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RESUMEN

Los hongos basidiomicetes son interesantes para muchos grupos de investigacion
y compafias biotecnoldgicas ya que tienen la capacidad de producir varias enzimas
como hidrolasas y oxidasas, entre éstas Ultimas destacan las lacasas con
aplicaciones industriales como el blanqueamiento de la pulpa para el papel, tratar
los desechos en la industria de las aceitunas, y de hidrocarburos derivados del
petrdleo. Entre los basidiomicetos destaca el género Pycnoporus ya que produce
metabolitos, asi como fenoxazina consideradas como flavonoides o pigmentos. con
actividad biolégica que abarcan desde agentes antimicrobianos, antifingicos,
antivirales, con interesantes posibilidades de biosintesis, lo que ha hecho
conveniente investigar a estos organismos. Sin embargo existen pocos estudios
respecto a la actividad insecticida de ésta especie, por lo que en este trabajo se
investigod el efecto insecticida de los sobrenadantes de tres cepas del basidiomicete
Pycnoporus cinnabarinus cepas HEMIM-51,53 y 74 cultivado en fermentacion sdlida
usando espuma de poliuretano(Puf) como soporte inerte, y de la cepa HEMIM-53
cultivada en Puf, reactor Airlift y reactor tanque agitado; el efecto fue evaluado
mediante microinyeccion en el pronotum de larvas de Spodoptera frugiperda o
gusano cogollero del maiz y Diatraea magnifactella del tercer instar. Posterior a la
inyeccion se mantuvieron las larvas en una dieta meridica y en observacion durante
96 horas, registrando efectos como pardlisis rigida y muerte determinandose el
efecto insecticida de los extractos. Ademas, se calculé una LDso de Ac. 3-HAA de
22.54 ug/g de larva. El sobrenadante mas eficiente fue el obtenido de la cepa
HEMIM-51 cultivada en fermentacién sélida en Puf ya que alcanz6 una mortalidad
del 86%.



1. INTRODUCCION

El estudio de las interacciones sinérgicas, antagonicas, o de comensalismo, etc., han
hecho posible la identificacion y caracterizacion de una gran cantidad de metabolitos
secundarios que presentan un amplio espectro de actividades biolégicas tanto en
bacterias como en hongos (Brizuela et al.,1998). Dichos compuestos se producen
mediante diferentes rutas metabolicas debido a diversos mecanismos en el caso de
actividades antifungicas, antivirales, citostaticas y reguladores del crecimiento. Sin
embargo, se han reportado diversos tipos, ademas de las antes mencionadas como
los antibidticos e insecticidas en caso de mecanismos de defensa (Guhong et al.,
2007).

En el manejo integral de plagas existe una oportunidad de aplicar compuestos con
propiedades insecticidas de origen natural en lugar de compuestos quimicos que sean
especificos para cada tipo de insecto, inhibiendo su crecimiento e, interfiriendo en el
desarrollo de su ciclo biologico, finalmente causando su muerte. Algunos hongos
basidiomicetos no son consumidos por insectos como Lepista clitocibe o Cantharellus,
aun tratandose de hongos comestibles para los humanos, lo que ha llamado la
atencion entre los investigadores que han aislado compuestos insecticidas de ellos
como: amatoxinas, falotoxinas, acido ibotenico, lectinas, asi como hemolisinas, a las
cuales se les atribuyen propiedades insecticidas (Wang et al., 2002).

Dentro de los hongos basidiomicetes se encuentra el género Pycnoporus que
producen varios metabolitos de interés biotecnoldgico, ademas de enzimas hidrolasas
y oxidasas, asi como pigmentos con actividad insecticida (Diaz et al., 2010). En
nuestro grupo de investigacibn se ha demostrado que los extractos de cuerpos
fructiferos, asi como los sobrenadantes del crecimiento en cultivo liquido en matraz y
reactores entre varias cepas del género Pycnoporus presentan actividad insecticida,
siendo la cepa mas interesante por dicha propiedad Pycnoporus cinnabarinus
HEMIM-51.



1.1 Género Pycnoporus

Este género pertenece al phylum Basidiomicota, al orden Poliporales, y a la familia
Polyporaceae; los hongos de este género son conocidos por ser fuertemente
ligninoliticos y por su eficiencia para degradar madera. Pycnoporus se ha usado para
evaluar barnices de recubrimiento y madera para la construccion de barcos (Trouvalest
et al., 2007). Forman un grupo cosmopolita de cuatro especies clasificados de acuerdo
con sus caracteristicas morfolégicas: Pycnoporus sanguineus, Pycnoporus coccineus,
Pycnoporus puniceus y Pycnoporus cinnabarinus (Lomascolo et al.,, 2011). Se
encuentran distribuidos en regiones tropicales y subtropicales en areas como el
hemisferio norte, en Africa, India y América.

En el afio 2011, se llevo a cabo un estudio respecto a la relacion filogeografica que
guardaban 36 cepas de Pycnoporus obtenidas de diferentes partes del mundo.
Utilizando técnicas moleculares se logro la mas reciente clasificacion por medio de
marcadores de ADN ribosomal con fragmentos ITS-5.8S - ITS2, posteriormente
basado en una regién parcial del gen de la B tubulina y finalmente en la secuencia
parcial del gen de las lacasas (laccl, 2, y 3). Con lo que se obtuvo la clasificacion de
6 subespecies: Pycnoporus sanguineus sensu stricto neotrépico, Pycnoporus cf.
sanguineus paleotropico, Pycnoporus coccineus sensu estricto Oceania, Pycnhoporus
cinnabarinus Europa, Pycnoporus cf. coccineus Asia oriental y Pycnoporus puniceus
(Lesage-Messen et al., 2011), en la figura 1, se muestra un mapa con la distribucién

de las subespecies antes mencionadas.
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Figura 1. Distribucion de subespecies de Pycnoporus

Al género Pycnoporus se le puede encontrar sobre troncos caidos, incluso sobre
madera quemada, son anuales, con forma de abanico o flabeliformes, se encuentran
adheridos al sustrato por la base por lo que no se le observa el pedunculo (Papinutti,
2013). Presenta una consistencia dura, tiene una longitud de 2 a 6 cm de diametro,
con la superficie lisa y zonas ligeramente marcadas como se ilustra en la figura 2
tomada en campo por Diaz., 2010.

Una caracteristica de este género es el intenso color rojo anaranjado conferido por los
compuestos cinabarina, tramesanguina y &cido cinabarinico los cuales son

importantes por sus propiedades biotecnolédgicas (Lomascolo et al., 2011).



Figura 2. Carpoforo de Pycnoporus cinnabarinus.

1.2 Pigmentos fungicos producidos por Pycnoporus cinnabarinus

Se ha reportado que las especies de Pycnoporus pueden producir hasta ocho
diferentes pigmentos con una base estructural fenoxazina 3-1 (Achembach y
Blim.,1991), que se ejemplifica en la figura 3. Por otra parte, se muestran los nombres
y férmulas de los pigmentos con esta estructura fenoxazina 3-1 mas conocidos y que
se han elucidado entre ellos Cinabarina, Tramesanguina, Acido cinabarinico,
Cinabarina o-Acetil, Acido2-amino-9-formilfenoxazona-1-carbonico, Acido métil éster
9-hidroximetil-2-metilamino-fenoxazona-1-carbénico, Fenoxazona y Picnoporina, en la
tabla 1 (Dias y Urban, 2009). Algunos pigmentos y en particular el &cido cinabarinico
han mostrado actividad antiviral en raptovirus a concentracion de 0.31 mg/mL
(Smania et al., 2003) y actividad bactericida contra bacterias patégenas Gram positivas
y negativas presentando valores de concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de
01.7-5.9 mg/mL, por lo que este compuesto es un antibiético que tiene potencial de
uso farmacol6gico en humanos, animales y plantas (Acosta-Urdapilleta et al., 2010).



Figura 3. Estructura Base fenoxazina con numeracion de radicales.

