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Resumen

La melanina es un pigmento heterogéneo presente en todos los reinos biolégicos
con muchas funciones bioldgicas, principalmente relacionadas con el manejo del
estrés ambiental. En algunas especies de hongos, la melanina esta involucrada en
una mayor virulencia contra plantas y animales; sin embargo, poco se sabe sobre
la presenciay el tipo de melanina que se encuentra en los hongos entomopatdgenos
(HE), y de qué manera este pigmento puede influir en la calidad de los conidios de

estos hongos utilizados para el control biolégico de plagas.

En este trabajo exploramos la presencia de melanina en conidios de Cordyceps
fumosorosea CHE-CNRCB 303 y Cordyceps javanica ARSEF 3302. La melanina de
ambos aislados fue purificada y caracterizada por UV, espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR) y resonancia paramagnética electronica (RPE). La
via DOPA-melanina se establecié como la ruta utilizada por el género Cordyceps
para sintetizar el pigmento, el cual present6 la capacidad de reducir el 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), confirmando su capacidad antioxidante. Por otro lado, se
produjeron conidios no melanizados, conidios con una concentracién de melanina
basal o normal y conidios con ~2 veces mas melanina que aquella encontrada en
los conidios normales. Estos ultimos se obtuvieron de cultivos bajo una atmosfera
modificada al 26% de oxigeno (AM), en contraste a los cultivados bajo una
atmaosfera normal (AN), cuya concentracion de melanina se consider6 como un nivel
basal, por otro lado, los conidios no melanizados se obtuvieron de un cultivo con
una concentracion minima necesaria de acido kojico para inhibir la sintesis de

melanina.

La melanina y su concentracién en los conidios de ambas especies que pertenecen
al género Cordyceps mostro ser un importante factor de resistencia a diferentes
tipos de estrés; tal es el caso de los conidios de la especie C. fumosorosea ARSEF
3302 provenientes de una AM, los cuales fueron mas termotolerantes, mostraron
mayor resistencia radiacion UVB asi como al insecticida dimetoato; ademas,
tuvieron una mayor germinacion y fueron mas virulentos que aquellos conidios

provenientes de un cultivo bajo una AN, mientras que aquellos conidios no
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melanizados mostraron menor resistencia a radiacion UVB, menor termotolerancia,
menor resistencia a dimetoato y fueron menos viables que los conidios cultivados
bajo una AN. A través de esta serie de ensayos se comprobd por primera vez la
influencia de la melanina en la resistencia de estos conidios a diferentes tipos de
estrés; es decir, la concentracion de melanina influye en la calidad en los conidios
de las especies C. javanica CHE-CNRCB 303 y C. fumosorosea ARSEF 3302. Esta
es la primera vez que se caracteriza la melanina y se verifica su influencia en la
calidad de los conidios en dos especies de Cordyceps, que se utilizan ampliamente
para el control de plagas. Este conocimiento podria mejorar tanto la persistencia de

los conidios en el campo como la efectividad en el control biolégico.

Abstract

Melanins are heterogeneous pigments present in all biological kingdoms with
many biological functions, mainly related to coping with environmental stress. In
some fungal species, melanin is involved in higher virulence against plants and
animals; however, little is known about the presence and type of melanin found in
entomopathogenic fungi (EF), and how this pigment can influence the conidia quality

of these fungi used for biological control of pests.

In this work we explore the presence of melanin in conidia from Cordyceps
fumosorosea CHE-CNRCB 303 and Cordyceps javanica ARSEF 3302. The melanin
of both isolates was purified and characterized by UV, Fourier transformed infrared
spectroscopy (FT-IR) and electron paramagnetic resonance (ERP). The DOPA-
melanin pathway was confirmed as the route used by the Cordyceps genus to
synthesize the pigment, which presented the ability to reduce 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), confirming its antioxidant capacity.

