-
octacosano como fuentes de carbono (cepa FS,). Se analizaron también cultivos de Bb10

crecida en sustrato solido con y sin el agregado de hidrocarburos (cuticulares o sintéticos).

11.9.9.1. Fraccionamiento celular

- Obtencion del homogenato

Las hifas y/o conidios se colocaron en viales plasticos con buffer fosfato de sodio 50
mM, pH 7.0 (PBS) y con 1mM de floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como agente
inhibidor de proteasas. Se agregaron perlas de vidrio de 0.5 mm de didmetro y se
procesaron en un homogeneizador Mini-Bead Beater (BioSpec, Bartlesville, Estados
Unidos). Este mecanismo de homogeneizacién mecanica (por friccion) puede incrementar
la temperatura del homogenato desnaturalizando las proteinas. Por tal motivo la
homogeneizacion se realizo con varios intervalos en los que las muestras se colocaron en
hielo para evitar dicho proceso. Posteriormente las muestras se centrifugaron varias veces a
2.000 xg durante 15 minutos en una ultramicrocentrifuga refrigerada. El sobrenadante se
colectd de entre las perlas con una jeringa de insulina con aguja de metal (21G x1”) que
funcion6 a modo de filtro. Este sobrenadante denominado homogenato en este trabajo, es
un homogenato libre de nucleos, de citoesqueleto y de células enteras (que no han sido
lisadas en la homogeneizacion). Este homogenato se conservéd a 4°C hasta su analisis o

posterior fraccionamiento.

- Obtencidn del pellet de 20.000 xg

El homogenato se centrifugé a 20,000 xg durante 30 minutos a 4 °C en una
ultracentrifuga refrigerada. Se descart6 el sobrenadante y se colecto el precipitado (pellet)
con mitocondrias y peroxisomas. Al pellet obtenido se adicion6 solucion buffer PBS y se
centrifugd nuevamente a 20.000 xg durante 30 minutos a 4 °C. Este proceso de lavado se
repitid dos veces.

En este trabajo se utilizo el pellet de 20.000 xg para el analisis de la actividad de catalasa,
enzima marcadora de peroxisomas, asumiendo la ausencia de actividad de esta enzima en
las mitocondrias, como se ha reportado en la mayoria de los hongos (Mishina et al., 1978,

Kunau et al., 1996, Valenciano et al., 1996).
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11.9.9.2. Ensayos de la actividad enzimética

Se midio la actividad de la catalasa en homogenato y en pellet de 20.000 xg de B.
bassiana FSyy FS,. La actividad de esta enzima se determin6 en funcion del consumo de
su sustrato, el peroxido de hidrogeno (H,O,), medido en un espectrofotdémetro Aminco
DW 2000 de doble haz (Aminco, Urbana, Estados Unidos). La cinética de degradacion
del H,O, fue medida como descenso en la absorbancia a una longitud de onda de 240 nm,
en funcion del tiempo. La reaccion enzimatica se realizé en cubetas de cuarzo con ranura
de 10 mm. A una solucion 15-20 mM de H,0,, estabilizada a 25°C en el
espectrofotdmetro, se agregd la muestra, se homogeneizd con espatulitas plasticas, y se
midi6 la actividad de la enzima durante 2 minutos. Se define una unidad enzimatica
como la cantidad de enzima que puede descomponer 1 pmol de H,O; en 1 minuto, en una

solucion pH 7.0 y a una temperatura de 25 °C.

11.9.9.3. Determinacion del contenido de proteinas

Las proteinas totales del homogenato y del pellet de 20,000 xg se cuantificaron segun el
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) por espectrofotometria, a 595 nm de
longitud de onda. El procedimiento de cuantificacion fue el siguiente:

- Preparacion del reactivo. Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G-250 en
50 ml de etanol al 95%. A esta solucion se le agreg6 100 ml de HsPO,4 al 85% (p/v), la
solucion resultante se diluye a un volumen final de 1000 ml. La solucion obtenida se filtro
varias veces con papel de filtro para eliminar el exceso de colorante no disuelto.

- Se prepard una solucion estandar de albumina, conteniendo 10 mg en 10 ml de agua
bidestilada (1pg/ul)

- Las soluciones conteniendo de 0 a 25 pg de estandar de albumina, se pipetearon en tubos
plasticos y se ajusto el volumen final a 200 pl con agua bidestilada.

- Se agreg6 a cada tubo 2500 pl de reactivo de Bradford.
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Tubo Blanco 1 2 3 4 5
Albiimina estandar (pg) 0 5 10 15 20 25
Solucion de albamina 1pug/pl (ul) 0 5 10 15 20 25
Agua bidestilada (ul) 200 195 190 185 180 175
Reactivo de Bradford (pul) 2500 2500 2500 2500 2500 2500

- Se calculd una curva patron de proteinas: cantidad de albimina contra absorbancia
obtenida a una longitud de onda de 595 nm.

- La muestra se diluy6 en agua bidestilada, se pipeted en tubos 200 pl de la solucion
problema, se agreg6 2500 pl de reactivo y se leyo a una longitud de onda de 595 nm.

- Aplicando una ecuacion de regresion lineal se calcul6 la cantidad de proteina contenida

en la muestra.

11.9.10. Andlisis de la ultraestructura

Se analiz¢ la ultraestructura de Bb10 crecidas en placas de Petri con MC (cepa FSy) o
con MM+ n-octacosano como fuente de carbono (cepas FS; y FS;). Una pre-fijacion de
las colonias se realizd con 2-3 gotas de glutaraldehido al 2% durante 5 minutos. Se
seccionaron con una gillette, las colonias en cuadrados de 1 cm de lado, y fueron
separadas del agar con una espatula de metal. Cada una de las muestras fue colectada en
un eppendorf al que se agregd 500ul de glutaraldehido y se mantuvo a temperatura
ambiente durante 2 horas (fijacion). Luego se realizaron los lavados colocando al hongo
en una solucion buffer de fosfato 0,2 M, pH 7,4 durante 30 minutos (los dos primeros
lavados) y durante 24 horas (el tercer y ultimo lavado). El buffer se fue descartando
entre los lavados, con pipeta Pasteur. Un ultimo lavado se realizé con buffer Tris-HCI
0,1 M, pH 8,5 durante 30 minutos. Posteriormente las muestras se trataron con
diaminobenzidina (DAB), un colorante especifico para catalasa, enzima marcadora de
peroxisomas. El DAB en presencia de la enzima, reacciona con el perdxido de

hidrogeno y forma un precipitado marrdn oscuro (Fig. 11.4)

catalasa
H,O, + DAB - DAB, + H,O

Figura I1.4. Reaccion de oxidacion de la diaminobenzidina (DAB) catalizada por una enzima
marcadora de peroxisomas.
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Soluciéon DAB:

3,3’-Diaminobenzidina 0,7 mg
H>,O, 1,6 mg
Tris buffer 0,06 M
Agua destilada 1 ml

Tratamiento de los hongos con DAB. Se agregaron 500 ul de la solucion DAB a cada
muestra y se dejo actuar durante 30-60 minutos a T° ambiente y en oscuridad (viales
color caramelo). Transcurrido el tiempo de la reaccion, la solucion DAB se descarté de
la muestra y ésta se lavd dos veces con 1 ml de agua destilada durante 30 minutos cada
vez.

La post-fijacion se realizd con tetréxido de osmio 1% durante 2 horas a 4°C. La
deshidratacion se realizd con concentraciones crecientes de etanol: 50%, 70%, 80%,
95% y 100%) y finalmente con 6xido de propileno. La infiltracion y polimerizacion se
realizaron en resina epoxi. Las muestras se cortaron en secciones de aproximadamente
60 nm de espesor con ultramicrétomo. La técnica de tincion utilizada consistio en una
doble tincidon con una solucidon acuosa de acetato de uranilo 1-2% y citrato de plomo de
Reynolds, en una atmosfera libre de CO,. La observacion de las muestras se realizd en
un microscopio electronico de transferencia Jeol Jem-1200 Ex II (Servicio Central de

Microscopia Electronica, Fac.Cs. Veterinarias, UNLP).
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I11.A. Estudios sobre el crecimiento de los hongos entomopatdgenos en distintas

fuentes de carbono y el desarrollo de enfermedad en el insecto huésped

I11.A.1. Crecimiento del hongo en distintas fuentes de carbono

Se observo el crecimiento de las cepas de hongos entomopatdgenos utilizadas en este

trabajo, en los siguientes medios de cultivo y fuentes de carbono:

A) Medio de cultivo agar completo (MC) y agar minimo (MM) enriquecido con:
lipidos cuticulares (incluyendo la fraccion de hidrocarburos) de T. infestans, o con
hidrocarburos sintéticos lineales de distintas longitudes de cadena. Los hidrocarburos
sintéticos utilizados fueron n-C16, n-C24 y n-C28 que se agregaron al medio de cultivo
de manera individual (como se detalla en materiales y métodos). Las figuras I11.1 a 111.3
muestran distintas cepas y especies de hongos entomopatdgenos crecidos durante 12-14
dias en medios de cultivo conteniendo las diversas fuentes de carbono. Se observé un
desarrollo de colonias blancas y algodonosas en las cepas de B. bassiana (Fig. 111.1,
111.2), a diferencia de M. anisopliae (Fig. 111.3) que desarrolld colonias de coloracién
verdosa independientemente del sustrato utilizado. Los hongos sembrados en MC
desarrollaron colonias sobre toda la superficie del medio de cultivo, debido a la
disponibilidad homogénea del sustrato. En cambio, los hongos crecidos en MM al que
se adicionaron superficialmente las distintas fuentes de carbono, desarrollaron colonias
unicamente sobre la superficie ocupada por el sustrato. Los hongos crecidos en MM
enriquecido con lipidos cuticulares (Fig. 111.1B) desarrollaron colonias de aspecto
similar a las colonias crecidas en MC (Fig. 111.1A). Los hongos crecidos en MM
enriquecido con cada uno de los hidrocarburos sintéticos mencionados previamente,
demoraron su crecimiento y adquirieron un aspecto mas compacto que las cepas control
(Fig. 1.ACy D; 1.2 C; 111.3 B y C).

A partir del crecimiento de los hongos en estas condiciones de cultivo, se obtuvieron
colonias flngicas con hifas y conidios. Los hongos incubados durante 12 dias se
encontraban en la ultima etapa del ciclo del hongo, la fase de esporulacién, y por lo

tanto los conidios fueron las estructuras predominantes.

B) Medio de cultivo sélido (FSS): Bb10 crecida durante 12-14 dias en granos de arroz

con o sin el agregado de hidrocarburos (cuticulares o sintéticos) en su superficie,
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Figura 111.1: Beauveria bassianal10 crecida en medio de cultivo agar con
distintas fuentes de carbono

A) Bb10 crecida en medio de cultivo completo (detallado en Mat. y Met.) con glucosa como fuente de carbono.
Se observa el desarrollo de colonias blancas y algodonosas sobre toda la superficie de la placa.

B) Bb10 crecida en medio de cultivo minimo (detallado en Mat. y Met.) enriquecido con lipidos e hidrocarburos
cuticulares de T. infestans. Se observa el desarrollo del hongo exclusivamente sobre la superficie

cubierta por el sustrato carbonado.

C) Bb10 crecida en medio de cultivo minimo enriquecido con n-octacosano. Se observa el desarrollo de colonias
de aspecto compacto que cubren completamente la superficie cubierta por el hidrocarburo.

D) Bb10 crecida en medio de cultivo minimo enriquecido con n-tetracosano. Se observa el desarrollo del hongo
sobre la superficie cubierta por el hidrocarburo utilizado como sustrato.
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Figura I11.2. Beauveria bassiana GHA crecida en medios de cultivo con distintas fuentes de carbono

A) BoGHA crecida en MC (detallado en Mat. y Met.) con glucosa como fuente de carbono. Se observa el desarrollo de colonias blancas y algodonosas sobre todas las
lineas de siembra debido a la alta disponibilidad del sustrato carbonado en el medio de cultivo.

B) BbGHA crecida en MM (detallado en Mat. y Met.) enriquecido con n-hexadecano que se encuentra en estado liquido a T° ambiente y cubre la totalidad de la

superficie del medio de cultivo. Los conidios fueron homogéneamente distribuidos en la placa al sembrarse en el sustrato liquido y desarrollaron colonias de aspecto
similar a las crecidas en glucosa.

C) BbGHA crecida en MM enriquecido con n-octacosano. Se observa un desarrollo compacto y homogéneo del hongo Unicamente sobre la superficie cubierta por el
hidrocarburo.
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Figura I11.3. Metarhizium anisopliae 6 crecida en medios de cultivo con
distintas fuentes de carbono

A) Mab6 crecida en MC (detallado en Mat. y Met.) con glucosa como fuente de carbono.
B) y C) Ma6 crecida en MM (detallado en Mat. y Met.) enriquecido con n-octacosano (B)
y n-tetracosano (C). Se observa el desarrollo del hongo sobre el hidrocarburo utilizado
como sustrato.

81



Resultados

desarroll6 colonias similares al hongo crecido en medio agar. El 6ptimo crecimiento del
hongo en este sustrato sélido, permitié obtener una mayor produccion de conidios
necesarios para los estudios bioquimicos desarrollados en este trabajo. Asimismo los
conidios fueron las Unicas estructuras fungicas obtenidas a partir de los hongos crecidos
en estas condiciones de cultivo, debido al procesamiento de las muestras que se detalla
en materiales y métodos.

C) Medio de cultivo liquido utilizando glucosa o hidrocarburos sintéticos como fuente
de carbono. Cuando se incub6 BbGHA en este medio de cultivo se observo a los 5-6
dias de incubacioén, un gran desarrollo de la masa miceliar, tanto en el medio de cultivo
con glucosa como en el medio conteniendo n-octacosano como unica fuente de carbono.
En este dltimo caso las hifas se desarrollaron y esporularon sobre la pelicula sélida de

hidrocarburo, formando una estructura compacta de hifas y conidios (Fig. 111.4).

I11.A.2. Crecimiento del hongo sobre la cuticula del insecto

La cuticula de ejemplares juveniles de T. infestans (descrita en introduccion)
infectados con B. bassiana GHA FSy y FS, (ver materiales y métodos) se analiz6 por
microscopia electrdnica de barrido (MEB) (Fig. 111.5 y 6). Las estructuras fangicas se
observaron principalmente asociadas a pelos, orificios naturales, zonas
intersegmentarias, pliegues y cavidades naturales de terguitos y esternitos. Los insectos
inoculados con Bb GHA FSy e incubados durante 24 horas presentaron gran cantidad de
conidios no germinados formando acimulos distribuidos de manera irregular sobre toda
la superficie cuticular (Fig. 111.5 B y C). En los insectos incubados durante 48 horas, se
evidencio el inicio de la germinacién, observandose conidios con prolongaciones
germinales incipientes o de pequefia longitud (Fig. 111.5 E), asi como un desarrollo
escaso de estructuras fangicas filamentosas (Fig. I11.5 F). Los insectos infectados con
Bb GHA FS; en condiciones similares de incubacion, presentaron un gran desarrollo de
hifas, muy anastomosadas, formando ldminas de aspecto compacto sobre la superficie
cuticular a las 24 horas de la infeccion (Fig. 111.6 A). La figura 111.6 B muestra un grupo
de conidios que desarrollaron hifas que se prolongan sobre la cuticula, sin penetrar al
insecto. A las 48 horas se observo la presencia masiva de conidios, e hifas de mayor
tamano (Fig. 111.6 C) que las desarrolladas por las cepas control (Fig. I11.5 F). Asimismo

se observaron importantes alteraciones en la superficie cuticular como grandes fisuras y
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conidios

Figura 111.4. Fotomicrografia de Beauveria bassiana GHA crecida durante 6 dias en MM liquido
enriquecido con n-octacosano. Se observan conidios (A) e hifas (B) como estructuras refringentes
sobre la lamina opaca del hidrocarburo utilizado como sustrato. (x 400).
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Figura I11.5. Microscopia electronica de barrido de Beauveria bassiana GHA FSy*
sobre la cuticula de Triatoma infestans

*FS,: hongo crecido en medio agar completo con glucosa como se detalla en materiales y métodos

A) Cuticula de ninfa (4to estadio) de T. infestans sin infeccion fungica. Se observa el patron estrellado caracteristico
(descrito en introduccion)

B, C) BbGHA FS, crecida sobre la cuticula del insecto después de 24 horas de la infeccion. Se observan grupos de
conidios sin germinar adheridos a la superficie cuticular.