Tabla 1. Pigmentos reportados por Dias y Urban, 2009

Pigmentos R R R2
Cinabarina CH20H COOCH NH2
Tramesanguina CHO COOH NH2
Acido cinabarinico COOH COOH NH:
Cinabarina o-Acetil CH20Ac COOH NH2
Acido2-amino-9-formilfenoxazona-1- CHO COOH NH2
carbdénico

Acido métil éster 9-hidroximetil-2-metilamino - CH20H COOCH:s NHCHs
fenoxazona-1-carbonico

Fenoxazona H H H
Picnoporina CH(OCHs) OH COOCH NH2




2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de hongos

Desde diversos puntos de vista el cultivo de hongos ha tenido un creciente interés ya
gue constituyen uno de los grupos metabdlicamente mas diversos; tradicionalmente
los hongos han sido usados en ceremonias religiosas, medicina y como un
componente importante en la alimentacion. Representan una fuente de alto contenido
nutricional en la dieta humana, y actualmente muchos de sus metabolitos secundarios
tienen interés biotecnoldgico. Generando la busqueda de nuevos metabolitos en estos
hongos, asi como alternativas para producirlos rapidamente y de manera constante;
modificando condiciones, técnicas y medios de cultivo, usando inductores para
estimular la sintesis de enzimas y pigmentos.

Se sabe que tanto los sistemas, asi como, los medios de cultivo que se usan influyen
en el metabolismo del hongo produciendo cambios en su crecimiento, asociados a un
comportamiento fisiolégico debido a la expresion diferencial de sus genes en respuesta
a los cambios morfolégicos y en la produccion de metabolitos. En las uUltimas décadas
se han estudiado diferentes sistemas de cultivo como la fermentacién soélida, liquida y
sélida por adhesion a superficies (Ludefia, 2017). Asi como el efecto del uso de
diferentes inductores en el medio de cultivo favoreciendo la expresion de dichos
metabolitos. En el cultivo de hongos en soportes sélidos se han utilizado materiales
lignocelulésicos, aplicando las técnicas tradicionales para el cultivo de hongos
comestibles como Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus. Para Pycnoporus el tiempo
de cultivo para obtener los cuerpos fructiferos en sustrato solido es superior a 250 dias,
aunque se han obtenido buenos rendimientos de produccion de pigmentos, se requiere
demasiado tiempo para obtenerlos a partir del cuerpo fructifero (Acosta-Urdapilleta et
al., 2010). El cultivo sumergido ha sido el de mayor atencion, debido a que es una
alternativa muy eficiente y reproducible para obtener micelio, biomasa y metabolitos
fungicos (Petre, 2015). Ya que provee la oportunidad de producir altas concentraciones
de compuestos bioactivos como proteinas (enzimas), aminoacidos esenciales,
vitaminas, enzimas, biomasa y polisacaridos; con la opcion de escalar los procesos

desde laboratorio hasta nivel industrial en biorreactores de tanque agitado o de flujo



ascendente de aire (Airlift). Otro sistema de cultivo es el solido, este tipo de
fermentacion sdlida permite al hongo crecer de una forma mas parecida a como lo
hace en la naturaleza y algunas veces aumentar la produccion de sus metabolitos
secundarios. Una modalidad es crecer al hongo en un sustrato que le provea de todos
los nutrientes y al crecer lo degrade, como se realiza para obtener hongos comestibles,
medicinales o productores de metabolitos de interés biotecnolégico como enzimas o
antimicrobianos (Acosta et al., 2010). Otra modalidad es cuando el medio de cultivo se
embebe en un soporte inerte que pueden ser esferas de amberlita, una resina funcional
(Villegas et al.,1993, Auria et al., 1990) o cubos de espuma de poliuretano entre otros
(Zhu et al., 1994, Téllez-Téllez et al., 2008). En la figura 4 se ilustran los sistemas de
fermentacién. En la tabla 2 se resumen varios procesos de obtencion de metabolitos
secundarios, inductores y composicion de los medios de cultivo que se han utilizado

en el cultivo de Pycnoporus.
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Figura 4. Sistemas de fermentacidn: a) cultivo en bolsa con sustratos lignoceluldsicos; b) cultivo en caja
Petri con medio PDA; c) cultivo sdélido con espuma de poliuretano como soporte inerte y medio liquido
(puf); d) reactor en estado sélido, modelo de columnas; e) cultivo en matraz con medio liquido MT; f)
cultivo en reactor Airlift con medio liquido MT; g) cultivo en reactor tanque agitado con medio liquido
MT.



Tabla 2. Factores que interfieren en el metabolismo del hongo

Método de producciéon Inductores Fuente de carbono Fuente de nitrégeno
Bolsa de polipapel CuSo4 Glucosa Extracto de levadura
Caja Petri Metanol Fructosa Urea
Matraz Xilidina Galactosa Aceite de soya
Reactores Guaiacol Celulosa Sulfato de amonio
Soportes inertes Etanol Manosa peptona
DMSO Maltosa Extracto de malta
Acido felurico Xilosa

Alcohol veratril

Meza et al., 2006; Rodriguez y Toca, 2007; Tellez-Tellez et al., 2008 Acosta-Urdapilleta et al., 2010; Lomascolo et
al., 2011; Ramirez-Cavazos et al., 2014; Gogenoglu et al., 2014; Cruz-Mufioz et al., 2015

2.2 Sintesis del acido 3-hidroxiantranilico y cinabarinico por Pycnoporus
cinnabarinus

El &cido cinabarinico es un compuesto sintetizado a partir de la oxidacion de su
precursor, el acido 3-hidroxiantranilico, 3-HAA, por las enzimas tirosinasas,
peroxidasas y fenoxazina-sintasa y lacasas (Eggert et al., 1997,). (Figura 5). El acido
es en la via del acido Shikimico o del Shikimato es un intermediario en la sintesis del
triptéfano y el acido cinabarinico y la produccion de otros pigmentos. A su el 3-HAA
puede ser precursor o base en la sintesis de otros antibiéticos como la actinomicina D
y sus derivados tal como se muestra en la figura 6, un antibiético polipeptidico aislado
de bacterias del género Streptomyces (PubChem, 2016), pero sin la toxicidad de la
actinomicina que provoca reacciones secundarias al ser suministradas en humanos y
por lo tanto ahora se usa como anticancerigeno mas que antibiotico (Gogenoglu y

Pazarlioglu 2014).
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Figura 5. Biosintesis del &cido cinabarinico

Otro compuesto importante que sintetizan varias especies de Pycnoporus es la
cinabarina, que se encuentra en mayor proporcion en cuerpos fructiferos (Dias et al.,
2009). La cinabarina difiere del acido cinabarinico en que este Ultimo tiene dos grupos
radicales &cidos en la posicion Ry R1 y la cinabarina en la posicién R tiene un grupo
CH20H (Tabla 1). El 4cido 3HAA es un sustrato precursor de la cinabarina, un
antibiotico de amplio espectro. La dosis letal media de cinabarina LDso en ratones por
via oral corresponde a 1000 mg/kg mientras que para la actinomicina D es de 13
mg/Kg, si bien es 70 veces mas grande la LDso de la cinabarina, esto sugiere que se
requiere de una gran cantidad de cinabarina para provocar algun efecto adverso
ademas de que tiene la ventaja de la ausencia de reacciones secundarias (Liu et al.,
2005).

Sar Sar Sar,
Vi ~ 2 1
L-Pro L-Meval L-Pro L-M]eval L-Tro L~M|eval
2 | | D-val (0] D-val (0]
Dval O + — OTH 5 B OTH
C-Thr Y
\';O Ny NH,
0 0
CH, CH,

Actinomicina D

Figura 6. Comparacion de la estructura de los pigmentos de P. cinnabarinus y la actinomicina
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2.3 Importancia de las enzimas lacasas en la sintesis de los pigmentos de
Pycnoporus

Las lacasas pertenecen a la familia de las enzimas fenoloxidasas, multicobre, se
pueden encontrar en plantas y hongos, aunque recientemente se han identificado en
bacterias. Particularmente en hongos del género Pycnoporus, las lacasas son
segregadas al medio por el micelio, son glicoproteinas monoméricas extracelulares
cuya funcion en la naturaleza es catalizar reacciones de degradacion de la lignina para
la obtencion de energia, produccion de radicales libres fendlicos y metabolitos
antioxidantes u otros monémeros para la sintesis de otros compuestos como biomasa,
antibioticos, enzimas y melanina. Las fenoloxidasas, son capaces de oxidar una amplia
gama de compuestos fendlicos (orto, para, amino y polifenoles), entre ellos lignina
siendo el Oz reducido a H20. Ademas, poseen una gran importancia en muchos
procesos biotecnoldgicos en la industria alimenticia, textil, cosmética, del papel, etc.
(Rodriguez y Toca., 2006). La produccion de lacasas depende de las condiciones de
cultivo como: concentraciones de carbono y nitrogeno, adicion de surfactantes como
tween 80y la presencia de inductores y de iones metalicos como cobre (Lomascolo et
al., 2011).