Moreover, conidia with different concentrations of melanin were produced: non-
melanized conidia (NA-K), conidia with basal or normal melanin concentration (NA)
and conidia with ~2-fold more melanin (MA) than that found in normal conidia The
MA conidia were obtained from cultures under a modified atmosphere at 26%

oxygen (MA), NA conidia were obtained from a normal atmosphere with 21% oxygen
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(NA), while non-melanized conidia were obtained from a culture with a minimum
concentration of kojic acid necessary to inhibit melanin synthesis. Melanin has
shown an important role in the resistance in conidia of both Cordyceps species to
different types of stress; such is the case of the conidia from an AM of the C.
fumosorosea ARSEF 3302 strain, which were more thermotolerant, showed greater
resistance to UVB radiation as well as to the insecticide dimethoate; In addition, they
had a higher germination and were more virulent than those conidia from a culture
under normal atmosphere (NA), while those non-melanized conidia showed lower
resistance to UVB radiation, lower thermotolerance, lower resistance to dimethoate
and were lower viable than those conidia grown under a NA. Through this series of
tests, the influence of melanin on the resistance of these conidia to different types of
stress was verified for the first time; that is, melanin is a quality factor in the conidia
of the species C. javanica CHE-CNRCB 303 and C. fumosorosea ARSEF 3302. This
is the first time that melanin has been characterized and its influence on the quality
of conidia has been verified in two species of Cordyceps, which are widely used for
pest control. This knowledge could improve both, the persistence of conidia in the

field and the effectiveness of biological control.
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Lista de abreviaciones

ADS: Agar dextrosa Sabouraud

AM: Atmosfera modificada con 26 % de O2

AN: Atmosfera normal con 21 % de O2

AN-K: Atmosfera normal y acido kéjico

CNRCB: Centro Nacional de Referencia de Control Biologico
DHN: 1,8-dihidroxinaftaleno

DOPA: 3,4 dihidroxifenilalanina

DPPH: 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo

EITF: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
ERO: Especies reactivas de oxigeno

GDHB: g-glutaminil-3,4-dihidroxibenceno

ICs0: concentracion de antioxidante que elimina el 50 % de los radicales DPPH

MEB: Microscopia electronica de barrido
mL: mililitros

PAP: p-aminofenol

PPO: polifenol oxidasa

RPE: Resonancia paramagnética electronica
SOD: superoxido dismutasa

UFC: unidades formadoras de colonias

UVB: Radiacion ultravioleta tipo B
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1 Introduccion

Desde hace seis décadas los insecticidas de sintesis quimica han sido la
primera opcion para el manejo de plagas (Chandler et al., 2011), en consecuencia,
la poblacion humana esta inevitablemente expuesta a estas sustancias toxicas que
contribuyen a la contaminacién ambiental de forma directa o indirectamente, a
través de sus productos de degradacion en aire, suelo, agua y alimentos (Bolognesi,
2003). Desde hace varios afios se han evidenciado sus efectos: incremento en la
resistencia de insectos plaga (Bolognesi, 2003) y toxicidad para el ser humano,

entre otros.

Una alternativa al uso de insecticidas de sintesis quimica se basa en el control
biolégico, en el que se incluye el control de plagas utilizando diferentes
microorganismos, como los hongos entomopatdégenos, para disminuir la poblacion
plaga a niveles que no sean econdmicamente significativos; de estos, los géneros
de hongos entomopatdgenos mas importantes son: Metarhizium, Beauveria,
Aschersonia, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Cordyceps (antes

Isaria) y Lecanicillum (Mufiz-Paredes et al., 2017).

Los hongos entomopatdgenos al ser microorganismos eucarioticos aerobios
producen especies reactivas de oxigeno (ERO) en su metabolismo celular, debido
a lafuga de electrones en la cadena respiratoria, asi como por accion de las NADPH
oxidasas (NOX), entre otros mecanismos. El radical anion superoxido (O2z7), el
peroxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH") son algunos ejemplos de
ERO que generan toxicidad celular cuando alcanzan concentraciones intracelulares
superiores a las basales. La concentracibn de moléculas oxidantes debe de
mantenerse en una proporcion adecuada con las moléculas antioxidantes para
conservar un equilibrio en la célula (Boveris et al., 2008), de lo contrario la célula
puede incurrir en un fenébmeno conocido como estrés oxidante, éste se define como
un desequilibrio que favorece el estado oxidante y se ve reflejado en la oxidacion
de DNA, proteinas y lipidos. (Boveris et al, 2008; Sies et al., 2017).
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Para evitar el dafo celular causado por ERO, los hongos utilizan mecanismos
antioxidantes que pueden ser del tipo enzimatico y no enzimatico. Los primeros
tienen como objetivo reducir la concentracion de ERO (Jamieson, 1998; Lushchak,
2014; Sies y Jones, 2020), uno de estos sistemas es el de glutation peroxidasa
(GPx) que transforma el H202 a dos moléculas de agua y glutation oxidado (GSSG),
haciendo uso de dos moléculas de glutatién reducido (GSH) (Castillo-Minjarez et
al., 2019).

