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ABSTRACT

The entomopathogenic fungi are microorganisms commonly used in biocontrol practices of
nematodes, insects, among others. The main mechanism of action of these fungi is the
parasite mediated by lytic enzymes, depending of the direct interaction of the
microorganism with the substrate inducers. In the present study, we evaluated the influence
of eight continuous generations of the fungus Paecilomyces fumosoroseus and the effect of
the addition of biomass from Tenebrio molitor into the culture medium for the production
of proteases and lipases. The P. fumosoroseus strain showed to be an important producer of
proteases and lipases under the present conditions evaluated, which gives it a high potential
to act as an active agent in bioinsecticidal products. The production of lipases were
maintained at homogeneous levels throughout the generations of P. fumosoroseus
evaluated, however the production of proteases was influenced, with an increase up to the
fourth generation. The highest activity values were 800 and 200 U/L for lipase and
protease, respectively.
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RESUMEN

Los hongos entomopatégenos son microorganismos comunmente usados en practicas de
biocontrol de nematodos, insectos, entre otros. El principal mecanismo de accién de estos
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hongos es el parasitismo mediado por enzimas liticas, las cuales dependen de la interaccion
directa del microorganismo con sustratos inductores. En el presente estudio se evalud la
influencia de 8 generaciones continuas del hongo Paecilomyces fumosoroseus y el efecto de
la adicion de biomasa de Tenebrio molitor en el medio de cultivo para la produccion de
enzimas proteasas y lipasas. La cepa de P. fumosoroseus demostrd ser un importante
productor de proteasas y lipasas bajo las condiciones evaluadas, lo que le confiere alto
potencial para actuar como agente activo en productos bioinsecticidas.

La produccién de lipasas mantuvo niveles homogéneos a través de las generaciones de P.
fumosoroseus evaluadas, sin embargo la produccién de proteasas si fue influenciada, con un
incremento hasta la cuarta generacion. Los valores de mayor actividad fueron de 800 y 200
U/L para lipasa y proteasa, respectivamente.

Palabras clave: Actividad entomopatdgena, control bioldgico, lipasa, proteasa.

1. INTRODUCCION

Aproximadamente un 40 % del rendimiento total de la produccion de alimentos se pierde
por efecto de plagas y enfermedades (Chandler et al., 2011). Por lo tanto, el tema de control
de plagas que atacan los cultivos alimentarios sigue siendo un gran reto. Existe poco
criterio y un uso desmedido de los pesticidas quimicos que tradicionalmente se aplican, lo
que representa un enorme riesgo a la salud humana, contaminacion ambiental y generacién
de plagas resistentes (John & Jeeva 2014). Una de las alternativas que en afos recientes ha
generado gran expectativa es la utilizacion de organismos benéficos para el control de
plagas alimentarias (Glare et al., 2016). En este topico denominado ‘’Biocontrol’’ existen
relevantes investigaciones con respecto al uso de bacterias, insectos y hongos con
capacidades para controlar plagas de interés agrondmico mundial (De La Cruz-Quiroz et
al., 2011, Sarwar 2015). En particular los hongos del genero Metarhizium, Beauveria y
Trichoderma son algunos de los mas estudiados como biopesticidas (De los Santos-
Villalobos et al., 2012, Loera-Corral et al., 2016, Mascarin & Jaronski 2016).

Los hongos filamentosos han ganado un gran interes debido los mecanismos de accion que
presentan, como lo son: la competencia espacio y nutrientes, antibiosis y actividad
parasitica, los cuales en sinergia les confieren gran eficacia contra un amplio rango de
organismos plaga (Junaid et al., 2013). El parasitismo es uno de los mecanismos mas
efectivos que tienen los hongos filamentosos para atacar a sus enemigos, debido a la
produccion de enzimas liticas que les permiten degradar la pared celular de hongos,
insectos y nematodos para utilizarlos como fuente de carbono, causando su muerte (Holden
et al.,, 2003, Markovich & Kononova 2003, Tondje et al., 2007). El microorganismo
parasitante en el biocontol, produce enzimas como celulasas, quitinasas, proteasas y lipasas
que han sido asociadas a la degradacion de las estructuras tisulares de insectos, nematodos
y hongos pat6genos.