Se producen ademas otras enzimas como hidrolasas entre ellas amilasas, pectinasa,
invertasas y xilanasas entre otras con un efecto catalitico hidrolizante degradan

celulosa para producir glucosa.
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2.4 Cultivo de Pycnoporus para la producciéon de enzimas como fenol oxidasas
e hidrolasas, acido 3- hidroxiantranilico (3-HAA), cinabarinay acido
cinabarinico.

Se han investigado medios de cultivo y diferentes condiciones en varios sistemas para
la produccion de pigmentos provenientes de Pycnoporus. Como cultivo en medio
liguido en matraz y reactores, en la tabla 3 se observa un listado de trabajos en los
cuales se evalud la produccion de acido cinabarinico en cultivo en liquido usando
algunos inductores para la produccion de lacasas y algunas hidrolasas. Por otra parte,
en la tabla 4 se resumen el cultivo de Pycnoporus en reactores con la finalidad de
producir enzimas y pigmentos.

En sustrato solido tanto en placa de Petri, bolsas de polipapel como en espuma de
poliuretano, los resultados dependiendo de los medios y los rendimientos obtenidos se
muestran en la tabla 5 (Smania et al., 1997; Baumer et al., 2008; Acosta-Urdapilleta et
al., 2010; Gogenogdlu y Pazarlioglu., 2014). Ademas, se han establecido las técnicas
para evaluar y cuantificar 3-HAA, cinnabarina y &cido cinabarinico mediante TLC,
absorbancia y HPLC, asi como biomasa, consumo de azucares, actividad antibiética e
insecticida (Adame 2008, Acosta-Urdapilleta et al., 2010; Ponce 2012; coronel, 2016;
Guadarrama 2016). y Puf en los cultivos en matraz y en biorreactores se logra
incrementar la actividad de lacasas, sin embargo, la concentracion de &acido

cinabarinico se mantiene en el mismo rango de concentracion.
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Autor

Acosta-
Urdapilleta et
al., 2010

Guadarrama,
2016

*Cuevas, 2017
Trabajo en
proceso

Amezcua, 2017

Lépez, 2017

Sustrato

Medio liquido con 3% bran

flakes(hojuelas de salvado de trigo)

en 60 mM de buffer de fosfato de
potasio, at 28°C and 250 rpm,

Medio MT con Glucosa 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L
CuSO, 0.01 g/L

Optimizado para producir
pigmentos

Glucosa

Extracto de levadura
Sulfato de cobre

Medio MT con Glucosa 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, y CusO,

0.01g/L

Medio MT con Glucosa 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, y CusO,

0.01g/L

*HEMIM= Herbario Micoldgico de Morelos

Cepa

*HEMIM-51

*HEMIM-79

*HEMIM-53

*HEMIM-51

*HEMIM-74

Pigmentos y enzimas

Lacasas

Lacasas
Ac. Cinabarinico

Lacasas
Ac. cinabarinico

Lacasas

Celulasas
Xilanasas
Amilasas

Lacasas

Celulasas
Xilanasas
Amilasas

Dias

7

15

15

15

Rendimiento

/

8,000 U/L
2.5 ug/mL

519,500 U/L
13.3pug/mL

54,000 U/L
106 U/L
300 U/L
220 U/L

17,860 U/L
55 U/L
65 U/L
65U/L



Autor

Diaz-Godinez
etal., 2016

Guadarrama
2016

Guadarrama
2016

sustrato

Medio con glucosa 10
g/L, extracto de levadura
5g/L

Cuso, (0.25 g/L)

Medio con glucosa 10
g/L, extracto de levadura
5g/L

Cuso, (0.25 g/L)

Medio con glucosa 10
g/L, extracto de levadura
5g/L, CusO,

(0.25 g/L)

Cepas

*HEMIM-79

*HEMIM-53

*HEMIM-53

sistema

Airlift

Airlift

Tanque agitado

Pigmentos y enzimas

Lacasas

Lacasas
Ac. cinabarinico

Lacasas
Ac. cinabarinico

Dias Rendimiento

15 200 U/L

15 8000 U/L
14 pg/mL

15 40,000 U/L
12 pg/mL
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Autor

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-51

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-52

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-52

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-53

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-53

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-54

Acosta-Urdapilleta et al., 2010
HEMIM-54

Amezcua, 2017
HEMIM-51

Lépez, 2017
HEMIM-74

Sustrato

PDA con aserrin de cedro,
pino y encino.

Harina integral medio HIT

Paja de avena

PDA con aserrin de cedro
Aserrin de cedro

PDA con aserrin de cedro
Paja de cedro

Medio MT

Glucosa 10 g/L,

Extracto de levadura 5 g/L,
CusO, 0.01 g/L

Medio MT

Glucosa 10 g/L,

Extracto de levadura 5 g/L,
CusO, 0.01 g/L

Sistema

Caja Petri

Caja Petri

Bolsa de
polipapel

Caja Petri

Bolsa de
polipapel

Caja de Petri

Bolsas de
polipapel

Puf
(espuma de
poliuretano)

Puf
(espuma de
poliuretano)

Pigmentos y
enzimas

cinnabarina

Cinnabarina

Cinnabarina

cinnabarina

cinnabarina

cinnabarina

cinnabarina

1. Lacasas
2. Ac. cinabarinico

1. Lacasas
2. Ac. cinabarinico

Tiempo
dias

7

250

250

250

16

16

Rendimiento

7 mgl/gr

8 mg/gr

25mg/gr

6 mg/gr

62 mg/gr

68 mg/g

1.0.58 U/L
2.1.40 pg/mL

1. 1.0 U/L
2. 0.6 pg/mL
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2.5 Actividad insecticida de Pycnoporus

La actividad insecticida del género Pycnoporus ha sido poco investigada, existe un
reporte donde fue evaluada contra mosquitos Aedes aegypti y Anopheles nuneztovari.
Buccker y colaboradores en el 2013 probaron cinco concentraciones de los extractos
acuosos de cuerpos fructiferos silvestres de Pycnoporus sanguineus en el rango de
100, 200, 300, 400 y 500 ppm, se determinG una concentracion letal media,
CLso =156.8 ppm. Hernandez en el 2014, realizé un trabajo de tesis en el que evaluo
el efecto insecticida de los extractos acetdnicos de cuerpos fructiferos cultivados en
aserrin de cedro de Pycnoporus sanguineus contra el lepidoptero Spodoptera
frugiperda (plaga del maiz) y obtuvo una dosis letal media, DLso = 1.183 mg/gr
mediante bioensayos de microinyeccién en larvas del tercer instar.

Se realizaron también pruebas a través de la ingesta, usando diferentes
concentraciones de extracto en el rango de 2.4 hasta 9.6 mg/mL adicionadas a la dieta
meridica, como resultado se observé un efecto de retraso en el crecimiento y causando
algunas malformaciones como falta de patas y alas en adultos. Ademas, se demostro
que dichos extractos no produjeron un efecto disuasivo para que las larvas dejaran de
comer.

Recientemente Diaz-Godinez y colaboradores en el 2016, en una estancia sabatica
en nuestro laboratorio, evaluaron la actividad enzimética, antioxidante, antimicrobiana
e insecticida del filtrado de la fermentacibn de Pycnoporus cinnabarinus cepa
HEMIM-79 producido en reactor airlift, se tomaron muestras cada 24 horas. Los
extractos presentaron actividad antibacterial en E. coliy S. aureus; el extracto obtenido
a las 240 horas (10 dias) de cultivo presento efecto bacteriostatico y a 264 horas (11
dias) y 288 (12 dias) horas de fermentacion se observo un efecto bactericida. La dosis
letal media para larvas de Diatraea magnifactella (plaga de la cafia de azucar) se
determind por medio de microinyeccién. Con un valor de LDso de 25.03 pg/mL. Cabe
destacar que es el primer reporte de actividad insecticida presente en extractos
provenientes de fermentacion en reactor Airlift (Diaz et al., 2010).
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Las interesantes actividades bioldgicas, particularmente la actividad insecticida que
presentan los extractos del hongo Pycnoporus ofrecen una alternativa en la busqueda
constante de metabolitos que ayuden a disminuir el uso de productos quimicos para el
control de plagas de importancia econémica como son algunos lepidopteros que
generan grandes pérdidas en la industria agropecuaria, plagas como Diatraea

magnifactella y Spodoptera frugiperda.