Ademas, existen diferentes moléculas con capacidad antioxidante que confieren
resistencia a los hongos frente a ambientes adversos, como la melanina. Estos
altimos, son pigmentos constituidos por son biopolimeros sintetizados a partir de
compuestos fendlicos. Confieren ciertas ventajas a los hongos, como el aumento de
Su supervivencia en algunos entornos y la mejora de su virulencia (Henson et al.,
1999; Suryanarayanan et al., 2004) . Aunque se han investigado pigmentos de
melanina de hongos patdégenos de plantas (Howard y Ferrari 1989), hongos
patbgenos humanos (Suryanarayanan et al., 2004) y hongos saprotrofos
(Ravishankar et al., 1995), hasta el momento no existian reportes que confirmaran
la sintesis de melanina en por hongos entomopatégenos y que influencia podria

tener en la calidad de sus conidios

1.1 Melanina

La melanina esta definida como un polimero heterogéneo derivado de la
oxidacion de fenoles y la posterior polimerizacion de fenoles intermedios y sus
quinonas resultantes (Solano, 2014). La melanina es un pigmento Unico en la
naturaleza y se encuentra presente en todos los reinos biolégicos. Debido a que su
estructura y composicion es diversa y de tamafio molecular indefinido, es capaz de
poseer diferente color y funciones. La melanina puede ser clasificada en
eumelanina, feomelanina, neuromelanina, alomelanina y piomelanina (Solano, 2014
y Ambrico, 2016), sin embargo; no siempre hay una buena correlacion entre la
fuente (precursor) y tipo de melanina. La melanina es un polifenol heterogéneo con

capacidad de absorcién Optica de banda ancha, paramagnetismo, transporte de
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carga y notable estabilidad estructural. Estas propiedades permiten que la melanina
realice diversas funciones en los sistemas biolégicos como proteccién a radiacion
UV, quelacion de metales, proporcionar rigidez a estructura celular, proteccion a
calor, frio o desecaciéon, de este modo la sintesis de melanina representa un

mecanismo general de adaptacion a los cambios climaticos (Roulin, 2014).

1.2 Melanina fungicay sus vias de sintesis

En el reino fingico se observa melanizacion en todos los filos. Existen
especies fangicas que sintetizan melanina constitutivamente y son nombrados
hongos melanéticos. Aquellas especies que melanizan sélo bajo ciertas condiciones
se denominan hongos melandticos facultativos (Cordero y Casadevall, 2017). Los
hongos melandticos son filogenéticamente diversos con una distribucion mundial,
tipicamente colonizan nichos ambientales hostiles que no son adecuados para la
mayoria de las formas de vida, por ejemplo los polos Artico y Antartico (Roulin,
2014;Buzzini y Margesin, 2013; Selbmann et al., 2013), zonas radiactivas como la
planta de energia nuclear de Chernobyl (Dighton et al., 2008; Ragon et al., 2011),
aguas hipersalinas (Gunde-Cimerman y Zalar, 2014), ambientes acidos (Baker et
al., 2004), en el interior y superficie de rocas (Selbmann et al., 2015), entre otras.
Dichos entornos se caracterizan por presentar condiciones tan diversas como
fluctuaciones drasticas de temperatura, exposicion elevada a la radiacién, alta
presion osmdtica, baja actividad del agua y baja disponibilidad de nutrientes. La
melanizacion permite que estos microorganismos altamente melandticos toleren
diversas tensiones fisicas y quimicas de su entorno convirtiéndolos en

poliextremofilos (Gessler et al., 2014)

Con base en los precursores bioquimicos y/o componentes a partir de los cuales se
sintetiza, se han descrito varias clases de melanina fangica como g-glutaminil-3,4-
dihidroxibenceno (GDHB)-melanina, 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA)-melanina,
1,8-dihidroxinaftaleno  (DHN)-melanina, catecol-melanina, piomelanina, p-
aminofenol (PAP)-melanina, Asp-melanina, entre otros (Solano, 2014).
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Las vias biosintéticas de melanina comunmente reportadas en hongos son la
DOPA-melanina y la DHN-melanina. La primera es usada principalmente por
hongos Ascomycetos como Aspergillus terrreus, Aspergillus tubingensis y Botrytis
cinerea (Pal et al., 2013, Doss et al., 2003); la segunda via biosintética es menos
comun y ha sido reportada para algunas especies de Aspergillus como A. niger,
A.tamarrii y A. flavus (Pal et al., 2013).