Algunas especies de Paecilomyces son importantes en el area de biocontrol, ya que es
reportado seguro para el uso en cultivos para consumo humano y de bajo impacto
ambiental. Es un género de microorganismos entomopatégenos muy atractivo para el
manejo integrado de insectos plaga, principalmente debido a las investigaciones donde
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muestran inhibicién y eliminacion de nematodos e insectos (Abbas et al., 2016, Dong et al.,
2016). Ademaés, Paecilomyces es un productor de una serie de enzimas importantes como
celulasas, xilanasas, proteasas, quitinasas, amilasas, entre otras (Herrera Bravo de Laguna
et al., 2015, Homthong et al., 2016). El objetivo principal de la presente investigacion
estuvo enfocado en la determinacion de la influencia de ocho generaciones continuas del
hongo Paecilomyces fumosoroseus y el efecto de la adicion de biomasa de Tenebrio molitor
en el medio de cultivo para la produccion de enzimas proteasas y lipasas.

2. MATERIALESY METODOS
2.1. Organismos y condiciones de cultivo

La cepa fungica de Paecilomyces fumosoroseus y el insecto Tenebrio molitor, fueron
proporcionados por el Centro de Microbiologia Aplicada (CEMAP) de la empresa
Agrobiological Control SA de CV. La cual se conservo en refrigeracion (4 °C) en agar
Sabouraud -Dextrosa-Levadura (SDY). El hongo fue reactivado sobre placas de Petri con
SDY a 25-28 °C durante 7 dias.

2.2. Activacion y cosecha de esporas de P. fumosoroseus

Larvas de T. molitor se sumergieron durante 30 segundos en una suspension de esporas de
P. fumosoroseus a una concentracion de 1x107 conidios/ mL. Después fueron colocadas en
cajas de Petri con la dieta recomendada (ABC SA. de CV.) llevando a cabo un monitoreo
constante hasta observar la mortalidad. Al final de la prueba, las larvas muertas con
desarrollo de micelio sobre la superficie fueron colocadas en una caja de Petri con agar
SDY. Las esporas de P. fumosoroseus fueron recuperadas del interior del insecto. Se utiliz6
el método de aislamiento por siembra por estria en placa para obtener un cultivo
monosporico activado. Las cajas de Petri fueron incubadas a 25-28 °C durante tres dias,
para después se resembrd un explante sobre placas con agar SDY e incubadas nuevamente.
Se recuperaron las esporas de P. fumosoroseus mediante el raspado de la superficie del agar
y colocadas en un desecador. Una semana después se colocaron las esporas en un frasco y
se almacenaron en refrigeracion (4 °C). A partir de esta etapa, se obtuvieron 8 generaciones
consecutivas de P. fumosoroseus mediante resiembra continua y evaluadas para la
produccion enzimatica.

2.3. Andlisis proximal de la composicién quimica de la larva de T. molitor

Se llevo a cabo la caracterizacion quimica de las larvas de T. molitor por medio de los
siguientes analisis: azucares totales (Dubois et al., 1956), cuantificacién de proteinas,
lipidos, fibra cruda, materia seca total, humedad y cenizas (AOAC 1990).

2.4. Cultivo de P. fumosoroseus en medio liquido

Las sales que componen el medio minimo Czapek-Dox (NaNOs 0.25 g, KH2PO4 0.10 g,
MgS040.05 g, KCI 0.05 g) fueron usadas en la formulacion del medio de cultivo. La fuente
de carbono fue sustituida por biomasa de T. molitor, agregando 2 g de biomasa por 100 mL
de medio de cultivo. Se utiliz6 una concentracion de 1x10° conidios/ mL para la
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inoculacion del medio de cultivo. La incubacion fue a 25-28 °C durante 5 dias en agitacion
constante de 200 rpm. El extracto enzimético fue obtenido separando la biomasa del cultivo
mediante filtracidn a través de papel Whatman® No. 1y después en membrana Millipore®
0.22 pum.

2.5. Determinacién de las actividades enzimaticas

La actividad proteasa fue estimada usando el sustrato cromogénico Azocoll (Knox &
Kennedy 1988). Se colocaron 10 mg de Azocoll en un tubo de ensayo, después de
agregaron 1 mL de buffer de acetatos (0.2 M, pH 5.5.), 3.9 mL de agua y 0.1 mL del
extracto enzimatico. Esta mezcla se incub0 en agitacion a 37 °C durante 30 minutos. La
reaccion enzimatica se detuvo al filtrar la mezcla por una membrana Millipore® de 0.22
um. La absorbancia se determino a una longitud de onda de 520 nm. Una unidad enzimatica
proteasa se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para generar un cambio en la
absorbancia de 0.01 por minuto. La actividad lipasa se determin6é por espectrometria
usando p-nitrofenil palmitato (p-NPP) como sustrato. Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 20 min. La absorbancia se determind a una longitud de onda de 348 nm cada 5 min
(Gupta et al., 2002). Una unidad enzimatica lipasa se definié como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 pumol de p-NPP por minuto.