2.6 Diatraea magnifactellay Spodoptera frugiperda

El lepidéptero Diatraea magnifactella conocido cominmente como barrenador de la
cafia de azucar se encuentra ampliamente distribuido en las zonas cafieras de México,
se ha reportado su presencia en estados como: Campeche, Chiapas, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Morelos;
donde el cultivo de cafa esta ampliamente desarrollado (Rodriguez, 2009).

Esta plaga se alimenta de los tallos de la cafia de azucar y con esto favorece a la
entrada de patégenos secundarios, es dificil llevar a cabo un control efectivo ya que la
mayor parte de su ciclo de vida se encuentra en estadio larval como se ilustra en la
figura 7 ademas de gue son de habitos cripticos, durante este tiempo permanece en

el tallo de las plantas (Cuevas-Molina et al.,2015).
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Diatraea magnifactella

Huevo 5-8 dias Larva 41 dias Pupa 10-12 dias Adulto 4-8 dias
71 dias

r [ > B ¢ [ 5 [ €

Estadios larvales

Huevo 2-4 dias Larva 14-19 dias Pupa 7-8 dias Adulto 7-8 dias

. 30-40 dias
Spodoptera frugiperda

Cruz, 2015 y Rodriguez, 2009

Figura 7. Ciclos de vida de Diatraea magnifactella y Spodoptera frugiperda

Otra plaga importante es Spodoptera frugiperda, originaria de América con amplia
distribucion, aunque recientemente se ha encontrado en Africa; este lepidoptero causa
mayores dafios en cultivos con importancia econémica como: Maiz, arroz, sorgo y
cafia de azucar, algoddén entre otras ya que es polifago; en México principalmente
ataca los cultivos de maiz por ello es conocido como gusano cogollero del maiz.

Estos lepidopteros generan pérdidas importantes en el rendimiento de los cultivos
(Rodriguez del Bosque et al., 2008), por lo que es necesario encontrar alternativas
para su tratamiento que sean novedosas, efectivas y que no dafien al ambiente.

Anteriormente se ha mencionado que los pigmentos del hongo Pycnoporus
cinnabarinus particularmente el acido cinabarinico presentan actividades biologicas
interesantes, como antiviral, citotéxica, antioxidante, antifingica e insecticida, utiles en
aplicaciones biotecnolégicas, en diversas areas como la industria alimenticia,

cosmeética y el area de control bioldgico.
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Aun asi, su actividad insecticida ha sido poco investigada (Buccker et al., 2013;
Hernandez, 2014; Diaz et al., 2016). Por lo que en este trabajo nos proponemos
estudiar la actividad insecticida de extractos de Pycnoporus obtenidos con diferentes

sistemas o métodos de cultivo.

3. JUSTIFICACION

Debido al incremento en la resistencia a productos quimicos en el control de plagas,
es necesaria la busqueda de nuevas alternativas para combatirlas que sean menos
agresivas con el ambiente y menos dafinas a la salud humana; con la inquietud de
investigar nuevas fuentes de moléculas con potencial insecticida. En este trabajo se
pretende determinar el potencial insecticida de los sobrenadantes del cultivo liquido
Pycnoporus cinnabarinus HEMIM-53 en reactores tanque agitado y airlift frente a
Spodoptera frugiperda. Asi como el efecto de los sobrenadantes del cultivo sélido Puf
de las cepas de Pycnoporus cinnabarinus HEMIM-51, 53 y 74 sobre Spodoptera

frugiperda y Diatraea magnifactella mediante ensayos de microinyeccion e ingesta.

4. HIPOTESIS

Los sobrenadantes del cultivo en liquido y sélido (Puf), de las cepas de Pycnoporus
cinnabarinus HEMIM-51, 53 y 74 tendran actividad insecticida contra larvas de

Spodoptera frugiperda y Diatraea magnifactella.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la actividad insecticida de los sobrenadantes de las cepas HEMIM- 51, 53
y 74 obtenidos del cultivo de Pycnoporus cinnabarinus en fermentacion liquida y sélida.

5.2 Objetivos particulares

* Obtener los sobrenadantes de Pycnoporus cinnabarinus HEMIM- 51, 53y 74, a
partir de fermentacion liquida y solida.

+ Determinar la concentracion de acido cinabarinico y acido 3-hidroxiantranilico
en los sobrenadantes del cultivo.

* Evaluar la actividad insecticida de los sobrenadantes mediante ensayos de
microinyeccién en larvas de lepidépteros.

 Estimar el efecto crénico de los sobrenadantes en la dieta de larvas de
lepidopteros.

20



6. METODOLOGIA

6.1 Estrategia experimental general

Cultivo en fermentacion
solida en Puf matraz y

v

liquida en reactores.

Obtencion de los
sobrenadantes de cada
cultivo

|

Identificacion de pigmentos
por cromatografia en capa
fina de los extractos
obtenidos

Cuantificacion de

pigmentos purificados por ||
extraccion liquido-liquido
por RP-HPLC

Diagrama 1. Metodologia

Evaluacién de la actividad
insecticida por
microinyeccion

A 4

Evaluacion de la actividad
insecticida por ingesta

Analisis estadisticos

21



6.2 Obtencidon de los sobrenadantes

6.2.1 Organismos

Las cepas de Pycnoporus HEMIM-51, 53 y 74 fueron proporcionadas por la maestra
Lourdes Acosta Urdapilleta las cepas pertenecen al HEMIM (Herbario Micolégico de
Morelos), del Centro de Investigaciones Bioldgicas; de la Universidad Autbnoma del
Estado de Morelos y también se encuentran preservadas en el Laboratorio de
Estructura Funcién e Ingenieria de Proteinas en gliceroles a temperatura de -80°C y
también se mantienen viables. Los cultivos se mantienen por 15 dias en la caja Petriy
se resiembran en agar HIT y PDA.

Las colonias de lepidépteros Diatraea magnifactella y Spodoptera frugiperda se
mantienen en el laboratorio de control biolégico por la Dra. Veronica Obregon Barbosa
y la maestra Laura Lina. La actividad insecticida fue probada con larvas del tercer
instar de estos lepidopteros y fueron donadas por el laboratorio de control biol4gico.

6.2.2 Medios de Cultivo

Para el mantenimiento y activacion de las cepas de Pycnoporus se utiliz6 medio PDA
(agar papa-dextrosa). Para el cultivo en matraz; matraz con espuma de poliuretano ;
asi como reactor tanque agitado y reactor airlift se utilizé el medio MT (Medio de Téllez-
Téllez et al., 2008), en g/L: glucosa, 10; extracto de levadura, 5; KH2PO4, 0.6; MgS04,
0.5; K2HPO4, 0.4; CuS04, 0.25; FeS04, 0.05; MnS0O4, 0.05; ZnS0O4, 0.001; pH, 6.5
(ajustar con HCl o NaOH 0.1 N).

6.2.3 Cultivo en caja Petri

Con el fin de preservar las cepas se inoculé un disco de micelio de 3mm tomado de la
periferia del crecimiento en una caja Petri de 10 cm en medio PDA y se almaceno
durante 30 dias a 4°C.

Para activar la cepa se tomaron discos de micelio de 3 mm de la caja en que se
preserva la cepa a 4°C y se sembraron en medio PDA contenido en caja Petri, se
incubaron por 7 dias a 28°C.