D, E, F) BbGHA FS; crecida sobre la cuticula del insg to después de 48 horas de la infeccion. Se observan conidios
asociados principalmente a pelos (D), conidios con el'desarrolio de apresorios (E) y el desarrollo de hifas (F).

ap: apresorio, h:hifas, co: conidios



Resultados

Figura I11.6. Microscopia electronica de barrido de Beauveria bassiana GHA FS,*
sobre la cuticula de Triatoma infestans

A'y B) BbGHA FS, crecida sobre la cuticula del insecto después de 24 hs de la infeccion. Se observan hifas agrupadas de manera compacta
formando grandes masas fungicas que se separan facilmente de la cuticula en el procesamiento del material (A). Se observan ademas grupos
de conidios que originan hifas desarrolladas sobre la superficie cuticular (B).

C) BbGHA FS2 crecida sobre la cuticula del insecto después de 48 horas de la infeccion. Se observa el gran desarrollo del cuerpo fungico con
sus hifas y conidios.

*FS,: hongo crecido en medio agar minimo enriquecido con n-octacosano (como se describe en materiales y metodos), h:hifa, co:conidio.
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zonas de degradacion y/o desintegracion.

I11.A.3. Germinacién “in vitro”

La germinacién de conidios generados por BbGHA y Bb10, en medio de cultivo agar
y en sustrato sélido respectivamente, se evaluo luego de la incubacién del hongo en los

siguientes medios acuosos:

a) Medio de cultivo liquido.

Los conidios de BoGHA (FSy y FS,) fueron incubados en medio liquido completo y/o
en medio minimo enriquecido con n-octacosano. Cuando el hongo FSy fue incubado en
medio completo el 100% de los conidios germiné a las 12 horas, mientras que se
observo un porcentaje menor cuando el hongo (FSp y FS,) fue incubado en medio
minimo conteniendo hidrocarburos. Durante las tres primeras horas de incubacion el
porcentaje de conidios germinados fue similar en BbGHA FSy y FS; (5-6%), sin
embargo a mayor tiempo se observo un incremento del porcentaje Unicamente en Bb
GHA FS,, alcanzando un valor maximo de 21% a las 24 horas (Fig. 111.7). El
comportamiento de los conidios de la cepa control (FSp), fue notoriamente distinto al
observado en la cepa adaptada (FS;). Los conidios FSy no presentaron modificaciones
en su porcentaje de germinacion durante el resto del periodo de incubacion (24 horas),
manteniendo un valor maximo de 5,8%, muy inferior al observado en la cepa FS; (Fig.
I11.7). Estos resultados evidenciaron una mayor dificultad de BbGHA FS, de germinar
en presencia de hidrocarburos como sustrato carbonado durante este periodo de

incubacién en las condiciones descritas.
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Figura I11.7. Porcentaje de germinacion de Beauveria bassiana GHA. El hongo
fue crecido en medio de cultivo agar con glucosa (FSp) y en MM enriquecido
con n-C28 (FS,). El porcentaje de germinacion se evalué en medio liquido con
n-C28 (como se detalla en materiales y métodos).

b) Agua.

Los conidios de Bb10 FSy y FS, incubados en un medio acuoso carente de sustratos
carbonados, mostraron diferencias en el porcentaje de germinacién a tiempos cortos de
incubacion (Fig. 111.8). A las 2,5 horas ya se detectaron en Bb10 FS; los valores
méaximos de germinacion (23%). Las cepas FSy en cambio, demoraron el desarrollo de
tubos germinales con respecto a las cepas FS; y alcanzaron los valores maximos a las
6,5 horas de incubacion. Si bien los porcentajes maximos fueron similares para ambas
cepas, Bb10 FS; alcanzé dichos valores antes que Bb10 FSy, evidenciando una mayor

velocidad de germinacion de la misma.
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Figura 111.8. Porcentaje de germinacion de Beauveria bassiana 10 crecida en
sustrato solido (FSo) y en sustrato sélido + n-C28 (FS;), evaluada en medio
acuoso (como se detalla en materiales y métodos)
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I11.A.4. Bioensayos

Estos ensayos se realizaron infectando ninfas de T. infestans de 4to estadio y adultos,
con distintas cepas de B. bassiana crecidas en medios de cultivo conteniendo
hidrocarburo o glucosa como fuente de carbono (como se describe en materiales y
métodos). La evolucién de la enfermedad y el tiempo de mortalidad de los insectos

infectados fueron variables de acuerdo a la fuente de carbono utilizada.

111.A.4.1. Evolucién de la enfermedad

Los insectos infectados con B. bassiana FSy mostraron una disminucion en la
velocidad de sus movimientos a partir del 3% 6 4" dia de la infeccién. Permanecieron la
mayor parte del tiempo en estado de reposo con sus patas totalmente flexionadas pero
mostraron un comportamiento habitual ante los estimulos externos, con respuestas
rapidas de escape y movimientos coordinados. Posteriormente (24 6 48 horas después),
las respuestas a los estimulos fueron progresivamente mas lentas y con movimientos sin
coordinacion, hasta sufrir una paralisis total y muerte del insecto. Los insectos
inoculados con los hongos FS,, presentaron sintomas de la enfermedad a las 24 horas de
la infeccidn, adquiriendo cierta rigidez en sus patas, notablemente visible en su estado
de reposo. Sus respuestas a los estimulos externos eran lentas pero aun coordinadas. A
partir del 3% ¢ 4% dia adquirieron una postura corporal rigida y muy elevada con sus
patas extendidas. Solo se evidenciaban algunos signos de vida, como movimiento leves
y poco perceptibles de antenas y patas. Finalmente se observé la muerte y momificacion

del insecto.

I11.A.4.2. Porcentaje y tiempo de mortalidad de los insectos

Se inocularon ninfas de 4 estadio y adultos de T. infestans con conidios de B.
bassiana crecidos en medio de cultivo agar y sustrato solido con diferentes fuentes de
carbono (como se describe en materiales y metodos). Para evaluar la capacidad
insecticida del hongo en cada caso, se emplearon los siguientes parametros de
virulencia: porcentaje de mortalidad y TLM. En insectos utilizados como testigos el
porcentaje de mortalidad fue menor al 10%. La mortalidad de los insectos por infeccién

fangica fue corroborada por camara himeda (Fig. 111.9).
88



Resultados

Figura IT1.9. Ninfas de 4" estadio de Triatoma infestans infectadas con Beauveria bassiana

Se ohservan tres ninfas de T igestars infectadas con B bassiare Elinsecto del centro de laimagen

o se colocd en camara himeda luego de su muerte, mientras que los insectos a ambos lados del mismo,
fueron incubados en canaralnimeda durante 45-72 horas (como se detalla en mateniales v métodos).

Se ohserva que en condicones dptimas de temperatura y humedad (incubacion en cidmara hiimeda)

el micelin del hongo emerge del inzecto ¥ se desarrolla con su aspectn hlanco algodonoso caracteristico
{como ge describe en introduccidn). Loz dos insectos a laizguierda se dispusieron en posicidn dorsal,
el insecto de la derecha en posicion ventral.
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A) T. infestans infectada con Bb10 adaptada a crecer en medio de cultivo con n-
octacosano (n-C28)

Los bioensayos realizados en ninfas de 4% estadio tratadas con Bb10 colocadas en
recipientes individuales (como se detall6 en materiales y meétodos), mostraron
variaciones significativas en los paramentros de virulencia del hongo crecido en medio
agar minimo + n-C28 (FS;), con respecto a los hongos crecidos en glucosa (FSp). Con
altas concentraciones de conidios (0,5-0,75 x10° con/ml) el TLM de las ninfas
inoculadas con Bb10 FS,, disminuyd significativamente en un 18,5% con respecto al de
los insectos tratados con Bb10 FSy (Tabla 111.1). Asimismo suspensiones conidiales de
Bb10 crecida en sustrato sélido enriquecido con n-octacosano (FS;) produjeron una
disminucion significativa de 17,1% (Tabla I11.1). Con suspensiones conidiales de menor
concentracién (5 x10° conidios/ml) no se observaron variaciones estadisticamente
significativas pero se observo una tendencia a incrementar el porcentaje de mortalidad
(de 42% a 56%), y disminuir el TLM de los insectos tratados con Bb10 FS; con respecto
a la cepa control (8,1 + 1,3 dias y 9 + 2,5 dias respectivamente).

Los bioensayos realizados con varios insectos en un mismo recipiente (descrito en
materiales y métodos) mostraron una disminucion significativa (p<0,02) en el TLM de
las ninfas infectadas con Bb10 crecida durante un unico periodo de adaptacion en n-
octacosano (FS;) con respecto a los insectos tratados con la cepa control (FSp). Los
valores obtenidos fueron de 4,30 + 0,85 dias y 5,65 + 0,21 dias, respectivamente. Estos
resultados demostrarian que debido al contacto entre insectos, aumentarian las
probabilidades de infeccidn, reflejadas en un aumento significativo de la virulencia de
los hongos FS; con respecto a la cepa control. No se observd diferencia significativa en
el TLM de los insectos tratados individualmente con las cepas FS; y FS,.

En insectos adultos, se observé una disminucion en el TLM de los insectos tratados
con Bbl10 FS, con respecto a los tratados con Bb1l0 FSy, como se observd en los
estadios juveniles, pero no se obtuvieron datos suficientes para un andlisis estadistico
adecuado por la interrupcion en la provision del hongo debido a la transferencia del uso
de la cepa Bb10 a una empresa biotecnoldgica.
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Tabla 111.1. Tiempo letal mediano (TLM) y porcentaje de mortalidad de ninfas de 4°
estadio de T. infestans tratadas con B. bassianalO crecida en medios de cultivo con

glucosa y enriguecidos con n-octacosano.

Cepa  Medio  de Fuentedecarbono® MLT® % conidios/ml
cultivo (dias) mortalidad
Bbl0  Medioagar Glucosa (FSo) 5.85 + 0.19 100 0.75 x 10°

n-octacosano (FS,)  4.90 + 0.41° 100 "

Bbl0  FSS° Arroz (FSo) 6.12+0.74 100 0.5 x 10
Arroz+C28 (FS,) 5.04+0.65° 100 "

%FSo: cepa crecida 12 dias en medio de cultivo completo, FS,: cepa crecida durante dos
periodos de 12 dias cada uno en medio de cultivo enriquecido con hidrocarburo (como
se describe en materiales y métodos)

PLos valores representan promedios de 4-7 replicados de 10 insectos cada una +
desviacion estandar.

°FSS: fermentacion en sustrato sélido

Y FS, y FS significativamente diferente (test t-student, P< 0.006).

*FS, y FSy significativamente diferente (test t-student, P< 0.03).

B) T. infestans infectada con Bb5500 adaptada a crecer en medio de cultivo con n-
hexadecano (n-C16)

Por las razones anteriormente expuestas se utilizd para estos ensayos otra cepa de B.
bassiana, Bb5500. Los primeros bioensayos se realizaron para confirmar la
patogenicidad de la cepa a T. infestans. Se observo que Bb5500 es una cepa patdgena
del insecto pero de menor virulencia que Bb10. El porcentaje de mortalidad de los
insectos tratados con altas concentraciones de Bb5500 crecida en glucosa (1 x 10°
con/ml) fue del orden del 50%, mientras los insectos infectados con Bb10 a menores
concentraciones (0,5 x 10° con/ml) presentaron 100% de mortalidad (Tabla 111.1).
Asimismo el TLM fue mayor en los insectos tratados con Bb5500 que en los tratados
con Bb10 (Tabla I11.1y 111.2).

Cuando se analizaron los pardmetros de virulencia de Bb5500 crecida en n-

hexadecano, no se observaron diferencias significativas en el TLM y en el porcentaje de
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mortalidad de las ninfas tratadas con estos hongos con respecto a la cepa control (Tabla
111.2).

Tabla I11.2. Tiempo letal mediano (TLM) y porcentaje de mortalidad de ninfas de T.
infestans tratadas con B. bassiana 5500 crecida en medios de cultivo con glucosa y

enriquecidos con n-hexadecano.

Cepa Medio  de Fuente de MLT® % conidios/ml
cultivo carbono (dias) mortalidad
Bb5500 Medioagar Glucosa 9.05+0.62  51.2 1x10°
Hexadecano 8.7 +0.68 52.5 1x 108

®Los valores representan promedios de 8 replicados de 10 insectos (+ desviacion

estandar).
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111.B. Estudios bioquimicos y metabdlicos de hongos entomopatdgenos crecidos en

medio de cultivo con glucosa o con hidrocarburo como fuente de carbono.

111.B.1.Composicién de lipidos totales

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

El analisis por cromatografia HPTLC de los lipidos de Bb10 y Bb5500 crecidas en
MC (hongo control: FSp), mostré que el componente mayoritario en ambas cepas
correspondid a la fraccion de los esteroles (Fig. 111.10 y I11.11). En ambas cepas se
observaron ademéas fosfoacilglicéridos, monoacilglicéridos, acidos grasos libres y
triacilglicéridos en proporciones diferentes. En Bb5500 se observd una mayor
proporcién de acidos grasos libres que en Bb10, asi como una menor proporcion de
diacilglicéridos. En las dos cepas sin embargo, fue escasa la proporcion de
triacilglicéridos. En Bb10 se observé que las clases lipidicas mayoritarias de la fraccion
de lipidos polares, analizadas por TLC tal como se describe en materiales y métodos,
fueron fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilinositol.

El peso seco de lipidos totales (determinado como se detalla en materiales y métodos)

fue de 24,7 mg/gr de hongo (w/w) en las colonias de Bb5500.

93



Resultados

FSo FS:

HC——

o

AGL
-~ — AOH

Figura 111.10. Cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) de la composicion de lipidos
totales de Beauveria bassiana 10 crecida en medio de cultivo completo (A) y en medio de cultivo
minimo enriquecido con n-octacosano (B). La mezcla de solventes utilizada fue la siguiente:
hexano: éter etilico: acido acético (80:20:1). HC, hidrocarburos; TG, triacilglicéridos; AGL, acidos
grasos libres; AOH, alcoholes; ST, esteroles; MG, monoacilglicéridos; PL, lipidos polares.

Figura I11.11. Cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC)
de la composicion de lipidos totales de Beauveria bassiana 5500 crecida
en medio de cultivo completo. La mezcla de solventes utilizada fue la
siguiente: hexano: éter etilico: acido acético (80:20:1). AGL, acidos
grasos libres; ST, esteroles; PL, lipidos polares.

— AGL
_— — gT
— — PL
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-Hongos crecidos en medio de cultivo con hidrocarburos

Bb10 crecida en MM + n-C28 (cepa adaptada: FS;) mostr6 una composicion lipidica
notablemente diferente de la cepa control. La figura 111.10 ilustra las variaciones
cuantitativas en las clases de lipidos de las cepas crecidas en ambas condiciones de
cultivo. En Bb10 FS; predominaron los triacilglicéridos y fosfoacilglicéridos, pero se
detectaron ademas pequefias cantidades de esteroles y del resto de los componentes
presentes en la cepa control. Asimismo se observd mayor cantidad de lipidos de muy
baja polaridad (detectados proximos al frente del solvente)(Fig. 111.10B) que en la cepa
control (Fig. 111.10A). Estos corresponderian a los hidrocarburos del hongo junto con el
hidrocarburo remanente no metabolizado utilizado como fuente de carbono.

La composicion de los lipidos polares fue cualitativamente similar a la cepa control,
con un predominio de las fracciones correspondientes a fosfatidilcolina/fosfatidilinositol
y fosfatidiletanolamina.

Bb10 adaptada mostré un patron lipidico similar al de la cepa control luego de
permanecer 12-14 dias a 4 °C.

En la cepa Bb5500 no se detectaron variaciones en el perfil de lipidos mayoritarios
(esteroles y fosfoacilglicéridos) cuando se utilizdé n-hexadecano como fuente de

carbono. Sin embargo, la cantidad de lipidos totales fue notablemente menor.

La composicion y estructura de los hidrocarburos y acidos grasos de los hongos
crecidos en glucosa y en alcanos (detallados previamente), fueron analizadas mediante
cromatografia gaseosa capilar y espectrometria de masa como se describe a

continuacion.

111.B.2. Analisis por CGC y CGC-MS de los acidos grasos

Los acidos grasos obtenidos de los lipidos totales de las cepas Bb10 y Bb5500
crecidas en distintas fuentes de carbono fueron derivatizados a sus ésteres metilicos para

su analisis por CGC y CGC-MS (como se describe en materiales y métodos).

