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1. Control Microbiano de Plagas

Se proyecta que la poblacidon mundial ascenderda a 9.700 millones de
habitantes en el afio 2050. En este escenario, el desarrollo de estrategias para asegurar la
provision de alimentos de manera econdmica y sustentable se ha convertido en una prioridad
global (Godfray et al., 2010). Los artrépodos plaga son los principales responsables en la
limitacion de la produccion de alimentos. Se estima que las pérdidas econémicas debido al
dafio a cultivos causadas por estas plagas ascienden a varios billones de dolares por afio,
correspondiendo a aproximadamente el 15% de la produccion global (Hussain et al., 2014).
El control de artropodos plaga con pesticidas quimicos ha sido la estrategia mas ampliamente
utilizada a lo largo de los afios. Sin embargo, su uso ha traido como consecuencia varios
problemas como la prevalencia de poblaciones resistentes a insecticidas, brotes de plagas
secundarias normalmente controladas por enemigos naturales, riesgos de seguridad para
humanos y animales domésticos, contaminaciéon de aguas subterraneas, disminucién de la
biodiversidad y otras preocupaciones ambientales. Estos problemas han estimulado un mayor
interés en el manejo integrado de plagas (MIP), que propone la utilizacion de productos
quimicos mas selectivos, menos toxicos, aplicandolos en dosis minimas y
complementandolos con otras estrategias de control ecologicamente aceptables. Entre sus
tacticas se destaca el control bioldgico, basado en el empleo de bioplaguicidas: productos
derivados de animales, plantas y microorganismos (entomopatégenos) para prevenir, repeler,
eliminar o reducir los dafos causados por las plagas (Lecuona, 1996; Lacey et al., 2001,
Kumar y Kalita, 2017). En este sentido, distintos microorganismos se emplean como agentes
de control microbiano (una rama del control bioldgico) de insectos en cultivos al aire libre e
invernaderos, huertos, plantas ornamentales, pastos y césped, productos almacenados y

silvicultura; asi como para el control de insectos vectores de enfermedades de importancia
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médica y veterinaria. Los organismos entomopatdgenos utilizados para el control microbiano
incluyen bacterias, virus, hongos, protozoos y nematodos (Lacey et al., 2015). Sumado a su
eficacia, las ventajas para su uso son numerosas, ¢ incluyen seguridad para los seres humanos
y otros organismos no blanco, reduccion de los residuos de plaguicidas en los alimentos,
rapida biodegradacion, preservacion de otros enemigos naturales y aumento de la
biodiversidad en los ecosistemas. Sin embargo, en la actualidad los bioplaguicidas sélo
conforman un 5% del mercado para la proteccion de cultivos (Lacey et al., 2001; Lacey et al.,
2015; Deshayes et al., 2017). Los motivos estan relacionados con la velocidad de muerte de
sus hospedadores, persistencia, especificidad (rango de accion demasiado amplio o
demasiado estrecho) y costos de produccion y almacenamiento comparados con los
insecticidas quimicos convencionales. Su mayor utilizacion requerird mejoras en diversos
aspectos, como en la velocidad de muerte, en el rendimiento en condiciones ambientales
especificas, en la eficiencia en su produccion y formulacion que permitan una facil aplicacion,
mayor persistencia ambiental y mayor vida util. Por otra parte, se requiere una mayor
comprension de cémo articulardan en los sistemas integrados de manejo mediante su
interaccion con el medio ambiente y con otros componentes del MIP, y una mayor
apreciacion de sus ventajas ambientales para la aceptacion de los productores y el publico en

general (Lacey et al., 2001, Deshayes et al., 2017).
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2. Los hongos entomopatogenos como agentes de control microbiano

En la actualidad, los hongos entomopatdgenos son utilizados para el control bioldgico
de un gran numero de especies plaga de sistemas agricolas, incluyendo afidos, escarabajos,
saltamontes, polillas, mariposas, termitas, gorgojos, moscas blancas (Lacey et al., 2015;
Deshayes et al., 2017), asi como de artrépodos de importancia médica y veterinaria, como
mosquitos, vinchucas, chinches de cama, garrapatas y moscas tse tse (Blanford et al., 2005;
Scholte et al., 2006; Pedrini et al., 2009; Fang y St. Leger, 2012; Fernandes et al., 2012;
Maniania et al., 2013; Zhao et al., 2016, Barbarin et al., 2017).

Los hongos entomopatdégenos no afectan negativamente a organismos no-blanco, son
de produccion facil y econdmica, muestran una alta especificidad y son seguros para el
operador que los aplica. Ademas, pueden iniciar epizootias donde el hongo es transmitido
eficientemente de forma horizontal y pueden replicarse dentro de sus hospedadores,
produciendo esporas virulentas. Asimismo, también pueden ser endofitos de plantas,
antagonistas de fitopatogenos, colonizadores de la rizésfera y promotores del crecimiento de
las plantas. Estos atributos recientemente reportados ofrecen la posibilidad de utilizar hongos
en multiples roles (Moonjeli et al., 2016). Ademas del control de plagas de artrépodos,
algunas especies de hongos podrian simultaneamente suprimir patéogenos de plantas y
nematodos pardsitos de plantas, asi como promover el crecimiento de las mismas (Lacey et
al., 2001; Hussain et al., 2014).

Se ha recopilado una lista de 171 micoinsecticidas y micoacaricidas en el mundo (de
Faria and Wright, 2007). De ellos, solo nueve especies fungicas estan disponibles en el
mercado como agentes microbianos de control biologico: Beauveria bassiana, Beauveria

brongniartii, Hirsutella thompsonii, Isaria fumosorosea, Lecanicillium (Verticillium) spp.,
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Metarhizium spp, Sporothrix insectorum, Conidiobolus thromboides y Lagenidium

giganteum (Deshayes et al., 2017).

2.1. Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo cosmopolita de aspecto hialino, de conidios esféricos,
tipicamente entre 1,5 y 5,5 um de didmetro, y paredes lisas. Ha sido aislado del suelo,
artropodos, tejidos vegetales vivos y aire (Feng et al., 1994; Zimmerman, 2007; Rehner et al.,
2011). Beauveria bassiana es una de las especies de hongos entomopatdgenos mas estudiada,
con un amplio rango de hospedadores que superan las 200 especies de insectos dentro de
nueve ordenes, entre los que se destacan Lediroptera y Coleoptera, y se extiende también a
garrapatas y acaros (Feng et al., 1994; Mascarin y Jaronski, 2016). Asimismo, tiene la
capacidad de formar interacciones simbioticas con plantas (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2016),

evidenciando un rol protector contra patégenos de plantas (Ownley et al., 2008).

3. Propagulos fungicos

Para la utilizacion de hongos como bioplaguicidas, es necesario producir la maxima
cantidad de propagulos fingicos vivos, estables e infectivos para el insecto blanco a controlar.
Es crucial entonces que los hongos puedan ser producidos masivamente de manera
econdmica y almacenarse correctamente manteniendo su capacidad infectiva en el ambiente
donde fueran a utilizarse. Para ello, se emplean sistemas de produccion liquidos y sélidos,
siendo los primeros de preferencia por su sencillo control de variables en el proceso, como
pH, agitacion, aireacion y temperatura, entre otras variables (Deshpande, 1999; Jackson et al.,

2010).
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Los propagulos mas estudiados y utilizados en productos comerciales son los
conidios; sin embargo, en los ultimos afos se han desarrollado formulaciones basadas en
blastosporos y algunas mas novedosas basadas cimulos hifales (Jackson et al., 2010, Lacey

etal., 2015).

3.1. Conidios

Los conidios pueden ser aéreos o sumergidos. Los aéreos se obtienen en cultivos de
soporte soOlido y representan los propagulos mas utilizados en formulaciones por su
resistencia a factores abioticos (de Faria y Wraight, 2007). En B. bassiana, los conidios
aéreos son muy hidrofébicos, presumiblemente por la presencia de hidrofobinas en su
superficie, con la capacidad de adherirse a superficies altamente hidrofébicas, como Ia
cuticula de insectos (Holder y Keyhani, 2005; Holder et al., 2007). En cambio, los conidios
sumergidos son producidos en medios liquidos ricos, son células relativamente hidrofobicas,

pudiendo adherirse a todo tipo de superficies (Holder y Keyhani, 2005; Holder 2007).

3.2. Blastosporos

Los blastosporos son producidos artificialmente en medios liquidos. Son células
similares a levaduras de rapido crecimiento, que al igual que los cuerpos hifales producidos
in vivo, tienen la capacidad de evadir el sistema inmune del hospedador (Holder et al., 2007,
Jackson et al., 2010). Los blastosporos de I fumosorosea y B. bassiana son estables,
tolerantes a la desecacion, tienen bajos costos de produccion en medios apropiados, son
viables luego de su almacenamiento por tiempos prolongados, asi como patégenos de ninfas

de mosca blanca en condiciones de laboratorio (Mascarin et al., 2015).
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3.3. Pellets miceliales

En cultivos liquidos, la morfologia de crecimiento en hongos filamentosos varia desde
micelios libremente dispersos a pellets densos. Los pellets miceliales son agregados esféricos
de una red ramificada y parcialmente entrelazada de hifas. Han sido ampliamente estudiados
para la produccion de metabolitos en cultivos industriales como 4cido citrico, glucosa oxidasa
y glucoamilasa, entre otros, ya que puede evitarse el aumento en la viscosidad del cultivo, y
para estos casos, la transferencia de oxigeno y nutrientes es considerablemente mejor que en
cultivos de micelio convencionales. Sin embargo, la utilizaciéon de pellets también trae
aparejados inconvenientes por la formacion de un gradiente de nutrientes hacia el centro de la
estructura, por lo que su implementaciéon en los cultivos depende de la naturaleza del
producto de interés (Wucherpfennig et al., 2010). No se ha reportado la formacién de pellets

miceliales en B. bassiana.

3.4. Microesclerocios

Los esclerocios son agregados hifales compactos que frecuentemente se presentan
como estructuras de resistencia que se melanizan durante su desarrollo. Estas estructuras
fingicas han sido ampliamente reportadas en hongos fitopatégenos, y en menor medida, en
hongos entomopatdgenos. Asimismo, se hallé que los cuerpos esclerotiales encontrados en
cadaveres de insectos podian producir conidios infectivos (Speare, 1920; Sprenkel et al.,
1977). El hongo entomopatégeno M. anisopliae produce grandes cantidades de esclerocios
pequefios, bajo condiciones nutricionales especificas en fermentaciones liquidas,
denominados microesclerocios (ME) (Jackson et al., 2010). Los ME son estructuras de 500-
600 um que tipicamente se presentan de forma melanizada, toleran la desecacion y son
capaces de utilizar reservas endogenas para la produccion de conidios (Jackson y Payne,

2016). Se ha comprobado su eficiencia en ensayos de laboratorio contra distintas especies de
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insectos como Tetanops myopaeformis, Frankliniella occidentalis, Alphitobius diaperinus,
Etiella zinckenella, Ixodes scapularis, Popillia japonica, Phyllophaga spp., Cyclocephala spp
y Anoplophora glabripennis (Jaronski y Jackson, 2008; Jackson y Jaronski, 2009; Wang et al.,
2012; Behle et al., 2013; Behle y Jackson, 2014; Song et al., 2014; Behle y Goett, 2016;
Globe et al., 2016). También se evalud la persistencia y viabilidad de microesclerocios de M.
brunneum en suelos, asi como su efectividad para controlar Popillia japonica en ensayos a
campo (Behle et al., 2015; Behle y Goett, 2016). Se ha sugerido que la diferenciacion de
conidios a ME es desencadenada por un escenario de estrés oxidativo (Papapostolou y
Georgiou, 2010a, 2010b; Song et al., 2013; Jiang et al., 2014; Liu et al., 2014; Zhou et al.,

2015).

4. Estrés fingico

Existen diferentes situaciones de estrés que los hongos entomopatogenos deben
atravesar y mitigar durante su desarrollo, entre los que se destacan estrés térmico, estrés a la
radiacion solar, estrés osmotico y estrés oxidativo (Lovett y St. Leger, 2015). Durante el
proceso de infeccion, los hongos entomopatdégenos conviven en distintos ambientes,
incluyendo la epicuticula de naturaleza hidrofobica, la procuticula compuesta de quitina, y la
hemolinfa hipertonica. Por lo tanto, durante el ciclo de infeccidon, cada proceso particular
presenta un desafio diferente que el hongo debe atravesar para culminar un ciclo infectivo
exitoso (Pedrini, 2017). Se ha demostrado que cada uno de estos procesos involucra la
expresion de cientos de genes relacionados con transduccion de sefales, degradacion de
cuticula, evasion del sistema inmune y reorganizacion de la pared celular (Lovett y St. Leger,

2015). Asimismo, se ha descripto que las especies reactivas de oxigeno (ROS) estan
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involucradas en la metamorfosis a ME (Papapostolou y Georgiou, 2010a, 2010b; Song et al.,
2013; Jiang et al., 2014; Liu et al., 2014; Zhou et al., 2015).

La baja supervivencia luego de su aplicacion a campo se debe en mayor medida a la
exposicion a factores abidticos como la radiacion solar y diferentes temperaturas que limitan
su eficiencia (Fernandes et al., 2015; Lovett y St. Leger, 2015; Ortiz-Urquiza y Keyhani,
2015). La radiacion ultravioleta provoca la formacion de radicales superdxido, la formacion
de dimeros de pirimidina y/o 6-4 fotoproductos en el ADN, que pueden causar distorsion en
la hélice de ADN y errores en la replicacion (Fernandes et al., 2007). Las fluctuaciones de
temperatura pueden provocar un desbalance osmotico, asi como la generacion de radicales
libres. Para mitigar estos efectos, se ha hallado que el hongo es capaz de producir
carbohidratos solubles como trehalosa y manitol (Lovett y St. Leger, 2015; Ortiz-Urquiza y
Keyhani, 2015).

Las ROS pueden aparecer por efectos ambientales o debido a procesos metabolicos
internos. Dada su naturaleza, pueden provocar dafio en componentes celulares como
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos. Sin embargo, algunas ROS como el
o6xido nitrico también pueden funcionar como moléculas de sefializacién. Asimismo, las ROS
pueden provenir de las defensas del hospedador o bien pueden producirse en el hongo para
atacar las estructuras y defensas del insecto. Més alla de la fuente, la habilidad de responder
frente a estas especies es critica, y para ello los hongos utilizan un sistema de defensa
antioxidante parcialmente solapado (Huarte-Bonnet et al., 2015; Ortiz-Urquiza y Keyhani,

2015).

4.1. Defensa antioxidante en B. bassiana
Las especies reactivas de oxigeno incluyen peroxido de hidrogeno, oxigeno singlete y

radicales libres como radicales hidroxilo (*OH) e iones superoxido (O2 *—), que pueden ser
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degradadas a través de varios mecanismos especificos e inespecificos (Luschak, 2011). Las
enzimas mas importantes en la detoxificacion de estos compuestos son:

Superoxido dismutasas (SOD)

Las SOD son metaloproteinas que detoxifican los radicales superdxido convirtiéndolos en
perdxido de hidrégeno y agua (Fridovich, 1995). B. bassiana presenta 3 isoformas: una SOD
dependiente de cobre y zinc (Cu/Zn-SOD) localizada en el citosol y codificada por el gen
Bbsodl y dos SOD dependientes de manganeso (Mn-SOD) localizadas en el citosol y en la
mitocondria y codificadas por los genes Bbsod2 y Bbsod3, respectivamente (Xie et al., 2010,
2012).

Catalasas (CAT)

Las CAT son enzimas que catalizan la degradacion del peréxido de hidrégeno. El H,O,
puede actuar como sustrato y dador de hidrogeno simultaneamente (funcidon catalasa)
produciendo H,O y O3:

E +H,0, — E-H,O,

E-H,0, + H,0, — E+0O,+2H,0

O bien, ser utilizado para oxidar diversos compuestos (alcoholes, aldehidos) mediante una
peroxidacion (funcion peroxidasa):

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

De acuerdo a estos mecanismos, existen dos tipos de catalasas: las catalasa-peroxidasas
(bifuncionales) y las catalasas verdaderas (monofuncionales). La familia de la catalasas de B.
bassiana se compone de cinco isoformas: CATA (especifica de esporas), CATB (secretada),
CATP (peroxisomica), CATC (citoplasmica) y CATD (catalasa/peroxidasa secretada) (Wang

etal., 2013).
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Glutation peroxidasas (GPx)

Las GPx son enzimas dependientes de selenio que reducen el peréxido de hidrogeno y otros
hidroperoxidos orgéanicos, tales como hidroperoxidos de acidos grasos, oxidando moléculas
de glutation (GSH) (Michiels et al., 1994).

Glutation-S-transferasas(GST)

Las GST son enzimas de detoxificacion de fase II que presentan la capacidad de conjugar una

amplia gama de xenobioticos potencialmente dafiinos con el GSH (Ketterer et al., 1983).

4.2. Peroxidacion lipidica por estrés oxidativo

Las membranas celulares son especialmente vulnerables a la oxidacion por ROS
debido a su alta concentraciéon de acidos grasos poliinsaturados (Esterbauer, 1996). La
peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (LPO) provoca dafios estructurales en las
membranas y genera productos secundarios altamente toxicos. El grado de peroxidacion
lipidica es uno de los parametros mas utilizados para cuantificar el dafio inducido por

radicales libres a nivel celular (Esterbauer, 1996; Pamplona et al 2002; Catala, 2006).

5. Mecanismo de accion de hongos entomopatogenos

A diferencia de otros patogenos de insectos, los hongos entomopatégenos no
necesitan ser ingeridos para comenzar el ciclo infectivo, ya que en general invaden al
hospedador mediante la penetracion de su cuticula (Pedrini et al., 2007). El ciclo infectivo se

esquematiza en la figura 1.
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Epidermis
Hemolinfa

Figura 1: Esquema del ciclo infectivo de hongos entomopatdgenos, adaptado de Valero-Jiménez et al.
(2016). (A) Un conidio se adhiere a la cuticula del insecto (paso 1). El conidio germina y se produce el tubo
germinal (paso 2). La presidn mecanica, la secrecion de enzimas y la degradacion de componentes
cuticulares se emplean para romper la cuticula (paso 3). El hongo cambia al crecimiento de cuerpos hifales
(semejantes a blastosporos) para colonizar el hemocele del hospedador (paso 4), donde secreta toxinas y se
alimenta de azicares en la hemolinfa. Los blastosporos evaden o superan las respuestas inmunes del
hospedador (paso 5). (B) Después de que el huésped ha muerto (paso 6), el hongo rompe la cuticula
nuevamente desde el interior y esporula en el cadaver (paso 7). Las flechas indican la direccion del
crecimiento de las células fingicas.