Policétido o o Poalifenol

OH [+]
j\)ol\ cen  Sintasa Ho oxidasa o
o OH oH
o 5/ OO NH, NH,
HO' OH HO' o
Acetil-CoA / Malonil-Coa 1,3,6,8-Tetrahidroxinaftaleno DOPA Dopaquinona
Polimerizacion | | Polimerizacién

DHN DOPA o o
Melanina OO Melanina m
o N

1,8-dihidroxinaftaleno Dopacromo

Figura 1.- Vias DOPAy DHN de sintesis de melanina en hongos. Tomado y modificado de Liu et al.,
(2021)

La sintesis de melanina por la via DHN-melanina es anulada por el triciclazol debido
a que inhibe la actividad enzimatica de la reductasa (Figura 1) (Franzen et al.,
2006), por otro lado, la via Dopa-melanina es inhibida por el &cido kéjico por la
actividad quelante del cobre, que es un cofactor necesario para la actividad de la
polifenol oxidasa (PPO) (Figura 1) (Chen et al., 2015; Mishima et al., 1988; Chang,
2009), por otro lado,

1.3 Deposicién de melanina en hongos

La melanina sintetizada a partir de las vias DHN-melanina y DOPA-melanina
se han asociado principalmente a los hongos ascomicetos y basidiomicetos,
respectivamente. Ademas, en muchos casos producen pigmentos en estructuras

especificas. En este sentido, algunos hongos tienen la capacidad de sintetizar un
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tipo particular de melanina de acuerdo con las condiciones ambientales, asi como

la etapa de desarrollo (Tabla 1).

Tabla 1. Tipo, localizacién y papel supuesto de la melanina en diferentes hongos.

Tipo de Localizacion

melanina

Rol asociado

Referencia

Aspergillus terreus
Bipolaris sorokiniana

Cenococcum

geophilum

Cladosporium

Conidios
Caldo de cultivo
Pared hifas y conidios

DHN-melanina
DHN-melanina
DHN-melanina | Pared de las hifas

DHN-melanina | Pared hifas y conidios

cladosporioides

Cryptococcus DOPA- Vesiculas extracelulares y
neoformans melanina pared celular
Metarhizium DHN- No determinado
anisopliae melanina
Monilinialaxa DHN- Todas las estructuras
melanina diferenciadas.
Penicillium Piomelanina Medio extracelular
chrysogenum
Pseudocercospora DHN- Muro en hifas y conidios
griseola melanina
Sporothrix schenckii DHN- Constitucionalmente en
melanina células conidiales y de
levadura
DOPA- Pared de conidios e hifas
melanina
Piomelanina Medio extracelular

Tolerancia a la radiacién UV y ambientes &cidos, y
defensa contra la depredacion por ameba

Desarrollo, estado fisico y sobrevivencia a condiciones
ambientales extremas.

Tolerancia al estrés hidrico.

Tolerancia al estrés impuesto por fungicidas o el medio
ambiente.

Patogenicidad Factor de virulencia. Proteccién contra los
sistemas de defensa del huésped (células efectoras
inmunes, fagocitosis y dafio oxidativo)

Factor de virulencia, germinacién de conidios y tolerancia
al estrés oxidativo.

Patogenicidad y tolerancia al estrés ambiental.

Supervivencia bajo nutrientes y estrés hidrico
Morfogénesis

Virulencia relacionada con infeccién y contra fagocitosis
Virulencia relacionada con la infeccién y contra la
fagocitosis. Proteccion contra drogas antimicéticas

Atenuador del estrés oxidativo. Proteccion frente a
antimicéticos

(Pal et al., 2013)
(Bashyal et al., 2010;
Chand et al., 2014)
(Koide et al., 2014)
(Llorente et al., 2012)

(Rodrigues et al., 2014)

(Tseng et al., 2014)
(Villarino et al., 2011)
(Vasanthakumar et al.,
2015)

(Barcena et al., 2015)

(Almeida-Paes et al.,
2016)