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa
En la cepa Bb10 se observo un elevado porcentaje de acidos grasos de cadenas pares
de atomos de carbono (Tabla 111.3 columna 1). Los &cidos grasos insaturados

mayoritarios fueron el acido linoleico (48,9%) y acido oleico (10%), mientras que los
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acidos grasos saturados mayoritarios fueron el acido palmitico (28,9%) y el acido
estedrico (5.5%). Se observaron acidos grasos impares y de largas cadenas carbonadas
en pequefas cantidades, 0 como componentes traza. En la cepa Bb5500 (Tabla Ill. 4
columna 1) también se observé un alto porcentaje de acidos grasos pares insaturados, en
este caso el &cido oleico representd un 60,6% y el &cido linoleico un 14,6%. Se
detectaron asimismo pequefios porcentajes de acidos grasos monoinsaturados de 16, 17
y 20 atomos de carbono. Los principales acidos grasos saturados detectados fueron el
acido palmitico (12,4%) y el acido estearico (5,5%).

La composicién de los &cidos grasos de las cepas Bb10 y Bb5500 es cualitativamente
similar en ambas cepas, aunque difieren cuantitativamente (Tablas 111.3 y Il 4, Fig.
I11.12). Se observaron diferencias significativas en los acidos grasos mayoritarios, acido
palmitico, acido oleico y &cido linoleico. Asimismo se observo que el acido linoleico
fue el &cido mayoritario en Bb10 mientras que en la cepa Bb5500 fue el acido oleico
(Fig. 111.12).

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-octacosano

Se observaron diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicién de &cidos
grasos de Bb10 crecida en MC (FSp) y en MM+C28 (FS,) (Tabla 111.3, Fig. 111.13). En
los hongos FS; se observo que los acidos mayoritarios (que representan mas del 90% de

los acidos grasos totales) fueron compuestos de cadenas pares de atomos de carbono,
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Tabla 111.3. Composicion porcentual de acidos grasos de Beauveria bassiana 10

Acido graso Beauveria bassiana 10

FSO? FS2°
15:0 1.7+0.3 1.1+04
16:0 289127 26.7 £ 15.7
16:1 1.4+0.2 3.2%x29
17:0 21+0.2 18544
17:1 0.3x0.0 6.9+4.6
18:0 55%£0.8 75+£49
18:1 10.0+0.6 9.1£53
18:2 489+1.8 4741
19:0 n/d 05201
19:1 n/d 0.8+04
20:0 3.0x3.1 18.3+5.1
22:0 tr 3718
Insaturados/ 1.5 0.3
saturados
_Pares/ 23.8 2.6
impares

“Bb10 FSy: crecida en medio agar con glucosa (MC)

Bb10 FS,: crecida en medio agar enriquecido con n-octacosano (MM+C28) como se
detalla en materiales y métodos.

Los datos representan valores promedios * desviacién estandar, n=4

tr=trazas

n/d= no detectado
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Tabla 111.4. Composicion porcentual de acidos grasos de Beauveria bassiana 5500

Acido Beauveria bassiana 5500

graso FSO? FS1°

14:0 tr 0.5+0.13
15:0 tr 0.5+0.04
16:0 124+16 21.8+4.35
16:1 1.94+0.1 21+0.18
17:0 0.8+0.3 0.7 £0.04
17:1 0.5+0.07 0.5+£0.02
18:0 55+3.1 5.2+1.02
18:1 60.6 £5.1 39.1+2.01
18:2 146+1.15 26.2 + 3.65
18:3 1.1+£1.02 1.6+0.10
20:1 22+1.2 1.5+0.37
Insaturados/ 4.3 2.4
saturados

Pares/ 75.6 58

impares

% Bb5500 crecida en medio agar con glucosa (MC) como se detalla en materiales y
métodos. Los datos representan valores promedios + desviacion estandar, n=4.
® Bh5500 crecida en medio agar enriquecido con n-hexadecano (MM+C16) como se
detalla en materiales y métodos. Los datos representan valores promedios + desviacion
estandar, n=3.

tr=trazas
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Figura 111.12. Comparacidn de los acidos grasos mayoritarios de dos cepas de Beauveria bassiana
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99



Resultados

Figura I11.13. Analisis por cromatografia gaseosa capilar de los ésteres metilicos de acidos grasos de Beauveria bassiana.

““ Esteres metilicos de acidos grasos A
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Bb10 crecida en medio de cultivo con glucosa (FS;) (A) y Bb10 crecida con hidrocarburo como fuente de carbono (FS,)(B). El

inserto en B) muestra la presencia de n-octacosano (identificado por espectrometria de masa) utilizado como sustrato para el
crecimiento del hongo.
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saturados e insaturados (16:0, 18:0, 18:1 y 18:2). Los &cidos grasos de cadena impar
representaron sélo un 4,1%. En Bbl10 FS, en cambio, se observé un predominio de
acidos grasos saturados con un alto porcentaje de compuestos de cadena impar de
atomos de carbono (27,8%). Los acidos palmitico, heptadecanoico y eicosanoico fueron
los componentes mayoritarios representando el 26,7%, 18,5% y 18,3% respectivamente.
El incremento de la sintesis de acidos grasos saturados e impares, principalmente el
acido heptadecanoico, determind una importante modificacion en la relacién
insaturados/saturados, y pares /impares de los hongos FS;, con respecto a la cepa control
(Tabla 111.3). Asimismo se observaron trazas de acidos de muy largas cadenas
carbonadas (22:0, 23:0, 24:0, 26:0 y 28:0) no detectados en la cepa control.

La identidad de los acidos grasos fue corroborada mediante el analisis de los patrones de
fragmentacion de cada uno de los compuestos analizados por GCG-MS. Asimismo se
detectd en pequefias cantidades, y se identificd por su patrén caracteristico de
fragmentacion el n-C28, hidrocarburo utilizado como fuente de carbono para el
desarrollo del hongo (Fig. 111.13, inserto). A pesar de los sucesivos procesos de
extraccion y purificacion de &cidos grasos, tal como se detalla en materiales y métodos,
el hidrocarburo remanente (no metabolizado por el hongo) se observd reiteradamente
como contaminante en las muestras de B. bassiana crecida en medios de cultivo con n-

octacosano.

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-hexadecano

Los perfiles de acidos grasos obtenidos de Bb5500 crecida en hidrocarburo de
longitud de cadena mediana (n-hexadecano), fueron similares cualitativamente a los
obtenidos en Bb5500 crecida en glucosa. Sin embargo, se observaron diferencias
cuantitativas significativas en sus componentes principales (Tabla 111.4). En ambas
cepas el acido oleico fue el componente mayoritario seguido de los acidos linoleico y
palmitico, sin embargo en la cepa adaptada se observé un incremento en la sintesis de
los &cidos palmitico y linoleico, en tanto el acido oleico disminuy6 proporcionalmente
con respecto a la cepa control (Tabla I11.4). En consecuencia se observé un cambio en la
relacion acidos grasos insaturados/acidos grasos saturados de 4.3 en la cepa control a

2.4 en la cepa adaptada.

111.B.3. Composicion de hidrocarburos
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El analisis por CGC y CGC-MS de dos cepas de B. bassiana y una cepa de M.
anisopliae mostro que los hidrocarburos de estos hongos corresponden principalmente a
una serie de alcanos lineales con un rango de 15 a 38 atomos de carbono y una
distribucién homogeénea de cadenas pares e impares (Fig. 111.14 y 111.15). Se calcularon
las longitudes de cadena equivalentes (LCE) y la identidad de estos compuestos se
confirmé mediante el analisis por GCG-MS en base a sus patrones de fragmentacién
(Tabla 111.5). Se detectaron trazas de hidrocarburos metil ramificados tales como
monometilalcanos, en su mayoria con el grupo metilo ubicado en posiciones internas
(carbonos 8-, 9-, 10- y 11-). En algunos casos, el grupo metilo se detectd en posicion
central como en el 19-trimetilheptatriacontano, o bien en una posicion terminal como en
los hidrocarburos 2- y 3-metilnonacosano y 4-metiloctacosano. Asimismo se detectaron
trazas de hidrocarburos di y trimetilramificados tales como el 2,8-dimetilpentacosano y
el 3,9,13-trimetilpentacosano.

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

El andlisis comparativo de los hidrocarburos de dos cepas de B. bassiana (Bb10 y
Bb5) y una cepa de M. anisopliae (Ma6), mostrd variaciones interespecificas asi como
entre las cepas analizadas. En las dos cepas de B. bassiana los componentes
mayoritarios fueron hidrocarburos de cadenas pares de atomos de carbono. En Bb10 el
componente mayoritario fue el n-C22 (Fig. 111.14A) mientras que en la cepa Bb5
predominaron los hidrocarburos n-C22, n-C24, n-C28 y n-C32 (Fig. 111.15A). Los
hidrocarburos obtenidos de Ma6 en cambio, mostraron una distribucion homogénea con
proporciones similares de hidrocarburos pares e impares (Fig. 111.15B).
Los hidrocarburos de Bb5 y Ma se analizaron en un periodo anterior a la adquisicion del
cromatdgrafo de primera generacion (HP 6890) como fue descrito en materiales y
métodos. Estos andlisis se efectuaron en un cromatografo Shimadzu R9A sin regulacion
automatica de flujo, entre otras diferencias de avance tecnoldgico con respecto al HP
6890, operando en condiciones de menor sensibilidad como se describié en materiales y
metodos (Fig. 111.15).

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-octacosano

Los perfiles cromatograficos de Bb10 FS, no mostraron diferencias cualitativas con
los perfiles de Bb10 crecida en glucosa, pero se observo un incremento en la cantidad
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Figura I11.14: Analisis por cromatografia gaseosa capilar de los hidrocarburos de Beauveria bassiana.
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Bb10 crecida en medio de cultivo con glucosa (FS;) (A) y Bb10 crecida en medio de cultivo con octacosano como
unica fuente de carbono (FS,) (B). El pico mayoritario en B corresponde al hidrocarburo utilizado como fuente carbono.

Los numeros corresponden a los hidrocarburos detallados en la tabla I11.5.
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Tabla I11.5. Hidrocarburos de Beauveria bassiana?

NUmero de pico® Hidrocarburo LCE lones diagndsticos

1 9-metiloctadecano 18.30 140/141, 154/155

2 n-eicosano 20.00 282

3 n-heneicosano 21.00 296

4 8-, 10-metil heneicosano 21.36 126/127, 154/155

5 n-docosano 22.00 310

6 11-metil docosano 22.40 168/169, 182/183

7 n-tricosano 23.00 324

8 9-metil tricosano 23.32 140/141, 190/191

9 n-tetracosano 24.00 338

10 n-pentacosano 25.00 352

11 3,9,13-trimetil + 25.95 154/155,  196/197,  224/225,
4,8-y 2,8-dimetilpentacosano 2641265, 362/363, 392/393

140/141, 264/265, 308/309

12 hexacosano 26.00 366

13 No identificado 26.95

14 n-heptacosano 27.00 380

15 n-octacosano 28.00 394

16 4-metil + 28.51 364/365, 408
9.19-dimetiloctacosano 140/141, 154/155, 292/293

17 n-nonacosano 29.00 408

18 2-metilnonacosano 29.56 378/379, 408

19 3-metilnonacosano + 29.66 364/365, 422
4,10-dimetilnonacosano 168/169,  296/297,  364/365,

392/393

20 n-triacontano 30.00 422

21 n-hentriacontano 31.00 436

22 5,15-dimetil hentriacontano + 31.77 238/239, 252/253, 406/407
no identificado

23 n-dotriacontano 32.00 450

24 n-tritriacontane 33.00 464

25 n-tetratriacontane 34.00 478
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26
27
28
29

n-pentatriacontane
n-hexatriacontane
n-heptatriacontane

n-octatriacontane

35.00
36.00
37.00
38.00

492
506
520
534

®Bb10 crecida en medio agar con glucosa (MC) como se detalla en materiales y métodos.
La longitud de cadena equivalente (LCE) fue calculada como se describe en materiales
y métodos. Los numeros fraccionarios de LCE indican la presencia de ramificacion.

®Los nimeros corresponden a los hidrocarburos de la figura 111.14.
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Figura I11.15. Andlisis por cromatografia gaseosa capilar de los hidrocarburos de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

Hidrocarburos

1- n-pentadecano
2- n-hexadecano
3- n-heptadecano
4- n-octadecano

5- n-nonadecano
6- n-eicosano

7- n-docosano

8- n-tricosano

9- n-tetracosano
10- n-pentacosano
11- n- hexacosano
12- n-heptacosano
13- n-octacosano
14- n-nonacosano
15- n- triacontano
16- n-hentriacontano
17- n-dotriacontano
18- n-tritriacontano

c: contaminante

Bb5 (A) y Ma ESC1 (B) crecidas en medio de cultivo con glucosa como fuente de carbono (FS,).
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relativa de los hidrocarburos de muy largas cadenas (con mas de 28 carbonos) con
respecto a esta cepa control (Fig. 111.14).

La obtencion y purificacion de los hidrocarburos fungicos presentd serios
inconvenientes debido a la presencia de proteinas hidrofobicas de bajo peso molecular y
solubles en el solvente organico (hexano) utilizado para la extraccion de los
hidrocarburos. Si bien se realizaron varios métodos de separacion por filtracion y
precipitacion proteica (descritos en materiales y métodos), se logré una escasa eficiencia
de purificacion. La fraccién de hidrocarburos obtenidos de Bbl10 crecida en n-
octacosano fue extremadamente escasa e implico el procesamiento de gran cantidad de
material para su deteccion. Estos contaminantes proteicos se depositaron en la columna
cromatografica, asi como en el inyector del cromatdgrafo, por lo que no fue posible
incrementar el numero de repeticiones estadisticamente representativas para una

cuantificacion de los hidrocarburos fungicos.

111.B.4. Analisis de los compuestos organicos volatiles (VOC)

Los metabolitos volatiles producidos por Bbl0 y Bb GHA crecidas en distintas
fuentes de carbono se analizaron por CGC y CGC-MS empleando la técnica de
microextraccion en fase solida del espacio de cabeza (HS-SPME). En la tabla 111.6 se
detallan los componentes identificados. La tabla I11.7 muestra el porcentaje relativo de
los VOC mayoritarios obtenidos luego de un periodo de 6 dias de incubacion de Bb
GHA en medio agar con glucosa (FSp) o con n-octacosano (FS;). Con periodos de
incubacion mas cortos, de dos a tres dias, los perfiles cromatograficos fueron similares

pero de menor magnitud, lo que dificultd la cuantificacion.

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

Los compuestos detectados en los hongos crecidos en glucosa empleando dos clases de
fibras diferentes CAR/PDMS y PDMS/DVB, fueron cualitativamente similares y la
identidad de los mismos fue asignada de acuerdo al analisis de los patrones de
fragmentacion de cada uno de los compuestos detectados por GCG-MS (tabla 111.6). Los

componentes mayoritarios detectados fueron diisopropilnaftalenos, alcohol etilico,
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Tabla 111.6. Identificacion de los compuestos organicos volatiles (VOC)
de B. bassiana® por SPME-CGC-MS

Compuesto LCE lones diagndsticos
Etanol 31,45

No identificado 6.65

No identificado 6.69

n-Decano 10.00 142
Benceneacetaldehido 10.25 65, 91, 120

Alquil benceno 1 10.44 91, 119, 134

Alquil benceno 2 10.74 119, 134

Alquil benceno 3 10.83 91,119,134

Metil alquil cetona 1 10.94 43,57, 127

n-Undecano 11.00 156

Alquil benceno 4 11.26 91,119,134

Naftaleno 11.93 128

n-Dodecano 12.00 170

Metil alquil cetona 2 12.77 43, 58, 59

Sesquiterpeno 1 14.07 67,93, 105, 119, 161, 189, 204
No identificado 14.63

1-pentadeceno 14.97 210

Sesquiterpeno 2 14.99 91, 105, 119, 133, 161, 189, 204
Sesquiterpene 3 15.16 93, 105, 119, 161, 189, 204
Sesquiterpeno 4 15.23 67,93, 105, 119, 189, 204
Sesquiterpeno 5 15.48 105, 119, 161, 204
n-Hexadecano 16.00 226

Diisopropil naftaleno 1 16.32 141, 155, 197, 212
Diisopropil naftaleno 2 16.69 141, 155, 197, 212

®Bb10 crecida en medio agar con glucosa (MC) y analizada por SPME-CGC-MS.

La longitud de cadena equivalente (LCE) fue calculada como se describe en materiales
y métodos.