Las etapas mediante las cuales se produce la infeccion flingica se detallan a

continuacion:

Adherencia de los hongos a la superficie cuticular

El primer paso en el proceso de infeccion es la adhesion de conidios en la superficie del
hospedador. Como la mortalidad es dependiente de la dosis, es crucial que la mayor cantidad
de conidios puedan adherirse a la cuticula (Butt et al., 2016). La fijacion de los conidios a la
superficie depende de interacciones hidrofébicas y electrostaticas inespecificas entre la
superficie de los conidios y la cuticula del insecto (Butt et al., 2016; Valero-Jiménez et al.,
2016). En B. bassiana la superficie de los conidios aéreos contiene una capa compuesta de
hidrofobinas que facilitan la fijacion de los mismos en la superficie de la cuticula. Las
hidrofobinas son proteinas fungicas anfipaticas que facilitan la interaccién entre interfases

hidrofilicas-hidrofobicas (Holder y Keyhani, 2005; Vigueras et al., 2014). En B. bassiana se
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han descripto dos genes codificantes para hidrofobinas, Bbhydl y Bbhyd?2, cruciales para la
adhesion de la superficie celular de conidios a matrices hidrofobicas (Zhang et al., 2011).
Existen otras proteinas de la pared celular, como las adhesinas, importantes en el proceso de

adhesion (Wang y Wang, 2017).

Germinacion del hongo y crecimiento en la superficie cuticular del insecto

Cuando las condiciones del microambiente son favorables (como la temperatura, humedad y
fuentes carbono exdgenas), los conidios aumentan su tamafio y forman una o varias
evaginaciones que se prolongan hasta generar tubos germinales. A partir de estas estructuras
hifales, pueden originarse hifas laterales cortas y especializadas como érganos de fijacion que
se denominan apresorios. Estas estructuras proporcionan al hongo una sujecion mecanica
para permitir la perforacion de la cuticula (Valero-Jiménez et al., 2016). En algunos casos,
los apresorios pueden originarse a partir de conidios o de hifas. En otros casos, el proceso de

penetracion puede desencadenarse sin la formacion de apresorios (Butt et al., 2016).

Degradacion enzimatica de los componentes cuticulares

Dado que las células infectivas estan expuestas altas temperaturas y radiacion UV, la ruptura
acelerada de la cuticula disminuiria su exposiciéon aumentando la virulencia (Valero-Jiménez
et al., 2016). Para penetrar la cuticula del insecto el hongo utiliza una serie de mecanismos
mecanicos y enzimaticos (Pedrini, 2017). Se han descripto distintas enzimas responsables de
la degradacién de componentes cuticulares como citocromo P450 (CYP), lipasas, proteasas,
peptidasas y quitinasas (Pedrini et al., 2013; Valero-Jiménez, 2016; Wang y Wang, 2017).
Las células fungicas enfrentan diferentes pH dependiendo del entorno, que varia seglin la
especie de insecto, el tejido y la edad del hospedador. Como las enzimas tienen pH 6ptimo

para su actividad, su expresion puede ser regulada en respuesta al pH del microambiente, o
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bien pueden secretarse compuestos para acidificar o alcalinizar el medio circundante (Valero-

Jiménez et al., 2016).

Crecimiento en el hemocele

En el interior del insecto se desarrollan cuerpos hifales de tipo levaduriforme, similares a
blastosporos producidos en medio liquidos, que se multiplican por gemacion. Estas células
activan osmosensores que permiten la adaptacion en el entorno hiperténico de la hemolinfa
(Butt et al., 2016). Asimismo, son capaces de liberar metabolitos secundarios de bajo peso

molecular toxicos para el hospedador (Valero-Jiménez et al., 2016; Pedrini, 2017).

Interacciones con el sistema inmune del hospedador

La infeccion activa la respuesta inmune del insecto. Para colonizar el hospedador, el hongo
debe evadir o superar el sistema inmune del insecto. La respuesta celular estd gobernada por
diferentes tipos de hemocitos que pueden encapsular, fagocitar o matar células invasoras. Los
cuerpos hifales evaden el reconocimiento celular por la ausencia de moléculas antigénicas en
su superficie (Butt et al., 2016; Valero-Jiménez et al., 2016; Wang y Wang, 2017). La
respuesta humoral incluye la liberacion de péptidos antimicrobianos en la hemolinfa, ROS y
una cascada enzimatica compleja que regula la coagulacion y melanizacion. Para mitigar este
efecto, los cuerpos hifales deben colonizar rapidamente la cavidad (Valero-Jiménez et al.,

2016; Pedrini, 2017).

Colonizacion y muerte del hospedador
Los cuerpos hifales se multiplican rdpidamente, y utilizan la hemolinfa como fuente de
nutrientes y “vehiculo” para su diseminacion y colonizacion (Valero-Jiménez et al., 2016). El

principal 6rgano blanco dentro del hospedador es el intestino, que es invadido por el hongo
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desde el hemocele. Esto produce una pardlisis con interrupcion de la alimentacion y la

consecuente muerte y momificacion del insecto (Ferron, 1985).

Extrusion de las hifas y diseminacion de conidios

Cuando los nutrientes estan agotados y el hospedador ha muerto, el hongo debe crecer por
fuera del insecto para producir y dispersar conidios. Los blastosporos en circulacion deben
revertir su crecimiento a hifas para atravesar la cuticula nuevamente, en sentido opuesto. Las
hifas que logran escapar del cuerpo del hospedador son capaces de producir conidios, que se
diseminan por accion del aire a otros insectos, iniciando nuevamente el ciclo infectivo

(Valero-Jiménez et al., 2016).

6. Interaccion entre los hongos entomopatogenos y la cuticula de insectos

La cuticula juega un papel protector fundamental en el proceso de infeccion. La capa
mas externa, la epicuticula, es una capa fina compuesta por una mezcla compleja de lipidos
no polares. Predominan hidrocarburos alifaticos (HC) lineales y ramificados de muy largas
cadenas (entre 20 y 40 atomos de carbono), alcoholes grasos, ceras, glicéridos y acidos grasos
libres de variadas estructuras (Pedrini et al., 2007). Su principal funcién es restringir la
pérdida de agua, controlar la absorcion de sustancias quimicas, la actividad de
microorganismos y actuar en procesos de comunicacion quimica. La composicion lipidica
epicuticular de los insectos difiere entre especies y entre estadios de la misma especie,
pudiendo influenciar el proceso de infeccion ya que distintos hidrocarburos pueden inhibir o
estimular la adhesion de conidios, germinacion y crecimiento (Valero-Jiménez et al., 2016;

Pedrini, 2017).
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6.1. Captacion de hidrocarburos cuticulares por los hongos entomopatogenos

Para penetrar la cuticula hacia el interior del insecto, el hongo debe degradar sus
componentes. Para poder metabolizar los hidrocarburos epicuticulares, el hongo debe
captarlos e internalizarlos, proceso poco estudiado en hongos entomopatégenos.
Experimentos realizados en diferentes levaduras indican que la captacion de alcanos
involucra al menos dos pasos, una adsorcion pasiva de los hidrocarburos en la superficie
celular, donde pueden visualizarse estructuras filamentosas similares a pelos unidas a éstos, y
un segundo paso de transporte activo del alcano hacia los microsomas donde son oxidados
(Kappeli 1984; Lindley y Heydeman, 1986). En células de B. bassiana cultivadas en
hidrocarburos como unica fuente de carbono se han observado por microscopia electronica
estas proyecciones en la superficie celular, ausentes en células crecidas en glucosa (Crespo et

al., 2000).

6.1.1. Biosurfactantes

En microorganismos degradadores de hidrocarburos se ha reportado la sintesis de
biosurfactantes para captar y emulsificar estas moléculas hidrofobicas. Los biosurfactantes
son compuestos anfipaticos capaces de reducir la tension interfacial y superficial, lo que le
permite al microorganismo que lo sintetiza solubilizar moléculas no polares para su posterior
catabolismo. Los biosurfactantes extracelulares provocan la emulsificacion de los
hidrocarburos, y los asociados a pared facilitan la penetraciéon de los mismos al espacio
intracelular. Son ampliamente estudiados como alternativa a surfactantes sintéticos por su
baja toxicidad, alta biodegradabilidad, buena compatibilidad con el ambiente, gran
selectividad y actividad especifica a temperaturas, pH y salinidad extremas. Muchos de ellos
han sido estudiados y utilizados para bioremediacion y aplicaciones terapéuticas. Existen

distintos tipos de biosurfactantes conocidos en la actualidad, clasificados en glicolipidos,
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lipopéptidos, lipoproteinas, acidos grasos, lipidos neutros y fosfolipidos, surfactantes
poliméricos y particulados, siendo los glicolipidos los mas intensamente estudiados. Estos
ultimos se clasifican en ramnolipidos, soforolipidos, lipidos de trealosa y lipidos de
manosileritritol. (Hommel 1990; Karant et al., 1999; Kitamoto et al., 2002). Si bien son muy
estudiados en bacterias y levaduras degradadoras de hidrocarburos, hasta la fecha no hay

reportes de produccion de biosurfactantes en hongos filamentosos.

6.2. Degradacion de hidrocarburos epicuticulares

El primer evento requerido para la penetracion fungica es la degradacion de la epicuticula.
Los hongos entomopatogenos son capaces de asimilar hidrocarburos (cuticulares y analogos
sintéticos) y metabolizarlos para su incorporacion en componentes celulares y produccion de
energia. Asimismo, se ha demostrado que B. bassiana es capaz de crecer en medios sintéticos
suplementados con hidrocarburos como unica fuente de carbono (Napolitano y Juarez, 1997;
Crespo et al., 2000; Pedrini et al., 2010). La degradacion de hidrocarburos comienza con la
hidroxilacion terminal de n-alcanos por un sistema de citocromo P450s de localizacion
microsomica. El alcohol resultante se convierte, luego de sucesivas transformaciones, en un
acido graso que inicia el proceso de B-oxidacion. En hongos filamentosos, la B-oxidacion
ocurre exclusivamente en los peroxisomas (Tanaka y Fukui, 1989; Kunau et al., 1996).
Eventualmente, el acido graso se puede generar directamente en los microsomas y luego de
atravesar la membrana perixosémica para alimentar la via oxidativa antes mencionada

(Pedrini et al., 2007; 2013). Un esquema de esta via metabolica se muestra en la figura 2.
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Figura 2: Esquema de ruta metabdlica de la degradacion de hidrocarburos por Beauveria bassiana.

6.2.1. Biogénesis de peroxisomas

Los peroxisomas son organelas de 0,1 a 1 um de didmetro, englobados por
membranas simples. Juegan un rol importante en el metabolismo lipidico y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (Goodman, 2008). Se conoce que en B. bassiana el crecimiento
en HC induce la proliferacion y actividad catalasa perixosomica (Crespo et al., 2000; Pedrini
et al., 2006). Su biogénesis es llevada a cabo por peroxinas, proteinas codificadas por genes
pex. Se han descripto mas de 30 peroxinas involucradas en la diferentes pasos en la
biogénesis de estas organelas, como division perixosdmica, biogénesis “de novo” y transporte
de proteinas de la matriz y de membrana (Smith y Aitchison, 2013; Li et al., 2016). Las
proteinas de la matriz son importadas post traduccionalmente mediante péptidos sefal
(peroxisomal targeting signal, PTS1 y PTS2), que son reconocidos por los receptores de
importacion citoplasmaticos PEX5 y PEX7. El proceso de importacion involucra hasta 13
peroxinas asociadas a membrana, que reconocen la molécula cargo en el citosol y permiten el
anclaje del complejo receptor-cargo a la membrana, la liberacion de la molécula cargo en la
matriz y translocacion del receptor hacia el citosol (Smith y Aitchonson, 2013). En hongos

filamentosos el complejo de anclaje parece estar formado por PEX13 y PEX14/17 (Li et al.,
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2016). Por otro lado, las proteinas de la membrana perixosdmica contienen el péptido senal
PTSm, que permiten su asociacion con la proteina citosolica PEX19 y el cargo es reconocido
por otro complejo de anclaje en el que interviene PEX3. Alternativamente, algunas proteinas
de membrana pueden ser importadas via transporte vesicular desde el reticulo endoplasmatico

(Smith y Aitchnson, 2013).

6.2.2. Citocromo P450 monooxigenasas

Las enzimas citocromo P450 monooxigenasas (CYP) son hemo-tiolato proteinas que
catalizan reacciones de monooxigenacion estereoselectivas en un amplio rango de sustratos
lipofilicos, originando derivados mas hidrofilicos por la adiciéon de un 4tomo de oxigeno a
partir de oxigeno molecular. Estas constituyen un sistema microsémico de dos componentes
formado por la NADPH citocromo P450 reductasa (flavoproteina que contiene FAD y FMN)
y la hemoproteina P450 monooxigenasa. Los sistemas de citocromo P450 fingicos estan
involucrados en la biosintesis de componentes de la pared celular, biosintesis de micotoxinas,
patogénesis, resistencia a antifungicos, denitrificacion, biotransformacion de compuestos
quimicos y biodegradacion, asi como en la sintesis de biosurfactantes (van der Brink et al,
1998; Hewald et al., 2005).

Dentro de la superfamilia CYP, los genes son clasificados en familias y subfamilias
por identidad de secuencia de aminoacidos. Los genes se asignan a familias cuando
comparten una identidad mayor al 40%, y subfamilias cuando comparten una identidad
mayor al 55% (Nelson et al., 1996). Se ha propuesto un orden de agrupamiento mayor para
los genes P450 denominado clan, para clasificar P450 de distintos reinos (Nelson, 1999). La
introduccion de clanes permite agrupar genes en base a relaciones filogenéticas robustas.
Genes dentro de un mismo clan probablemente divergen de un ancestro comun y pueden

compartir funciones (Nelson, 1998, 1999).
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La exploracion del genoma de B. bassiana permitié determinar la presencia de dos
clanes que representan el 45,5% del total de los genes P450: CYP52 y CYP53. Dentro del
clan CYP52 se encuentra la familia CYP52, originalmente identificada como la responsable
en la hidroxilacion de n-alcanos y acidos grasos (Tanaka et al., 1982; Pedrini et al., 2013). En
B. bassiana, esta familia estd formada por 6 genes: Bbcyp52x1, Bbcyp52gl1, Bbcyp52ta,
Bbcyp52th, Bbcyp52tc y Bbcyp52td. La enzima BbCYP52X1 fue caracterizada por Zhang et
al. (2012), mostrando actividad de hidroxilacién terminal en ciertos acidos grasos (C12:0,
C14:0, C16:0, C18:1, C18:2), pero baja o nula actividad en C9:0 y C18:0, sugiriendo que mas
de una enzima es requerida para la asimilacion de hidrocarburos de cuticula. El mutante
ABbcyp52x1 mostré reduccion en virulencia por topicaciones fungicas en larvas de Galleria
mellonella, pero no asi en ensayos con inyecciones en la hemolinfa, indicando que esta
enzima juega un rol crucial durante la penetracion cuticular pero no es necesaria una vez que
la cuticula es superada. Si bien se ha encontrado que otros genes CYP (pertenecientes tanto a
otros clanes como a otras familias dentro del clan CYP52) se indujeron en presencia de n-
alcanos de distintas longitudes de cadena, sus mutantes no mostraron diferencias fenotipicas
en términos de virulencia o asimilacion de hidrocarburos, sugiriendo que existe un

solapamiento de actividades (Pedrini et al., 2013).
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Objetivos

Objetivos generales

Avanzar en el conocimiento de la bioquimica y biologia molecular de la interaccion
entre los hongos entomopatdgenos y la cuticula del insecto hospedador, mediante la
caracterizacion de los genes y las enzimas participantes en dos de los eventos fundamentales
en la etapa inicial de la infeccion fingica: la captacion y solubilizacién de hidrocarburos
cuticulares por los hongos, y la posterior degradacion oxidativa de los mismos para obtener
energia e intermediarios del metabolismo. A largo plazo se espera contribuir a la
optimizaciéon de las etapas iniciales de la infeccion, asi como producir y caracterizar

propagulos novedosos para lograr un mejoramiento de micoinsecticidas.

Objetivos especificos

- Estudiar la expresion diferencial de genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos,
estrés oxidativo, hidrofobicidad de la superficie celular y sintesis de biosurfactantes
(glicolipidos) en diversas células de Beauveria bassiana adaptadas a crecer en hidrocarburos
como Unica fuente de carbono.

- Identificar los potenciales biosurfactantes fungicos que actian durante el proceso de
captacion de hidrocarburos.

- Caracterizar molecular y fisiolégicamente nuevos propagulos con capacidad infectiva en B.

bassiana cultivados en medios con hidrocarburo como unica fuente de carbono.
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Materiales y métodos

1. Crecimiento y mantenimiento de Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (cepa GHA) fue obtenida de una
formulacion comercial en polvo de Laverlam International, Butte, EEUU. El hongo se
mantuvo rutinariamente en medio agar papa-dextrosa (PDA) a 26°C por 14 dias. Para cada
ensayo, se cosecharon conidios frescos de estas placas y se ajustd su concentraciéon con una
camara de Neubauer en una solucion de Tween 80 (polisorbato de sodio) al 0.01% en agua

miliQ estéril.