La presencia de melanina en hongos adaptados a diferentes climas, y el hecho de
gue la misma melanina es sintetizada por un hongo, independientemente de las
condiciones ambientales, sugiere que esta molécula juega diferentes roles
biol6gicos cruciales en la naturaleza, aunque aun se desconoce el papel especifico
de los diferentes tipos de melanina en los procesos biologicos (Toledo et al., 2017).
En los hongos, la melanina puede estar contenida en la superficie celular o liberada
en el espacio extracelular (Dong y Yao, 2012; Doss et al., 2003; Jalmi et al., 2012).
La ubicacion exacta de la melanina en la superficie celular varia entre las especies
de hongos. Por ejemplo, en Cryptococcus neoformans los granulos de melanina se
depositan entre la membrana plasmatica y la parte mas interna de la pared celular
(Eisenman et al., 2005). En otras especies de hongos, la melanina se encuentra en

la superficie o entre la pared celular (Carzaniga et al., 2002; Kogej et al., 2007).
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El depdsito de melanina en la pared celular fangica involucra interacciones
moleculares con estructuras de quitina (Baker et al.,, 2007; Banks et al., 2005;
Chatterjee et al., 2015; Walker et al., 2010). La interrupcién del metabolismo de la
quitina da como resultado un fenotipo de "melanina permeable"”, donde el pigmento
ya no esta contenido en la pared celular y se libera al medio extracelular (Baker et
al., 2007); por otro lado, siempre se detectan rastros de quitina por resonancia
magnética nuclear (RMN) en aislados de melanina de C. neoformans (Chatterjee et
al., 2015), lo que significa que estos polisacaridos estan en estrecha asociacion con
el pigmento de manera que resisten los pasos de hidrdlisis durante las
preparaciones de melanina. También se han detectado otras biomoléculas como
lipidos, péptidos y carbohidratos en las purificaciones de melanina criptocdcica,
pero su identificaciébn y relevancia en la melanogénesis aun se desconocen
(Chatterjee et al., 2015; Zhong et al., 2008). Una posible relacién de la melanina
fungica con diferentes componentes de la pared celular de C. neoformans (Figura

2) fue propuesta por Nosanchuk et al (2015).

K Manaproteina
(™ Manano
" Quitina

Melanina

Superficie de la
melanina con
"Colas" derivadas
de L-Dopa no
cicladas

— Capsula

~ Pared celular

= Membrana

Figura 2.- Una conceptualizacion de la organizacion de la melanina y sus interacciones con estructuras

macromoleculares en la pared celular de Cryptococcus neoformans. Tomado y modificado de Nosanchuk et al

(2015).
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1.4 Propiedades fisicoquimicas y espectrales de la melanina

Debido a la variedad en composicién, origen, estructura, color y precursores
de la melanina, se determinan caracteristicas fisicoquimicas y espectrales que
posee este pigmento para su identificacion. El analisis de estas caracteristicas
permite respaldar que el pigmento aislado podria ser melanina, cuando se
desconoce la naturaleza quimica de algun pigmento presente en un organismo,
como es el caso de los hongos Cordyceps javanica y Cordyceps fumosorosea cuyos

conidios poseen una pigmentacion gris oscura.

1.4.1 Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas caracteristicas de la melanina incluyen la
solubilidad en condiciones alcalinas, asi como una baja solubilidad en agua y en la
mayoria de los disolventes organicos e inorganicos. Ademas, posee resistencia a la
degradacion por acidos, y se presenta blanqueamiento cuando se somete a la
accion de agentes oxidantes como el permanganato de potasio, dicromato de
potasio, hipoclorito de sodio, peréxido de hidrégeno, entre otros; también tiene
reaccion positiva para la prueba de polifenoles (test con FeCls) (Solano,
2014; Suryanarayanan et al., 2004; Selvakumar et al., 2008; Dong y Yao, 2012; Hu
et al., 2015; Sun et al., 2016; Raman y Ramasamy, 2017).

1.4.2 Espectro UV-Visible

El espectro de absorcibn UV-visible de melanina se ha utilizado
principalmente para identificar y caracterizar el pigmento extraido. Para la mayoria
de los tipos de melanina, la longitud de onda de absorcion maxima de sus
soluciones alcalinas de melanina oscila entre 196-300 nm y disminuye
gradualmente hacia longitudes de onda mas grandes. La absorcion elevada de la
melanina en el rango UV aparentemente se debe a las moléculas complejas
conjugadas en la estructura de la melanina, que absorben y dispersan los fotones
de la luz ultravioleta (Hou et al., 2019). La disminucién de la absorcién al aumentar