Los compuestos asignados tentativamente como alquilbencenos, sesquiterpenos y
diisopropil naftalenos en funcién de sus patrones de fragmentacidn, se numeran en
forma creciente al tiempo de elucion.
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derivados de alquilbencenos y sesquiterpenos (tabla 111.7). Los perfiles cromatograficos
fueron sin embargo, cualitativamente diferentes de acuerdo a la fibra utilizada.
Empleando la fibora CAR/PDMS se observaron perfiles cromatograficos con un elevado
porcentaje de compuestos de corta longitud de cadena y alta polaridad como el alcohol
etilico, que representd mas del 50% de los VOC colectados, mientras que los
alquilnaftalenos representaron solo el 20,5%. Por el contrario mediante el analisis de los
VOC con la fibora PDMS/DVB, se observo un perfil con s6lo un 10,2% de alcohol
etilico y un alto porcentaje de compuestos de mayor peso molecular como los derivados
de alquilnaftalenos (57,73%), derivados de alquilbencenos (11,23%) y sesquiterpenos
(6,44%) (Tabla 111.7).

Debido a la captacion selectiva de cada fibra, observada en estos ensayos, se
selecciond (para el analisis comparativo de los VOC producidos por el hongo crecido en
glucosa o en hidrocarburo) la fiora PDMS/DVB, por captar mayor proporcion de los

compuestos de polaridad intermedia.

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-octacosano

Se observé una modificacion sustancial en el perfil de los VOC en funcién de la
fuente de carbono utilizada. En hongos crecidos en hidrocarburo, el n-decano fue el
componente mayoritario (82,2%), seguido de los compuestos derivados de
alquilnaftalenos (15,8%). Asimismo se observaron solo trazas del resto de los

componentes detectados en los hongos crecidos en glucosa (Tabla I11.7).

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-tetracosano

Estos ensayos fueron efectuados con anterioridad a la adquisicién del sistema SPME.
La metodologia utilizada para la extraccion de los compuestos volatiles de Bb10 crecida
en MM + n-tetracosano fue empleando H,SO,, temperatura y jeringa especial para
gases, tal como se detallé en materiales y métodos. Cuando se analizaron los VOC del
hongo por CGC, se detect6 un pico mayoritario con un tiempo de retencion equivalente
al estandar de acido acético (Fig. 111.16). El andlisis por CGC-MS permiti¢ identificar
en forma concluyente al &cido acético por la presencia de los fragmentos caracteristicos
de masa 43, 45 y 60 (inserto Fig. 111.16).
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Tabla 111.7. Compuestos organicos volatiles (VOC) mayoritarios
de Beauveria bassiana analizados por SPME-CGC

Porcentaje de VOC?
Cepas crecidas en  Cepas crecidas
Compuesto® glucosa (FSp)°  en n-octacosano
(FSy)°
PDMS/DVB PDMS/DVB
Etanol 10.22 £ 2.57 tr
No identificado 7.74 £1.23 tr
No identificado 3.49+£0.56 tr
n-Decano tr 84.21 +5.47
Alquil benceno 2 4.98 +1.66 tr
Alquil benceno 4 6.25+0.95 tr
Sesquiterpeno 1 0.22 £0.08 tr
No identificado 1.62+0.24 tr
Sesquiterpeno 4 508 £1.19 tr
Sesquiterpeno 5 1.14+£0.12 tr
n-Hexadecano 1.52 +0.27 tr
Diisopropil naftaleno 1 22.18 £ 1.05 6.59 + 2.39
Diisopropil naftaleno 2 35.55 + 3.00 9.20+£3.15

%Valores promedios ocho repeticiones + error estandar.

®|Los compuestos se identificaron por CGC-MS y se detallan en tabla 111.6.
‘Como se describe en materiales y métodos.

tr: trazas.
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Abundancia

CH,COOH

|

Tiempo (min)

NV

Figura I111.16. Perfil cromatogréafico de CGC-MS de los compuestos organicos volatiles producidos
por Beauveria bassianal0 crecida en medio de cultivo minimo enriquecido con n-tetracosano.
Inserto: Abundancia de los fragmentos i6nicos de m= 43, 45 y 60.
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111.B.5. Metabolismo de lipidos

Se realizaron ensayos “in vivo” con cepas de B. bassiana o M. anisopliae incubadas
durante 48 horas en medio de cultivo minimo conteniendo los siguientes precursores
radiactivos, utilizados como trazadores metabélicos: [**C] acetato, [**C] n-hexadecano y
[*H] n-octacosano. Se cuantificé la incorporacién de la radiactividad en las diferentes

cepas y se analizo la distribucion de la marcacion en las distintas clases de lipidos.
I11.B.5.1. Incorporacion de [**C] acetato

a) Incorporacién porcentual de la radiactividad
La cuantificacion se realiz6 en un contador de centelleo liquido como se detallo en

materiales y métodos.

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa
B. bassianal0 crecida en glucosa (FSo) incorpord un 23,8% de [**C] acetato en sus
componentes celulares. Un 19% de la radiactividad fue incorporada en compuestos

lipidicos y un 4.8% en metabolitos solubles en la fraccidn acuosa (Tabla 111.8).

- Hongos crecidos en medio de cultivo con n-tetracosano

La incorporacién de [*C] acetato por B. bassianal0 adaptada (FS;) se redujo a un
8,6%, con un bajo porcentaje de incorporacion en los compuestos lipidicos (5.3%) y una
incorporacion de 3.3% en la fase acuosa. Estos resultados evidenciaron un incremento
relativo de los metabolitos polares en Bb10 (FS;) comparado con la cepa control (Tabla
111.8).
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Tabla 111.8. Distribucion porcentual de la radiactividad incorporada por Beauveria

bassiana 10 crecida en [1-**C]acetato de sodio.

Condiciones de Fase organica Fase acuosa NUmero de

crecimiento ensayos (n)
FSo® 19.0+8.0 48+0.7 5
FS," 5.3+3.0 3.3+0.6 7

®FSy: Bb10 crecida 12 dias en MC e incubada 2 dias en MM+ [**C]acetato,

PFS,: Bb10 crecida 12 dias en MM + n-C24 e incubada 2 dias en MM + [**C]acetato.
Los valores representan el promedio de los porcentajes de recuperacion * desviacion
estandar.

b) Analisis de la distribucion de la radiactividad en las diferentes fracciones
lipidicas.
La deteccion de radiactividad en las placas de radio-TLC se realizé en un contador de

radiactividad por barrido (scanner) tal como se describié en materiales y métodos.

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

Se observé que Bbl0 crecida en glucosa e incubada 48 horas en [*'C] acetato,
incorporé la marcacion principalmente en la fraccion de [*C] fosfoacilglicéridos, y en
menor proporcion en la fraccion de [*C] triacilglicéridos y [*“C] 4cidos grasos libres. Se
detectd también una importante incorporacion de radiactividad en la fraccion de [*C]
hidrocarburos (Fig. 111.17).
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HC TG AGL PL

—

Figura 111.17. Andlisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de Bb10 FSy incubada 48 horas
en medio de cultivo minimo conteniendo [**C] acetato. La mezcla de solventes utilizada fue
hexano: éter etilico: &cido acético (80:20:1). HC: hidrocarburo; TG: triacilglicéridos; AGL.:
acidos grasos libres; PL.: lipidos polares. La flecha indica el origen de la corrida.

Cuando se analizé la incorporacion de [**C] acetato en los lipidos de BbGHA, se
observé un perfil lipidico diferente al de Bbl0 crecida en condiciones de cultivo
similares. BbGHA incorporé un mayor porcentaje de radiactividad en la fraccion
correspondiente a los alcoholes grasos con respecto a la cepa Bb10, y no se detecto

sintesis de hidrocarburos (Fig. 111.18).

TG AGL AOH PL *

Figura I11.18. Andlisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de BbGHA FSy incubada 48 horas en
medio de cultivo conteniendo [*C] acetato. La mezcla de solventes utilizada fue hexano: éter etilico:
acido acético (80:20:1). TG: triacilglicéridos; AGL.: acidos grasos libres; AOH: alcoholes; PL: lipidos
polares. La flecha indica el origen de la corrida.
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-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-tetracosano

Bb10 crecida en hidrocarburo (FS;) mostré un metabolismo marcadamente diferente a
la cepa control, debido a que incorpor6 el acetato radiactivo Unicamente en la fraccion
de los lipidos polares (Fig. 111.19). En esta fraccion se observo que la radiactividad fue
incorporada principalmente en la zona de elucién de fosfatidilcolina y fosfatidilinositol
(zona PC/PI), con una escasa incorporacién en fosfatidiletanolamina (inserto Fig.
111.19).

PE PC/PI | |

\ ,"l
*MWMW . !';_

Figura 111.19. Analisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de Bb1l0 crecida en MM+ n-
tetracosano (FS,), repicada e incubada 48 horas en un medio de cultivo conteniendo [**C] acetato. La
mezcla de solventes utilizada fue hexano: éter etilico: &cido acético (80:20:1). PL, lipidos polares.
Inserto: analisis por radio-TLC de la fraccion de lipidos polares. La mezcla de solventes utilizada fue
cloroformo: metanol: acido acético: agua (65:25:3:1,5). PE, fosfatidiletanolamina; PC, fosfatidilcolina;
Pl, fosfatidilinositol. La flecha indica el origen de la corrida.

111.B.5.2. Utilizacién de [**C] n-hexadecano

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

Las cepas de B. bassiana, BbGHA y Bb5500, incubadas con un hidrocarburo de larga
cadena ([**C] n-hexadecano) incorporaron radiactividad Gnicamente en la fraccion de
los lipidos polares. La escasa radiactividad detectada en la fraccion de hidrocarburos
corresponderia al hidrocarburo remanente no utilizado por el hongo, a hidrocarburos del

hongo, 0 a una combinacion de ambos (Fig. 111.20).
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A)
HC PL *
B)
L
f
HC PL

Figura 111.20. Analisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de B. bassiana GHA (A) y B. bassiana
5500 (B) crecidas en medio con glucosa, repicadas e incubadas 48 horas en un medio de cultivo
conteniendo [**C] n-hexadecano. La mezcla de solventes utilizada fue la siguiente: hexano: éter etilico:
acido acético (80:20:1). HC: hidrocarburos; PL.: lipidos polares. Las flechas indican el origen de las
corridas.
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111.B.5.3. Utilizacién de [*H] n-octacosano

111.B.5.3.1. Incorporacién de los productos de degradacién de [H] n-octacosano en

lipidos totales

a) Incorporacion porcentual de la radiactividad

Se cuantificé la radiactividad incorporada en las dos fases obtenidas de la particion del
extracto lipidico segun el método de Folch (como se detalla en materiales y métodos).
En la fase organica se obtuvieron los compuestos lipidicos sintetizados por el
microorganismo, asi como el hidrocarburo remanente (sustrato que no fue metabolizado
por el hongo), mientras que la fase acuosa contenia los productos metabdlicos de alta
polaridad (Tabla 111.9). En Ma6 no se detectaron diferencias en la incorporacion de
radiactividad entre las cepas control y adaptadas. En las cepas Bb10 y Bb5, en cambio,
se detectd una incorporacion de 2,8 y 1,8 veces menor, respectivamente, en la fase
organica de las cepas adaptadas con respecto a las cepas control. Asimismo se observo
un incremento en el porcentaje relativo de la fase acuosa con respecto a la fase organica

en los hongos adaptados (Tabla 111.9).
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Tabla 111.9. Distribucion porcentual de la radioactividad incorporada por cepas
entomopatdgenas (B. bassiana 10, B. bassiana 5 y M. anisopliae 6) crecidas en [*H] n-

octacosano como Unica fuente de carbono.

Cepa Condiciones Fase Fase
fangica  de cultivo® orgénica” acuosa’
Ma6 FSo 56.1+ 2.9 33+26
FS; 536+ 7.3 3505
Bb10 FSo 629+ 45 27+1.0
FS, 219+15.1 1.9+0.8
Bb5 FSo 549+19.3 41+15
FS; 298+ 8.3 43+1.9

%Cepas crecidas 12 dias en medio agar con extracto de levadura (FSg) 0 con
hidrocarburo (FS,) y luego incubadas durante 48 horas en medio minimo + [*H] n-
octacosano como se describe en materiales y métodos.

PRadiactividad detectada en lipidos.

‘Radiactividad incorporada en metabolitos solubles en agua.

Los datos representan valores promedios + desviacion estandar, n=4

b) Analisis de la distribucion de la radiactividad en las diferentes fracciones

lipidicas

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

Las fracciones organicas de las cepas Ma6, Bb10, Bb5 y BbGHA se analizaron por
radio-TLC (como se describe en materiales y métodos). Las tres cepas de B. bassiana
mostraron perfiles similares con un alto porcentaje de incorporacion de radiactividad en
la fraccion de los &cidos grasos libres, mientras que las fracciones correspondientes a
triacilglicéridos, alcoholes y compuestos polares presentaron menores valores de
incorporacion (Fig. 111.21). El pico mayoritario de [*H]-hidrocarburos corresponderia en
su mayor parte al sustrato no metabolizado.
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Figura I11.21. Analisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de Metarhizium anisopliae FS, y Beauveria bassiana FS,, incubados durante
48 horas en MM+ [3H] n-octacosano como Unica fuente de carbono. A) Ma6, B) Bb10, C) Bb5, D) Bb5500.

La mezcla de solventes utilizada fue: hexano: éter etilico: acido acético (80:20:1). HC, hidrocarburos; TG, triacilglicéridos; AGL, acidos grasos
libres; PL, lipidos polares. Las flechas indican el origen de las corridas.

119



Resultados

La cepa de Ma6, en cambio, incorporé radiactividad principalmente en la fraccion de
lipidos polares (Fig. 111.21). Esta fraccién extraida y analizada por radio-TLC con un
sistema de solventes adecuado para separar compuestos de alta polaridad mostro
incorporacion de radiactividad Unicamente en fosfatidiletanolamina (Fig. 111.22). El
analisis de la distribucion de la marcacion en acidos grasos se detalla en el item
siguiente (111.B.5.3.2).

-Hongos crecidos en medio de cultivo con n-octacosano

Las cepas de Bb10 adaptadas (FS;) mostraron un perfil cromatogréafico similar al
obtenido en las cepas control, con un alto porcentaje de incorporacion en la fraccion de
acidos grasos libres y triacilglicéridos, y una menor incorporacion en alcoholes y
fosfoacilglicéridos. La cepa de Ma6 FS, en cambio, mostré un perfil diferente al hongo
crecido en glucosa. Se detecto radiactividad en las fracciones de &cidos grasos libres y
lipidos polares. La marcacion en la fraccion de hidrocarburos corresponderia al sustrato

remanente (Fig. 111.23).

HC AGL PL

Figura 111.23. Analisis por radio-TLC de los extractos lipidicos de Metarhizium anisopliae 6 (FS,),
repicada e incubada 48 horas en [°H] n-octacosano. La mezcla de solventes utilizada fue la siguiente:
hexano: éter etilico: acido acético (80:20:1). PL, lipidos polares; AGL, acidos grasos libres; HC,
hidracarhiirns | a flecha indira el arinen de la earrida
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Figura I11.22. Analisis por radio-TLC de la fraccion de lipidos polares de Metarhizium anisopliae 6 FS,
incubado durante 48 horas en MM + [3H] n-octacosano como Unica fuente de carbono (como se describe
en mat y met).La mezcla de solventes utilizada fue la siguiente: cloroformo: metanol: acido acético: agua
(65:25:3:1,5). PE: fosfatidiletanolamina. Inserto: analisis por radio-HPLC de los &cidos grasos de PE. 16:0,
acido palmitico. La flecha indica el origen de la corrida.
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111.B.5.3.2. Incorporacién de los productos de degradacién de [°H] n-octacosano en

acidos grasos

- Hongos crecidos en medio de cultivo con glucosa

Los acidos grasos de las fracciones lipidicas que incorporaron un mayor porcentaje de
radiactividad en las distintas cepas, se analizaron por radio-HPLC (como se describe en
materiales y métodos). En Ma6 se analizé la fraccion de los lipidos polares (Fig.
I11.21.A) y se detecto radiactividad principalmente en el &cido palmitico (Fig. 111.22,
inserto). En Bb10 se analizd la fraccion de los &cidos grasos libres (Fig.111.21.B) y se
observo la incorporacion de radiactividad en varios compuestos. El &cido graso que
incorpor6 la mayor cantidad de marcacion fue un acido graso de longitud de cadena
mediana, que eluy6 posteriormente al &cido decanoico sembrado como estandar,
mientras que menor incorporacion de radiactividad se detect6 en los &cidos palmitico y
acido oleico (Fig. I11. 24).

Se detectaron ademas trazas del [°H] hidrocarburo utilizado como sustrato, a pesar de
todos los procesos de purificacién realizados durante las distintas etapas de la obtencion
de las muestras (mencionadas en materiales y métodos).