2. Crecimiento en medio sélido

Para ensayar el crecimiento de B. bassiana en medios conteniendo distintos
hidrocarburos como fuente de carbono, se cosecharon conidios repicados en placas PDA y se
realizaron suspensiones de 10’ conidios/ml. Se plaqueé 1 ml de medio minimo (MM)-agar o
medio completo(MC)-agar, en ambos casos conteniendo el colorante pirpura de bromocresol
al 0,05% p/v (Biopack, Argentina) en placas estériles de 24 pocillos. El medio completo es
un medio rico que contiene sales, glucosa y extracto de levadura. El medio minimo contiene
las mismas sales que MC, pero no contiene glucosa y extracto de levadura; por lo tanto, es un
medio basal que carece de fuentes de carbono. La composicion de ambos medios se detalla
en el Anexo 1. El pirpura de bromocresol es un indicador acido-base que presenta color
amarillo en pH< 5,2 y color purpura en pH> 6,8, rango de pH que permite monitorear la
acidificacion del medio durante el crecimiento. Para suplementar el medio minimo se
utilizaron dos hidrocarburos como tUnica fuente de carbono: n-hexadecano (16 carbonos,

Carlo Erba, Italia) y n-octacosano (28 carbonos, Carlo Erba, Italia).

N N N e L
n-hexadecano HaC

W%’WWWE Ha
n-octacosano  p,r
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Un mililitro de solucion stock de cada hidrocarburo (10% p/v en hexano, Carlo Erba,
Italia) se plaqued en la superficie de cada pocillo conteniendo MM-agar y se dejo evaporar el
solvente bajo campana de flujo laminar. Luego se inocularon los pocillos con 20 pul de la
suspension de conidios. Como controles, se inocularon pocillos conteniendo MC-agar
(control positivo), asi como también pocillos de MM-4gar sin agregado de hidrocarburos

(control negativo). Ademas, se dejaron pocillos suplementados con hidrocarburo sin in6culo

(control de acidificacion espontanea). El disefio de las placas se muestra a continuacion:
MM-C16

MM-C16
A Bb GHA )kin indculo
MM-C28\ /MM-C
Bb GHA /\sin ino

crecimiento  control control
Bb pH negativo

Las placas se incubaron a 26°C en estufa por 7 dias. Se monitorearon y fotografiaron

diariamente. El experimento se repitio tres veces.

3. Crecimiento en medio liquido
3.1. Crecimiento en medio completo

Erlenmeyers conteniendo 500 ml de MC liquido con 500 pl de ampicilina (50mg/ml)
se inocularon con suspensiones de 10’ conidios/ml e incubados por 3-4 dias a 26°C con
agitacion orbital. Para probar distintas relaciones C:N en los medios de cultivo se
mantuvieron constantes las concentraciones g/L. de sales y extracto de levadura, y se vari6 la

concentracion final de glucosa hasta obtener medios de cultivo de composicion 5:1; 12,5:1;
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30:1; 40:1 (C:N). Las células se separaron luego por centrifugacion a 5.800xg por 20 minutos
y se lavaron con agua estéril. Dependiendo de la velocidad de agitacion y la relacion C:N se
aislaron dos tipos celulares:

1. Micelio y conidios

ii. Microesclerocios (ME)

3.2 Crecimiento en medios minimos con hidrocarburos

Se determino el peso humedo de las células obtenidas en 3.1.i y se utilizaron como
inoculo inicial para erlenmeyers de 200 ml de MM liquido suplementado con 1 ml de n-
hexadecano (0.5% v/v, MM-C16) o con 1 g de n-octacosano (0,5% p/v, MM-C28), y
erlenmeyers de 200 ml de MC liquido (control). Dependiendo del ensayo a realizar, se
cultivaron durante 2, 3, 5 y/o 7 dias. Luego, las células se separaron por centrifugacion a
5.800 xg por 20 minutos y se lavaron con agua miliQ estéril.

En cada caso, se calculd la variacion en el peso humedo (calculada como masa
himeda final/ masa htimeda del inoculo inicial) y se midié el pH del medio liquido
remanente. De estos cultivos se aislaron 3 poblaciones celulares:

iii. Biomasa de MC (BC), compuesta por micelio y conidios

iv. Biomasa de MM (BM), compuesta por micelio y conidios

v. Pellets miceliales (PM)

4. Viabilidad de los propagulos

Se evaluo la viabilidad de los pellets miceliares y los microesclerocios. Los pellets
miceliales observados en MM-C16 se aislaron del medio de cultivo de 7 dias por filtracion,
se lavaron y se colocaron en placas de Petri con cristales de silica gel a 4°C para su secado

por 5 dias. Los microesclerocios se cosecharon a los 4 dias y se secaron de la misma manera.
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Luego, se pesaron y se colocaron en placas de Petri conteniendo medio s6lido agar-agar con
ampicilina a 26°C. Se monitore6 el crecimiento regularmente con una lupa y se cosecharon
los conidios luego de 14 dias, se suspendieron en una soluciéon de Tween 80 (0.01%v/v) y se
cuantificaron utilizando una camara de Neubauer. Para los pellets miceliares se determino su

concentracion como numero de conidios totales/masa inicial seca de pellets.

4.1. Produccion de conidios/ viabilidad de conidios producidos

Para determinar la viabilidad de los conidios producidos en el agar-agar, se utilizaron
las suspensiones preparadas en el item 4 para inocular placas de MC so6lido. Se cuantificé la
germinacion luego de 24 h de crecimiento. Para cada una de las 5 réplicas estudiadas, se
observaron menos 300 conidios y el porcentaje de germinacion (%) se calculd como 100%

(conidios germinados)/(conidios totales).

4.2. Termotolerancia

Se utilizaron pellets miceliales de 7 dias para estudiar la tolerancia a distintas
temperaturas: -20°C, 4°C, 26°C (control), 37°C y 45°C. Para ello, 0,1g (peso humedo) de
muestra se incubaron a las distintas temperaturas por dos horas. Luego, se sembraron en
placas de Petri de 90mm conteniendo PDA con ampicilina (concentracion final 50 pg/ml) y
se analizo la tolerancia a la temperatura determinando la cantidad de unidades formadoras de
colonia (UFC) por gramo inicial de pellet luego de 3 dias de crecimiento a 26°C. Asimismo,
se cuantificé la produccion de conidios por gramo de pellet luego de 14 dias de crecimiento a

26°C como se explicd anteriormente.
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5. Ensayo de hidrofobicidad

La hidrofobicidad de la superficie celular de conidios se determiné a través del ensayo
de microbial adhesion to hydrocarbons (MATH assay) como se describe en Holder et al.
(2007). Los conidios obtenidos luego de 3, 5 y 7 dias de cultivo en MC y MM se lavaron con
buffer PUM. Las suspensiones se ajustaron a un OD479 0.4 y 3 ml de las mismas se colocaron
en tubos de ensayo previamente lavados con una solucion de HNOs; 10% v/v; luego se
adicionaron 300 ul de n-hexadecano y los tubos se mezclaron con vortex 3 veces de 30
segundos cada una. Las muestras se dejaron reposar por 15 min y luego se retird
cuidadosamente el n-hexadecano. Para quitar todo el excedente, los tubos se llevaron a 4°C
por 10 minutos y la fase solida se retirdé con una espatula estéril. La A479de las muestras se
midié nuevamente, y el indice de hidrofobicidad se calculd con la siguiente ecuacion: (As7o,
control=~A470, tratado con hexadecano)/(A470, control). Las muestras se analizaron por quintuplicado y el

experimento se repitio cuatro veces.

6. Microscopias
6.1. Microscopia optica

Las diferentes muestras de propagulos fingicos se observaron en un microscopio
Nikon eclipse €200 microscope (Nikon Corporation, Japon). Adicionalmente, éstos se tifieron
con 3,3 -diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich, EEUU) durante toda la noche, se lavaron
con buffer fosfato (pH 7,2) y se observaron nuevamente luego del tratamiento. La DAB es
una sustancia quimica que reacciona con el peréxido de hidrogeno, se utiliza para determinar
la actividad peroxidasa/catalasa en células y es frecuentemente empleado como marcador de

peroxisomas (Fukui y Tanaka, 1979).
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6.2. Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

Las muestras se fijaron inicialmente con glutaraldehido al 2% en buffer fosfato (pH
7,2) durante 2 horas y luego con tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora (fijacion
secundaria), en ambos casos a 4°C en vacio. Posteriormente, las muestras se deshidrataron
con una serie creciente de alcoholes en camara de vacio y se incluyeron en resina epoxi. Los
cortes ultrafinos (70 nm) se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se
examinaron con un microscopio electronico de transmision JEM 1200 EX II (JEOL Ltd.,
Japon) y se fotografiaron con una camara Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc.,
EEUU) del Servicio Central de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP. A las muestras tratadas con DAB se les adicion6 un paso de tincion con

esta sustancia durante toda la noche luego de la fijacion con glutaraldehido.

6.3. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Los propagulos obtenidos luego del cultivo en medio minimo suplementado con
hexadecano (BM) y medio completo (BC) se filtraron en gasa estéril para obtener los
respectivos conidios que se analizaron por microscopia de fuerza atomica en el servicio a
terceros del Laboratorio de Nanoscopias-INIFTA. Para esto, las muestras se inmovilizaron en
un filtro estéril Millipore de 0,22 pum de tamafio de poro y se secaron a 4°C en una camara
conteniendo silica gel activada. Todas las imagenes se obtuvieron en condiciones ambientales
utilizando microscopio de fuerzas atémica Multimode con controlador nanoscope V (Veeco,
EEUU) en modo contacto intermitente (tapping). La sonda utilizada fue Nano Word dopada
con Nitruro de Silicio, con las siguientes caracteristicas: frecuencia de resonancia del
cantilever 258 kHz, constante de fuerza 42 N/m, radio nominal de la punta 5-10 nm,

velocidad de barrido de 1 Hz.

29



Materiales y métodos

7. Bioensayos de mortalidad

Se evalu6 la patogenicidad de los pellets miceliales y microesclerocios. Para pellets
miceliales se llevaron a cabo bioensayos de mortalidad contra larvas de Tribolium castaneum
y Tenebrio molitor. Para esto, se obtuvieron 3 réplicas biologicas de pellets frescos de 7 dias
de cultivo, se filtraron y lavaron utilizando papel de filtro estéril y se colocaron 0,325 g (peso
himedo) en placas de Petri estériles descartables de 6 cm de didmetro. Como vehiculo se
utilizaron 1,75 g de vermiculita en cada placa previamente esterilizada y humedecida con 1,5
ml de agua miliQ estéril. En cada placa se colocaron larvas de insecto (10 larvas de T.
castaneum por placa o 5 larvas de 7. molitor por placa) y se mantuvieron en una camara de
cria a 26°C, de manera que las larvas permanecieron en contacto constante con el indculo
fingico. Como control de los experimentos se colocaron las larvas en placas similares a las
mencionadas anteriormente, sin indculo fungico. Para microesclerocios el disefio del
bioensayo de mortalidad se realizé con larvas de 7. castaneum de manera similar al descripto
anteriormente. En este caso, en cada placa de Petri se colocaron 30 propagulos.

En todos los casos la mortalidad de las larvas se monitore6 cada 3 dias durante 10
dias. Los cadaveres fueron retirados, lavados con etanol 70% por 30 s, enjuagados con agua
destilada estéril por dos min y secados. Luego se colocaron individualmente en placas de
agar-agar y se incubaron por 3 dias a 26°C para permitir el crecimiento del hongo en el
exterior del cadaver y asi diferenciar las muertes causadas por B. bassiana de otras causas.
Para el calculo de la mortalidad acumulativa se utilizé la formula de Abbott (Abbott, 1925).

Las larvas de los insectos plaga de granos almacenados 7. castaneum y T. molitor
utilizados fueron provenientes de la Catedra de Terapéutica Vegetal, Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales, UNLP. Los insectos fueron criados en frascos de vidrio de 250 ml
cubiertos con una fina red metalica y mantenidos en una camara de cria a 27 = 2°Cy 70 £ 5%

de humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 hs/12 hs luz:oscuridad. Se alimentaron con
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dietas consistentes en una mezcla de levadura de cerveza, leche descremada, germen y harina
de trigo para el caso de T. castaneum y salvado de trigo para 7. molitor. En ambos casos, las

larvas utilizadas correspondian a ultimos estadios larvales.

8. Actividad enzimatica y peroxidacion lipidica
8.1. Obtencion de homogenatos flingicos

Se utilizaron cultivos liquidos de 2 dias de B. bassiana crecidos en MC, MM-C16 o
MM-C28. Los hongos se aislaron por centrifugacion, se procesaron en buffer fosfato (pH 7)
con un homogeneizador Mini-Bead Beater (BioSpec, EEUU) operado a 50.000 rpm,
utilizando perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro. La homogeneizacion se realizo en 6 ciclos
de 30 segundos cada uno, manteniendo las muestras en hielo entre cada ciclo para evitar el
sobrecalentamiento producido por la agitacion. Luego se centrifugé a 2.000xg durante 15
minutos para obtener los sobrenadantes (homogenatos) donde se ensayaron las actividades

enzimaticas.

8.2. Cuantificacion de proteinas totales

Para la deteccion de proteinas se utilizd el método de Bradford (Bradford, 1976)
basado en el cambio de color del colorante Comassie Brilliant Blue G-250 en presencia de
distintas concentraciones de proteinas. La interaccion del colorante con aminoacidos basicos
y aromaticos provoca un cambio en su maximo de absorcion, de 465 a 595 nm (rojo y azul,
respectivamente). Para determinar la concentracion de proteinas de una determinada muestra,
se midieron las muestras sin diluir y diluciones 1/5, 1/10 o 1/50 y, en paralelo, una curva de
calibracion con albumina 1mg/ml. Asimismo, para descartar la posible interaccion del pH
acido de las muestras con el método, se realizaron las mismas diluciones de albimina a pH 2.

Luego de agregar el reactivo de Bradford a la muestra, se incub6é 5 minutos a temperatura
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ambiente y luego se leyo su absorbancia en las dos longitudes de onda en un lector de placas
DTX 880 Multimode Detector (Beckman Coulter, EEUU). Luego se rest6 Abs 595nm-Abs
465nm y con ese valor se construy6 la curva de calibracion y se determiné la concentracion
de proteinas de las muestras. Solo se utilizaron los valores de las muestras problema cuyo

valor estuviera dentro de los limites de la curva de calibracion.

8.3. Actividades enzimaticas

Las medidas de las actividades enzimadticas se realizaron en un espectrofotometro
Ultrospec 2100 pro (Biochrom Ltd., Reino Unido) utilizando cubetas de cuarzo o de plastico
dependiendo de la longitud de onda utilizada. En todos los casos se utilizaron cubetas de 10
mm de paso de luz.
8.3.a. Actividad especifica superdoxido dismutasa (SOD)
La actividad SOD se cuantifico mediante el método de Marklund (Marklund y Marklund,
1974). Se utilizé pirogalol, un compuesto que se autoxida de manera espontanea en medio
basico (pH 8,2 y 28°C), mediante una reaccioén de velocidad constante visible a 420 nm que
da como producto pirogalina (amarillo). La presencia de un secuestrador del radical anion
superéxido (SOD) inhibe la reaccion de autoxidacion del pirogalol, permitiendo calcular el
porcentaje de inhibicion de la autoxidaciéon a 420 nm. Se definié una unidad de actividad
enzimdtica (U) SOD como la cantidad de enzima para lograr una inhibiciéon de 50%. La
actividad especifica SOD se definié como (U)/mg de proteina.
8.3.b. Actividad especifica de catalasa (CAT)
El consumo de H;O, (20 mM en buffer fosfato 50 mM, pH 7) se midio
espectrofotométricamente por el decaimiento de la absorbancia a 240 nm (Beers y Sizer,

1952). Una unidad CAT se definié como la cantidad de enzima requerida para descomponer
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1 umol de H,O; en 1 minuto de reaccion a pH 7 y 25°C. La actividad especifica CAT se
definié como (U)/mg de proteina.

8.3.c. Actividad especifica glutation-s-tranferasa (GST)

La determinacion de la actividad especifica GST se realizo por el método de Habig (Habig et
al., 1984), El reactivo 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), reacciona en presencia de
glutation formando GS-dinitro benceno (GS-DNB), que absorbe a 340 nm. Una unidad de
GST se definié como la cantidad de enzima requerida para catalizar la formacion de 1 pmol
de GS-DNB por minuto a 25 °C. La actividad especifica GST se definié como (U)/mg de

proteina.

8.4. Cuantificacion de la peroxidacion lipidica (LPO)

La LPO se estim6 mediante el método de TBARS (sustancias reactivas del acido
tiobarbitirico) (Esterbauer, 1996). Esta técnica consiste en cuantificar la cantidad de
malondialdehido, cuya formaciéon se considera como un indicador de lipoperoxidacion. El
malondialdehido, al ser mezclado con el acido tiobarbiturico, reacciona formando un
pigmento rosa que puede ser detectado a una longitud de onda de 530 nm. Los resultados se
expresaron como nanomoles de sustancias reactivas a TBARS por mg de proteina y se
calcularon en base al coeficiente de extincién molar (¢) de malondialdehido de 1,56 x 10°M

1 -1
cm .

9. Analisis de expresion diferencial de genes mediante qPCR.
9.1. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total, las muestras se homogeneizaron con Nitrogeno
liquido en morteros estériles, obteniendo una masa aproximada de 100 mg de polvo por

muestra. Se utiliz6 el kit RNeasy Plant Mini kit (Qiagen, Alemania), que incluyd un paso
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adicional de digestion de ADN con RNase-Free DNase Set (Qiagen). El ARN obtenido se
cuantifico utilizando un espectrofotdometro Nanodrop 2000c (Thermo, EEUU). Se registraron
ademds los valores de los cocientes 260/280 y 230/260 para evaluar la presencia de
contaminantes (proteinas y solventes, respectivamente). Se consideraron como adecuados los
cocientes: 260/280 > 1,8 y 260/230 > 2,0.