22



6.2.4 Cultivo solido en espuma de poliuretano (Puf) como soporte inerte en
matraz

Este sistema requiere de un soporte inerte, en este caso se utilizd espuma de
poliuretano de la cual se agregaron 0.5 gramos a cada matraz de 250 mL. La espuma
de poliuretano se cortdé en trozos de 1cm x 1cm, fue lavada previamente con agua
caliente durante cinco minutos, después con agua fria por cinco minutos; este proceso
de repitié dos veces y se coloco en la estufa hasta secarse completamente. Después
a los matraces que contenian 0.5 g de Puf se les agrego 15 mL de medio MT. El inoculo
se realizé con tres discos de micelio de 3mm provenientes de la cepa previamente
activada, se incubaron a 25°C sin agitacion por 17 dias, se tomaron muestras diarias
a partir de 72 horas; de los sobrenadantes obtenidos de estas fermentaciones se

caracterizo la composicion de los pigmentos y se evaluo su actividad insecticida.

6.2.5 Cultivo en reactor tanque agitado

El proceso se inicié con el reactor previamente esterilizado por 15 minutos a 121°C
con capacidad 3L utilizdndose al 75% de capacidad es decir 2.25 L con el medio
optimizado, se mantuvo a temperatura de 28°C. Se instalaron los dispositivos del flujo
de aire que deben pasar por un filtro de 0.22 um. Se mantuvieron a un nivel de
aireacion 1 vvm (volumen de aire por volumen de liquido en un minuto) y al25 rpm.
El inéculo fue de siete dias de crecimiento en liquido en matraz equivalente al 10% del
volumen del reactor, una vez inoculado fue monitoreado por 20 dias; se tomaron
muestras a partir de las 72 horas, cada 24 horas y se evalud el extracto crudo,
(Guadarrama, 2016).

6.2.6 Cultivo en reactor airlift

El reactor airlift de 5 L fue esterilizado y operado con un volumen de trabajo del 75%
con medio MT a 121°C por 15 min, se le instalaron los dispositivos del flujo de aire que
pasan por un filtro de 0.22 ym. Se inoculd con el equivalente al 10% de su volumen
con caldo de cultivo de 7 dias a través de un matraz de inoculacion. Se us6 una tasa

de aireacion de 1 vwm y temperatura ambiente.
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La fermentacion durd un total de 20 dias, la primera muestra se tomé alas 72 hy a
partir de esta cada 24 h. Para obtener el extracto crudo, se filtré, centrifugo (10,000 g

por 10 min) y almaceno a temperatura de congelacion de -80°C.

6.2.7 Obtencion de los sobrenadantes

Para obtener los sobrenadantes se tomaron muestras cada 24 horas de los cultivos
sélidos en Puf en matraz y liquidos en reactores (Diagrama 1). Para el cultivo en sélido
los cubos de Puf se colocaron en una jeringa y mediante presion manual se obtuvo el
extracto crudo. El sobrenadante del cultivo liquido o extracto crudo se obtuvo por
filtracion en papel Whatman No. 4 usando un Kitasato conectado a una bomba de
vacio para remover el micelio. Los extractos obtenidos se centrifugaron a 7800 rpm
durante 10 min y se almacenaron a una temperatura de -20°C. Estos extractos seran
utilizados para evaluar la actividad insecticida en ambos lepidopteros segun el

bioensayo que se describe en la tabla 6 y la presencia de &cido 3-HAA y pigmentos.

6.2.8 Andlisis de cromatografia en capa fina

Se analizaron un total de 81 muestras mediante cromatografia en capa fina o TLC por
sus siglas en inglés “Thin layer chromatography”. Usando placas de gel de silice 60
F2s4, Merck, para identificar el 4cido cinabarinico y el acido 3-hidroxiantranilico. Se
aplicaron 20 pL de las muestras en la linea base sobre las placas de dimensiones 7
cm. de ancho x 10 cm. de largo, con un capilar, incluyendo los controles positivos acido
cinabarinico y antranilico. Posteriormente se desarroll6 la placa sumergiéndola en una
fase movil compuesta por una mezcla de solventes: benceno, acetato de etilo, acido

acético glacial y acido férmico en proporcién (12:6:1:1) (Pérez-Silva et al., 1988).
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Se calcularon los frentes de retencion de las bandas visibles y las reveladas con luz
ultravioleta, ademas los frentes de retencion de las bandas obtenidas en cada extracto
fueron comparados con los Fr de las bandas de los estandares CA Rf =0.49 (estandar
de &cido cinabarinico) y Rf = desconocido para el acido 3-HAA, asi como con los
frentes de retencion de las bandas reportadas en literatura y de esta manera se logré
la identificar el &cido cinabarinico y acido 3-hidroxiantranilico. Los Fr se calcularon con

la siguiente formula:

RF= Dmi/ De.
Donde:
Dmi = Distancia recorrida por el compuesto de la muestra de interés

De = Distancia recorrida por el compuesto de la muestra de interés

6.2.9 Determinacién de la concentracion del ACy 3-HAA por HPLC

Se realizaron extracciones liquido-liquido de las muestras de extracto crudo
(Diagramal), empleando acetato de etilo (1:1), se separaron las fases en un embudo
de decantaciéon de acuerdo con Guadarrama (2016). El extracto obtenido se secé 'y
fue resuspendido en acetonitrilo/agua (10/90), al igual que los controles positivos acido
3-HAA y AC. Las muestras en acetonitrilo/agua se inyectaron a volumen de 100 L al
puerto del cromatdgrafo (HPLC), empleando una columna de fase reversa Cis, con un
gradiente de acetonitrilo/agua (10/90, 0-5 min; 60/40, 5-55 min; 100/0, 55-65 min;
10/90, 65-70 min) a una longitud de onda de 435 nm y una tasa de flujo de 1 mL/min.
Mediante el cromatograma se obtuvieron los picos representativos del AC y 3HAA
determinando las areas bajo la curva. En el caso del pico del acido 3-HAA mostro un
tiempo de retencion que correspondioé al minuto 3 y al minuto 23 para el CA como se
muestra en los cromatogramas de las figuras 8 y 9. Las concentraciones se

interpolaron con una curva estandar.
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Figura 8. Cromatograma que muestra el pico correspondiente al acido cinabarinico (AC) con

tiempo de retencién en el minuto 23, indicado con una flecha.

mad

Figura 9. Cromatograma que muestra el pico correspondiente 3-HAA con tiempo de retenciéon

en el minuto 3, indicado con una flecha.
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6.3 Bioensayos de la actividad insecticida

Los bioensayos de la actividad insecticida se realizaron antes de terminar las
concentraciones de CA y 3-HAA por HPLC. Las muestras de los extractos crudos

fueron evaluadas por microinyeccion (Corzo et al., 2000).

6.3.1 Bioensayo de microinyeccion

Brevemente este experimento consistid6 en clasificar a las larvas de Spodoptera
frugiperda y Diatraea magnifactella por peso para determinar las dosis a inyectar. Se
formaron grupos de 5 larvas por tratamiento (cada extracto) con tres replicas. Las
larvas se inyectaron con dosis que representan un volumen equivalente al 10% de su
peso usando jeringas pediatricas para insulina (Figura 10). Posterior a la inyeccion las
larvas se depositaron en cajas Petri y se realizaron observaciones durante 24, 48,72
hasta un maximo de 96 horas para determinar la mortalidad. Los controles negativos
fueron grupos control de cinco larvas que se inyectaron solamente con agua destilada

estéril y con el medio de cultivo sin inocular (la estrategia se muestra en la tabla 6).

Figura 10. Inyeccion de larvas.
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Tabla 6. Bioensayos para evaluar los extractos obtenidos cada 24 horas de los cultivos en
liqguidos y sélidos.

Tratamient

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Control

Extract
del
tiempo
(Horas)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 Unico Larvas

Nidmero 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 75
de larvas

Total 75

X3

225

225

6.3.1.1 Bioensayo para determinar la LDso del 3-HAA en Spodoptera frugiperda

Se realiz6 un ensayo ventana con cinco dosis de acido 3-hidroxiantranilico comercial
de la marca Sigma Aldrich, dosis de: 0.5 ug/g; 2.25 ug/g ;5ug/g; 22.5 ug/g y 50 ug/g
(microgramo por gramo de larva). Se aplicaron por microinyeccion, posterior a la
aplicacion las larvas se depositaron en cajas de Petri para hacer observaciones
durante 24, 48, 72 hasta 96 horas, cada grupo fue constituido por cinco larvas y los
grupos control de cinco larvas que fueron inyectadas solamente con agua destilada

estéril.