111.B.5.3.3. Analisis de los compuestos organicos volatiles (VOC), producto de

degradacion del [*H] n-octacosano

En los ensayos descritos en el item 111.B.5.3.1, se observd que en los hongos
incubados con [*H] n-octacosano, la recuperacion total de la radiactividad (fase orgénica
mas fase acuosa) fue de alrededor del 60% en las tres cepas analizadas (Ma6, Bb10 y
Bb5) (Tabla I11.9). Un porcentaje ain menor se detectd en las cepas adaptadas de Bb10
y BDb5, con una recuperacion total de 24-34%. Estos resultados evidenciaron que un alto
porcentaje de la radiactividad inicial no fue recuperada con el disefio experimental
utilizado (cultivo en placas de Petri). Considerando la posible formacién de compuestos
volatiles no colectados con este disefio, se utiliz6 un disefio de cultivo diferente
empleando viales cerrados herméticamente (viales HSA) y la técnica de muestreo del
espacio de cabeza para el estudio de los VOC liberados por el hongo (como se describe

en materiales y métodos).
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Figura I11.24. Andlisis por radio-HPLC de los &cidos grasos libres del extracto lipidico
de Beauveria bassiana 10 FS, incubada durante 48 horas en un MM + [*H]-octacosano
como unica fuente de carbono.

- Andlisis e identificacion de los VOC radiactivos

Los [°H] VOC producidos por B. bassianal0 (FSo y FS,) por incubacién durante 48
horas en viales HSA con MM + [°H] n-octacosano, fueron colectados utilizando
jeringas Hamilton para gases, y se analizaron por radio-HPLC (como se describe en
materiales y métodos). Se detectd un Unico pico de radiactividad con un tiempo de
retencion coincidente con el éstandar de [*C] 4cido acético sembrado en idénticas
condiciones (Fig. 111.25). La identidad de este compuesto se corroboré por GCG-MS
como se detall6 en item 111.B.4 (Fig. 111.16).
- Cuantificacion de los VOC radiactivos: El [*H] é4cido acético liberado por B.
bassianalO crecida durante 48 horas en los viales HSA, fue colectado por arrastre y
cuantificado con un contador de centelleo liquido (como se detalla en materiales y
métodos). Se observé que la cantidad de [*H] volatiles liberados por Bb10 adaptada
(FS2) fueron muy superiores (1,8 veces superior) a los detectados en la cepa control
(Fig. 111.25, inserto).
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I11.B.5.3.4. Cuantificacion de [*H]-vapor de H,O producido durante la
degradacion del [*H] n-octacosano

Las cepas Bb10 y Ma6 crecidas en glucosa (FSp) se incubaron 48 horas en placas de
Petri con medio MM + [*H] n-octacosano. En el interior de cada placa se colocé
también una trampa conteniendo K(OH) para colectar y cuantificar el [*H]-vapor de
H.O producido por el hongo durante su crecimiento (como se detalla en materiales y
métodos). En Ma6 se detect6 1,73 + 1,6 % de la radiactividad incorporada como [*H]-
vapor de H,O (n=16), mientras que en Bb10 se recuperé un 0,2 + 0,1 % (n=3).

La deteccién de [*H] 4cido acético y [°H] H,O como producto del metabolismo de
[*H] n-octacosano, condujo al planteo de la via de p-oxidacién como posible ruta de
degradacion de este sustrato en B. bassiana y M. anisopliae, en analogia a los procesos
de oxidacion de hidrocarburos de cadenas medianas estudiados en bacterias y levaduras
(como se detalla en introduccion). En los hongos, particularmente, dicho proceso
metabdlico ocurre Unicamente en los peroxisomas. La catalasa es una enzima marcadora
de estas organelas. Con el objetivo de analizar un parametro marcador de B-oxidacion
(asociada a la degradacion de hidrocarburos) en B. bassiana y M. anisopliae, se realizd

un estudio preliminar de esta enzima.
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Figura I11.25: Analisis por radio-HPLC de los [3H]-VOC producidos por Beauveria bassiana

[3H] CH3 COOH

[3H] productos VOC (FS») 1
[3H] productos VOC (FSo)

Respuesta del detector de radiactividad

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)

Bb10 crecida en medio con glucosa (FSy), repicada e incubada durante 48 horas en un medio
con [3H] n-octacosano como Unica fuente de carbono. Inserto: Bb10 adaptada a crecer en
hidrocarburos (FS,) liber6 mayor cantidad de VOC que la cepa control (FSy).
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I11.B.6. Caracterizacion preliminar de la enzima catalasa

La actividad de la enzima catalasa, marcadora de proliferacion peroxisomal, fue
medida en homogenato y pellet de 20,000 xg de B. bassiana adaptada (FS;) y control
(FSp) crecidas en medio de cultivo agar o en sustrato solido (como se detalla en

materiales y métodos).

A) Actividad de la catalasa en homogenato de Beauveria bassiana

- Bb10 incubada en medio de cultivo agar

En homogenato de las colonias FSy la actividad especifica detectada, fue de 83 + 20
U/mg, mientras que en las colonias desarrolladas en medios de cultivo con n-octacosano
(FS2) se observd un aumento significativo de la actividad especifica de la enzima
alcanzando valores de 149 + 23 U/mg (p<0,0001) (Tabla 111.10).

- Bb10 incubada en sustrato solido (FSS)

Cuando se utilizo el grano de arroz como sustrato solido, no se observé una diferencia
significativa de actividad de catalasa en Bb10 FS,, con respecto a los hongos control
(FSo). La gran cantidad de proteina exdgena (arroz) en el homogenato de los hongos
producidos por FSS, requirié una etapa de centrifugacion posterior (20,000xg) para
comparar la actividad enzimatica en los hongos adaptados y control.

Cabe destacar que cuando la fuente de carbono utilizada fue un extracto de
hidrocarburos cuticulares del insecto huésped (arroz recubierto con HC cuticulares), se
observo un incremento altamente significativo de la actividad de la enzima (p<0,0001),
siendo 1,24 veces mayor que la detectada en la cepa control (Tabla 111.10). En este caso el
gran incremento de actividad de la enzima en el hongo, fue facilmente detectado a pesar de

la proteina exdgena.
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Tabla 111.10. Actividad de catalasa en homogenato de Beauveria bassianal0.

Medio de Fuente de carbono® Actividad especifica

cultivo (U/mg)

Medio agar Glucosa (FSo) 83+19
n-octacosano (FSy) 149 £ 23

FSSP Arroz (FSo) 96 + 40
Arroz + n-C28 (FSy) 119+ 41
Arroz + hidrocarburos 267 + 108

de insectos (FS,)

%FSo: cepa crecida 12 dias en medio de cultivo completo; FS,: cepa crecida durante dos
periodos de 12 dias cada uno, en medio de cultivo enriquecido con hidrocarburo (como
se describe en materiales y métodos)

PFSS: fermentacion en sustrato sélido

Los datos representan valores promedios de n=10-40 + desviacion estandar

B) Actividad de la catalasa en el pellet de 20,000xg de Beauveria bassiana

- Bb10 incubada en sustrato sélido (FSS)

Se observd un incremento significativo de actividad en el hongo adaptado FS, con

respecto a la cepa control (p<0,0001). La actividad de la catalasa en el precipitado de

20,000xg de Bb10 adaptada fue 6,6 veces mayor, con valores de 139 + 72 U/mg y 1063
+ 190 U/mg para Bbl0 FSy, y Bbl0 FS; respectivamente (Fig.111.26). Los datos

representan valores promedios de n=9-14 + desviacion estandar.
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Figura 111.26. Actividad especifica de catalasa en pellet de 20,000xg de
Beauveria bassianalO crecida en sustrato sélido (FSo) y en sustrato
solido con n-octacosano (FSy).

_

- Bb10 incubada en medio de cultivo agar

Se realiz6 el fraccionamiento subcelular del homogenato obtenido de Bb10, pero el
pellet de 20000xg no pudo ser cuantificado con un numero de mediciones
estadisticamente representativas debido a que, la mayor parte del material disponible se
utilizo en el proceso de puesta a punto del protocolo a utilizar que fue muy dificultosa
debido a inconvenientes técnicos (espectrofotometros fuera de funcionamiento, entre
otros). Una interrupcion imprevista en el suministro de la cepa (transferencia a empresa

biotecnoldgica) impidio la finalizacion de los ensayos.

111.B.7. Ultraestructura de Beauveria bassiana crecida en medio de cultivo con

glucosa o con hidrocarburos como fuente de carbono

Se observaron cortes sagitales y longitudinales de hifas y conidios crecidos en medio
de cultivo agar con glucosa (FSp) o con hidrocarburo n-octacosano como Unica fuente
de carbono (FS; y FS). En los hongos controles (FSp) los peroxisomas fueron escasos y
de gran tamafio (0,8-1 um), mientras que en los hongos adaptados (FS; y FS,), se
observé un incremento del numero de estas organelas conjuntamente con una
disminucion en su tamafio (Fig. 111.27). Los peroxisomas se observaron como
estructuras oscuras y muy densas debido a la tincion citoquimica con DAB, descrita en

materiales y métodos. Estos organulos se observaron generalmente en las hifas de Bb10
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FSo y FS;, con frecuencia asociados a membranas del reticulo endoplasmatico (Fig.
[11.27A-B). En las cepas FS,;, en cambio, estas organelas fueron detectadas
principalmente en los conidios y no asociados a membranas (Fig. 111.27 C). En los
hongos crecidos en hidrocarburo se observaron ademas, invaginaciones de la membrana
plasmatica como proyecciones digitiformes (Fig.111.28 A), asi como cuerpos
multilaminares que ocupan gran parte del volumen celular. Estas estructuras celulares
contienen laminillas dispuestas de manera concéntrica, que asemejan una bicapa lipidica
(Fig.111.28 B).
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Figura I11.27. Ultraestructura de Beauveria bassiana

A) Bb10 crecida en un medio de cultivo con glucosa (FS,). Se observan escasos peroxisomas en las hifas de hongo.
B) Bb10 FS, repicada en un medio de cultivo con n-octacosano e incubada durante 12 dias (FS,). Se observan varios
peroxisomas asociados a sistemas de endomembranas del reticulo endoplasmico (RE) en las hifas fungicas.

C) Bb10 FS, repicada en un medio de cultivo con n-octacosano e incubada durante 12 dias (FS,). Se observan pequefios
peroxisomas en los conidios del hongo.

Los peroxisomas (P) aparecen como estructuras uniformemente tefiidas luego del tratamiento con DAB (como se detalla
en materiales y métodos). Las barras equivalen a 1um.
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Figura 111.28. Ultraestructura de Beauveria bassiana

Se observan hifas de Bb10 crecida en n-octacosano con gran cantidad de peroxisomas (P) asociados a
sistemas de endomembranas del reticulo endoplasmico (RE) asi como invaginaciones digitiformes de la
membrana plasmatica (IN) (Fig.A), y cuerpos laminares conteniendo laminillas concéntricas (CL) (Fig.B).
Se observan tambien varias mitocondrias (M). La barra equivale a 1pm.
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Los hongos como agentes de control bioldgico de insectos de interés sanitario.

El insecto hematofago Triatoma infestans es el principal vector de la enfermedad de
Chagas en nuestro pais. Actualmente la problematica de esta enfermedad esta siendo
nuevamente abordada con gran preocupacion debido a las fallas en el control de la
misma. Las intervenciones tradicionales de control del vector con insecticidas quimicos,
comienzan a estar comprometidas por el desarrollo de resistencia y consideraciones
ecoldgicas, especialmente en la region del peridomicilio, donde son impracticables por
su baja actividad, alto costo y compleja operatividad. Los micoinsecticidas tienen un
gran potencial como agentes de control bioldgico de bajo impacto ambiental y en la
actualidad se emplean en muchas partes del mundo, principalmente como agentes de
control de insectos plaga del agro (Roberts y Hajek, 1992, Estrada y Lopez, 1997,
Lomer, 2001). Los hongos entomopatdogenos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisoplae, poseen un gran potencial para controlar T. infestans debido a la alta
susceptibilidad de distintos triatominos a dichos microorganismos (Silva y Messias,
1985, Romana y Fargues, 1992, Luz et al, 1999, Lecuona et al, 2001).

El éxito en el uso de micoinsecticidas dependerd no sélo de la utilizacion de
formulados eficientes, sino también del desarrollo de cepas mas virulentas que posean la
capacidad de eliminar rapidamente poblaciones de insectos perjudiciales (St. Leger y
Screen, 2001). Por lo tanto, resulta esencial utilizar herramientas biotecnologicas para
su mejoramiento. Para lograr estos objetivos es imprescindible conocer y caracterizar el
insecto huésped, el microorganismo y la interaccion entre ambos.

En este trabajo se abordo el estudio de aspectos bioquimicos y metabolicos de la
interaccion de hongos entomopatdgenos con la cuticula de T. infestans, un insecto de
interés sanitario. Los factores que intervienen en tal interaccion, y que resultan de
crucial importancia para el inicio y desarrollo de la enfermedad son: la composicion
fisicoquimica de la cuticula del insecto (Hajek y St. Leger, 1994), la composicion
fisicoquimica de los hongos (Boucias y Latgé, 1988, Boucias y Pendland, 1991a), y la
produccion de enzimas fingicas degradadoras de la cuticula del huésped (St. Leger et
al, 1991).

La superficie mas externa de la cuticula, la epicuticula, es la zona de contacto inicial
del hongo con el insecto, y por lo tanto es la primer barrera de defensa del insecto contra
los organismos patogenos. La epicuticula estd constituida fundamentalmente por lipidos

e hidrocarburos de largas y muy largas cadenas carbonadas (Wigglesworth, 1970,
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Blomquist y Dillwith, 1985, Lockey, 1985, Juarez et al. 2001, Juarez y Calderon, 2006,
no publicado). Sin embargo, como se demostrd en este laboratorio, los principales
responsables de este rol de barrera protectora serian los hidrocarburos cuticulares
(Juérez, 1994 a,b). En este trabajo se analizd por primera vez la capacidad de hongos
filamentosos de crecer en medios de cultivo conteniendo como sustratos nutritivos,
hidrocarburos de largas y muy largas cadenas de carbonos, similares a los componentes
detectados en la cuticula de T. infestans. Es el primer estudio que inicia un analisis
detallado de los mecanismos bioquimicos de degradacion de estos compuestos de muy
baja reactividad y dificil degradacién, y permitid dilucidar diversos aspectos del
metabolismo fungico, no abordados hasta este momento.

A partir de los diversos andlisis, se demostré que estos compuestos hidrocarbonados
constituyen una fuente de carbono exodgena utilizable por B. bassiana y M. anisoplae
para su desarrollo. Con el objetivo de evaluar la posibilidad de potenciar la capacidad de
los hongos de degradar estos compuestos, se realizaron repiques sucesivos en medios de
cultivo con HC como tnica fuente de carbono. Las cepas fueron incrementando la
velocidad y desarrollo fingico en este medio de cultivo en funcién del nimero de
repiques realizados. Se observd que los hongos adaptados y los hongos control diferian
en el porcentaje y velocidad de germinacion. No sélo los ensayos de germinacion “in
vitro”, sino también los ensayos realizados “in vivo”, demostraron que los conidios
adaptados desarrollan sus hifas mas rapidamente que los conidios control cuando son
incubados con hidrocarburos (items III1.A.2 y III.A.3). Estos resultados sugeririan que
los hongos adaptados tendrian una mayor capacidad de utilizar estos compuestos como
sustratos nutritivos. Los nutrientes cuticulares, sin embargo, no serian el unico factor
regulador de la germinacion, ya que las condiciones ambientales (temperatura,
humedad) también constituyen factores importantes de tal regulacion. En este trabajo se
observo que los conidios de B. bassiana incubados en un medio de cultivo liquido sin
ningln elemento de nutricion, germinaron rapidamente en las condiciones adecuadas de
temperatura y humedad. Si bien el desarrollo fungico consisti6 exclusivamente en la
formacion de pequefios tubos germinales, estos resultados indicarian que dichos factores
ambientales podrian ser disparadores de la germinacion.