Para determinar la integridad del ARN obtenido y la presencia o no de contaminacion
con ADN, se corrié 1 ug de cada muestra en un gel con 1% de agarosa p/v en TBE, por 20
minutos a 100 V en una cuba electroforética horizontal especialmente reservada para trabajo
con ARN. Tanto el buffer TBE para preparar el gel como el utilizado durante la corrida
fueron preparados con agua MiliQ estéril. Para la visualizacion de las bandas, el gel se tifio
con bromuro de etidio y se observo en un transiluminador Hoefer Macrovue UV- 20. Se
tomaron fotos con una camara Kodak DC 210 Zoom Digital Camera y el software Gel-Pro
Analyzer (Media Cybernetics, EEUU). Se evalu6 la presencia de las tipicas bandas 28S y 188,

y s6lo se trabajo con las muestras cuya corrida electroforética haya sido satisfactoria.

9.2. Obtencion de ADN complementario (ADNc).

Para la obtencion de ADNc se utilizo el kit comercial iScript cDNA Synthesis Kit
(BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante, usando 1 pg de ARN. La reaccion tipica
de 20ul de retrotranscripcion consiste en:

- 4 ul de buffer de reaccion 5X
- 1 pl de retrotranscriptasa

- H20 nucleasa free

- 1 pg de ARN
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La retrotranscripcion se llevo a cabo en un termociclador Veriti (Thermo) y el ciclado
consiste tipicamente en tres etapas: 5 minutos a 25 °C (unién de random primers al ARN), 20

minutos a 46 °C (sintesis de ADNc) y 1 minuto a 95 °C (inactivacion de la retrotranscriptasa).

9.3. PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR).

Para la determinacion de la cantidad relativa de ARNm de los genes de interés en
distintas condiciones de cultivo se utiliz6 el método de cuantificacion relativa por PCR
cuantitativa a tiempo real a partir de ADNc. Esta técnica se basa en la deteccion especifica
del numero de copias de un transcripto determinado haciendo uso de sondas especificas o
fluoréforos no especificos. En este caso, se utilizd la supermix comercial iQ SYBR Green
Supermix (BioRad) que contiene todos los reactivos necesarios (dNTPs, una ADN
polimerasa hot start, buffer de reaccion apropiado y el fluor6foro SYBR Green como agente
intercalante) todo a doble concentracion (2X). El molde para esta reaccion es el ADNc,
diluido 5 o 10 veces. El protocolo para una reaccion tipica de qPCR fue el siguiente:

- 5 ul gPCR Supermix 2X

- 0,5 pl Forward + 0,5 pl Reverse Primers 10 uM cada uno (conc. final: 300 mM)
-4 ul de ADNCc diluido 1/5 o 1/10

Total: 10 pl

Para el ciclado y la lectura de la fluorescencia se us6 un equipo StepOne Plus (Thermo). En

[ I general, el protocolo de ciclado y de
om | 155 | 15s 155

[ 95°C : 95°C ! : 95 °C ¢ ssec| Jectura de fluorescencia fue el
[ l i i (:D—d\d . .
| , 1 - r S siguiente:
I i 1m I v 1m ¢
| 60 °C () | 60 °C En el segmento 1 se produce la
I N

1 ciclo | 40 ciclos ¥/\| 1 ciclo

activacion de la ADN polimerasa hot

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3

start y la desnaturalizacion del molde, el segmento 2 constituye la reaccion de PCR
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propiamente dicha y el segmento 3 corresponde a la curva de disociacion de los productos
formados. Las lupas indican cudndo se lee la fluorescencia: luego del apareamiento de los
primers con el molde y durante toda la disociacién de los productos de PCR formados.
Debido a que la temperatura de disociacion de un dimero de acido nucleico depende de su
secuencia, el andlisis de las curvas de disociacion permite determinar la cantidad de
productos de PCR formados durante el ciclado, como también la presencia de sub-productos
indeseados o dimeros de primers. Luego de cada corrida se corrobor6 la calidad de las curvas
de disociacion obtenidas y, en caso de no haber sido satisfactorias (presencia de mas de un
pico de disociacion, dimeros de primers, etc.), esos resultados no se consideraron. Luego del
ciclado, el equipo devuelve el valor del Ct para cada muestra. Este valor corresponde al ciclo
en el cual la fluorescencia de un dado pocillo se despega de la linea de base (ruido de fondo),
iniciando la fase exponencial de la curva de reaccion de PCR, es decir, el valor de Ct es el
ciclo en el cual la fluorescencia cruza la linea umbral establecida. Para determinar la
expresion relativa de los genes de interés se utilizéo el método de cuantificacion relativa,
utilizando genes housekeeping (Bbact). Para realizar los célculos se utiliz6 el método de

AACt, con la siguiente ecuacion:

ETACtT(control—tratado)
ER =

E AC¢R(control—tratado)
R

donde ER es la expresion relativa, E es la eficiencia de los la PCR (como se detalla mas
abajo), ACt es la diferencia de Ct entre el control (MC) y el tratamiento (crecimiento en

hidrocarburos), T es el gen de interés, R es el gen de referencia.
9.4. Diseiio de los primers utilizados

Para el disefo de los primers especificos se utilizo el programa Gene Runner, a partir

de las secuencias de ADNc obtenidas en la base de secuencias de NCBI. En el caso de los

36



Materiales y métodos

genes CYP52, dado que las secuencias presentan alta similitud de secuencia, se realizaron
alineamientos de las secuencias con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) para
verificar que los primers disefiados sean especificos de cada gen.

La especificidad y concentracion de primers fue evaluada por qPCR mediante curvas
de calibracion. Para esto, se tomaron alicuotas de cada muestra a estudiar para formar un pool
que sea representativo de todas las condiciones de crecimiento de B. bassiana. Se obtuvieron
distintas concentraciones del pool inicial mediante diluciones seriadas 1/5 y se utilizaron
como molde las diluciones 1/5, 1/25, 1/125, 1/625 y 1/3125. Se utilizé como control negativo
agua libre de nucleasas para evaluar la potencial formacion de dimeros de primers. Se
evaluaron los parametros de linealidad de las rectas obtenidas para cada gen y se obtuvo la

eficiencia de PCR para cada primer (Tabla 1).
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Nombre Primer forward (5°- 3°) Primer reverse (5°- 3°) Eficiencia | R’
Bbact ATGGAGGAAGAAGTTGCTGC ACACGGAGCTCGTTGTAGAA 112,7 0,992
Bbsodl ACAACACCAACGGCTGCACC ACGGCCAACAACGCTGTGAG 116 0,997
Bbsod?2 CCAGTGTTTGGCATTGACATG TCAGCCGTCTTCCAGTTGATG 105,6 0,996
Bbsod3 ACATCAATCACACTCTCTTCTG GCGTTGGTCTGCTTCTTG 103,1 0,992
Bbgpx CAAGGTCGTCCTCGTCGTCAAC CTTGTCGCCATTGACCTCCACC 1225 0,994
Bbgst TCTTGTAGCCAGCCCTCCATCG AGAGATGTGGTCGCGGAACGA 115,5 0,969
Bbcata GAAAGCCGCGCAAGTGAAAG TCTCTGGCAAAGACATCCAG 107,2 0,993
Bbcatb GAAGACGCCCATGTTTGTTCG AAAGTTGCCCTCATCGGTATAGC 117,3 0,987
Bbcatc TGCTGGACGATGTGTCTGAC CACGCACCGTATCGCTAGAG 108,6 0,991
Bbcatd GCGCTCGCAGTGACTGTAC CTAGCACGGCCCTGTATAATGG 113,3 0,998
Bbcatp TGTACTGGGGCTCCGAACC ATGAGACCTGTGTAGCGTTAGC 105,7 0,967
Bbpex5 AATGCCGGGCCGAATATGC CAGGCTGGCTGTTGAAATCGTG 130,2 0,991
Bbpex7 TCGCTTCGGCTGCCAATTTC TGCGACAATGAGCTGGTTCTCG 111,1 0,993
Bbpex14/17 TCGCCAACCTCGTCAGACACTG CCTCGACGCCCTTTGACTTGAG 114,3 0,991
Bbpex19 AAGTTCCCTGTCTGGCTGTCGG CCGGCAAAGGCTTCTTGTGC 114,3 0,993
Bbhydl CACCATGGTGGAAAGGATCTGCAC | CCGAGAAGGTGGGAAAGAAGACCA | 108,5 0,996
Bbhyd2 TGTCAAGACTGGCGACATTTGCG | TCGATGGGGACAAGCTGGTTGA 117,7 0,985
Bbcyp52x1 TCGGTTCACGTTATGCACCACC TTCTCCAGGGCAGTTGGTCAGG 1134 0,989
Bbcyp52g11 CGCTCACTGCTATCCTCATCGG TTCTTAGGCGCATGGTGGTGAC 108,9 0,988
Bbcyp52ta TTATTCGGTCGATTCCACCACG TCCATGAGCATGCCCTTGAAAC 116,8 0,978
Bbcyp52th TGCCAACTTTGCTCGCGTACTG GCTTGGTGAAAGGTGGACAGGC 135,8 0,984
Bbcyp52tc CACCAGCGACGGTAAAGAGTGG GCTGTCCAAGAGCCTGCATGAG 104,9 0,994
Bbcyp52td ATTTATTGCAGCGACGCTGGTG CCTGTGCGTCACGATTTGCC 100,4 0,985
Bbudp-t ACGATGTGACGTTCCTCGCAAG CGGCATTCATACGTTCACCTGG 119,3 0,996
Bbtransp TCGACTGGGCAACAAGAACTCG CTAATGGCCGCAATCACCACAG 103,1 0,988
Bbacylt TGCCACGGAAAGAAACCAAGC ATTGCAGCCGTAGTCGACGTTG 104,9 0,990
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Las eficiencias de cada primer y su R” fueron calculados
utilizando el software del equipo StepOne Plus. Bbact fue utilizado como gen de referencia.

10. Aislamiento y caracterizacion de biosurfactantes
10.1. Aislamiento

Para el aislamiento de potenciales biosurfactantes, se ajustaron los protocolos
descriptos por Satpute et al. (2010) y Smyth et al. (2010). Brevemente, se filtraron cultivos de
dos dias de cultivo, el medio remanente (libre de células) se llevo a pH 2 con HC1 0,1 M y se
almaceno a 4°C por 12 horas. Posteriormente se centrifugé a 20.000xg para precipitar
potenciales componentes lipidicos y proteicos del medio de cultivo. Cada precipitado se lavo

dos veces con agua miliQ y se resuspendi6 en 1,5 ml de agua miliQ.

10.2. Métodos colorimétricos

Para caracterizar la composicion de los precipitados obtenidos para MM-C16, MM-
C28 o MC se utilizaron dos métodos colorimétricos para la deteccion de azicares:
1) Método colorimétrico de Orcinol: este es un método que se utiliza rutinariamente para
evidenciar la presencia de restos glicosidicos en una muestra en medio acido y altas
temperaturas. Utiliza el reactivo orcinol (1,3-dihidroxi-5-metilbenceno, Sigma-Aldrich),
dando coloracién en solucion por reaccion de este compuesto con el furfural producto de la
deshidratacion de los azucares en medio acido. El 4cido sulfurico provoca la hidrolisis de los
azicares en sus mondmeros y su deshidratacion. Dependiendo de la naturaleza de los
monomeros, la coloracion obtenida puede ser azulada (pentosas) o rojiza (hexosas). Para el
ensayo se tomaron 100 ul de la resuspension de cada precipitado, se colocaron en tubos de
vidrio y se le adicionaron 900 ul de la mezcla del reactivo de orcinol (0,002 g/ml, H,SO4
67% en agua bidestilada). Como control positivo se utilizaron soluciones de ramnosa (10

mg/L y Img/L) y como control negativo se utilizé agua miliQ. Los tubos se incubaron por 30
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min a 80 °C en un bafio humedo y fotografiados una vez transcurrido este tiempo de
incubacion.

2) Método colorimétrico de Antrona: este es un método ampliamente utilizado para la
deteccion de restos glicosidicos, utilizando como reactivo antrona (9,10-dihidro-9-
oxoantraceno, Sigma-Aldrich) dando una coloracion azul-verdosa, por reaccion con el
furfural producto de la accion del acido sulfurico. Se tomaron 200 pul de la resuspension de
cada precipitado y se le adicion6 1 ml de la mezcla antrona (antrona 0,2 % p/v, etanol
absoluto 5 % v/v, HySO4 75% v/v en agua bidestilada). Se utilizaron los mismos controles
que en el ensayo de orcinol. Los tubos se incubaron por 10 min a 100°C en un bafio himedo y

luego se fotografiaron.

10.3. Metandlisis acida

Los precipitados resuspendidos se trataron con HCI 5% en metanol (Carlo Erba,
Italia) por 8 hs a 80°C para la ruptura del enlace éster del glicolipido, obteniendo un residuo
glicosidico y un residuo lipidico metilesterificado. Luego, los productos resultantes de la
metanolisis se extrajeron por separacion en fases con hexano (Carlo Erba). Se utilizo 1 ml de
cada muestra e iguales cantidades de hexano. Se agit6 vigorosamente y se dejo en reposo el
sistema por 1 h. Posteriormente, se separaron las fases acuosas y orgénicas, colectadas en
frascos de vidrio limpios y se concentraron por evaporacion de solventes con flujo de aire. En

la fase acuosa se espera aislar el residuo glicosidico, y en la fase organica, el residuo lipidico.

10.4. Cromatografia en capa fina (TLC)
Las fracciones organicas y acuosas de la metanolisis se analizaron en placas de silica
gel Polygram Sil G/UVjs4 de 4 x 8 ecm y 20 x 20 cm (Macherey-Nagel, Alemania), Para la

fraccion orgénica se utilizaron dos sistemas de desarrollo: primero n-hexano (100%) y luego
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n-hexano:eter etilico:acido acético (80:20:1 v/v). Para la fraccion acuosa se utilizd una
mezcla acetonitrilo: agua (85 : 15 v/v). Los lipidos y azlcares se identificaron por
comparacion con estandares sembrados en forma simultdnea en la misma placa. Todos los
solventes organicos utilizados fueron de grado pro-analisis (Carlo Erba).
El revelado de las muestras se realizo mediante los siguientes métodos:

1) Con vapores de iodo (I2). Se coloco la placa desarrollada y seca en una cuba conteniendo
iodo bisublimado (Carlo Erba) durante 10 minutos. Es un método cualitativo que permite
visualizar las zonas con lipidos ya que el iodo (colorante inespecifico) los tifie de un color
parduzco. La intensidad de la mancha se correlaciona con la cantidad de insaturaciones.

2) Por calcinacion. Se realizo la inmersion de la placa cromatografica en una solucion de
acido sulfurico (H,SO4) en etanol (5%) y posteriormente se colocd en estufa a 180°C durante
15 min. Es un método destructivo, inespecifico, con una alta sensibilidad, que produce la

carbonizacion de los compuestos que se observan como manchas negras.

10.5. Cromatografia gaseosa capilar (CGC) acoplada a espectrometria de masa (MS).
Para la fraccion lipidica se utiliz6 un cromatografo Hewlett Packard 6890 equipado
con una columna capilar Zebron-5HT inferno (30m x 0.25 mm LD., F.T. 0.25 um,
Phenomenex, EEUU). Como gas transportador se utiliz6 He a 11.36 psi con una velocidad
lineal de 39 cm/s. El inyector se operé en modo splitless a 300°C, y el horno se programoé
con una temperatura inicial de 50°C por 1 min, y luego con rampas de temperatura de
50°C/min hasta 200°C y 3°C/min hasta 330°C permaneciendo finalmente a esa temperatura
por 10 min. Se acopld a este equipo un detector selectivo de masa (MSD) Agilent 5975C VL.
El MSD fue operado en el modo SCAN con un rango de masas de 35 a 800 u.m.a.; en modo

impacto electronico a 70 eV; linea de transferencia a 320°C; temperatura de camara de
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ionizacion a 230°C y cuadrupolo a 150°C. Los compuestos se identificaron por

interpretacion de sus espectros de fragmentacion (Juarez et al., 2001).

10.6. Cromatografia de alta resolucion de intercambio anidnico utilizando un detector
de pulso amperométrico (HPAEC-PAD)

La fraccion polar de la metanolisis se analizé por cromatografia de alta resolucion de
intercambio anidnico en un equipo Dionex BioLC-3000 con detector de pulso amperométrico
en el servicio a terceros del Departamento de Quimica Organica Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, Universidad de Buenos Aires. El método de HPAEC-PAD permite identificar
carbohidratos por comparacion con estandares, utilizando las propiedades levemente acidas
de estos compuestos por separacion selectiva a pH altos utilizando un intercambiador
anidnico. En esta determinacion se utilizaron L-fucosa, D-galactosamina, D-glucosamina, D-

glucosa, D-manosa, D-galactosa, D-ribosa y 2-desoxiribosa como azucares estandar.

11. Analisis estadistico

Las diferencias entre medias se determinaron mediante andlisis de la varianza
(ANOVA) seguido por el post-test de Tukey, en el software GraphPad Prism (GraphPad
Software Inc., EEUU). Para el analisis estadistico de los datos de qPCR entre tratamientos y

controles se utilizo el software REST 2009 (Qiagen, Alemania).
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Crecimiento de B. bassiana en medios s6lidos suplementados con hidrocarburos

Con el objetivo de ensayar el desarrollo de B. bassiana en medios conteniendo
distintos hidrocarburos, se monitoreo el crecimiento y pH del medio en pocillos conteniendo
medios so6lidos inoculados con suspensiones de conidios (Figs. 3A y 3B), asi como en

pocillos sin indculo fingico (controles, fig. 3C).

MM-C28

MC

MM-C16 §f

MM-C28 |

MC

Figura 3. Crecimiento en medio sélido registrado para los dias 1, 3, 5 y 7 de crecimiento en MM con hidrocarburos y
MC. A) Desarrollo micelial de B. bassiana. B) Parte trasera de pocillos de B. bassiana donde se observa el viraje del
indicador de pH. C) Parte trasera de pocillos control (no inoculado con suspension fungica).
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En coincidencia con reportes anteriores, B. bassiana es capaz de crecer en medios
suplementados con alcanos. El crecimiento comenzdé a ser visible en MM-agar con
hexadecano desde el dia 3, y en MM-dgar con octacosano desde el dia 5. Sin embargo, para
MC-agar el crecimiento se visualizd desde el dia 1, y se observd desarrollo micelial mas
abundante comparado con los pocillos suplementados con alcanos en todos los tiempos
ensayados. Al dia 3, los pocillos inoculados con suspensiones fingicas conteniendo MM-agar
con n-hexadecano y n-octacosano como uUnica fuente de carbono cambiaron su coloracion,
evidenciando una disminucién en el pH (pH < 4,4), que se mantuvo a lo largo de todos los
dias del ensayo. El MC-agar también mostr6 una disminucion de pH al dia 3, luego
aumentado a partir del dia 5. No se observo crecimiento ni viraje de indicador de pH en los

controles sin inoculo.