6.3.1.2 Evaluacion de larespuesta crénica

Para evaluar el efecto cronico en las larvas se incorporo el extracto en hojas de maiz
cortadas en trozos de una pulgada cuadrada previamente pasadas por un tren de
desinfeccién conformado por lavados de hipoclorito de sodio al 1%, agua, alcohol
etilico al 70 %, agua, alcohol al 70%, agua, agua, agua, y finalmente se dejaron secar.
Se impregnaron las hojas con cada uno de los extractos por 30 minutos, se evaluaron
los extractos obtenidos en el dia 15 de la fermentacion de cepas 51,74 y 53 cultivadas
en puf, se realiz6é el mismo procedimiento con los controles que en este caso fueron el
medio de cultivo sin inocular y hojas sin extracto y sin medio de cultivo(la estrategia se
muestra en latabla 6), una vez secos los trozos de hoja ya impregnados con el extracto
o el medio de cultivo, se colocaron en cajas Petri que contenian una capa delgada de
agar para evitar que se deshidrataran las hojas y encima de los trozos de hoja se

colocé una larva neonata por cada caja.
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Se llevo registro diario de mortalidad, asi como de cambios morfologicos o de
comportamiento en comparacion con el grupo control, durante el tiempo que

consumieron las larvas el trozo completo de hoja.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencién de los extractos

Se obtuvieron los extractos provenientes de las fermentaciones sélida en matraz Puf
tomadas cada 24 horas a partir de las 32 primeras horas de fermentacién, se tomaron
los extractos de 15 dias; para el caso de la fermentacidon en reactores las muestras
fueron tomadas cada 24 horas por 18 dias, este proceso aplicd para todas las cepas

en fermentacion sdlida o liquida.

7.2. ldentificacion de pigmentos

7.2.1 Determinacién de pigmentos por TLC en fermentacion solido en Puf

En las 45 muestras, 15 de cada una de las cepas HEMIM-51,53 y 71 cultivadas en
solido en Puf. No se lograron observar las bandas visibles de los pigmentos debido a
la baja concentracion de ellos en las muestras, sin embargo, los controles de CA'y

3-HAA si se observaron con frente de retencion, Rf = 0.49 para el estandar de acido

cinabarinico y un Fr =0.64 para el acido 3-HAA.

7.2.2 Determinacion de pigmentos por TLC en fermentacion liqguida en reactores
En los 18 extractos de las cepas HEMIM-53 cultivada en STR y AL de las cuales no se
lograron observar las bandas visibles de los pigmentos a excepcion de las bandas de
los controles los cuales consistieron en acido cinabarinico y acido 3-HAA comerciales
los cuales presentan en promedio un frente de retencion, Rf =0.49 para el estandar de
acido cinabarinico y Rf = 0.64 para el acido 3-HAA. En la figura 11, se muestran los
resultados de las muestras en las placas de la cepa 53 cultivada en reactor Airlift, se

obtuvieron los mismos resultados con las muestras de las demas cepas, no se detectd
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CA ni 3-HAA, probablemente debido a las bajas concentraciones de los pigmentos en
las muestras. Para demostrar esto se hicieron placas de TLC usando extractos de las
mismas cepas obtenidos del cultivo de cuerpo fructifero, usando como controles; acido
cinabarinico y acido 3-HAA comerciales. Los resultados muestran las bandas
correspondientes a CA y 3-HAA que se perciben a simple vista y también revelados
bajo luz UV a una longitud de onda de 253/365 nm (Figura 11). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Guadarrama, 2016 quien en su trabajo sefalo que no
logré apreciar las bandas de los pigmentos en TLC en las muestras obtenidas de

extractos liquidos.

- e e B e Ml e
Ac Jwa X e W n
At

a) b) c)

Figura 11. Placas de TLC de la cepa 53 a) cultivada en
AL; b) Cultivada en STR c) Cultivada en Puf

Lo que contrasta con lo reportado por Coronel, 2016 quien en TLC empleando
extractos aceténicos de cuerpos fructiferos y usando como controles el acido
cinabarinico lograron apreciar diferentes bandas a simple vista. Un resultado
importante de este trabajo es la determinacion del Fr del 3-HAA control, el cual no se
habia calculado por lo que se realizé una TLC (Figura 12). Los resultados muestran
un Rf de 0.66 para el 3-HAA que corresponde al estandar de acido 3-HAA, que se
observaron en el trabajo de Coronel, 2016 pero no sabian a qué correspondia.

No se observd esta banda en ninguna de las muestras de fermentacion solida en Puf

o liquida en reactores.
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Ademas, en los extractos de cuerpos fructiferos para la cepa 51 una banda cercana
con Rf 0.67 que corresponde a la Tramesanguina segun lo reportado con Sullivan y
Henry en 1971, los carriles de las cepas 53 y 74 muestra dos bandas fluorescentes
con Rf 0.71 la cual también logré observar Acosta-Urdapilleta et al 2010 pero que no

se ha identificado y de 0.86 que corresponde a la Tramesanguina segun Pérez-Silva
et al 1988.

Figura 12. TLC de extractos de cuerpo fructifero cepas 51, 53 y 71 de Pycnoporus cinnabarinus, a) A

simple vista y b) con luz UV a 253nm.
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7.2.3 Determinacién pigmentos por HPLC

7.2.3.1 Curvas de calibracién de CA y 3HHA por RP-HPLC

Los cromatogramas muestran los picos a los tiempos correspondientes y con el area
bajo la curva se obtuvieron las concentraciones mediante una curva estandar
Guadarrama (2016).
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Concentracién de 3HAA (ng/ml)
1) 2)

Gréfica . 1) Curva estandar del acido cinabarinico, 2) Curva estandar del acido 3-HAA elaborada por
Guadarrama, 2016.
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7.2.3.2 Determinacion pigmentos por HPLC de la cepa HEMIM-51 en cultivo
solido Puf

Se determinaron las concentraciones de é&cido cinabarinico y &acido 3-HAA de los
sobrenadantes obtenidos de la cepa HEMIM-51, de Pycnoporus cinnabarinus cultivada
en fermentacion sdlida Puf. Los picos de CA y 3-HAA corresponden a los tiempos de
los estandares Guadarrama (2016). Se obtuvo el &rea bajo la curva y esta se interpolo
con una curva estandar ( grafica 2 ), se puede observar que la concentracién maxima
de acido 3-HAA en las muestras fue de 85 pg/mL en el dia 13 (312 horas) de la
fermentacién mientras que la concentracion maxima de CA fue de 1.09 ug/mL . Por
otro lado, la Concentracion minima de 3-HAA fue 0.46 ug/mL en el dia 3 y el acido
cinabarinico se observa el dia 14 con 1.67 ug/mL. De igual manera es importante

apreciar que el acido 3-HAA se encuentra en mayor concentracion que el acido

cinabarinico.
I ac. 3-HAA
e 3c. Cinabarinico
90 85.285 1.67 1.8
80 1.6
70 1.4
60 1.2
% 50 1
3 40 0.8
30 0.6
20 0.4
10 0.2
0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 00 11 12 13 14 15 MT

Muestras por dia

Gréfica 3. Concentraciones de acido 3-HAA y &cido cinabarinico de la cepa HEMIM-51 en cultivo
sélido Puf
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7.2.3.3 Determinacion de concentraciones por HPLC de la cepa HEMIM-74 en
cultivo sdlido Puf

De los sobrenadantes obtenidos de la cepa HEMIM-74, de Pycnoporus cinnabarinus
cultivada en fermentacion solida Puf fueron determinadas las concentraciones de acido
cinabarinico y acido 3-HAA por medio de HPLC, dichas concentraciones fueron
interpoladas con la curva estandar. Los resultados se muestran en la gréafica 3 en la
que se observa que la concentracion méaxima de acido 3-HAA en las muestras fue de
147.2 ug/mL en el dia 15 de la fermentacidon mientras que la concentraciéon minima de
acido 3-HAA se observa el dia 5 con 0.62 pug/mL. Podemos apreciar que el acido
3-HAA se encuentra en mayor concentracion que el acido cinabarinico ya que la

concentracion maxima de este se obtuvo el dia 12 con 1.34 pg/mL.