Otros mecanismos que intervienen en la interaccidn hongo-cuticula de insecto, son los
procesos de degradacion enzimética de los componentes cuticulares por accion de los
microorganismos. Se han realizado andlisis bioquimicos de varias enzimas flingicas

extracelulares (proteasas, quitinasas, acetilglucosaminidasas, esterasas y lipasas)
134



Discusion

involucradas en estos mecanismos de degradacion (St. Leger et al., 1986a, St. Leger et
al., 1986b, Bidochka y Khachatourians, 1990, St. Leger et al., 1992). Segln reportes
mas recientes, se estan realizando numerosos estudios moleculares y se emplean
métodos de ingenieria genética para la insercion y/o sobreexpresion de los genes de
proteasas y quitinasas relacionadas con los factores de virulencia de estos hongos
entomopatogenos (St. Leger y Roberts, 1997, Hu y St. Leger, 2002, Fang et al., 2005).
El objetivo final de todos estos estudios es aumentar la capacidad insecticida de los
hongos. Sin embargo, cabe destacar, que estas enzimas degradan compuestos internos
de la cuticula (procuticula). No existen reportes de enzimas que degraden los
hidrocarburos, componentes principales de la capa mas externa de la cuticula del

insecto.

Degradacion y utilizacion de hidrocarburos por accion de hongos

entomopatdgenos.

En la etapa de adhesion del conidio al tegumento del insecto, la primer superficie de
contacto entre ambos es la epicuticula externa que contiene lipidos e hidrocarburos
(como se menciond previamente). Empleando como insecto huésped a T. infestans,
trabajos previos en este laboratorio demostraron que los hidrocarburos son los
componentes cuticulares preferentemente utilizados por los hongos como fuente de
carbono (Napolitano y Juarez, 1997). Los hidrocarburos mayoritarios de T. infestans son
compuestos lineales de muy largas cadenas de carbonos (n-C29, n-C31 y n-C33) y
cadenas ramificadas de mayor longitud (Judrez y Brenner, 1985, Juarez et al., 1993).
Sobre la base de esta informacion se inici6 este proyecto de tesis. Los hongos fueron
incubados en HC sintéticos de muy largas cadenas de carbonos, andlogos a los del
insecto. En forma comparativa los hongos se incubaron en un hidrocarburo de facil
degradacion para estos microorganismos (N-hexadecano). Los estudios bioquimicos se
basaron principalmente en el andlisis de los metabolitos producidos por los hongos
crecidos en estas distintas fuentes de carbono y su incorporacion a los lipidos fungicos.
Se demostré en forma concluyente una alta capacidad fingica para degradar
hidrocarburos de muy larga cadena carbonada, y transformarlos en diversos metabolitos,
parte de los cuales son utilizados para la produccion de energia y parte como

componentes celulares.
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Composicion de lipidos totales de B. bassiana.

La composicion y metabolismo de los lipidos se estudi6 principalmente en los hongos
crecidos en glucosa (control) y en los hongos adaptados a crecer en hidrocarburos. B.
bassiana crecida en glucosa o en n-hexadecano, presentd un predominio marcado de los
esteroles sobre los fosfoacilglicéridos y acidos grasos libres (Fig. II1.10 y III.11). Sin
embargo, la misma cepa crecida en un hidrocarburo de muy larga cadena (n-
octacosano), presentdé una modificacion radical de su patrén de lipidos. Los
componentes mayoritarios fueron los TG, lipidos utilizados como reserva energética,
con un predominio muy marcado sobre el resto de los lipidos (Fig. II1.10). Cambios
metabolicos similares han sido reportados en otros microorganismos, donde el
incremento en la longitud de cadena del sustrato utilizado, se corresponde con un
aumento en el contenido de los lipidos de reserva (Valenciano, et al., 1996, Alvarez et
al., 1997). Asimismo cantidades importantes de TG se han reportado en las estructuras
de resistencia de hongos y en respuesta a distintos factores de stress (Sorkhoh et al.,
1990). Otra observacion interesante fue que la cepa adaptada, cuando se mantiene a
bajas temperaturas, revierte su metabolismo recuperando un patrén lipidico similar al de
la cepa control. Estas observaciones indicarian que los hongos adaptados presentarian
uno de los comportamientos metabolicos caracteristicos de las células en condiciones de
stress. El hongo crecido en un medio de cultivo con un sustrato nutritivo de dificil
degradacion (n-octacosano), sintetizdo cantidades elevadas de TG al detectar una
situacion de stress nutricional. Asimismo es capaz de utilizar esos lipidos de reserva en
condiciones ambientales desfavorables para su crecimiento. La etapa de penetracion del
hongo a través de la cuticula de su huésped podria ser una instancia de stress
nutricional, ya que la principal fuente de carbono disponible en la capa mas externa de
la cuticula, la constituyen los hidrocarburos de muy largas cadenas. Sin embargo el
hongo es capaz de atravesar esa barrera y utilizar los HC como fuente de carbono
alternativa hasta alcanzar un medio rico en nutrientes facilmente utilizables (medio
interno del huésped). La sintesis aumentada de TG en esta etapa de la infeccion no seria
la inica modificacion notoria. La fraccion de lipidos polares fue también mas abundante
en los hongos crecidos en HC que en los control (Fig. I11.10). Este marcado incremento
de los PL, se corresponderia con dos procesos que implican un aumento de la superficie
de membrana, que son independientes entre si, pero que podrian estar asociados con una

mayor asimilacion y transporte de los HC al espacio intracelular. Uno de los
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mecanismos de adaptaciéon seria la presencia de estructuras de membrana
multilaminares intracitoplasmaticas (Fig. II.28), que podrian corresponderse con
estructuras similares descritas en las células pulmonares de mamiferos. En estos
organismos superiores, estas estructuras constituyen una fuente de fosfoacilglicéridos,
que son liberados a la luz alveolar, donde cumplen el rol de moléculas surfactantes o
sustancias tensioactivas (Weiss y Greep, 1982). En levaduras crecidas en HC, se ha
reportado un aumento similar de los elementos intracitoplasmaticos, asi como un
incremento en la superficie de la membrana plasmatica (Rattray et al., 1975). La
utilizacion de lipidos polares como moléculas de solubilizacion de los HC, es uno de los
mecanismos propuestos en este trabajo para la incorporacion de estos sustratos
nutritivos a las células fingicas, tal como se ha reportado en otros microorganismos
(como se detallarda posteriormente en incorporaciéon de alcanos). La segunda
manifestacion adaptativa, seria la formacién de gran cantidad de invaginaciones
digitiformes en las membranas plasmaticas de los hongos adaptados (Fig. I11.28). Estas
invaginaciones podrian relacionarse con un proceso de incorporacion de HC por
endocitosis. Observaciones similares fueron unicamente reportadas en Candida

lipolytica incubada con hidrocarburos (Ludvik et al., 1968).

Composicion de acidos grasos de B. bassiana.

La composicion cuantitativa de los acidos grasos mayoritarios de distintas cepas de B.
bassiana, demostr6 ser muy variable segun la cepa y el sustrato utilizado. Distintas
cepas de B. bassiana (Bbl10 y Bb5500) crecidas en un mismo sustrato (glucosa),
presentaron diferencias significativas en las cantidades relativas de sus acidos grasos
mayoritarios (Tabla III.3 y II1.4). La composicion de los acidos grasos de una misma
cepa incubada con un hidrocarburo de longitud de cadena mediana (n-hexadecano), fue
cuantitativamente diferente a la cepa crecida en glucosa (cepa control). Los cambios, se
observaron Unicamente en los &cidos grasos mayoritarios, especialmente por un
incremento relativo del acido palmitico. En la fraccion de los acidos grasos insaturados,
se produjo un incremento relativo del acido linoleico en detrimento del 4cido oleico. El
resto de los acidos grasos no mostraron diferencias significativas en su composicion. El
incremento relativo del acido palmitico podria justificarse mediante la accion de dos
vias metabolicas diferentes, pero que podrian ocurrir de manera simultanea con este

sustrato en particular. El acido palmitico puede sintetizarse por oxidacion directa del
137



Discusion

sustrato N-hexadecano, o bien podria sintetizarse de novo a partir de los grupos acetil-
CoA generados via B-oxidacion (como se discutird en detalle posteriormente, Fig. IV.3).
Se desconoce atn la contribucion de cada una de estas vias en la formacion del acido
palmitico.

Asimismo la composicion de los acidos grasos de B. bassiana incubada con un
hidrocarburo de muy larga cadena (n-octacosano), fue cuantitativamente diferente a la
de la cepa control. Los cambios consistieron en una disminucion en el porcentaje del
acido linoleico, y un incremento en los acidos palmitico, eicosanoico y heptadecanoico.
Estos cambios modificaron la relacion de acidos grasos insaturados/saturados, asi como
la relacion pares/impares, entre los hongos adaptados y controles (Tabla III.3). Cambios
composicionales similares han sido reportados en otros microorganismos, aunque no
han sido definitivamente interpretados. El aumento relativo del 4cido oleico en
detrimento del &cido linoleico, podria relacionarse con el rol de aceptor de hidrogenos
que cumpliria este ultimo durante los procesos oxidativos (Pupin et al, 2000).
Asimismo, los acidos heptadecanoico y heptadecenoico aparecen con frecuencia en
bacterias y levaduras crecidas en alcanos, si bien su funcion aun se desconoce (Dunlap y
Perry, 1968, Hankin y Kolattukudy, 1968, Rattray et al., 1975, Bizzi et al., 1980).
Moléculas de longitud de cadena similar presentan actividad antimicrobiana, como son
los acidos 4 metil-7-11-heptadecenoico, 9-heptadecenoico y 6-metil-heptadecenoico
(Benyagoub et al., 1996). El incremento relativo de los acidos grasos saturados, en
particular el &4cido eicosanoico, generd varios interrogantes sobre las posibles
modificaciones en los mecanismos de sintesis de acidos grasos en los hongos adaptados:
(inhibicion de las desaturasas? ;liberacion selectiva de los &cidos grasos saturados de
longitud de cadena menor a la del sustrato durante el proceso de [-oxidacidon?. Se
desconocen las causas del incremento relativo en los compuestos saturados, y los
efectos que esta modificacion produce en los hongos adaptados, pero es probable que
estas cepas presenten una disminucion de la fluidez de la membrana, y por consiguiente
una modificacion en los parametros de permeabilidad, actividad enzimatica y transporte
de nutrientes, como ocurre en otros organismos (Goyal y Khuller, 1994). En algunas
levaduras sin embargo, una membrana plasmatica rigida con una baja relacion
insaturado/saturados, es esencial para su viabilidad celular (Tuller et al., 1999).

Los resultados obtenidos, por lo tanto, evidenciaron cambios radicales en la
composicion de los acidos grasos en funcion de la longitud de cadena del hidrocarburo

utilizado como sustrato. Cuando el sustrato fue un HC facilmente utilizable, como ¢l n-
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hexadecano, no se observaron diferencias sustanciales con respecto a los crecidos en
glucosa, s6lo se observaron variaciones cuantitativas en los tres acidos grasos
principales. En cambio, cuando la fuente de carbono fue un HC de mayor longitud de
cadena como el n-octacosano, compuesto de mayor complejidad de degradacion,
analogo a los encontrados en la cuticula de los insectos, el perfil lipidico observado fue
notoriamente modificado, con un predominio de acidos grasos saturados pares e impares
de largas cadenas carbonadas. No se ha determinado si estos metabolitos cumplen una
funcion especifica en los hongos, pero se podria afirmar a partir de estos resultados, que
cuando estos microorganismos se incuban en medios de cultivo con hidrocarburos, sera
su longitud de cadena lo que determine la via metabolica a utilizar por la célula, y por lo

tanto la composicion de sus acidos grasos.

Taxonomia quimica

Los acidos grasos se han empleado como caracteres taxondmicos en varias especies
del reino Fungi (Viljoen et al., 1986, Sancholle y Dalpé, 1993). Sin embargo, los
reportes en hongos filamentosos y levaduras mencionados previamente (item anterior),
asi como los datos obtenidos en este trabajo, demuestran una gran variabilidad en la
composicion de acidos grasos, no so6lo entre las distintas cepas y/o especies fungicas,
sino también frente a cualquier modificacion realizada en sus condiciones de cultivo. En
un analisis exhaustivo de acidos grasos en numerosas levaduras mutantes, Daum et al.
(1999) concluyeron que so6lo cambios superiores al 50% representan diferencias
significativas en los perfiles lipidicos. Se reportdé ademads, que pequefios cambios en la
preparacion de los medios de cultivos, en las condiciones de incubacion, en la cantidad
de conidios inoculados, etc, podian generar diferencias en la composicion de los acidos
grasos fungicos. A partir de estas observaciones se considera que la utilizacion de estos
componentes como caracteres taxondémicos requiere condiciones experimentales
cuidadosa y estrictamente estandarizadas.

Cabe destacar que los acidos grasos son componentes intermediarios de la sintesis de
hidrocarburos. Estos ultimos, son compuestos muy estables por ser productos terminales
de la ruta metabodlica. Los hidrocarburos son utilizados como caracteres taxonémicos
principalmente en insectos (Haverty et al., 1988, Carlson et al.,1993, Juarez et al., 2000,
Calderén Fernandez et al, 2005a, Calderon Fernandez et al, 2005b). Con el objetivo de

utilizar estos compuestos para la tipificacion de cepas fungicas, se analizaron los
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hidrocarburos de M. anisopliae y B. bassiana. Distintas cepas de estas especies, asi
como una misma cepa crecida en glucosa y en n-octacosano, mostraron una prevalencia
de hidrocarburos de cadenas lineales de n-C15 a n-C38. Escasos reportes, con resultados
similares, han sido citados en hongos (Kolattukudy et al., 1976, Lecuona et al., 1991).
En levaduras, se detectaron asimismo HC monoinsaturados y algunos ramificados
(Kolattukudy et al., 1976). Sin embargo, en dichas publicaciones no se menciona la
composicion de hidrocarburos del medio de cultivo, que podrian contaminar la fraccion
de hidrocarburos del hongo. El analisis de los hidrocarburos de Beauveria y
Metarhizium, ha resultado una tarea muy dificultosa debido principalmente a la
presencia de compuestos contaminantes hidrofobicos del hongo, atn no identificados
(como se detalla en resultados), y a la escasa cantidad de hidrocarburos en estas
estructuras fingicas. Si bien los hidrocarburos tendrian un gran potencial para la
tipificacion de cepas y podrian utilizarse como huellas dactilares, nuestros resultados
indican que, con la metodologia de extraccion y purificacion empleada, estos
compuestos no serian una adecuada herramienta taxondmica. Habria que desarrollar una
estrategia de purificacion previa para la extraccion de los contaminantes solubles en
hexano, que se presumen de composicion proteica, pero que escapa al alcance de la

presente tesis.

Compuestos organicos volatiles

Los factores responsables de las etapas iniciales del desarrollo fingico sobre su
huésped son extremadamente complejos, con produccion de metabolitos volatiles y no
volatiles, que posiblemente estén relacionados con la patogenicidad del hongo.