Crecimiento de B. bassiana en medios liquidos suplementados con hidrocarburos

Luego de 3, 5 y 7 dias de cultivo en medios liquidos, se registré el pH del medio y la
variacion de masa hiimeda de hongos crecidos en MC y MM-C16. Para esto, el inoculo
inicial y las células obtenidas para cada condicion se pesaron luego de ser cosechadas.
Asimismo, se midi6 el pH del medio de cultivo remanente (Tabla 2). Puede observarse que el
peso humedo aumenta al menos 5 veces en el MC, pero para MM-C16 no se registran
variaciones, difiriendo significativamente con los valores para MC (p < 0.05). El medio
liquido obtenido luego del cultivo en MC mostr6é una disminucion inicial del pH a los 3 dias
de crecimiento (el pH de MC fue 6), con un aumento progresivo y significativo (p < 0.01) del
pH durante los 7 dias. Este comportamiento fue similar al encontrado para el crecimiento en
medio solido (Fig. 3B). En contraposicion, en el MM-C16 se observo una tendencia (aunque

no significativa) de disminucion de pH en el medio de cultivo a lo largo de los dias.
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Dia Variacion de biomasa pH
MM-C16 MC MM-C16 MC
3 1.2+ 0.2aA 6.1 £0.8aB 6.1 £0.4aA 3.6:0.1aB
5 1.2+ 0.2aA 7.4 +1.4aB 54+0.7aA 6.5+ 0.1bA
7 1.1 +£0.3aA 5.4+ 1.9aB 4.9 + 0.5aA 7.1+£0.1cB

Tabla 2. Variacién de biomasa humeda y pH del medio remanente para los dias 1, 3 y 5 de
crecimiento en MM-C16 y MC. Para cada determinacion, valores en cada columna con diferentes
letras minasculas y valores en cada fila con diferentes letras maytsculas indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Hidrofobicidad y topografia de la superficie celular

Para caracterizar la superficie de células crecidas en medio suplementado con
hidrocarburos se utilizd el método MATH, basado en la interaccion hidrofobica de la
superficie celular de conidios con la superficie de contacto, en este caso con hidrocarburos.
Para esto, se ponen en contacto las células a estudiar con n-hexadecano y se cuantifica por
espectrofotometria la migracion de células hacia la fase organica. Para este ensayo se aislaron

conidios de 3, 5 y 7 dias de las biomasas de MM-C16 y MC y se determind el indice de
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Figura 4. Hidrofobicidad de la superficie celular de conidios crecidos en MC y MM-C16 luego de 3,5y 7
dfas de crecimiento. * (p < 0,05), ** (p < 0,01). 47
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hidrofobicidad (IH) para cada muestra. Los resultados de este experimento se muestran en la
figura 4.

Se observa que el IH de los conidios de MC disminuy6 significativamente (p < 0,001) entre
el dia 3 (0,62 = 0,04) y el dia 7 (0,25 = 0,05). Para MM-C16, el IH fue mayor (p<0,05) en el
dia 5 (0,61 = 0,05) en comparaciéon con los dias 3 (0,39 + 0,02) y 7 (0,39 = 0,06). En este
sentido, mientras en el dia 3 el IH de MC fue mayor (p < 0,05) que en conidios de MM-C16,

en el dia 5 el IH de MM-C16 fue mayor (p<0,01) que conidios de MC.

En base a estos resultados, se aislaron conidios de 5 dias provenientes de cultivos de
MM-C16 y MC para continuar con el analisis de la superficie celular. Estos se fijaron en
membranas y se analizaron por AFM utilizando el modo tapping. Se encontr6 que los
conidios de MC son heterogéneos e irregulares, con didmetros variables entre 1,5 y 5,4 um
(Figs. 5A, 5C). Sin embargo, los conidios de MM-C16 tienen formas mas esféricas,
uniformes, siendo mas pequenos (con didmetros mas entre 0,9 y 2,5 um) (Figs. 5B, 5D). Las
caracteristicas topograficas también fueron distintivas, los conidios crecidos en MC tienen
bordes profundos y rugosos, mientras que los conidios crecidos en MM-C16 resultaron tener

estructuras mas lisas y de bordes uniformes (Figs. SE, 5F).

400.0 nm

= -400.0 nm

700.0 nm

-700.0 nm

Figura 5. Imdgenes obtenidas por AFM de conidios de 5 dias crecidos en MC (B, D, F) y MM-C16
(A, C, E) en modo rapping. Las imdgenes tienen una resolucién de 512 x 512 pixeles. La altura se
expresa en escala de colores (barra en el lado derecho). 8
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Expresion diferencial de genes en B. bassiana crecido en hidrocarburos

Para estudiar una de las familias de genes potencialmente involucrados en Ia
hidrofobicidad de la superficie celular, se midié la expresion génica de hidrofobinas en la
biomasa de MM-C16 y biomasa de MC como control (Fig. 6A). Ambos genes fueron
altamente inducidos en la biomasa de MM-C16. El nivel de expresion de Bbhydl fue 22,8 +
5,5 veces mas alto que los controles al dia 3, mientras que el dia 7 no se indujo
significativamente (5,8 + 4,6 veces). Para Bbhyd?2, el nivel de expresion para el dia 3 fue de
74,1 = 16,6 (dia 3) y 13,9 = 5,2 (dia 7) veces mayor que en MC. Asimismo, la expresion
génica de Bbhyd?2 al dia 3 fue significativamente mas alta (p < 0,001) que al dia 7.

Por otro lado, se analizd la expresion relativa de todos los genes pertenecientes a la
familia CYP52, genes que codifican para citocromo P450 monooxigenasas involucrados en la
degradacion de hidrocarburos mediante una reaccion inicial de hidroxilacion (Fig. 6B). Para
las mismas condiciones de crecimiento descriptas para las hidrofobinas, se hall6 que
Bbcyp52g11 no se vid inducido significativamente en el dia 3 (2,5 £ 0,6) ni en el dia 7 (2,4 +
1,3), asi como tampoco Bbcyp52x1, con niveles de expresion relativa de Bbcyp52x1 de 0,5 +
0,1 y 2,5 £ 0,9 para los dias 3 y 7, respectivamente. Para las cuatro versiones del gen
Bbcyp52t, Bbcyp52ta (3,9 + 1,1 veces), Bbcyp52th (7,9 + 4,4 veces) y Bbcyp52td (3,4 + 0,3
veces) se indujeron significativamente respecto de los controles al dia 3, y no asi al dia 7, con
niveles de expresion diferencial de 2,1 + 1,7 (Bbcyp52ta), 1,6 = 1,0 (Bbcyp52th), y 1,3 £ 0,9
veces (Bbcyp52td). Por el contrario, Bbcyp52tc no se indujo en las condiciones analizadas

(1,2+ 0,4 parael dia3 y 1 £0,7 para el dia 7).
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Figura 6. Analisis de la expresion génica mediante qPCR en en MM-C16 de B. bassiana luego de 3 y 7 dias de
crecimiento comparado con el control (MC) de A) genes codificantes para hidrofobinas y B) genes CYP52 de B.
bassiana mediante qPCR. Se utiliz6é el método de AACt con Bbact como gen de referencia. Las barras representan el
error estindar de 4 ensayos independientes. La linea punteada indica la expresion relativa = 1. Los asteriscos marcan
diferencias significativas en los valores entre 3 y 7 dias, *** (p <0,001).
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Figura 7. Analisis de la expresion génica mediante qPCR en en MM-C16 de B. bassiana luego de 2 dias de crecimiento
comparado con el control (MC) de marcadores de estrés oxidativo de B. bassiana mediante qPCR. Se utilizé el método
de AACt con Bbact como gen de referencia. Las barras representan el error estdndar de 4 ensayos independientes. La
linea punteada indica la expresion relativa = 1.
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Se midieron también los patrones de expresion de los genes marcadores de estrés
oxidativo luego del cultivo con hidrocarburos (figura 7). Dentro de las familia de genes
sod, Bbsodl resulto altamente inducido en presencia de n-octacosano (22,0 £ 7,4 veces) y n-
hexadecano (6,7 + 0,01 veces) respecto a los controles. En cambio, Bbsod?2 (< 1,0) y Bbsod3
(< 2,5 veces) no se indujeron significativamente en presencia de hidrocarburos. Varios genes
pertenecientes a la familia de las catalasas se indujeron en presencia de hidrocarburos: Bbcatp
(peroxisomica) mostro niveles de expresion de 4,5 +£ 2,2 (MM-C28) y 2,5 = 0,1 (MM-C16);
Bbcatc (citoplasmatica) tuvo niveles de induccion similares que Bbcatp en MM-C16, aunque
no presentd induccion en MM-C28; para Bbcata (espora especifica) los niveles de expresion
fueron de 5,8 £ 1,6 veces mas altos que controles en n-octacosano, mientras que la expresion
de Bbcatb (secretada) se indujo con n-hexadecano (4,5 = 0,8 veces). Por el contrario, Bbcatd
(peroxidasa/catalasa secretada) no present6 niveles significativos de induccién con ninguno
de los alcanos estudiados (<1,8 veces). Dentro del sistema GSH, Bbgpx no se indujo
significativamente en presencia de hidrocarburos, con valores de 3,2 £ 1,9 (MM-C16) y 1,5 +
0,7 (MM-C28) veces. Por otro lado, la expresion del gen codificante para la Glutation-S-

transferasa no fue alterado significativamente por el crecimiento en hidrocarburos.

Actividad enzimatica de células crecidas en hidrocarburos

Dado que varios genes marcadores de estrés oxidativos se indujeron luego del
crecimiento en hidrocarburos, se obtuvieron homogenatos de células aisladas de cultivos con
n-hexadecano, n-octacosano, y MC (control) para realizar medidas de actividad de las
enzimas codificadas por estos genes. Tanto la actividad catalasa como la actividad
superoxido dismutasa aumentaron significativamente (p < 0,05) en presencia de n-octacosano

(Figs. 8A y 8B). Por el contrario, la actividad especifica de glutation-S-transferasa disminuyo
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significativamente en presencia de hexano y de octacosano (Fig. 8C). También se realizaron
medidas para estudiar el proceso de peroxidacion lipidica ya que los lipidos son una de las
especies organicas mas afectadas por las ROS (Fig. 8D). En este caso, no hubo diferencias
significativas en presencia de hidrocarburos respecto de células crecidas en glucosa. Sin

embargo, se observa una tendencia de aumento.
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Figura 8. Sistema antioxidante de B. bassiana crecida en medio con hidrocarburos y MC (control). A)
Actividad superdxido dismutasa (SOD). B) Actividad catalasa (CAT). C) Actividad glutation-S-transferasa
(GST). D) Peroxidacion lipidica (LPO). En azul se muestran los valores para células crecidas en MC, en verde
MM-C16, en rojo MM-C28. Los asteriscos indica diferencias indica diferencias significativas (p < 0,05) entre
MC y medios con hidrocarburos.

Aislamiento y caracterizacion de glicolipidos (biosurfactantes)

En microorganismos degradadores de hidrocarburos se ha reportado la sintesis de
biosurfactantes necesarios para captar y emulsificar moléculas hidrofobicas. Como se
encontrd que B. bassiana acidifica el medio al crecer en medios con hidrocarburos, se

siguieron protocolos descriptos en bacterias y levaduras degradadoras de hidrocarburos para
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intentar aislar glicolipidos de naturaleza acida luego de 2 dias de crecimiento en medios con
alcanos y medio completo como control. Los glicolipidos buscados estarian compuestos por
residuos glicosidicos (hidrofilicos) unidos por uniones ésteres a residuos lipidicos
(hidrofobicos). Se aislaron precipitados en MM-C16, MM-C28 y MC y se estudidé su
naturaleza empleando distintos métodos colorimétricos y cromatograficos. Se encontré que
los medios con alcanos dieron reacciones positivas por el método de orcinol y de antrona,
mientras que el medio completo dio negativo para ambas reacciones (Fig. 9). Por la
coloraciéon marr6n visualizada luego de la reaccién con orcinol puede deducirse que los
residuos glicosidicos serian mayoritariamente hexosas. Se realiz6 una reaccion de metanolisis
en medio acido de las muestras originalmente obtenidas en medios MM-C16 y MM-C28 para
la hidrélisis de glicolipidos. Luego de la reaccion que provocaria la ruptura de los
glicolipidos en restos glicosidicos hidrofilicos y restos lipidicos hidrofobicos, se realizo una
extraccion por separacion de fases con n-hexano. Por la diferencia en polaridad de cada
solvente, se esperaba que los residuos glicosidicos se encontraran en la fase acuosa, y los
residuos lipidicos en la fase de hexano. Para comprobar esto, se concentraron las fracciones

con flujo constante de aire y se analiz6 cada una de las fracciones por separado.
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R .

Figura 9. Ensayos colorimétricos para la deteccion de azucares de orcinol (arriba) y antrona (abajo). Como
controles positivos se utilizaron dos soluciones de ramnosa, y como control negativo se utilizé agua miliQ.

Caracterizacion de la fraccion hidrofilica de la metandlisis

Las fracciones acuosas se sembraron en placas de TLC junto con estandares de
monosacaridos (glucosa) y disacaridos (lactosa). Como las fracciones
provienen de la metanoélisis en medio 4cido, se neutralizaron las
muestras y también se sembraron. Luego del revelado, se hall6 una
mancha entre ambos estandares en la muestra neutralizada, por lo que
no puede concluirse si los residuos glicosidicos aislados fueron

monosacaridos, disacaridos o mezcla de ambos (Fig. 10).

Figura 10. TLC de los la fraccion polar de la metandlisis. Se utilizaron glucosa y lactosa como estandares. La muestra
fue sembrada en las condiciones de la reaccion anterior (pH acido), y luego de neutralizar el pH de la solucion.
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Para la identificacion de la fraccion polar de la metandlisis se realizé un andlisis por
HPAEC-PAD. Se encontraron tres picos que se identificaron como fucosa, glucosamina y
manosa (Fig. 11). Estos azlcares son constitutivos de pared celular fungica y no se

encuentran como constituyentes de glicolipidos reportados en otros microorganismos.
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Figura 11. Perfil cromatografico de la fraccion polar de la metandlisis analizado por HPAEC-PAD.

Caracterizacion de la fraccion hidrofébica de la metanolisis
La fracciones hexano se corrieron en placas de TLC junto con estandares de acidos
grasos metil-esterificados y muestras sin metanolizar. Luego del revelado de la placa, para la
fraccion hexano se visualizO una mancha coincidente con el
. - estandar de acido graso metil-esterificado. También puede verse
que la muestra sin metanolizar permanecio en el punto de siembra,
por lo que puede deducirse que la muestra inicialmente puede

contener moléculas mas complejas (fosfolipidos, glicolipidos u

otras moléculas anfipaticas) con las que interacciona e impide que
Muestra Estandar fraccion
sin FAME hexano .
metanolizar | desarrollen en la placa (Fig. 12).

Figura 12. TLC de la fraccion no polar de la metandlisis. Se utilizé un estdndar de 4cido graso metil esterificado.
Como testigo de la metandlisis se sembro el precipitado no hidrolizado. 55
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Las fracciones de hexano de las muestras originalmente precipitadas de MM-C16 y
MM-C28 y luego hidrolizadas se inyectaron en un cromatografo gaseoso capilar acoplado a

un espectrometro de masas.
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Figura 13. Perfil cromatografico de la fraccion no polar de la metandlisis de la muestra originaria de MM-C16
analizado por CGC-MS. Los picos sefalados corresponden a: 1- 4c. tetradecanoico; 3- ac. 9-hexadecenoico; 4- ac.
hexadecanoico; 6-n-hexadecano; 7- 4c. 9,12-octadienoico; 8- ac. 9-octadecenoico; 9- ac. octadecanoico; 10-ac. 2-
hidroxiheneicosanoico; 11- ac. tetracosanoico; 12- ac 2-hidroxitricosanoico; 13, 14, 15- derivados de ergosterol;

2,5- no identificados.

En el perfil de lipidos metilesterificados provenientes de crecimiento en hexadecano
(Figura 13) se identificaron diferentes derivados de &acidos grasos tipicos de membrana
celular, principalmente dacidos 16:1, 16:0, 18:2, 18:1 18:0 (picos 3, 4, 7, §, 9,
respectivamente). También se encontraron picos correspondientes a derivados de ergosterol
(componentes de membrana fingica; picos 13, 14, 15) y un pico correspondiente al n-
hexadecano (pico 6), hidrocarburo utilizado como fuente de carbono en el medio de cultivo
de la muestra inyectada en este caso. También se identifico el pico 11 como &cido
tetracosanoico, un acido graso de cadena larga de abundancia considerable, que podria estar
formando parte de los glicolipidos ya que no es abundante en membranas (Judrez et al., 2000).

Por otro lado, los picos 10 y 12, serian acidos grasos hidroxilados de 21 y 23 carbonos,
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respectivamente. Sin embargo, la superposicion de varios compuestos en el mismo pico
(eluyen en el mismo tiempo de retencion) no permite confirmar su identidad. Estas
hidroxilaciones son similares a las encontradas en 4cidos grasos pertenecientes a glicolipidos
reportados en otros organismos. Para las muestras procesadas luego del crecimiento en
octacosano se obtuvieron perfiles similares.

Tanto el perfil de azucares como el de lipidos estarian reflejando que los precipitados

obtenidos en medios suplementados con hidrocarburos contendrian restos celulares.