M ug/mL 3-HAA

=== |1g/mL cinabarinico

160
140
120

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Muestras por dia

Gréfica 4. Concentraciones de acido 3-HAA y acido cinabarinico de la cepa HEMIM-74 en
sobrenadantes del cultivo solido Puf
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7.2.3.4 Determinacion de concentraciones por HPLC de la cepa HEMIM-53 en
cultivo sdlido Puf

A partir de los extractos obtenidos de la cepa HEMIM-53, de Pycnoporus cinnabarinus
cultivada en fermentacion solida Puf fueron determinadas las concentraciones de acido
cinabarinico y acido 3-HAA por medio de HPLC, e interpoladas con una curva
estandar. Los resultados se muestran en la gréfica 4. Se observa que la concentracion
maxima de acido 3-HAA en las muestras fue de 334.1 ug/mL en el dia 12 de la
fermentacidn asimismo la concentracion minima fue del dia 1 con 3.5 pg/mL, mientras

que del &cido cinabarinico se observa la mayor concentracion el dia 8 con 8.11 pg/mL.

m pg/mlL 3-HAA

400 e ig/mL cinabarinic®

350 8

300
250

200

ug/mL

150

100

50

Muestras por dia

Gréfica 5. Concentraciones de 4acido 3-HAA y acido cinabarinico cepa HEMIM-53 en cultivo solido Puf
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3.2.3.5 Determinacion de concentraciones por HPLC de la cepa HEMIM-53 del
cultivo en STR

Por medio de HPLC fueron determinadas las concentraciones de acido cinabarinico y
acido 3-HAA de los extractos obtenidos de la cepa HEMIM-53, de Pycnoporus
cinnabarinus cultivada en Reactor tanque agitado. Los resultados se muestran en la
grafica 5 misma que muestra que la concentracion méaxima de &cido 3-HAA en las
muestras fue de 510.4 ug/mL en la muestra 1 correspondiente al dia 7 de la
fermentacién mientras que la concentracion méaxima de acido cinabarinico se observa

en la muestra 7 del dia 18 con 1.1 pg/mL.

600 - e g/ mL 3-HAA 3
e 1g/mL cinabarinico
510.4 2.65
500 2.5
400 2
-
%D 300 1.5
3 1.1
200 | 1
100 0.5
43.6 9.9
- 13.4 8.6
0 L 1 - I . I e
1 2 3 4 5 6 7

Muestras por dia

Graéfica 6. Concentraciones de acido 3-HAA y acido cinabarinico cepa HEMIM-53 del cultivo
en reactor tanque agitado
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7.2.3.6 Determinacion de concentraciones por HPLC de la cepa HEMIM-53 del
cultivo en AL

Se determinaron las concentraciones de acido cinabarinico y acido 3-HAA de los
sobrenadantes obtenidos de la cepa 53, de Pycnoporus cinnabarinus cultivada en
reactor Airlift por medio de HPLC, se interpolaron con la curva estandar. Los resultados
se muestran en la gréfica 6 y se puede observar que la concentracion maxima de &cido
3-HAA en las muestras medidas fue de 18.2 ug/mL en la muestra 4 del dia 18 de la
fermentacion de igual manera la concentracion méaxima de acido cinabarinico se

observa en la muestra 4 con 0.85 ug/mL.

m pg/ml 3-HAA

=== 1g/mL cinabarinico
20
18
16
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-
o
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Muestras por dia

Grafica 7. Concentraciones de acido 3-HAA y &cido cinabarinico cepa HEMIM-53 cultivada en reactor
Air Lift

37



7.3.1. Evaluacién de la actividad insecticida por microinyeccion

7.4.3.1 Evaluacién de la actividad insecticida por microinyeccion de extractos
obtenidos a partir de toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-51
en Spodoptera frugiperda

Se evaluaron las muestras tomadas cada 24 horas de la fermentacion a partir de las
72 horas por 15 dias. En la gréfica 7 se muestra el porcentaje de mortalidad de los
sobrenadantes de la cepa HEMIM-51 contra el insecto Spodoptera frugiperda. Cabe
resaltar que el extracto que presento mejor actividad fue el de la muestra 14 puesto
gue se alcanz6 una mortalidad del 86.7% £ 5.0 %., por el contrario los que presentaron
un menor porcentaje de mortalidad fueron los extractos de las muestras 2 y 6 ya que
se alcanzo6 una mortalidad del 46.7%; ademas es importante hacer notar que todos los
extractos presentan cierto porcentaje de mortalidad, en el caso de los controles se
presentd el 0% de mortalidad para las larvas tratadas con agua y con el medio de

cultivo MT sin inocular.
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0.0 0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Agua MT
Muestras / dia

Figura 8. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda tratadas con extractos de la
cepa HEMIM-51.
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7..3.2 Evaluacién de la actividad insecticida por microinyeccidon de extractos
obtenidos a partir de toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-51
en Diatraea magnifactella

Por otra parte, en la grafica 8 se muestra el porcentaje de mortalidad que causan los
sobrenadantes de la cepa 51 contra el insecto Diatraea magnifactella. En el caso de
los controles negativos se presentd 6.7% de mortalidad para las larvas tratadas con
agua, y con el medio de cultivo MT sin inocular el 13.3% de mortalidad, porcentaje que
fue restado a los tratamientos con medio de cultivo. Es importante hacer notar que
todos los extractos presentaron cierto porcentaje de mortalidad. El extracto que
presento mayor actividad insecticida fue el de la muestra del dia 11, con una mortalidad
del 60.0 + 7.0 %. Por el contrario, la muestra que presentdé un menor porcentaje de
mortalidad fue la muestra 1, con una mortalidad de 0 % igual que el medio de cultivo

sin inocular.

100
B promedio%
80 r
70
60
50
40

30

Porcentaje de mortalidad

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Agua MT
Muestras/dia

Gréfica 9. Porcentaje de mortalidad de larvas de Diatraea magnifactella tratadas con extractos de la
cepa HEMIM-51.
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7.3.3 Evaluacién de la actividad insecticida por microinyeccidon de extractos
obtenidos a partir de la toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-
74 en Spodoptera frugiperda

Se probaron los sobrenadantes de la cepa HEMIM-74 en larvas del tercer instar de
Spodoptera frugiperda y se presentan los resultados en la gréfica 9. Es importante
hacer notar que todos los extractos presentan cierto porcentaje de mortalidad no
obstante mas bajos en comparacién con los dos anteriores bioensayos, los extractos
que presentaron mayor porcentaje de mortalidad fueron los extractos de los dias 13 y
15 conun 53.3 £5.0, 46.7+6.0 %. Mientras que los que presentaron menor porcentaje
de mortalidad fueron los sobrenadantes de los dias 7 y 12 con el 13.3 % + 4.6% de
mortalidad. Asi mismo las larvas inyectadas con agua y/o el medio de cultivo MT sin

inocular mostraron un 0 % de mortalidad.
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Gréfica 10. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda tratadas con extractos de la
cepa HEMIM-74.
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7.3.4 Evaluacion de la actividad insecticida por microinyeccion de extractos
obtenidos a partir de toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-53
en Spodoptera frugiperda

Se probaron los sobrenadantes de la cepa HEMIM-53 en larvas del tercer instar de
Spodoptera frugiperda y se presentan los resultados en la grafica 10. El extracto que
presento mayor porcentaje de mortalidad fue el extracto del dia 3 con un 60 = 7 %,
seguido por los dias 5y 13 con 53.3 % de mortalidad . Mientras que el menor
porcentaje de mortalidad fue en los dias 4, 7,9y 12 con el 26.7 + 3.3 % de mortalidad,
para las larvas inyectadas con agua y el medio de cultivo MT sin inocular se observa

un 0 % de mortalidad.
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Gréfica 11. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda tratadas con extractos de la
cepa HEMIM-53.
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7.3.5 Evaluacion de la actividad insecticida por microinyeccion de extractos
obtenidos a partir de toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-53
en STR evaluada en Spodoptera frugiperda

Se probaron todos los sobrenadantes de la cepa HEMIM-53 en larvas del tercer instar
de Spodoptera frugiperda y se presentan los resultados en la grafica 11. Se puede
hacer notar que los extractos del dia 7, 15 y 16 presentan la mayor actividad insecticida
con un 66.7 + 3.0 % de mortalidad para los tres casos. Por el contario el extracto 9
solo presenta el 6.7 = 7% de mortalidad, el control con agua indicé una mortalidad del
6.7 £ 11.0 % porcentaje que fue restado de la mortalidad con los tratamientos y el
medio MT sin inocular se presenta el 0% de mortalidad.
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Grafica 12. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda con extractos de la cepa
HEMIM-53 cultivada en STR.
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7.3.6 Evaluacién de la actividad insecticida por microinyecciéon de extractos
obtenidos a partir de toma de muestras diarias del cultivo de la cepa HEMIM-53
en AL evaluada en Spodoptera frugiperda

Se probaron todos los sobrenadantes de la cepa HEMIM-53 en larvas del tercer instar
de Spodoptera frugiperda y se presentan los resultados en la grafica 12. Se puede
hacer notar que el extracto del dia 18 presenta la mayor actividad insecticida con un
73.3% * 4.0 % de mortalidad para los tres casos. Por el contario el extracto del dia 6
solo presenta el 6.7 £ 3.0% de mortalidad, el control con agua y el medio MT sin
inocular presentaron el 0% de mortalidad.