Los compuestos organicos volatiles (VOC) representan metabolitos primarios y
secundarios, sintetizados por distintas vias metabolicas en los hongos. Los alcoholes
volatiles son muy frecuentes en estos microorganismos, pudiendo constituir hasta un
80% de los VOC totales; usualmente el etanol es un compuesto predominante
(Borjesson et al., 1989, Borjesson et al., 1990, Borjesson et al., 1992, Jelén y Wasowicz,
1998). La variedad de factores que influyen en la biogénesis de estos compuestos, ha
sido objeto de gran interés, principalmente para su aplicacion biotecnologica e industrial
(Jelén y Wasowicz, 1998; Strobel et al., 2001). Son ademds, indicadores de

contaminacion fungica en granos almacenados u otras mercancias agropecuarias y en
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interiores edilicios (viviendas, hospitales) donde la presencia de estos microorganismos
puede producir alergias, infecciones, u otras afecciones en la salud humana (Sunesson et
al., 1995, Schniirer et al. 1999, Magan y Evans, 2000, Kuske et al., 2005). Si bien
algunos hongos filamentosos (Penicillium, Fusarium) liberan gran cantidad de volatiles
y son facilmente detectados por diversas técnicas (Sunesson et al., 1995, Jelen, 2003,
Kuske et al., 2004), B. bassiana produce una escasa cantidad de VOC solo detectable
con una técnica de alta sensibilidad (SPME-CGC). Previo a este trabajo de tesis, no
existe ningun reporte sobre la producciéon de VOC por hongos entomopatéogenos. Cabe
destacar ademas, que es el primer estudio de los VOC emitidos por hongos incubados
con hidrocarburos como tnica fuente de carbono. El andlisis de los VOC liberados por
B. bassiana mostro variaciones de acuerdo al sustrato nutritivo utilizado. En el perfil
cromatografico del hongo crecido en glucosa se detectaron una gran variedad de
compuestos sesquiterpenos, etanol, derivados de alquilbencenos y alquilnaftalenos, asi
como hidrocarburos lineales (Tabla II1.6). Cuando el sustrato carbonado fue un
hidrocarburo analogo a los componentes cuticulares de su insecto huésped, se observo
una notable modificacién en la composicion de los VOC y un perfil cromatografico
simple, con predominio de un alcano de corta longitud de cadena (Tabla II1.6). La
sintesis de novo de hidrocarburos ocurre por decarboxilacion de acidos grasos que
poseen un atomo de carbono mas que el hidrocarburo sintetizado, tal como se ha
estudiado en algunos sistemas biologicos (plantas e insectos) (Kolattukudy et al., 1976,
Blomgquist et al., 1993). Al incubar B. bassiana con [H]n-octacosano se detectd un [*H]
acido graso de longitud de cadena equivalente al acido undecanoico (Fig. 111.22), que
podria ser el probable precursor del n-decano, componente principal en esas condiciones
de cultivo. El rol metabdlico o biologico del n-decano no ha sido interpretado, pero
pone claramente de manifiesto la existencia de marcadas modificaciones en los procesos
metabolicos de dichos hongos. Asimismo se desconoce el rol de los compuestos
derivados de naftalenos detectados mayormente en los hongos crecidos en hidrocarburo,
si bien podrian estar relacionados con la patogenicidad de los mismos. Los naftalenos
son utilizados comercialmente como antimicrobianos, insecticidas, repelentes de
insectos, etc, y se obtienen principalmente de los combustibles fosiles (Bolton y Eaton,
1968, Daisy et al., 2002). Sin embargo, se ha reportado recientemente la presencia de
naftalenos en algunas flores y en nidos de termitas subterraneas, que cumplirian una

funcion insecticida (Azuma et al.,1996; Chen et al., 1998).
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Las diferencias cualitativas y cuantitativas en los VOC de hongos crecidos en glucosa
0 en N-octacosano, sugeririan la utilizacion de vias metabolicas distintas frente a ambos
sustratos (Fig. IV.1). Los VOC detectados en los hongos crecidos en glucosa, serian
productos frecuentes de las vias metabodlicas descritas para la mayoria de los
micoorganismos (Fig. 1.12). Los hongos crecidos en hidrocarburos de muy largas
cadenas carbonadas, en cambio, utilizarian la via de PB-oxidacion como ruta de
degradacion de los acil-CoA’s formados a partir del HC (como se detallard

posteriormente) (Fig. IV.2).
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Figura IV.1. Rutas metabdlicas propuestas para la sintesis de los compuestos organicos volatiles

(VOC) principales liberados por Beauveria bassiana crecida en glucosa y en n-octacosano. Las

flechas punteadas indican la via metaboélica del hidrocarburo; en negrita se indican los VOC
detectados por SPME-CGC e identificados por CGC-MS.

Los VOC de los hongos pueden utilizarse como caracteres taxondémicos basados en
sus perfiles cromatograficos (obtenidos por CGC 6 CGC-MS) especificos o
“fingerprints” (Magan y Evans, 2000, Fiedler et al., 2001, Kuske et al., 2005). Si bien
excede los objetivos de la presente tesis, seria interesante plantear futuras
investigaciones para evaluar la utilizacion de los VOC de estos hongos como caracteres
taxondmicos. Asimismo podria proponerse este método de andlisis para caracterizar

cepas de interés, asi como su utilidad como marcador de patogenicidad.

Efecto de la fuente de carbono en el metabolismo de lipidos fungicos

En este trabajo se demostrdé que Beauveria y Metarhizium son capaces de metabolizar
eficientemente hidrocarburos de distinta longitud de cadena, incorporandolos a sus
componentes lipidicos celulares o empleandolos para la produccion de energia.

También se demuestra que la capacidad de estos hongos de degradar hidrocarburos,
asi como de sintetizar lipidos a partir de los productos metabolicos del mismo, varia en

funcién de la longitud de cadena del sustrato utilizado y de la especie fungica analizada.
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Una de las estrategias metodoldgicas utilizadas para evaluar la degradacion de
hidrocarburos de muy largas cadenas fue emplear [’H] n-octacosano, como marcador
metabolico. En base a la cantidad de [°H] hidrocarburo remanente (no metabolizado por
el hongo), B. bassiana adaptada demostré mayor capacidad de degradacion del HC que
las cepas control (Tabla III.9). Correspondientemente la cantidad de metabolitos
[*H]volatiles (productos del catabolismo del [*H] n-octacosano) liberados por esta cepa
fue 1,8 veces mayor que en la cepa control (Fig. I11.25, inserto).

La longitud de cadena del hidrocarburo juega un rol fundamental en la capacidad
fungica para degradarlo. El ['*C] n-hexadecano fue metabolizado casi en su totalidad
por las cepas control (Fig. II1.20), mientras que la degradacion del [*H] n-octacosano no
fue completa, en igual periodo de incubacion, ni en las cepas control ni en las cepas
adaptadas de dichos hongos (Fig. II.21). Asimismo los lipidos sintetizados fueron
cualitativa y cuantitativamente diferentes. Cuando B. bassiana fue incubada en ['*C] n-
hexadecano se detectd marcacion unicamente en los fosfoacilglicéridos (Fig. 111.20),
mientras que al ser incubada en [°H] n-octacosano, los metabolitos fueron incorporados
principalmente en la fraccion de acidos grasos libres, pero también en triacilglicéridos y
fosfoacilglicéridos (Fig. I11.20). El principal metabolito detectado en la fraccion de
acidos grasos, seria el dcido undecanoico segin analisis por radio-HPLC y CGC. En
bacterias, se han reportado acidos grasos de cadena similar (10 y 12 atomos de
carbono), frecuentemente hidroxilados y esterificados en glicolipidos con una posible
funcion biosurfactante (Van Dyke et al., 1993). Asimismo se ha reportado en
microorganismos, acido laurico con actividad fungicida y bactericida (Cooney y Proby,
1971). El resto de los &cidos grasos que incorporaron marcacion fueron los
componentes celulares frecuentes de los lipidos fungicos, como son el 4dcido palmitico y
el acido oleico.

En los andlisis realizados, no se detectaron dacidos grasos hidroxilados como
componentes fungicos, ni se detectd su formacion en ensayos metabolicos. La ausencia
de estos productos, esperados en una oxidacion subterminal o diterminal (Fig. 1.8),
sugeririan que el proceso inicial de degradacion de los hidrocarburos, ocurriria por via
de una oxidacién terminal, posiblemente catalizada por el sistema de la citocromo
P450/NADPH reductasa, tal como se describid en introduccion (item 1.C.1.3.2). El
acido graso sintetizado via oxidacion terminal, tendra por lo tanto, la misma cantidad de

atomos de carbonos que poseia el sustrato (Fig. IV.2). Esta ruta fue postulada para
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bacterias y levaduras crecidas en n-alcanos de mediana y larga longitud de cadena
donde se observo una alta proporcion de acidos grasos de longitudes de cadenas
similares a los hidrocarburos utilizados como sustrato (Dunlap y Perry, 1968, Yano et
al., 1971, Makula y Finnerty, 1972, Jwanny, 1975; Hallas y Vestal, 1978; Ascenzi y
Vestal, 1979, Tanaka y Fukui, 1989, Finnerty, 1990, Alvarez et al., 1997, Radwan et al.,
1998). De acuerdo a su longitud de cadena el acido graso seria activado por distintas
acil-CoA sintetasas (Rattray et al. 1975, Numa, 1981), y los acil-CoA’s formados

seguirian diferentes vias metabolicas:

A) Degradacion via B-oxidacion (Fig. IV.2)

Varios resultados indican que la degradacion de hidrocarburos ocurriria via [-

oxidacion:

- Se detecté acetato como uno de los productos del metabolismo de los hongos
incubados en hidrocarburos. Grandes cantidades de acetato producido por B. bassiana
crecida en n-tetracosano fueron detectadas por GCG al liberar los VOC por
acidificacion. Con este método de extraccion de los compuestos volatiles, el acetato fue
el VOC predominante (Fig. I11.16). Asimismo el acetato fue el componente principal de
los [PH]JVOC detectados por radio-HPLC en los ensayos metabdlicos de B. bassiana
incubada en [*H] n-octacosano (Fig. I11.25), prueba evidente de la produccién de acetato

a partir del hidrocarburo utilizado como sustrato.

- Se detecté radiactividad incorporada en [*H]-vapor de H,O producido durante el
proceso metabolico de utilizacién de [*H] n-octacosano por Bbl0 y Ma6. Estas
moléculas serian liberadas principalmente durante la oxidacion del [’H] acetil-CoA en

el ciclo del 4cido tricarboxilico mitocondrial (CAT).
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Figura IV.2. Ruta metabodlica propuesta para la degradacion de hidrocarburos
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Esquema basado en Tanaka y Ueda, 1993.
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En hongos el proceso de P-oxidacion, ocurre exclusivamente en los peroxisomas
(Tanaka y Fukui, 1989, Kunau et al., 1996, Valenciano et al., 1996) (ver detalle en la
fig. IV.2). Los siguientes resultados obtenidos en este trabajo serian concordantes con

dichos reportes:

- Se observé un incremento en el numero de peroxisomas en los hongos adaptados. Los
peroxisomas observados en los hongos crecidos en hidrocarburos son de menor tamafo
pero aparecen en mayor cantidad que en los hongos crecidos en glucosa. Estos datos
concuerdan con observaciones realizadas en levaduras donde fuentes alternativas de
carbono (metanol, propionato, butirato y otras moléculas de mayor longitud de cadena)
inducen el desarrollo de peroxisomas (Osumi et al., 1974, Tanaka y Ueda, 1993;
Valencianio et al., 1996). En hongos filamentosos, sin embargo, son muy escasos los
estudios citoquimicos sobre modificaciones de los peroxisomas cuando los hongos son

incubados en distintos sustratos carbonados (Valenciano et al., 1996).

- En los hongos adaptados se detectd un aumento de la actividad de la catalasa, enzima
marcadora de peroxisomas, con respecto a las cepas crecidas en glucosa. El incremento
significativo de la actividad de esta enzima se correlaciona con un incremento del
numero de peroxisomas. Estos datos concuerdan con lo propuesto previamente para
otros organismos (Fukui et al., 1975; Osumi et al., 1975; De Craemer et al., 1998). La
relacion de la actividad de catalasa con el metabolismo de los alcanos fue también
sugerida por Teranishi, (1974). Esta enzima inducible de la via de P-oxidacion, es
facilmente detectable y podria utilizarse para evaluar el curso de la adaptacion en los

hongos.

Las unidades de acetil-CoA producidas por -oxidacioén de los hidrocarburos, pueden
ser: a) hidrolizadas generando acido acético, b) ingresar a mitocondrias y completar su
proceso oxidativo, o c¢) ser utilizados en la sintesis de novo de los acidos grasos

contribuyendo a la formacion de distintos lipidos (Fig. IV.2).

Si bien estas observaciones son evidencias de B-oxidacion, no son pruebas irrefutables
de una degradacion total del hidrocarburo via -oxidacion. No puede descartarse una

oxidacion parcial mediante este mecanismo oxidativo, con liberacion de unidades de
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acetil-CoA hasta generar acidos grasos de facil utilizacion (acidos con 16 6 18 atomos
de carbono), como se ha reportado en otros organismos (Kolattukudy y Hankin, 1966;

Hankin y Kolattukudy, 1968 ).

B) Sintesis de componentes lipidicos: incorporacion directa y/o sintesis de novo

Los acil-CoA’s sintetizados a partir de la oxidacion terminal de los hidrocarburos
puede seguir vias metabolicas diferentes. En bacterias y levaduras crecidas en
hidrocarburos, se ha propuesto la incorporacion directa de estos acil-CoA’s en lipidos,
como se representa en la figura IV.2 (ruta color azul), o la sintesis de novo a partir de
los productos de la B-oxidacion (fig. IV.2, ruta color negro) (Rattray et al. 1975,
Mishina et al., 1978, Bizzi et al., 1980, Tanaka y Ueda, 1993). Sin embargo, cabe
destacar, que todos estos trabajos emplearon como sustrato hidrocarburos de medianas
y/o largas cadenas de carbonos. En este trabajo, se analizaron los lipidos de hongos
crecidos en un hidrocarburo de larga cadena, n-hexadecano, asi como en hidrocarburos
de muy larga cadena, n-tetracosano y n-octacosano.

El n-hexadecano fue facilmente metabolizado por los hongos. Una de las evidencias
de este proceso fue que al incubar B. bassiana con ['*C] n-hexadecano, el hongo utilizo
practicamente la totalidad del sustrato para sintetizar fosfoacilglicéridos (Fig. 111.20).
Asimismo el pequefio porcentaje de ['*C] hidrocarburo detectado podria ser o bien el
remanente del sustrato no metabolizado, un hidrocarburo sintetizado de novo como se
observé en un trabajo previo realizado en este laboratorio (Napolitano y Juarez, 1997), o
bien una combinacion de ambos. Cuando se analizo la composicion de los acidos grasos
de los hongos crecidos en n-hexadecano, el incremento relativo del acido palmitico, y la
ausencia de 4cidos grasos de cadenas impares (Tabla III.4), sugeririan una oxidacion
terminal e incorporacion directa del mismo a los lipidos celulares. Sin embargo,
Napolitano y Juarez (1997) detectaron una elevada produccion de ['*C] CO, en hongos
crecidos en ["*C] n-hexadecano, evidencia contundente de un mecanismo de oxidacion
total del HC via B-oxidacion. Estos resultados sustentarian la hipotesis de la sintesis de
novo de los acidos grasos a partir de los acetil-CoA’s producidos via B-oxidacion del n-
hexadecano. Cabe destacar que la informacidon disponible es contradictoria respecto a
este punto. En algunos microorganismos crecidos en 4cidos grasos o alcanos de longitud

de cadena mediana a larga, se ha reportado la inhibicion de las enzimas acetil-CoA
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carboxilasa (enzima reguladora de la sintesis de novo) y acido graso sintetasa , por los
acil-CoA’s sintetizados a partir de dichos compuestos. Sin embargo, se ha reportado
asimismo que algunas levaduras crecidas en compuestos similares, no modifican la
actividad de tales enzimas (Makula y Finnerty, 1972, Ascenzi y Vestal, 1979, Numa,
1981). En base a los resultados obtenidos en este trabajo, y a la bibliografia consultada,
se podria sugerir que la oxidacion total de hidrocarburos de largas cadenas de carbono
(via B-oxidacion), seria el mecanismo utilizado por el hongo para la obtencion de la
energia necesaria en los procesos metabolicos celulares. La sintesis de novo de acidos
grasos, a partir de los productos de degradacion del hidrocarburo, podria ser una ruta de
sintesis regulada por la concentracion intracelular de sustrato y producto de dicha ruta
metabolica.

Cuando se analizaron los lipidos de hongos crecidos en HC de muy largas cadenas (n-
octacosano o N-tetracosano) solo se detectaron trazas de acidos grasos de longitud de
cadena similar a la del hidrocarburo utilizado como sustrato. Por ende, la incorporacion
directa de estos acidos grasos a los lipidos fungicos, no seria la via metabdlica
predominante en este sistema. La sintesis de novo a partir de los acetil-CoA’s
producidos via B-oxidacion total de estos hidrocarburos, seria la unica via de sintesis de

acidos grasos.

Las observaciones consideradas mas relevantes para proponer este proceso metabdlico
en Beauveria y Metarhizium fueron las siguientes:
- en los hongos incubados en un medio de cultivo con [’H] n-octacosano, se detectaron
Ginicamente [*H] 4acidos grasos de longitud de cadena menor a la del sustrato utilizado.
Estos resultados indicarian que estos compuestos se sintetizaron a partir de productos de
degradacion del [*H] hidrocarburo de mayor longitud de cadena.
- en los hongos crecidos en medios de cultivo con un sustrato de nlimero par de 4&tomos
de carbono (n-octacosano), se detectaron elevadas cantidades de acidos grasos de
cadenas impares de carbonos, observandose que la relacion de acidos grasos
pares/impares fue diez veces menor que en la cepa control (Tabla II1.3). No se ha
reportado ninguna via de sintesis de acidos grasos impares a partir de acidos grasos
pares o viceversa. En la via de sintesis de 4cidos grasos impares se utilizarian unidades
de propionil-CoA en el inicio de la cadena. Evidencias similares a las observadas en

este trabajo, han sido utilizadas para postular ¢l mecanismo de sintesis de novo de
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acidos grasos en microorganismos crecidos en hidrocarburos de cadenas impares y su
conversion en acidos grasos de cadenas pares (Yano et al., 1971; Rattray et al., 1975,

Mishina et al., 1978, Bizzi et al., 1980, Tanaka y Fukui, 1989).