la longitud de onda es casi lineal, por lo tanto, cuando el logaritmo de absorbancia
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de una solucion de melanina alcalina se representa graficamente frente a la longitud
de onda, se obtienen lineas rectas con pendientes negativas. Estas pendientes se
utilizan a menudo como un criterio para la identificacion y caracterizacion de
melanina (Suryanarayanan et al., 2004; Selvakumar et al., 2008; Hou et al.,
2019). Ademas, los espectros de absorcion de la melanina no deben presentar picos
de absorcién a 260 nm y 280 nm, para asegurar que la absorcién no se debe a
contaminacion por &cidos nucleicos, lipidos o proteinas (Liu et al., 2018; Sun et al.,
2016).

1.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Uno de los métodos mas importantes para identificar y caracterizar la
estructura de la melanina es la espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). Aunque los espectros IR de la melanina fungica son ligeramente
diferentes segun el tipo de melanina y el procedimiento de extraccion, existen varias
bandas caracteristicas que pueden rastrearse para identificar los principales grupos
funcionales de la macromolécula de melanina, y se pueden utilizar melanina
sintética o biolégicas ya identificadas como referencia. Los espectros FTIR de
melanina generalmente incluyen bandas caracteristicas que cubren 3600—-3000
cm™', 1650-1600 cm™"y 1500-1400 cm™. La fuerte y amplia banda de absorcion
observada a 3600—-3000 cm ~' se ha asignado a las vibraciones de estiramiento de
los grupos -OH y -NH que pertenecen a los grupos funcionales amina, amida, acido
carboxilico, fendlico y amino (Haining y Achat-Mendes, 2017; Selvakumar et al.,
2008; Hu et al., 2015). Se han registrado espectros IR de melanina con picos de
absorcion entre 2950-2850 cm™'y entre 1465-1375 cm™', que se atribuyen a la
vibracion de estiramiento de los grupos CH alifaticos (Selvakumar et al., 2008; Ito,
1986; Youngchim et al., 2004; Chen et al., 2008; D’Ischia et al., 2013). La banda de
absorcion fuerte y caracteristica entre 1650-1600 cm™' generalmente se atribuye a
las vibraciones de los tramos aromaticos C=C y C=0 del grupo carboxilico (Dong y
Yao, 2012; Hou et al., 2019). También se existen estiramientos especificos de
melanina entre 1500-1400 cm™’, que se atribuyen a la vibracion de flexion de NH y

la vibracion de estiramiento de CN (amina secundaria) de un sistema indélico
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(Selvakumar et al., 2008; Dadachova et al., 2007). En varios espectros de melanina
también se han reportado bandas de absorcion entre 1250-1180 cm™', causadas
por la vibracion de estiramiento del -OH de los grupos fendlicos (Wang y Rhim,
2019). Las bandas de absorcion débiles identificadas entre 1150-1100
cm™! podrian ser el resultado de la vibracion de contraccion simétrica del enlace
COC. Por debajo de 1100 cm™, las bandas de absorcion generalmente débiles se
asignan a la deformacion en el plano del enlace CH, grupos aromaticos CH (Wang
y Rhim, 2019; Xin et al., 2015; Hou et al., 2019; Raman y Ramasamy, 2017). Sin
embargo, dependiendo de la fuente de melanina, también se han identificado otras

bandas especificas.

1.4.4 Morfologia y tamafio de granulos de melanina

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un método poderoso para la
caracterizacion morfologica (Figura 3) y la distribucion del tamafio de particulas de
diferentes tipos de melanina (Mbonyiryivuze et al., 2015; Strube et al., 2015).

Tabla 2.- Analisis SEM de diferentes tipos de melanina.

Fuente de melanina Morfologia y tamafio de granulos Referencia
Sintético Forma esférica de 30-60 nm / 40—200 nm / 100—150 nm (Strube et al., 2015)
Auricularia Fragmentos amorfos de una estructura cristalina de 20-30 nm (Wu et al., 2018)
auricula
Cryptococcus Forma irregular amorfa (Correa et al., 2017)
neoformans /
Cryptococcus
gattii
Hongos | |nonotus Tamafio hidrodindmico promedio / estructuras esféricas y (Hou et al., 2019)
hispidus elipsoidales irregulares de 89 y 33 nm
Granulos esféricos de 100-300 nm (Beltran-Garcia et al.,
Mycosphaerella 2014)
fijiensis
Rubrivivax Estructuras esféricas. (Mekala et al., 2019)