Expresion diferencial de genes potencialmente involucrados en la biosintesis de

glicolipidos

Luego de una busqueda bibliografica para seleccionar posibles genes candidatos en la
via de sintesis de glicolipidos, se hallaron en B. bassiana secuencias ortélogas de genes de
Candida bombicola localizados en un cluster responsable por la sintesis de glicolipidos,
conformado por una glicosiltransferasa dependiende de UDP, que se encarga de transferir el
resto glicosidico al resto lipidico, una acetiltransferasa que acetila el glicolipido, un
transportador que permite el pasaje del glicolipido al espacio periplasmico, y una CYP52
encargada de hidroxilar el 4cido graso (Van Bogaert et al., 2013). Luego de obtener las
secuencias de B. bassiana, se disefiaron los primers y se utilizaron para analizar los patrones
de expresion de estos genes en células de MM-C16 y MC (control) (Fig. 14).

Se hall6 que Bbudp-t redujo sus valores de expresion en MM-C16 significativamente
para el dia 3 (0,07 = 0,01 veces), y se expresé de manera similar al control para el dia 7 (1,8
+0,5 veces). Bbacetil-t no se indujo significativamente respecto al control, con niveles de
expresion de 0,9 £0,5 veces (dia 3) y 1,7 = 1,2 veces (dia 3). Bbtransp se expresé de manera
similar al control (2,9 £ 1,5 veces y 1,1 £ 1 veces para los dias 3 y 7, respectivamente).

El gen codificante para la CYP52 ortologo en B. bassiana tue Bbcyp52gi1. Como se
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describio anteriormente (Fig. 6B), este gen no indujo significativamente para el dia 3 (2,5 +

0,6) ni para el dia 7 (2,4 + 1,3).
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Figura 14. Analisis de la expresion génica mediante JPCR en MM-C16 de B. bassiana luego de 3 y 7 dias de
crecimiento comparado con el control (MC) de genes potencialmente involucrados en la sintesis de glicolipidos de B.
bassiana mediante qPCR. Se utiliz6 el método de AACt con Bbact como gen de referencia. Las barras representan el
error estandar de 4 ensayos independientes. La linea punteada indica la expresion relativa = 1.
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Discusion
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Se conoce que Beauveria bassiana es capaz de crecer en medios solidos
suplementados con hidrocarburos alifaticos (Napolitano y Juarez, 1997; Crespo et al., 2000,
Juarez et al., 2000; Pedrini et al., 2007) y se confirma en este trabajo de tesis. Sin embargo, el
crecimiento en estos medios se ve levemente retardado respecto de medios ricos. De los
hidrocarburos alifaticos ensayados, el crecimiento de B. bassiana fue visible antes y de
manera mas abundante con n-hexadecano. Estos resultados son coincidentes con los
encontrados en Pedrini et al. (2010), donde se reportd que n-hexadecano fue el hidrocarburo
de preferencia en un analisis comparativo de crecimiento con una serie de alcanos
conteniendo entre 9 y 33 carbonos. En el cultivo con MM liquidos suplementados con n-
hexadecano no se observo un aumento significativo de la biomasa durante los periodos de
incubacion estudiados, en contraste con medios ricos en glucosa, donde se registraron
aumentos de més de 5 veces en la biomasa respecto del inoculo inicial.

Tanto en medios s6lidos como liquidos se observaron patrones diferenciales de pH en
los medios remanentes, con un aumento de pH en MC y un descenso en MM-C16 y MM-C28.
Estos comportamientos pueden deberse a la secrecion de distintos compuestos de naturaleza
acida que cambien el pH del entorno. Se conoce que B. bassiana puede liberar acido oxalico
como un factor de virulencia, y que su secrecion es dependiente del medio de cultivo
utilizado (Kirkland et al., 2005). También, como se ha mencionado, los microorganismos
degradadores de alcanos liberan biosurfactantes, algunos con restos 4cidos como
soforolipidos, acidos grasos libres, entre otros, en el proceso de captacion de compuestos
hidrofébicos (Kitamoto et al., 2002). Por ultimo, no puede descartarse el consumo de otros
compuestos de naturaleza bésica que provoquen indirectamente la acidificacion del medio.

Se evidenciaron diferencias en los indices de hidrofobicidad en conidios aislados de

las biomasas de MM-C16 y MC, asi como topografias diferentes visualizadas por AFM. Se
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ha descripto que en B. bassiana los conidios aéreos son los propagulos mas hidrofébicos, los
blastosporos son hidrofilicos, y los conidios sumergidos presentan indices de hidrofobicidad
intermedios (Holder et al., 2007). Los valores de hidrofobicidad para conidios sumergidos
hallados en las condiciones estudiadas son similares a los hallados por Holder et al. (2007), y
ademas, se observa que la presencia de n-hexadecano provoca un aumento en estos indices
luego de 5 dias de cultivo para conidios de MM-C16. Las hidrofobinas son proteinas
anfipaticas que en hongos entomopatdégenos permiten la adhesion de los conidios en
superficies hidrofobicas como la epicuticula del insecto (Vigueras et al., 2014). En Ia
biomasa de MM-C16 se hall6 que los patrones de expresion de hidrofobinas eran
significativamente mayores que en MC. Asimismo, se conoce que los mutantes ABbhydl y
ABbhyd?2, y el doble mutante ABbhydIBbhyd2 muestran IH significativamente menores que
en conidios wild type (Zhang et al., 2011). Si bien no se realizaron western blots para
identificar la presencia y expresion aumentada de las proteinas codificadas, puede suponerse
que uno de los causantes de los cambios de hidrofobicidad y topografia de la superficie
celular de conidios crecidos en MM-C16 es la expresion diferencial de hidrofobinas. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para poder afirmar esta hipotesis.

Como se ha mencionado anteriormente, los hongos entomopatdgenos, y en particular
B. bassiana tienen la habilidad de crecer en medios con hidrocarburos como tnica fuente de
carbono (Napolitano y Juarez, 1997). Se evidencié un escenario de estrés oxidativo en células
crecidas en medios liquidos suplementados con hidrocarburos en los primeros dias de cultivo.
Particularmente, se hallé que la actividad SOD aument6 en MM-C28, mientras que la
expresion relativa del gen codificante para la Cu-SOD citosolica, Bbsod!, se indujo en MM-
Cl16 y MM-C28. Sin embargo, los genes Bbsod2 y Bbsod3 codificantes para Mn-SODs
citosolica y mitocondrial, respectivamente, no se indujeron en estos cultivos. Sin embargo,

ambos genes se indujeron mas que Bbsodl en B. bassiana expuestos al insecticida piretroide
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deltametrina (Forlani et al. 2014), sugiriendo que existe complementariedad de funciones
para mitigar el efecto de los iones superoxido generados por diferentes fuentes de estrés. Si
bien no hay informacion disponible de actividad enzimatica de fracciones subcelulares, los
resultados de expresion génica sugieren que Bbsodl seria el principal responsable de la
actividad enzimatica aumentada en homogenatos crudos de B. bassiana crecida en
hidrocarburos.

Al igual que lo observado para las SOD, la actividad CAT aumento
significativamente en MM-C28, en coincidencia con lo reportado en Pedrini et al. (2006).
Los genes mas inducidos en estas condiciones fueron Bbcata (MM-C28), Bbcatb (MM-C16)
y Bbcatp. La induccion diferencial de estos genes estarian reflejando indirectamente distintas
fuentes de especies reactivas de oxigeno. Bbcata y Bbcatb estarian siendo inducidas por la
presencia de ROS citoplasmaticas y de pared, mientras que Bbcatp estaria siendo inducida
debido a la degradacion de hidrocarburos via B oxidacion peroxisdomica, segun se sugiere en
Pedrini et al. (2006). Las funciones de estos genes han sido estudiadas mediante disrupcion
génica (Wang et al., 2013). Bbcatp y Bbcatb parecen ser los contribuyentes mayoritarios en la
actividad CAT, con pérdidas de 56 and 89% para ABbcatp and ABbcath, respectivamente.
Bbcata y Bbcatd parecen ser mas importantes en otras situaciones de estrés, como altas
temperaturas y radiacion UV-B. La delecion de Bbcatp resulto en una sensibilidad aumentada
al estrés oxidativo durante la germinaciéon de los conidios y el crecimiento vegetativo.
También se evidencié una disminucion del 50% en la virulencia de la cepa mutante,
reflejando la importancia de esta enzima en el proceso de infeccion. Sin embargo, los
mutantes no fueron afectados por los cambios térmicos o UV. Si bien no hay informacion de
la asimilacion de alcanos en estos mutantes, los resultados obtenidos sugieren que la catalasa
peroxisomica seria un factor crucial en la adaptacion al estrés oxidativo generado por el

crecimiento en hidrocarburos.
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Dentro del sistema GSH, el gen Bbgpx no se indujo durante el crecimiento en alcanos.
El H,0, puede ser eliminado tanto por la enzima glutation peroxidasa como por las catalasas.
En este sentido, se conoce que existe cooperatividad entre ambas actividades (Michiels et al.,
1994); CAT es usualmente vulnerable a valores altos de H,O,, mientras que la expresion de
gpx esta regulada para mantener la actividad catalasa (Baud et al., 2004). Es por este motivo
que la actividad CAT y los niveles de induccion altos de los genes codificantes para esta
familia podrian explicar la baja inducciéon de Bbgpx. Por otro lado, la expresion del gen
codificante para la glutation-S-transferasa no fue alterado significativamente por el
crecimiento en hidrocarburos, asi como tampoco con deltametrina (Forlani et al., 2014). Esto
es esperable dado que esta enzima forma parte del sistema de detoxificacion clase II, y los
hidrocarburos serian detoxificados por el sistema de las citocromo P450 perteneciente al
sistema de clase I (Pedrini, 2006).

El sistema citocromo P450 monooxigenasa cataliza la primera reaccion del proceso de
degradacion de hidrocarburos (Pedrini et al., 2010). Luego de la publicacion del genoma de B.
bassiana (Xiao et al., 2012), se hallaron 83 genes codificantes para CYP, con 6 secuencias
génicas clasificadas dentro de la familia CYP52. Esta familia es la responsable de la
degradacion de alcanos en levaduras, BbCYP52X1 ha sido identificada como responsable en
la hidroxilacion de alcanos y acidos grasos para su degradacion (Zhang et al., 2012). Si bien
se estudiaron otros mutantes dentro de esta y otras familias, no se hallaron fenotipos
distintivos, posiblemente por el solapamiento de funciones o redundancia en la especificidad
de sustrato entre miembros CYP (Pedrini et al., 2013). En las condiciones de crecimiento
aqui estudiadas, se hallé que algunos genes se inducen luego de 3 dias, algunos luego de 7
dias, y otros no muestran niveles de transcripciéon mayores a los encontrados en medios ricos.
Particularmente, Bbcyp52x1 mostré niveles de expresion similares a los encontrados en

Zhang et al. (2012) para n-hexadecano a los 7 dias de crecimiento, pero no diferentes
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significativamente a los controles. Sin embargo, para alcanos de cadena mas larga este gen se
indujo significativamente (Zhang et al., 2012). Los resultados de induccién diferentes al dia 3
y 7 podrian explicarse nuevamente por el posible solapamiento de funciones. Asimismo, en
este trabajo se encontrd6 que los genes Bbcyp52ta, Bbcyp52th y Bbcyp52td se indujeron
durante el crecimiento con n-hexadecano, pero no se han caracterizado estos genes o sus
productos proteicos, por lo que no puede mas que especularse sobre su potencial funcién en
la degradacion de hidrocarburos. También, si bien se le atribuye la funcion de degradacion de
alcanos a la familia CYP52, no puede descartarse que otras CYP estén involucradas en el
proceso. En este sentido, Pedrini et al. (2010) hallaron altos niveles de induccién en genes
pertenecientes a otras familias CYP en células crecidas en hidrocarburos de cadena corta,
mediana y larga; algunos de ellos fueron clasificados en el clan CYP52 (CYP655CI y
CYP539B5) junto con la familia CYP52 y otros clasificados fuera de este clan. Sin embargo,
ninguno de los mutantes obtenidos para estos genes mostrd fenotipos distintivos. Como se
propone en Pedrini et al. (2013), la amplia variedad de hidrocarburos hallados no sélo en
distintos insectos hospedadores, sino en distintas etapas de crecimiento en un mismo insecto,
explicaria la inespecificidad parcial de sustratos y solapamiento de funciones entre las
citocromo P450 de B. bassiana.

Si bien el proceso de degradacion de hidrocarburos cuticulares ha sido ampliamente
estudiado, no existe evidencia de los procesos involucrados en la captacion e internalizacion
de estos hidrocarburos en hongos entomopatdgenos. Se conocen mecanismos de captacion en
levaduras degradadoras de alcanos, en los que intervienen biosurfactantes (Kappeli et al.,
1984; Lindley y Heydeman, 1986; Goma et al., 1973; Meisel et al., 1973; Cooney et al.,
1980; Reddy et al., 1982; Cameotra et al., 1983). Luego de dos dias de crecimiento en
hidrocarburos, se separaron y caracterizaron precipitados hallados en MM-C16 y MM-C28

con protocolos de aislamiento de biosurfactantes en bacterias y levaduras. Estos precipitados
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contienen residuos glicosidicos, visualizados por métodos colorimétricos, y acidos grasos,
visualizados luego de la reaccion de metandlisis por TLC. Se comprob6 por CGC-MS que en
estos precipitados existen acidos grasos de cadena larga. Previamente se ha estudiado en el
laboratorio la composicion lipidica total de B. bassiana crecida en medio completo y medios
suplementado con hidrocarburos (Juarez et al., 2000). En ese trabajo se vieron diferencias
entre los perfiles lipidicos, encontrando acidos grasos de cadenas mds largas en células
crecidas con hidrocarburo, y no asi en medio completo. Si bien en el presente trabajo no se
estudiaron los perfiles lipidicos de MC, la evidencia preliminar permitiria descartar la
presencia de acidos grasos de cadena larga en células crecidas en MC y fortalecer la hipdtesis
de que existen acidos grasos no constitutivos de membrana celular que estan siendo
sintetizados en respuesta al crecimiento en hidrocarburos. Asimismo, Juarez et al. (2000)
tampoco hallaron 4cidos grasos hidroxilados en los perfiles totales de células crecidas en MC,
en contraposicion con lo que se observo en los perfiles obtenidos en este trabajo para los
precipitados en medios con hidrocarburos. Se conoce que los glicolipidos estan formados por
acidos grasos hidroxilados unidos por enlaces éster a residuos glicosidicos (Smyth et al.,
2010). Es posible que los acidos grasos hidroxilados encontrados en perfiles de MM-C16 y
MM-C28 formen parte de glicolipidos para solubilizar e internalizar los hidrocarburos del
medio. En este sentido, en levaduras se ha reportado la presencia de biosurfactantes anclados
a la superficie celular, que intervienen en la captacion e internalizacion de sustancias
hidrofébicas mediante vesiculas a través de mecanismos complejos de endocitosis (Meisel et
al., 1973; Cooney et al., 1980; Lindley y Heydeman, 1986). Si estos mecanismos ocurrieran
en células de B. bassiana, puede hipotetizarse que debido a la agitacion, las vesiculas en
formacion conteniendo biosurfactantes se liberarian al medio de cultivo y es por este motivo
que en los perfiles se encuentran compuestos constitutivos de membrana y pared. Es

importante destacar que si asi fuera, estos mecanismos no estarian siendo activamente
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utilizados en células crecidas en MC, ya que el precipitado obtenido para esas muestras no
dieron reacciones positivas para azucares por los métodos colorimétricos estudiados.
Alternativamente, células intactas pueden migrar a la interfase agua/hidrocarburo y asi no
puedan ser aisladas por centrifugacion a 5.800%g, luego precipitando a 20.000xg.

Se estudi6 la expresion relativa de genes de B. bassiana ortdlogos a los involucrados
en la sintesis de soforolipidos en S. bombicola (Van Bogaert et al., 2013). Sin embargo, se
hallaron niveles de induccion moderados y/o bajos para los genes estudiados. Dado que estos
genes ortdlogos constituyen un cluster especifico en levaduras, los bajos niveles de induccion
estarian indicando, o bien que el glicolipido buscado no seria un soforolipido, o bien que
estos genes en B. bassiana no necesariamente estan involucrados en la sintesis de el/los
glicolipidos en esta especie, independientemente de la naturaleza del mismo. Es necesario
continuar con el estudio de genes potencialmente involucrados en la sintesis de éstos u otros
biosurfactantes, y complementando los resultados con knock out de los genes candidatos para

evaluar si se modifica el crecimiento en hidrocarburos y/o la virulencia de las cepas mutantes.
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Aislamiento de pellets miceliales

Para continuar con el aislamiento de glicolipidos fingicos se decidié prolongar los
tiempos de cultivo en medios suplementados con n-hexadecano. Luego de 3 dias de cultivo se
encontraron agregados esféricos macroscopicos, no uniformes, en el medio minimo
suplementado con n-hexadecano en contacto directo con la fase organica luego de la
separacion de la biomasa celular por centrifugacion (Fig. 15A). Estas estructuras también se
hallaron luego de 5 y 7 dias de cultivo y se hallaron en medio completo en las mismas
condiciones de cultivo. Luego de varias repeticiones se observd que la cantidad de agregados
asi como sus tamafios no seguian un patrén definido, inclusive en distintos erlenmeyers en un
mismo ensayo inoculado con la misma biomasa inicial de MC. Estos agregados se separaron

por filtracion para su estudio.

Figura 15. A) Pellets miceliales suspendidos en agua dentro de un tubo de ensayo. B) Microscopia de contraste
de fases de un pellet aislado formado por cimulo de hifas (40x). C) Gotas de hexadecano rodeando la estructura
del pellet (10%). D) Pellet tefiido con DAB (10x). E) Pellet tefiido con DAB (20x).
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Observaciones por microscopia

Se evidenci6 por microscopia Optica que los agregados hallados en MM-C16 de 7 dias
estan formados por cumulos de hifas (Fig. 15B), rodeados de gotas de hexadecano (Fig. 15C).
Estas estructuras, denominadas pellets miceliales, son similares a las descriptas en otros
hongos crecidos en medios ricos en glucosa y fuentes de nitrogeno. Sin embargo, no existen
reportes de pellets miceliales de B. bassiana en medios ricos o medios suplementados con

hidrocarburos. Por su novedad, se prosigui6 a estudiarlos y caracterizarlos.