3. RESULTADOS
3.1. Analisis proximal de la composicion quimica de T. molitor
El analisis quimico proximal de la biomasa de T. molitor (Tabla 1) muestra que el insecto
estaba conformado en su mayoria por azUcares totales y lipidos con un 39.16 % y 38.45 %,
respectivamente. Sin embargo, las proteinas representaron un importante porcentaje en la

composicion.

Tabla 1. Composicion quimica de la biomasa de T. molitor.

Moléculas Concentracion (%)
Materia seca total 96.16 + 0.181
AzUcares totales 39.62 +1.022

Lipidos totales 38.45 +0.954
Proteinas 23.31 + 0.563
Humedad 3.84 +£0.062

Cenizas 3.16 £ 0.074

3.2. Determinacion de las actividades enziméaticas

La evaluacion de las 8 generaciones de P. fumosoroseus permitié la observacion de un
patrén de produccién durante el estudio. Los valores de actividad lipasa resultaron con
cierto grado de homogeneidad, a diferencia de la actividad proteasa la cual incremento

145
Gomez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2017,2(2):142-150



ligeramente. La actividad lipasa mostro valores en un rango desde 400 a 800 U/L y la
actividad proteasa alcanzé valores de hasta 200 U/L (Figura 1).

900
800
700
600
500
400
300

200
100
0 L= | | I i i | |

1 2 3 4 5 6 7 8
Generaciones de P. fumosoroseus
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Fig. 1. Actividades enzimaticas de P. fumosoroseus usando biomasa de T. molitor como
sustrato inductor (Lipasa D y proteasa l])

4. DISCUSIONES

La actividad entomopatogénica de los hongos filamentosas sobre insectos plaga depende en
gran medida de la composicion quimica del mismo, la cual esta intimamente relacionada
con la edad y/o estadia del insecto. Es decir, a mayor edad la cuticula se vuelve cada vez
mas dura, por lo que es mejor atacar una cuticula joven mas suave y que por lo tanto sera
mas facil de degradar (Beris et al., 2013). La degradacion de la pared celular es el
mecanismo mas eficiente que muestran los hongos entomopatdogenos mediante la
produccion de enzimas con poder litico (Moore & Prior 1993, Khan et al., 2004,
Montesinos-Matias et al., 2011). Por lo tanto las enzimas liticas son comUnmente
producidas y secretadas para llevar a cabo la degradacion de huevecillos y de la cuticula de
nematodos, asi como de insectos, esencialmente constituidos por proteinas y quitina
asociados con lipidos y compuestos fenolicos (Khan et al., 2004, Castrillo et al., 2005).
Particularmente, T. molitor es un insecto que en su estado larvario esta compuesto por altos
porcentajes de lipidos y proteinas, con valores superiores al 35y 45 %, respectivamente
(Samuels & Paterson 1995). En el presente estudio, las larvas de T. molitor resultaron con
una composicién con altos niveles de lipidos, valor superior comparandolo con el 32 %
reportado por Paul et al., (2017). Niveles bajos de proteinas y valores altos de carbohidratos
fueron observados bajo las condiciones de determinacion, los cuales difieren a lo reportado
en literatura (Kim et al., 2017). Un dato importante es que la composicion de la biomasa de
T. molitor depende mayormente por el tipo de dieta suministrada, por lo que esta puede ser
la principal variacion en los datos de la composicion quimica proximal, asi como a las
condiciones medioambientales del crecimiento del insecto. De acuerdo con Khan et al.,
(2004), las principales actividades enzimaticas que participan como responsables en el
control bioldgico sobre insectos plaga son las proteasas y lipasas. Es por eso que fueron las
dos actividades enzimaticas evaluadas en el presente estudio. A pesar de haber detectado
baja concentracion de proteina en la biomasa de T. molitor, esta fue suficiente para inducir
la produccion de proteasas. La actividad proteasa determinada a partir de la generacion 1