El acetato fue uno de los metabolitos detectados en la degradacion del n-octacosano.
Con el objetivo de avanzar en el conocimiento del mecanismo utilizado por los hongos
entomopatdgenos en la sintesis de acidos grasos a partir de HC de muy largas cadenas,
se compard la incorporacién ['*C] acetato por cepas de B. bassiana control y adaptadas
a crecer en N-octacosano (FS;) (Tabla III.8). La disminucién aparente en la capacidad de
utilizacion de ['*C] acetato en los hongos adaptados podria explicarse por una dilucién
del ["*C] acetil-CoA exdgeno en el pool enddgeno del acetil-CoA producido en la
degradacion total (via B-oxidacion) del hidrocarburo y/o lipidos de reserva. En este caso
no se interpretaria como una disminucion en la utilizacion del acetato; sin embargo, no
se obtuvieron evidencias concretas, que descarten una inhibicion en la incorporacion del

mismo en presencia de HC, tal como se ha reportado en micobacterias (Ascenzi y

Vestal, 1979).

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, y con el apoyo de la bibliografia
referida a otros microorganismos, se propone que la sintesis de acidos grasos a partir de
la oxidacion terminal de hidrocarburos, y la sintesis de novo a partir de acetil-CoA,
podrian ocurrir simultineamente dependiendo de la longitud de cadena del sustrato
utilizado (Fig. IV.3). El destino metabolico de los 4cidos grasos sintetizados por una u
otra via, quedara determinado por la acil-CoA sintetasa que active dichos componentes.
Se han reportado distintas acil-CoA sintetasas asociadas a diferentes organelas
citoplasmaticas. Estas enzimas serian especificas en funcion de la longitud de cadena y
los acil-CoA’s formados serian derivados hacia una via catabolica (oxidacidén) o
anabolica (sintesis de lipidos). Si bien no se conoce el numero exacto de estas enzimas
en los microorganismos, se han reportado en levaduras y organismos superiores, al
menos cinco acil-CoAs diferentes (Johnson et al., 1994, Coleman et al., 2002). En

Candida lipolytica se ha demostrado la
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existencia de dos acil-CoA sintetasas distintas que activan acidos grasos de largas cadenas.
La acil-CoA sintetasa I, sintetiza acil-CoA’s que son utilizados para la sintesis de los
lipidos celulares, y la acil-CoA sintetasa II activa los acidos grasos destinados a ser
degradados por B-oxidacion (Numa, 1981). En este trabajo no se ha abordado el estudio de
estas enzimas, los estudios de acil-CoA sintetasas activadoras de acidos grasos de muy
largas cadenas no son muy numerosos, sin embargo, se ha reportado la localizacion
peroxisomal de dichas enzimas (Watkins, 1997, Coleman et al., 2002). Con el objetivo de
seguir avanzando en el conocimiento de la via metabdlica de este sustrato particular, seria
interesante estudiar esta enzima en los hongos adaptados a crecer en HC a fin de determinar
si se trata de una enzima especifica que destina los acil-CoA’s de muy largas cadenas
exclusivamente a procesos catabolicos. Cabe destacar que en este trabajo se ha planteado
por primera vez la via de degradacion y utilizacion por microorganismos de un

hidrocarburo de 28 atomos de carbono.

Incorporacion de alcanos

El modo de incorporacion de alcanos a las células, no estd aun claramente definido. Sin
embargo, se ha propuesto un mecanismo, estudiado principalmente en bacterias y
levaduras, que consiste en la solubilizacion de los hidrocarburos con distintas moléculas
que poseen actividad surfactante. Estas moléculas son los fosfoacilglicéridos, acidos grasos,
lipopolisacaridos, y otros compuestos glucosidicos (Siporin y Cooney, 1975, Weete, 1976,
Kappeli y Fiechter, 1977, Desai y Banat, 1997, Bouchez-Naitali et al., 1999. Estos
compuestos podrian ser secretados al medio extracelular, o bien formar parte de la
membrana plasmatica. En este trabajo no se realizaron estudios para demostrar la funcion
surfactante de algunas moléculas fungicas en hongos crecidos en hidrocarburos, pero se

observaron varios fendmenos que podrian relacionarse con este mecanismo, como fueron:
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- la inusual dificultad de extraer por completo los residuos del hidrocarburo utilizado como
sustrato, de la fraccion de acidos grasos libres y fosfoacilglicéridos, a pesar de los sucesivos
y numerosos lavados con solventes organicos,

- el importante incremento en la sintesis de fosfoacilglicéridos en los hongos adaptados a
crecer en hidrocarburos y,

- la presencia de cuerpos multilaminares observados por microscopia electronica de
transmision (MET) que podrian constituir una fuente de fosfoacilglicéridos con funcion de

surfactantes (Fig. I11.28).

Asimismo, en este trabajo se observaron por MET, proyecciones digitiformes de la
membrana plasmatica que podrian estar asociadas con algun mecanismo de incorporacion
por endocitosis de estos compuestos al interior celular. La incorporacion de HC por
endocitosis fue propuesta en Candida donde se observaron vesiculas intracelulares con
hidrocarburos. En estos hongos se reportaron ademads, poros y canales en la membrana
plasmatica, que facilitan el ingreso de hidrocarburos a la célula (Meissel et al., 1973,

Cooney et al., 1980).

Capacidad de los hongos entomopatégenos para degradar hidrocarburos, y su

relaciéon con la virulencia.

La virulencia de los hongos entomopatdogenos es un parametro relativo del grado de
enfermedad que el microorganismo produce a su insecto huésped (Lecuona, 1996, Shapiro-
Ilan et al., 2005). Se ha reportado que la virulencia puede variar con distintos sustratos
nutritivos, presencia de otros microorganismos, factores climaticos, e incluso cuando se
realiza el pasaje sobre insectos de distinta susceptibilidad al patdégeno, o cuando se
multiplican en medios de cultivo sintéticos (Lecuona, 1996). La superficie cuticular de T.
infestans esta recubierta por una delgada capa de lipidos que la protege contra los agentes
ambientales (Juarez, 1994a, Juarez, 1995) y representa, por ende, la primera barrera de
ataque para los hongos entomopatdgenos. Este proyecto se basd en la hipdtesis de una
posible correlacion entre la capacidad de los hongos para degradar los HC del insecto

huésped, con su virulencia. Con el objetivo de aportar en la busqueda de metodologias
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alternativas en el control de insectos, se efectuaron ensayos biologicos y bioquimicos en
estos microorganismos, para determinar si la posible adaptacion en un medio de cultivo
conteniendo hidrocarburos andlogos a los de insectos, afectaba la capacidad de utilizacion
de los HC cuticulares, y su potencial efecto en los parametros de virulencia. Los resultados
obtenidos mostraron que los hongos adaptados a crecer en medios de cultivo conteniendo
n-alcanos, presentaron cambios metabolicos contundentes. Estos cambios se observaron
asociados a un incremento en la virulencia evaluada mediante la germinacion y el tiempo
letal mediano. Como parametro indirecto se utilizo la actividad especifica de la catalasa
(marcador de proliferacion peroxisomal).

La germinacion de los conidios es un evento crucial en las primeras etapas del desarrollo
de la micosis en el insecto. Un elevado porcentaje de germinacion puede incrementar la
probabilidad de infeccion antes que las estructuras infectivas se separen de la cuticula
(Altre et al., 1999). La propagacion y germinacion de los conidios esta frecuentemente
relacionada con la disponibilidad de nutrientes en la cuticula de su insecto huésped (St.
Leger et al., 1994). Usualmente los hongos requieren de una fuente de carbono exdgena
para su germinacion (Roberts, 1989). En este trabajo se observo que los hongos adaptados
cuando son incubados en medios de cultivo con hidrocarburos como unica fuente de
carbono, o cuando se encuentran en contacto con la superficie cuticular, desarrollan
colonias mas rapidamente que los hongos control. El gran desarrollo de las hifas adaptadas
sobre la cuticula, luego de 24 horas de la infeccion (Fig. I11.6), junto con un incremento
significativo en el porcentaje de germinacién (Fig. I11.7), sugeririan que el HC puede ser un
factor nutricional disparador de la germinacion. Los lipidos cuticulares podrian asimismo,
cumplir otros roles importantes para favorecer el desarrollo del hongo y por ende
incrementar las probabilidades de la infeccion. En Eysiphe graminis, por ejemplo, la
oxidacién de gran cantidad de lipidos produce moléculas de agua necesarias para la
germinacion (McKeen, 1970). Asimismo cabe destacar que, ademas del proceso infectivo
per se (Fig. 1.2), los hongos adaptados utilizan con mayor eficiencia los hidrocarburos
componentes de la cuticula del insecto comparados con los hongos control, alterando
notablemente las propiedades de la misma. La degradacion de las capas mas externas de la

cuticula implica la destrucciéon de la barrera protectora del insecto contra los factores
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ambientales, principalmente la deshidratacion, y contra los microorganismos patdgenos que
pueden ingresar a su huésped con mayor facilidad.

Las modificaciones observadas en las primeras etapas de la infeccion con hongos
adaptados (aumento del porcentaje de germinacion y mayor desarrollo de hifas in vivo),
fueron acompanadas con una disminucion significativa del TLM de los insectos tratados
con dichos hongos, con respecto a los insectos infectados con hongos crecidos en glucosa
(Tabla III.1). En el control de plagas, las estrategias de biocontrol estan fundamentalmente
dirigidas a incrementar la virulencia de los hongos. Dentro de las mismas, la reduccion del
TLM es uno de los objetivos principales de las investigaciones que se estan desarrollando
actualmente (St. Leger et al., 1996, Valadares-Inglis e Inglis, 1997; Inglis et al., 2000, Fang
et al., 2005). Luego de extensas y altamente sofisticadas investigaciones, se ha logrado una
reduccion del orden del 25% en el TLM en hongos sometidos a modificaciones genéticas,
por incorporacion de genes codificantes de proteasas especificas de la cuticula de sus
insectos huéspedes (St Leger et al., 1996). Un trabajo de publicacion reciente del mismo
grupo de investigacion, ha reportado una disminucion en un 50% del TLM de afidos
infectados con una cepa de B. bassiana que sobreexpresa una quitinasa, por métodos de
ingenieria genética (Fang et al., 2005). Enfocado en las primeras etapas de la interaccion
hongo-cuticula, en este trabajo de tesis se ha logrado disminuir en un 18,5% el TLM con
técnicas simples de incubacion y desarrollo del hongo.

El aumento de la virulencia de hongos adaptados se evalué también en otros insectos, en
forma comparativa. Una cepa de B. bassiana escasamente patogena de Acanthoscelides
obtectus, el barrenador del poroto, incubada en un medio de cultivo conteniendo
hidrocarburo como Unica fuente de carbono, increment6 en un 100% el porcentaje de
mortalidad de los insectos con respecto a la cepa control (Crespo et al, 2002). Estos
resultados suman evidencias de la efectividad del mecanismo de adaptacion de los hongos a
crecer en hidrocarburos analogos a los cuticulares, como un método sencillo para aumentar
la capacidad insecticida de los mismos.

La agresividad de las cepas fingicas esta regulada por numerosos genes (Taborsky,
1992). La posibilidad de inducir genes codificantes de enzimas degradadoras de HC
cuticulares mediante la estrategia de adaptaciéon propuesta en este trabajo, seria una

herramienta de gran utilidad para detectar genes de virulencia aun no descritos. Estudios
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recientes emplean estrategias de expresion de secuencias (EST) para detectar determinantes
de patogenicidad (Freimoser et al., 2003). Una de las grandes ventajas de aumentar la
virulencia de hongos que afectan naturalmente a los insectos plaga, radica en la posibilidad
de modificar la eficiencia del indculo, e incrementar el nimero de insectos parasitados en la
fase preepizootica de la enfermedad.

La adaptacion de los hongos entomopatogenos realizada en este trabajo, podria inducir
los mecanismos de degradacion de los hidrocarburos cuticulares que ocurren en las
primeras etapas de la infeccion. La proliferaccion peroxisomal, asi como la induccion de las
enzimas de la ruta de B-oxidacion, han sido reportadas en levaduras y hongos filamentosos
crecidos en hidrocarburos de mediana y largas cadenas carbonadas (Fukui y Tanaka, 1979;
Tanaka et al., 1982, Valenciano et al., 1996). La actividad de la catalasa analizada en
homogenato y en la fraccion subcelular conteniendo los peroxisomas (pellet 20000xg), fue
utilizada en este trabajo como un parametro bioquimico indicador de la capacidad de
degradacion de hidrocarburos, y por ende, de afectar la superficie cuticular. El incremento
significativo de la actividad de esta enzima en hongos adaptados a crecer en HC podria
correlacionarse con el aumento de la virulencia observada en dichos hongos (Tabla III.1).
Un dato de gran interés fue el obtenido en homogenato de hongos crecidos en un medio
enriquecido con extracto de hidrocarburos cuticulares de T. infestans. En este sistema se
detect6 el mayor incremento en la actividad de la catalasa. Estos valores superaron en 2,3
veces los obtenidos cuando se utilizé un HC sintético (Tabla II1.10). Estas serian evidencias
adicionales de la mayor afinidad de los hongos por los componentes de la cuticula de su
huésped. La determinacion de la actividad de catalasa es un método rapido y sencillo que
podria evaluar la potencialidad de los hongos de metabolizar estos compuestos. La catalasa,
ha sido también considerada por Bussink y Oliver (2001), como un parametro de virulencia
en Cladosporium, debido a la elevada actividad de la enzima en los conidios de este
microorganismo patogeno.

Todos los aspectos morfologicos, fisiologicos y bioquimicos de los hongos, observados
en este trabajo, indicarian que las cepas adaptadas a crecer en hidrocarburos tendrian mayor
capacidad de incorporar y metabolizar alcanos, en comparacion con las cepas crecidas en
glucosa. Asimismo este aumento en la capacidad degradadora de los HC cuticulares, podria

correlacionarse con un incremento de la virulencia observada en los hongos adaptados.
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Este trabajo de Tesis desarrollada en dos géneros representativos de hongos
entomopatogenos, abre una puerta en el camino del conocimiento de los mecanismos
fingicos de degradacion y asimilacion de compuestos fundamentales de la barrera
protectora cuticular de insectos, en particular de los vectores de la enfermedad de Chagas.
Afortunadamente los resultados obtenidos han sido muy alentadores y se han originado
nuevas investigaciones que emplean distintas estrategias bioquimicas y moleculares para
comprender en detalle los mecanismos metabdlicos involucrados principalmente en las
etapas iniciales de la degradacion de alcanos, con una futura aplicacion en el mejoramiento

de la capacidad bioinsecticida de  estos  microorganismos  patdgenos.
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CONCLUSIONES

- La caracterizacion de los componentes lipidicos de los hongos entomopatogenos asi como
sus cambios metabolicos y composicionales frente al crecimiento en distintas fuentes de
carbono, contribuye a una mejor comprension de los mecanismos involucrados en la

degradacion cuticular del insecto, y por lo tanto de la interaccion parasito- hospedador.

- Los hidrocarburos de estructura similar a los cuticulares de Triatoma infestans, son

metabolizados eficientemente por dos especies de hongos entomopatogenos.

- Los hongos B. bassiana y M. anisopliae patégenos de T. infestans, crecen en medios de
cultivo conteniendo hidrocarburos de largas o muy largas cadenas carbonadas como unica
fuente de carbono. Estos compuestos son degradados por el hongo y los distintos productos
metabolicos son utilizados por el mismo para la sintesis de sus componentes celulares y

para la produccion de la energia metabolica necesaria para su crecimiento.

- La composiciéon de lipidos totales, acidos grasos, hidrocarburos y compuestos organicos

volatiles, es variable de acuerdo a la cepa analizada y a la fuente de carbono utilizada.

- Los hongos adaptados a crecer en un medio de cultivo con hidrocarburos andlogos a los
de insectos como unica fuente de carbono, incrementan su capacidad de degradar dichos

compuestos.

- La via de B-oxidacion en peroxisomas es uno de los mecanismos oxidativos que

intervienen en la degradacion de los hidrocarburos de muy largas cadenas.
- El incremento de la actividad catabdlica de los hongos adaptados, se correlaciona con un

aumento en el numero de peroxisomas, y con un aumento de la actividad de la catalasa,

enzima marcadora de dichos organulos.
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- La actividad de la catalasa puede utilizarse como un parametro bioquimico indicador de la

capacidad de degradacion de los hidrocarburos via -oxidacion.

- Es posible incrementar la virulencia de cepas fungicas por crecimiento del hongo en un
medio de cultivo enriquecido con hidrocarburos anélogos a los de la superficie cuticular de

su insecto huésped.
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