B promedio%

a0 r
80 r 73.3
VI
60 r
50

40 -
a0 26.726.7
20

10

Porcentaje de mortalidad

Em%b%bﬁ%ﬁ\?\%“&@b'%%b\:"‘&v%}@‘é

Muestras/ dia

Graéfica 13. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda con extractos de la cepa
HEMIM-53 cultivada en AL.
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7.3.7 Evaluacién de la actividad insecticida por microinyeccién del acido 3-HAA
comercial en Spodoptera frugiperda

Se realiz6 un ensayo ventana con cinco dosis de acido 3-hidroxiantranilco comercial
de la marca sigma aldrich, dosis de: 0.5ug/g, 2.25 ug/g, 5ug/g, 22.5 pg/g y 50ug/g
(microgramo por gramo de larva), los resultados se muestran en la grafica 13.

En el grupo tratado con la dosis més alta es decir de 50 pg/g se observa una mortalidad
gue del 66.7%, mientras que la dosis que presenté menor mortalidad fue la de 0.5 pg/g

con un 6.7% y en el caso del control que fue agua, se presentd 0% de mortalidad.
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Gréfica 14. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda tratadas con cinco
concentraciones diferentes de &cido 3-hidroxiantranilico.

Resulta interesante que la dosis de 22.5 pg/g mostré un porcentaje cercano al 50 %
por lo que se considerd pertinente calcular la LDso(dosis letal media) para tener un
valor exacto, el cual fue calculado con el programa Probit y arrojé como resultado una

LDso de 22.540 pg/g, y se muestra en la gréfica 14.
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Gréfica 15. Calculo de LDso con el programa Probit

7.4 Efecto sinérgico del Ac. Cinabarinico y 3-hidroxiantranilico en las muestras
con mayor mortalidad

En la tabla 7 podemos observar los porcentajes de mortalidad entre todos los
sobrenadantes de las fermentaciones sélida en Puf y liquido evaluados. En la tabla se
muestra en que dia fue obtenida la muestra, ademas de las concentraciones de 3-HAA
y AC, asi como las dosis usadas e inyectadas a las larvas. Se observa como control
positivo la concentracion de 3-HAA de Sigma a la que se obtuvo el 50% de mortalidad
en Spodoptera frugiperda. Todos los extractos presentaron arriba de un 50% de
mortalidad y suponemos que se debe al efecto sinérgico de dichos metabolitos. El
sobrenadante que presentd la mayor mortalidad de 87.3 % fue el obtenido de la cepa
HEMIM-51 cultivada en Puf en el dia 14, la dosis empleada contenia 4.25 ug/g de
3-HAA y 0.05 ug/g de AC, una concentracion casi seis veces menor en comparacion
con 22.54 ug/g de larva correspondiente a la LDso. el sobrenadante que presento
menor porcentaje de mortalidad fue el de la cepa 74 cultivada en Puf obtenido el dia
15 con un 53.3% , las dosis aplicadas a las larvas son de 7.36 pg/mL de 3-HAA y de
0.04 pg/mL AC; cabe resaltar que en ninguno de los casos mencionados es superada
la LDso de 22.54 ug/g de 3-HAA. El Unico caso en que se supera dicha dosis en el

sobrenadante obtenido de la cepa 53 cultivada en STR con una dosis de 25.5 ug/g.
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En todas las muestras la dosis de 3-HAA es mayor que la de AC, sin embargo, no
necesariamente el porcentaje de mortalidad tiene relacion directa con las
concentraciones de 3-HAA y AC por lo que podria tratarse de un efecto sinérgico de
ambos compuestos puesto que ya se ha demostrado que el 3-HAA tiene efecto de

manera independiente ya que se logré medir la LDso.

Tabla 7.Efecto sinérgico del Ac. Cinabarinico y Ac. 3-HAA en las muestras con mayor mortalidad

Tratamiento  Sistema  Lepidoptero % Dias Concentraciones Dosis
Mortalidad Ac. 3-HAA AC. Ac.3-HAA AC
po/mL po/mL na/g Ha/g
HEMIM-51 Puf Spodoptera 86.7 14 85.0 1.09 4.25 0.05
53 AL Spodoptera 73.3 18 18.8 0.85 0.91 0.04
53 STR Spodoptera 66.7 7 510.4 0.66 25.5 0.03
53 STR Spodoptera 66.7 15 29.9 0.63 1.45 0.03
53 STR Spodoptera 66.7 16 134 0.97 0.67 0.05
53 Puf Spodoptera 60.0 3 102.1 4.23 511 0.21
51 Puf Diatraea 60.0 11 15.0 0.88 0.75 0.04
74 Puf Spodoptera 53.3 15 147.2 0.72 7.36 0.04
3-HAA / Spodoptera 50.0 / / / 22.54 /

7.5 Evaluacién de larespuesta créonica

Para evaluar el efecto crénico en las larvas se incorporoé el extracto en hojas de maiz,
se llevo un registro diario de mortalidad asi como de cambios morfologicos hasta que
las larvas consumieron en su totalidad el trozo de hoja, este proceso dur6 15 dias; en
la figura 13 se muestran el registro visual que se realiz6 durante los quince dias, como
se puede observar las larvas consumieron en su totalidad los trozos de hoja sin mostrar
algun comportamiento o cambio en comparacion con el grupo control que se traté
solamente de hojas de maiz, estos resultados se observaron con los extractos de las
tres cepas HEMIM-51,53 y 74 por lo que solo se presentan imagenes de la cepa 53
probablemente no se tuvo efecto debido a los hébitos cripticos propios del estadio
larval de Diatraea magnifactella, ya que se introducen en la hoja y comen el interior y
después el exterior, también pudo suceder que el extracto perdiera efectividad ya que

es fotosensible, por lo cual no es la manera mas adecuada de probarlo.
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Figura 13. Registro visual de 15 dias de la respuesta crénica de la cepa HEMIM-53 en Diatraea

magnifactella
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8. CONCLUSIONES

Fueron obtenidos los sobrenadantes de Pycnoporus HEMIM-51, 53 y 74, a partir
de fermentacion sélida en Puf, asi como los sobrenadantes de Pycnoporus
HEMIM- 53 de fermentacion liquida en reactor tanque agitado y Airlift.

Se obtuvo el frente de retencion de acido cinabarinico = 0.41 y el del acido
3-HAA =0.64, en TLC.

Las muestras de los sobrenadantes presentaron bajas concentraciones de
3-HAA y CA probablemente, por lo que no se observaron los frentes de

retencion en las muestras por TLC.

Las concentraciones de 3-HAA y CA se obtuvieron mediante RP-HPLC los
resultados muestran que la presencia de acido 3-HAA es mayor que la de acido

cinabarinico en todas las muestras.

El extracto de la cepa HEMIM-51 de la fermentacion sélida en Puf fue el mas
eficiente frente al insecto Spodoptera frugiperda ya que alcanz6 una mortalidad
del 86%.

La LDso para Spodoptera frugiperda se obtuvo con una dosis de 22.54 ug/g de

larva.

Existe un efecto insecticida sinérgico entre el 3-HAA y el CA frente a S.

frugiperda.

El extracto de la cepa HEMIM-74 de la fermentacion sélida en Puf fue el mas
eficiente frente al insecto Diatraea magnifactella ya que alcanz6 una mortalidad
del 60%.

El efecto cronico de los sobrenadantes en hojas de maiz no se observd en

larvas neonatas de S. frugiperda.
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