146
Gomez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2017,2(2):142-150



del extracto de P. fumosoroseus resulta ser un valor muy bajo, sin embargo este valor
incrementa generacion por generacion hasta la numero 4 (200 U/L). Luego se mantiene
durante dos generaciones mas, para después disminuir en la 7 y 8 hasta estar por debajo de
las 100 U/L. Este comportamiento sugiere una posible adaptacién al tipo de proteinas que
componen a T. molitor y que estan contenidas en el medio de cultivo. La adaptacion
mencionada en el parrafo anterior podria influir en la capacidad del hongo para detectar la
proteina como sustrato y activar la produccion de proteasas especificas. La lipasa mostro
mayores niveles de actividad enziméatica en el extracto evaluado a través de las 8
generaciones de P. fumosoroseus, siempre estando por arriba de las 600 U/L exceptuando
la generacion 6 y 8 (entre 400 y 500 U/L, aproximadamente). La evaluacion de diferentes
generaciones activadas en biomasa de T. molitor mostro un valor de actividad lipasa alto,
sin embargo no hubo un incremento de actividad a partir de la generacion 1 hasta la 8. Lo
que sugiere que el mecanismo de produccion de lipasas pudiera estar expresado a su
maximo nivel desde la primera generacion sin importar si hay subsecuentes activaciones.
Las enzimas evaluadas en el presente reporte pueden facilitar la penetracion fisica, la
digestion de la composicién de las estructuras del hospedero, por lo que se mejoraria la
eficiencia de la infeccion en insectos plaga, ya sea por incremento de la virulencia o por el
aumento en la velocidad de infeccion. Esto demuestra que las enzimas degradadoras son
determinantes en el nivel de patogenicidad para la mayoria de los hongos
entomopatdgenos. Es por eso que actualmente existe un enfoque especial relacionado con
la produccion de enzimas liticas y este tipo de hongos, debido a los altos rendimientos
enzimaticos producidos. El género Paecilomyces tiene amplios reportes en este mismo
topico que van desde producciones exploratorias u optimizaciones evaluando cepas,
sustratos, condiciones de cultivo, etc. (Soares et al., 2010). En particular, la actividad
entomopatogena de P. fumosoroseus ha sido evaluada en contra de una serie de insectos en
donde comUnmente ha mostrado buenos resultados importantes en cuestion de control y
mortalidad. Saito &Aoki (1983), reportaron la evaluacion de P. fumosoroseus en contra de
Hyphantria cunea y Bombix mori. En ese trabajo los autores correlacionan la actividad
lipasa determinada con el tipo de &cido graso presente en el insecto. Afios después Ali et
al., (2009), reportaron la evaluacion de P. fumosoroseus en contra del insecto plaga Plutella
xylostella, al caus6 la muerte en menos de dos dias. En ese estudio los autores mencionan
que tal efecto fue correlacionado con la cepa flngica que mostré mayor actividad lipasa. T.
molitor es un insecto comunmente utilizado para la evaluacion de actividad
entomopatogena de un microorganismo, como lo reportado por Montesinos-Matias et al.,
(2011), quienes detectaron altos indices de virulencia de Beauveria bassiana y desarrollo
de biomasa sobre T. molitor asociados con la produccion de las enzimas liticas como
quitinasas, proteasas y lipasas. Los resultados encontrados en literatura coinciden en que las
enzimas lipasas y proteasas son determinantes en el impacto y patogenicidad de
Paecilomyces fumosoroseus con un rol de virulencia establecido hacia los insectos
hospederos. En el presente estudio la cepa de P. fumosoroseus evaluada demuestra ser un
hongo filamentoso que produce importantes niveles de proteasas y lipasas utilizando la
biomasa de la larva de T. molitor. Es decir que tiene el potencial para ser evaluado o
utilizado como agente activo en productos de control biolégico, mas preciso como
bioinsecticida. La produccion de lipasas no es afectada por el nimero de generaciones de P.
fumosoroseus, es decir bajo las condiciones de produccion se mantiene estable, sin embargo
es importante considerar que los microorganimos pueden presentar pérdida de actividad o
pérdida de virulencia al ser reproducidos de manera industrial bajo condiciones artificiales.
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En cambio, la produccion de proteasas si es influenciada por generacion. Dentro de algunas
de las perspectivas que se tienen para futuras investigaciones se encuentra la evaluacion y
determinacion de dosis letales, condiciones de aplicacion, produccion de biomasa de P.
fumosoroseus, escalamiento de produccion, vida de anaquel, viabilidad y efectividad.
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