Dado que se conoce que los conidios de B. bassiana cultivados en hidrocarburos
presentan alta actividad peroxidasa/catalasa (Crespo et al., 2000), los pellets también se
tifieron con DAB. Se observo una tincidn intensa en toda la estructura del pellet y una menor
tincion en las hifas cerca de los bordes de la estructura, indicando una alta actividad

peroxidasa en las células que conforman los pellets (Fig. 15D y 15E).

Para el procesamiento de muestras para TEM se aislaron pellets miceliales de 7 dias y
biomasas de MC y MM-C16 de 7 dias para su visualizacion. Se obtuvieron cortes semifinos
que se observaron por microscopia dptica para seleccionar las zonas de cortes ultrafinos para
su observacion por TEM. La observacion de uno de los cortes preliminares semifinos de
pellets miceliales se muestra en la figura 16A. Es visible que los agregados son estructuras

poco compactas, de hifas entrelazadas, poco densas y con bordes bastante definidos.
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Figura 16. A) Observacion de un corte semifino de pellet miceliales por microscopia optica donde se observa
la estructura del camulo (40x). B) Ultraestructura de pellet miceliales (50.000x). C) Ultraestructura de la
biomasa de MM-C16 (30.000x). D) Ultraestructura de la biomasa de MC (30.000%). E), F) Ultraestructura de
pellets miceliales (30,000x) tefiidos con DAB. La reaccidon aparece como puntos blancos pequefios dentro de
las células y en las interconecciones (flecha blanca). Varios peroxisomas son visibles por la tincion. Estructuras
similares a pelos se visualizan en la superficie celular (flecha negra). G), H) Ultraestructura de biomasa de MC
a 30,000x tefiida con DAB. La reaccion es positiva mayoritariamente en vacuolas y no se visualizan
peroxisomas. V: vacuola. N: ncleo. M: mitocondria. P: peroxisoma.

La visualizacion por TEM de los cortes ultrafinos de pellets miceliales (Fig. 16B)
evidenciaron una superficie celular irregular en la cara citoplasmatica, vesiculas pequenas de
contraste similar y un grosor aparente mayor comparado con la superficie de células de MC
(Fig. 16C) y MM-C16 (Fig. 16D). Para comparar el grosor de la superficie de pellets, MC y
MM-C16, se midio el espesor de la superficie celular de alrededor de 10 células de cada
muestra. Se encontré que el espesor promedio en los pellets (0,36 £ 0,04 um) es
significativamente mayor (p < 0,001) que los encontrados en MC (0,11 = 0,02 pm) y MM-
C16 (0,15 + 0,03 um).

Las muestras de pellets y biomasa de MC de 7 dias se tifieron con DAB y se
procesaron para TEM como se indica en Materiales y Métodos. Las imagenes de cortes de
pellets tefiildos con DAB revelaron altos niveles de actividad peroxidasa/catalasa,
visualizados como puntos negros pequenos dentro de las células (Fig. 16E) y en las
conexiones entre células (Fig. 16F). También se diferenciaron varios peroxisomas y
estructuras similares a pelos en la superficie celular. Por el contrario, en células de MC se
observd que la reaccion con DAB fue menor, principalmente encontrada dentro de vacuolas,

pocos o ningun peroxisoma y superficies celulares lisas (Figs. 16G y 16H).
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Expresion diferencial de genes en pellets miceliales: marcadores de estrés oxidativo,

biosintesis de peroxisomas e hidrofobinas

Dado que se evidencié que los pellets miceliales tefiidos con DAB tienen una
actividad peroxidasa alta, se midieron por qPCR genes algunos genes marcadores de stress
oxidativo en pellets miceliales a los 3 y 7 dias de cultivo comparados con MC (control) (Fig.
17A). Se encontr6 que dentro la familia superdxido dismutasa, el gen Bbsod! se indujo al dia
3 (6,1 = 3,1 veces), pero no asi al dia 7. En cambio, Bbsod3 se indujo al dia 7 (4,9 = 2,7
veces), y no al dia 3. Por el contrario, Bbsod2 no se indujo en las condiciones estudiadas.
Para el sistema GSH, Bbgst no se indujo respecto de los controles (3,4 + 2,4y 1,8 + 1,3 veces
al dia 3 y 7, respectivamente), mientras que la expresion de Bbgpx fue similar a los controles
al dia 3 (0,7 = 0,2 veces) y aumento al dia 7 (2,5 + 0,2 veces). Dentro de la familia catalasa,
los genes Bbcatb, Bbcatc y Bbcatp se indujeron significativamente en hongos crecidos en
alcanos, con valores de expresion relativa de 4,9 + 2,3 veces al dia 3 (Bbcatb), 4,2 + 2,0y 4,7
+ 2,3 veces al dia 3 y 7, respectivamente (Bbcatc), 14,8 + 5,8 y 4,3 + 2,8 veces al dia 3 y al
dia 7, respectivamente (Bbcatp).

Dada la alta expresion relativa de la catalasa peroxisomica y de la visualizacion de
numerosos peroxisomas en las imagenes de TEM, se decidi6 estudiar el patron de expresion
de genes pex, involucrados en la biosintesis de peroxisomas (Fig. 17B). Bbpex7 se indujo
significativamente durante el cultivo en alcanos luego de 3 dias respecto de los controles (4,4
+ 1,6 veces), mientras que Bbpex5 (1,0 = 0,3 y 1,2 = 0,4 veces al dia 3 y 7, respectivamente),
Bbpex14/17 (1,8 + 0,6 y 4,5 = 2,8 veces al dia 3 y 7, respectivamente) y Bbpex19 (2,8 £1,3 y
3,9 = 1,4 veces al dia 3 y 7, respectivamente) no se expresaron significativamente mas que

los controles.
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Dado que la hidrofobicidad de la superficie celular es mas alta en conidios crecidos en
hidrocarburos, y que se inducen los genes codificantes para hidrofobinas, se midi6 la
expresion génica de hidrofobinas en pellets miceliales, comparado con MC como control (Fig.
17C). Se hallé que Bbhydl y Bbhyd?2 no se indujeron en pellets para ninguno de los dos dias
de cultivo estudiados.

Debido al rol de la familia CYP52 en la degradacion de hidrocarburos, se analizo su
expresion relativa (Fig. 17D). Algunos genes de esta familia se indujeron significativamente
al dia 3, con valores 3,3 = 0,3 veces mayores que el control para Bbcyp52x1, 5,5 + 2,7 veces
para Bbcyp52th y 12,6 + 7,6 veces para Bbcyp52td, aunque sus valores de expresion relativa
disminuyeron significativamente al dia 7, con valores de 0,7 + 0,1 (Bbcyp52x1), y 0,3 = 0,1
(Bbcyp52td), o bien similares a los controles, con valores de expresion relativa de 4,4 = 2,6
(Bbcyp52tb). Por el contrario, la expresion de Bbcyp52g11 fue similar a los controles al dia 3
(0,5 = 0,3) pero aument? significativamente al dia 7 (5,9 = 1,1). Bbcyp52ta y Bbcyp52tc no se
indujeron para los dias ensayados, mostrando valores de expresion relativa de 3,8 + 2,8 y 0,4
+ 0,1 para los dias 3 y 7, respectivamente (Bbcyp52ta), y 5,1 +4,8 y 1,7 = 1,1 para los dias 3

y 7, respectivamente (Bbcyp52tc).
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Figura 17. Andlisis de la expresion génica mediante qPCR en pellets miceliales de B. bassiana luego de 3 y 7 dias de
crecimiento comparado con el control (MC) de A) genes marcadores de estrés oxidativo B) peroxinas C) hidrofobinas D)
genes CYP52. Se utiliz6 el método de AACt con Bbact como gen de referencia. Las barras representan el error estaindar de 4
ensayos independientes. La linea punteada indica la expresion relativa = 1. Los asteriscos representan diferencias

significativas entre los 3 y 7 dias, * (p < 0,05), ** (p <0,01).
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Caracterizacion de pellets como potenciales propagulos de biocontrol

Esporulacion

El desecado de propagulos es un paso crucial para la formulacién y almacenamiento
como particulas secas para uso en practicas de control microbiano. Para comprobar si los
pellets de B. bassiana obtenidos en medios con n-hexadecano toleran el desecado, y son
capaces de germinar y producir conidios viables, se los desecd por 5 dias, se los repicd en
placas de adgar-agar con antibiotico y se los observo regularmente con lupa. Luego de dos dias
se observé desarrollo hifal, seguido por produccion de conidios desde el dia 6. A los 14 dias,
los conidios se cosecharon y cuantificaron. Se encontr6é que la produccion de conidios fue de
3,3 + 0,9 x 10° conidios por gramo de pellet seco. También se evalud la viabilidad de esos

conidios, obteniendo un porcentaje de germinacién promedio de 99.7%.

Termotolerancia

La tolerancia a distintas temperaturas también es un pardmetro critico, tanto para el
almacenamiento de propagulos como para su viabilidad en dias calidos en campo, sea cual
fuere el modo de aplicacion elegido. Como prueba inicial de la tolerancia de estos pellets en
distintas condiciones similares a las ambientales y/o de almacenamiento, se evalu6 su
viabilidad luego de ser incubados por 2 h a distintas temperaturas. Los resultados de la
produccion de conidios por gramo de pellet y las unidades formadoras de colonias por gramo
de pellet se muestran en la Tabla 3. Para los tiempos de incubacion estudiados, los pellets

miceliales toleran altas y bajas temperaturas.
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Tem;())eratura Produccion d? cqnidios/ g pellets UFC/g pellets miceliales
(°C) miceliales
20 43+0,3x 10° 1,2+ 0,007 x 10°
5 4,2 +0,07 x 10° 1,9+0,1x 10°
26 4,2+0,3x 109 1,7+0,0x 10’
37 49+1x10° 1,9+ 0,02 x 10°
45 2,9+0,3x 10° 2,1+0,5x 10°

Tabla 3. Ensayo de termotolerancia.

Bioensayos de patogenicidad

Se utilizaron pellets de 7 dias frescos para evaluar su patogenicidad contra larvas de

Tribolium castaneum y Tenebrio molitor. Los resultados del bioensayo se muestran en la

Tabla 4. Los pellets provocan la muerte de 70% de las larvas de 7. castaneum, y mas del 90%

de las larvas de 7. molitor luego de una semana, mostrando ser aptas como propagulo para

control biolégico.

Dia Mortalidad (%)
Tribolium castaneum Tenebrio molitor
0 0+0a 0+0a
2 0=+0a 0=£0a
5 702+ 11.9b 53.3+10.7b
8 67.3+13.1b 96.7 £ 1.9¢

Tabla 4. Bioensayo de patogenicidad. Porcentaje acumulativo de mortalidad de larvas de T. castaneum 'y T.
molitor tratadas con pellets miceliales (PM) y no tratadas (control). Los valores de mortalidad fueron
corregidos respecto del control con la formula de Abbott. Para ambos insectos, diferentes letras indican

diferencias significativas (p < 0,05).

77



Seccion II. Discusion

Discusion
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Estos resultados describen un nuevo tipo de crecimiento en B. bassiana cultivado en
medio minimo suplementado con n-hexadecano, formado por agregados de hifas similares a
pellet miceliales encontrados en otros hongos filamentosos (Metz y Kossen, 1977; Grimm et
al., 2005a). Sin embargo, a diferencia de otros pellets descriptos en la bibliografia, B.
bassiana los produce durante el crecimiento en hidrocarburos pero no en cultivos ricos en
glucosa.

Se han descripto dos mecanismos para la formacion de pellets miceliales: mecanismos
del tipo coagulativo donde los pellets se forman a partir del agregado de esporas e hifas
durante etapas tempranas de cultivo; y mecanismos de tipo no coagulativo donde una espora
aislada crece para formar un pellet (Serrano-Carredn et al., 2015). Asimismo, se conoce que
la formacion de pellets miceliales en otros hongos filamentosos esta fuertemente regulada por
el pH del medio y las interacciones hidrofobicas, entre otros factores (Glazebrook et al.,
1992; Ryoo y Choi, 1999; Dynesen y Nielsen, 2003; Grimm et al., 2005b;). En particular, la
formacion de pellets miceliales en Aspergillus niger ha sido ampliamente estudiada, se ha
determinado como las fuerzas hidrofobicas de la superficie celular y el pH del medio son
cruciales en la dindmica de formacion de pellets (Grimm et al., 2005b). Entonces, puede
sugerirse que los comportamientos diferenciales hallados de pH, hidrofobicidad e induccion
de genes de hidrofobinas en la biomasa de MM-C16 (seccion I) podrian ser los
desencadenantes de la formacion de pellets en estos medios de cultivo. Siendo que existe
evidencia de activo crecimiento de B. bassiana en medios con n-hexadecano (Seccion I;
Pedrini et al., 2010), es posible que las células en MM-C16 estarian en activa division y
crecimiento, pero migrarian para formar parte de los pellets miceliales encontrados en la
interfase con el alcano, en contacto con el sustrato a metabolizar. Podria suponerse también

que los pellets miceliales permiten optimizar el proceso de captacion e internalizacion del
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alcano. Asimismo, es posible que la estructura relativamente poco densa observada por
micrografia Optica contenga otros compuestos englobados entre las interconexiones hifales,
como el n-hexadecano a metabolizar o sustancias secretadas para favorecer tal fin.

Se observo que las células que forman los pellets presentan pequefias estructuras,
posiblemente vesiculas, dentro del citoplasma, asi como también gran cantidad de
peroxisomas, ausentes en células de la biomasa. Asimismo, se evidenci6 un engrosamiento de
la membrana celular y estructuras similares a peines en la superficie celular externa. Estas
proyecciones en el exterior de la célula fueron observadas también en células de B. bassiana
crecidas en medio sélido conteniendo hidrocarburos (Crespo et al., 2000), asi como en
levaduras degradadoras de alcanos (Kappeli et al., 1984; Lindley y Heydeman, 1986). Se cree
que estas estructuras en la superficie facilitan la captacion e internalizacion de hidrocarburos
mediante la adhesion, e invaginacion de los mismos hacia el citosol, y las vesiculas
conteniendo hidrocarburos evitarian la acumulacion de los mismos en el citosol (Lindley y
Heydeman, 1986).

La tincidon con DAB también permitié observar una alta actividad peroxidasa/catalasa,
tanto en el interior de la célula como en las interconexiones celulares. Asimismo, se hallé que
se inducen numerosos genes marcadores de estrés oxidativo; entre ellos, el més inducido fue
el gen codificante para la catalasa peroxisomica, Bbcatp. Sin embargo, no es posible
establecer si la induccion de estos procesos encontrados en los pellets miceliales es en
respuesta al crecimiento en alcanos, como se describe en la secciéon I, o bien si la
diferenciacion a pellets miceliales genera un estrés adicional.

Como se menciond antes, la fase final de la degradacion fingica de alcanos ocurre via
B-oxidacion peroxisémica (Fukui and Tanaka 1979; Tanaka et al 1982; Crespo et al., 2000;
Pedrini et al., 2007). La biogénesis de peroxisomas involucra la acciéon de varias proteinas

denominadas peroxinas, codificadas por los genes pex (Li et al., 2016; Smith y Aitchison,
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2013). Se observo que en pellets miceliales Bbpex7 se indujo luego de 3 dias de crecimiento.
Estos resultados junto con los de TEM, indicarian que la via de biogénesis de peroxisomas
estaria activada en estas condiciones, como fue reportado en levaduras crecidas en alcanos
(Fukui and Tanaka, 1979; Monosov et al., 1996; Smith y Aitchison, 2013; Tanaka y Ueda,
1993).

Resulta interesante comparar los comportamientos diferenciales entre células que
forman los pellets y las células que forman la biomasa de MM-C16. Por un lado, por TEM se
evidencian diferencias en la forma y el grosor de la superficie celular de las dos células. Por
otro lado, se vio un aumento en la hidrofobicidad de la superficie celular y una alta induccion
de genes codificantes para hidrofobinas en la biomasa de MM-C16, mientras que no se
evidencid induccion de hidrofobinas en los pellets. Asimismo, se halld cierta similitud de
comportamiento en los genes Bbcyp52t, con Bbcyp52th, y Bbcyp52td inducidos al dia 3, y no
asi al dia 7, y Bbcyptc no inducido para los dias ensayados. Sin embargo, mientras Bbcyp52ta
mostrd niveles de transcripciéon mayores en biomasa de MM-C16 al dia 3, no se indujo en
pellets miceliales. Por ultimo, mientras Bbcyp52x1 y Bbcyp52g11 se indujeron en pellets al
dia 3 y dia 7, respectivamente, estos genes no se indujeron en la biomasa de MM-C16. Estas
diferencias morfoldgicas y moleculares estarian reflejando que en el medio minimo
suplementado con n-hexadecano se encuentran dos poblaciones celulares diferentes entre si
en posible respuesta a la adaptacion al crecimiento en hidrocarburos. Si bien se necesita
complementar estos resultados con estudios proteicos para comprender mejor el rol
fisioldgico de cada miembro de la familia CYP52 en ambas poblaciones celulares, es posible
que las células de los pellets miceliales en contacto constante con el hidrocarburo sean mas
propensas a asimilar y degradar el n-hexadecano, y por lo tanto sus niveles de induccion son

mayores y por tiempos mas prolongados que en la biomasa crecida en hidrocarburos.
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Estas estructuras complejas resultaron ser tolerantes a la desecacion y temperatura,
capaces de germinar en medios sin fuente de carbono, utilizando reservas enddgenas para
proliferar. Asimismo, se aislaron de cultivos cuya tnica fuente de carbono son hidrocarburos.
Estudios previos han demostrado que el cultivo de B. bassiana en medios con hidrocarburos
aumenta la virulencia, tanto por un aumento en la mortalidad de insectos como por una
disminucién en el tiempo letal medio frente a diferentes huéspedes (Crespo et al. 2002;
Pedrini et al. 2009). Estos pellets miceliales son capaces de matar larvas de 7. molitor y T.
castaneum. Estos resultados muestran que estos pellets miceliales tendrian un gran potencial
para su formulacion, almacenamiento y utilizacion en programas de biocontrol. Es necesario
continuar con la caracterizacién microbioldgica de estos propagulos para determinar
parametros de mortalidad con insectos plaga de interés, vehiculos para su formulacion y
tolerancia a las condiciones ambientales criticas para su utilizaciébn en programas de

biocontrol.
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Microesclerocios

Luego de 4 dias de cultivo en MC con agitacioén vigorosa (250 rpm) se observé una
coloracién mas oscura a la coloracion usual de medios de cultivo de B. bassiana en igual
medio con agitacion mas leve (180 rpm), siendo que los conidios y micelio de este hongo son
hialinos (Fig. 18). Durante la precipitacion de las células se observaron cimulos de hifas
acompafiando la biomasa caracteristica de crecimiento en medio liquido. Estos cumulos se
aislaron para su analisis y caracterizacion.

Se observd por microscopia Optica que los cumulos aislados estan conformados por un
agregado de hifas melanizado (Fig. 19). Esta observacioén sugirid6 que se podria tratar de
microesclerocios. Como en las condiciones ensayadas se obtuvo una mezcla de estructuras
celulares compuesta de hifas dispersas y microesclerocios, se comenzaron pruebas de
optimizacion descriptas para la produccion de microesclerocios modificando la concentracion
de C y N de los medios. Se probaron relaciones C:N inferiores (5:1) y superiores (30:1, 40:1)
a las que contiene el MC (12,5:1), manteniendo constantes la concentracion de sales y de
extracto de levadura y sélo modificando la concentracion de glucosa. Se hallé que el medio
correspondiente a una relacion 30:1 aumento la cantidad de propagulos por ml respecto de

MC. Para las otras relaciones, la produccion de propagulos fue similar a la de MC.
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Figura 18. Medios de cultivo de B. bassiana A la derecha, cultivo de microesclerocios, mostrando tipica
melanizacion de células, otorgandole un color marrén intenso al medio de cultivo. A la izquierda, cultivo de
micelio en MM-C16 (A) y cultivo de micelio en MC (B)

Figura 19. Microesclerocios de B. bassiana visualizados por microscopia optica.
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Caracterizacion celular y molecular de microesclerocios

Dado que se ha estudiado el estrés oxidativo en la formacion de microeslerocios de
otras especies de entomopatdgenos (Papapostolou y Georgiou, 2010; Song et al., 2013; Zhou
et al., 2015) los propagulos frescos de B. bassiana se tifieron con DAB, dando una coloracion
intensa dentro de la estructura, y mas tenue en las hifas que la rodean (Figs. 20A y 20B)

senalando una alta actividad peroxidasa/catalasa en estos microesclerocios.

Figura 20. Microesclerocios de B. bassiana teiiidos con DAB visualizados por microscopia dptica a 20x
(A) y 100x (B).

Asimismo, los microesclerocios y la biomasa de MC (control) de 4 dias se tifieron con
DAB y se procesaron para ser visualizados por TEM. En la figura 19 se muestra una de las
imagenes obtenidas para MC (Fig. 21A) y microesclerocios (Figs. 21B y 21C) de 4 dias.
Puede observarse que la reaccion con DAB es mucho mas intensa en las células que forman
el microesclerocio, visualizada como puntos negros dentro de toda la célula, asi como
también rodeando la superficie celular y en las conexiones entre células. Asimismo, se
distinguen mitocondrias también tefiidas, indicando una posible actividad catalasa/peroxidasa
mitocondrial aumentada. También es posible identificar de manera indirecta la presencia de
melaninas en la superficie de estas células, visualizadas como ctimulos oscuros alrededor de
la pared celular. En el caso de las células de MC se visualizan escasos puntos oscuros

correspondientes a la reaccion de DAB so6lo dentro de las vacuolas.
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Figura 21. Microscopia de transmision electronica de muestras teflidas previamente con DAB. A) micelios de MC (control). B)
y C) microesclerocios. La flecha negra indica la melanizacion alrededor de la superficie celular. V: vacuola. M: mitocondria.
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Para complementar los resultados de microscopia, se decidio medir el patron de
expresion de genes marcadores de estrés oxidativo y genes involucrados en la biogénesis de
peroxisomas. Para esto, se midieron los genes candidatos por qPCR de muestras de
microesclerocios y micelio (control) de 4 dias. El andlisis de los resultados se muestran en las
figuras 22A y 22B.

Se encontré que en la familia de las superdxido dismutasas, todos los genes se
indujeron en cultivos de microesclerocios, con valores de induccion respecto del control de
12,5 £ 6,4 para Bbsodl, 7,3 £ 0,6 para Bbsod2 y 7,3 = 0,2 para Bbsod3. Dentro de la familia
de las catalasas, los genes Bbcata (12,0 + 0,2), Bbcatb (17,7 £ 11,9) y Bbcatp (35,6 + 13,6) se
indujeron en microesclerocios, mientras que Bbcatc (4,8 = 2,4) se indujo moderadamente, y
Bbcatd ( 1,3 + 0,3) no se indujo. Para el sistema glutation, los genes Bbgpx y Bbgst no se
indujeron significativamente, con valores de 1,6 = 0,1 y 3,0 = 1,6 veces mayor al control,
respectivamente. Dentro de las peroxinas (Fig. 22B), Bbpex7 se indujo en cultivos de
microesclerocios (25,0 + 13,4 veces mayor que los controles), con valores mayores a otras
peroxinas, mientras que Bbpex5 y Bbpex19 se indujeron moderadamente (2,0 + 0,2 veces y
3,9 =+ 1,1 mayor que los controles, respectivamente), yque Bbpex14/17 no mostr6 niveles de

expresion mayores a los cultivos control (1,7 + 0,6 veces mayor que los controles).
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Figura 22. Analisis de la expresion génica mediante qPCR en pellets miceliales de B. bassiana luego de 3y 7
dias de crecimiento comparado con el control (MC) de A) genes marcadores de estrés oxidativo B) peroxinas
de B. bassiana mediante qPCR. Se utilizo el método AACt con Bbact como gen de referencia. Las barras
representan el error estandar de 4 ensayos independientes. La linea punteada indica la expresion relativa = 1
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Caracterizacion de microesclerocios como propagulos para biocontrol

Para evaluar la tolerancia a desecacion, se tomaron propagulos de 4 dias y se los
secaron a 4°C como se indica en Materiales y Métodos. Luego de 7 dias, se repicaron en
medio solido agar-agar y se estudi6 la produccion y viabilidad de conidios. Se hallé que estos
microesclerocios son capaces de germinar y producir conidios viables en ausencia de fuentes
exodgenas de carbono. Asimismo, un ensayo preliminar de mortalidad con una réplica
biolodgica mostrd que los microesclerocios de B. bassiana matan a las larvas de 7. castaneum,
con porcentajes de mortalidad
corregidos por Abbott de 69,7%. En
la figura 23 se observan cadaveres de
T. castaneum mostrando la cubierta

blanca caracteristica de B. bassiana.

Figura 23. Larvas de Tribolium castaneum colonizadas por Beauveria bassiana luego de 5 dias de inoculacion
con microesclerocios.
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Los microesclerocios son producidos por una amplia variedad de hongos filamentosos.
Dentro de los hongos entomopatogenos, solo fue reportada la formacion de estos tipos de
propagulos infectivos en Metarhizium spp. (Jackson y Jaronski, 2012). Estas estructuras
suelen ser formas de resistencia a condiciones adversas de temperatura y radiacion solar, por
lo que estas formas infectivas son buenas candidatas para su utilizacién en programas de
control biolodgico. Se ha propuesto que la produccion de microesclerocios y su optimizacion
estd determinada por factores nutricionales compartidos por varias especies, como
Metarhizium spp, Colletotrichum truncatum, Mycoleptodiscus terrestris y Trichoderma spp.
Se ha establecido crucial la alta concentracién de glucosa asi como una optima relacion C:N
en la composicion del medio de cultivo para su produccion. Asimismo, la optimizaciéon en la
formacion de microesclerocios en fermentaciones liquidas es clave para mejorar la
produccion en términos de tiempos y costos (Behle y Jackson., 2014; Jackson y Payne, 2016).
En el caso de B. bassiana, no existen reportes en la bibliografia de la diferenciacion de
conidios a microesclerocios. En este sentido, la composicion del medio utilizado en este
trabajo para B. bassiana difiere a la de los medios utilizados para la produccion de
microesclerocios en otras especies, incluyendo diferentes concentraciones y sales. En la
Tabla 5 se compara la composicion del medio de cultivo usado para B. bassiana en este
trabajo (MC) con medios de cultivos optimizados para la produccion de microesclerocios en
otros hongos filamentosos. Por lo tanto, B. bassiana muestra necesidades nutricionales
diferentes a otros hongos para la producciéon de microesclerocios y éstas aun deben ser

optimizadas para aumentar el rendimiento en la producciéon de propagulos.
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MC| @ 2 (©)) @ | O ()
KH,PO, 0,4g 4g 4g 4g 2g 4g
NazHP04 1,4g
MgS0,.7H,0 0,6g 0,6g 0,12¢g 0,6g 0,6g 0,3g 0,6g
MnSO.H,0 0,016g 0,016g | 0,016g
MnCl, 0,016g 0,002g
FeCl; 0,002¢g
FeS0,.7H,0 0,1g 0,1g 0,1g 0,05¢g 0,1-0,4g
CoCl,.6H,0 0,037g 0,037g | 0,037¢g
ZnCl, 0,001g
ZnS0,. 7TH,0 0,014g 0,014g 0,014g | 0,0l4g
CaCl,.2H,0 0,8g 0,8g 0,8g 0,4g 0,8g
KC1 lg
NaCl 0,12g
NH4N03.7H20 0,7g 3,1g
Citrato de amonio 2,5¢
Extracto de levadura 5¢g lg 3,64¢ S5g
acido casamino/ 2-45¢g
hidrolizado caseina 15¢
Peptona 2,5g
Glucosa 10g 10-81g 18¢g 36g 40g 75g 40g
Vitamina B1 0,5g 0,3mg 0,5g
Vitamina B2 0,5g 0,5g
Vitamina B3 0,5g 0,5g
Vitamina BS 0,5g 0,5g
Vitamina B6 0,5g 0,5g
Vitamina B12 0,05g 0,05g
Biotina 0,05g 0,05g
Acido folico 0,05g 0,05g
Acido lipoico 0,5g 0,5g

Tabla 5. Composicion de medios de cultivo para la producciéon de microesclerocios utilizados en este trabajo
(MCQ), (1) Jackson y Jaronski, 2009, (2) Papapostolou y Giourgiou, 2010, (3) Mascarin et al., 2014, (4) Song et al.,
2014, (5) Jackson y Payne, 2016, (6) Wang et al., 2016.

Se conoce que en las especies fungicas fitopatdégenas Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
minor, Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani, algunos marcadores de estrés oxidativo
como el peroxido de hidrégeno y radicales superdxido intracelulares estan involucrados en la
diferenciacion a microesclerocio (Papapostolou y Georgiou, 2010a,b). Los resultados de
tinciones con DAB junto con los patrones de expresion génica de marcadores de estrés
oxidativo reportados en este trabajo permiten afirmar que existe un escenario de estrés
oxidativo en células de microesclerocios de B. bassiana. Los altos niveles de induccion de
Bbcatp y Bbpex7 sugieren que los peroxisomas podrian jugar un rol clave en la metamorfosis
a microesclerocios. Asimismo, los hongos filamentosos presentan un tipo especial de

peroxisomas llamados cuerpos de Woronin, que intervienen en el sellado de los poros en
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respuesta a una lesion celular (Liu et al., 2008). Se cree que los cuerpos de Woronin son
requeridos cuando se forman redes hifales y pequeios poros conectan las células para el
intercambio de nutrientes y organelas (Tenney et al., 2000). En Neurospora crassa estas
organelas muestran gran actividad catalasa (Schiebs et al., 2006). Es posible que en las
células de B. bassiana que componen los microesclerocios estas estructuras también estén
presentes y tengan un rol crucial para regular el intercambio de macromoléculas. Ademas, se
conoce que la proteina HEX-1 esta involucrada en la diferenciacion a cuerpos de Woronin
(Tenney et al., 2000). En este sentido, los proximos pasos seran caracterizar los cuerpos de
Woronin en microesclerocios, asi como caracterizar funcionalmente el gen ortdlogo Bbhex! 'y
su rol en la metamorfosis de conidios a microesclerocios en B. bassiana.

Estos propagulos de B. bassiana comparten con microesclerocios de otras especies
caracteristicas distintivas como la melanizacion de sus estructuras, la tolerancia a la
desecacion (crucial para el formulado de granulos secos), germinaciéon y produccion de
conidios patogenos sin fuentes externas de carbono. Debido a que los conidios, propagulos
mas ampliamente estudiados para programas de control biologico, deben germinar e infectar
al huésped del insecto, mantener su viabilidad es una preocupacion principal durante todo el
proceso de produccion y aplicacion de bioplaguicidas. En lugar de conidios, los
microesclerocios pueden ser mas adecuados para su uso ya que estos agregados compactos
sirven como la estructura natural de hibernacion para hongos. Cuando las condiciones son
favorables, los microesclerocios se rehidratan, germinan y esporulan, produciendo conidios
capaces de infectar insectos blanco, que no fueron afectados por las potenciales condiciones
adversas que pudieran sufrir los propagulos anteriores a su utilizacion. También, sus
formulaciones granulares crean numerosos focos infectivos que contienen una gran cantidad

de conidios, promoviendo un control bioldgico mas exitoso (Jackson y Jaronski, 2009; Behle
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y Jackson, 2014; Behle y Goett, 2016). Estas caracteristicas hacen de las cepas productoras
de microesclerocios interesantes para su utilizacién en programas de control bioldgico.

En la mayoria de los casos, los propagulos deben formularse con aditivos para
mejorar la vida 1til frente a condiciones ambientales adversas, asi como diluyentes inertes,
esparcidores, adhesivos y emulsionantes. Los préximos pasos para continuar con este trabajo
seran la optimizacion de la composicion de los medios de cultivo en la produccion de
microesclerocios de B. bassiana; pruebas con distintos vehiculos para la formulacion de estos
propagulos para el control de 7. castaneum, un coledptero que provoca enormes pérdidas en
depositos de trigo y sus productos derivados; y el desarrollo de un prototipo de trampas de
atraccion-infeccion que incluirdn microesclerocios para su implementacion en programas de

control de insectos de granos almacenados.
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son:

- Se evidenci6 un escenario de estrés oxidativo en células de Beauveria bassiana crecidas en
medios con hidrocarburos como tunica fuente de carbono. Asimismo, se observaron
diferencias en patrones de pH del medio de cultivo, variacion en biomasa e hidrofobicidad de
la superficie celular de células crecidas en hidrocarburos respecto de células crecidas en
medios ricos.

- Durante la busqueda de biosurfactantes, se hallaron compuestos conteniendo acidos grasos
constituyentes de cadena larga e hidroxilados, ausentes en perfiles lipidicos de células
crecidas en medios ricos. Asimismo, luego de 3 dias de crecimiento en medios con n-
hexadecano aparecieron cimulos de hifas hialinos caracterizados como pellets miceliales,
ausentes en medios ricos.

-Se encontrd que estos pellets miceliales son capaces de germinar sin una fuente externa de
carbono, producir conidios viables, tolerar cambios de temperatura y ser patdgenos frente a
larvas de Tribolium castaneum y Tenebrio molitor. Se evidenci6 que las células que lo
conforman presentan una alta actividad peroxidasa, gran cantidad de peroxisomas, induccion
de genes marcadores de estrés oxidativo y activa biogénesis de peroxisomas.

-Se encontrd por primera vez que Beauveria bassiana es capaz de producir estructuras
microesclerociales, capaces de germinar, producir conidios viables y ser patdgenos frente a
larvas de Tribolium castaneum. Este hallazgo es de gran originalidad ya que desde hace
algunos afios diversos investigadores han intentado sin éxito producir microesclerocios en B.
bassiana. Asimismo, las células que forman estas estructuras tienen una actividad peroxidasa
alta e induccion de genes marcadores de estrés oxidativo y de peroxinas asociadas a la

biogénesis de peroxisomas.
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Anexo 1. Medios de cultivo y buffers

ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVOS Y BUFFERS

Medio papa-dextrosa-agar (PDA): 39g de polvo comercial (Merck), 1000 ml de H,0
destilada. El polvo comercial contiene 15 g de agar, 20 g de glucosa y 4 g de infusion de papa.
Medio completo: 0,4 g KH,P04, 1,4 g Na,HPO4, 0,6 g MgS04.7H,0, 1,0 g KCI, 0,7 g
NH4NO0;.7H,0, 10 g dextrosa, 5 g extracto de levadura, 1000 ml de H,0 destilada.

Medio minimo: 0,4 g KH,P04, 1,4 g Na,HPO4, 0,6 g MgS04.7H,0, 1,0 g KCI, 0,7 g
NH4NO0;3.7H,0, 1000 ml de H»0 destilada.

Medio agar-agar (Agar-agua): 15 g de agar, 1000 ml de H,0 destilada

Buffer PUM: 22,2 g K,HPO4, 7,26 g KH,PO4, 1,8 g urea, 0,2 g MgSO4. 7H,0, 1000 ml de
H,0 destilada, pH 7,1.

Buffer TBE: Tris 0,05 M; Acido Bérico 0,05 M; EDTA-Na,.2H,0 1 mM.

Buffers fosfato: se preparan dos soluciones madre, y se mezclan en distintas proporciones
para la obtencion de buffers fosfato a distintos pH.

Solucion A (A): 27,6 g NaH,PO4, 1000 ml de H,0 destilada

Solucion B (B): 53, 6 g Na,HPO4, 1000 ml de H,0 destilada

-buffer fosfato pH 7 0,1 M: 195 ml A, 305 ml B, 500 ml H,0 destilada

- buffer fosfato pH 7 50 mM: 195 ml A, 305 ml B, 1500 ml H,0 destilada

- buffer fosfato pH 7,2 0,1 M: 140 ml A, 360 ml B, 500 ml H,0 destilada
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