benzoatilyticus
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Varios métodos de preparaciéon de muestras descritos en la literatura consideran el
tamanfo, la forma, el estado y conductividad eléctrica de la muestra (Beltrdn-Garcia
etal., 2014). Para volverse conductoras, las muestras de melanina deben recubrirse
primero. Para ello se recubre a la muestra con una capa delgada de oro (Li et al.,
2018; Araujo et al., 2012; Costa et al., 2012) o aleacion de oro/paladio (Srisuk et al.,
2015). Dependiendo de la fuente de melanina y la morfologia, el tamafio de los
granulos puede variar entre 30 y 1000 nm, ademas los granulos de melanina suelen
ser esféricos o amorfos con forma irregular (Tabla 2).

Figura 3.- Micrografias SEM de granulos de melanina sepia a 1K X (a), 10K X (b), 20 K X (c) y 50k X (d).
Tomado y modificado de Mbonyiryivuze et al (2015).

1.5 Roles de la melanina en hongos

La amplia distribucién geografica de los hongos con pigmentacion oscura
sugiere que la melanina proporciona a estos organismos propiedades especiales,
gue se traducen en ventajas de supervivencia y/o adaptacion en condiciones

ambientales extremas. La contribucion de la melanina a la virulencia fangica y su
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patogenicidad hacia los humanos ha estimulado importantes estudios de
caracterizacion funcional y era desconocida hasta ahora en HE. La melanina fungica
se considera un factor de virulencia importante en varias especies de hongos, ya
que actua como armadura no especifica que protege al hongo contra los
mecanismos inmunes del huésped durante la infeccion (Butler et al., 2001;
Nosanchuk y Casadevall, 2003); por ello aumenta el interés por el estudio de este
pigmento en HE donde podria estar involucrada como un sistema de proteccion
frente al sistema inmune del insecto, Sin embargo, la melanizacién flngica
claramente sirve para muchos propositos biolégicos fuera del huésped, incluyendo
fotoproteccion, neutralizacion de radicales libres, proteccién contra el estrés por
calor y frio, quelacién de metales, resistencia celular, resistencia a la desecacion y
desarrollo celular, que a también pudieran afectar el éxito del hongo en infectar al
insecto (Cordero y Casadevall, 2017).

1.5.1 Fotoproteccion

La radiacion electromagnética es necesaria para la vida sobre la Tierra tal y
como la conocemos, ya que permite reacciones importantes como la fotosintesis;
sin embargo, y contradictoriamente, es potencialmente dafina para la vida,
dependiendo de la frecuencia y el tiempo de exposicion. Muchos efectos nocivos
estan asociados con la exposicion a longitudes de onda electromagnéticas de alta
energia o radiacion ionizante (incluidos los rayos gamma, rayos X, y frecuencias
ultravioletas (UVA, UVB, UVC). Estas altas frecuencias pueden reaccionar con el
oxigeno y promover la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que
pueden oxidar biomoléculas como el ADN y proteinas. Estas ERO son: anion
superoéxido, (O2°) perodxido (022), perdxido de hidrégeno (H202) radical hidroxilo
(‘OH) e ion hidroxilo (OH") (Ikehata y Ono, 2011). Se sabe que las ERO pueden
dafar la estructura y funcion de moléculas intracelulares importantes como
proteinas, lipidos, DNA y RNA. Como resultado, varios mecanismos bioldgicos han
evolucionado para limitar y reparar el fotodafio. La melanizacion es un mecanismo

de proteccidén contra la radiacion ionizante gracias a las propiedades Opticas y

antioxidantes de la melanina.
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El papel de la melanina en la fotoproteccion es ampliamente conocido en la piel
humana, funcionando como un protector solar natural al absorber y disipar los
fotones de la radiacion ionizante dentro de su estructura. Mientras que otros
pigmentos biol6gicos solo son capaces de absorber un rango estrecho de
frecuencias de luz, la estructura de la melanina resulta en la absorcion de toda la

porcién UV y Visible del espectro electromagnético (Meredith y Sarna, 2006).

1.5.2 Capacidad antioxidante

Una propiedad comun de todos los pigmentos biolégicos es su capacidad
para aceptar y neutralizar los radicales libres exdgenos (McGraw, 2005), y la
melanina no son la excepcion, pues son poderosos antioxidantes. En los hongos, la
melanina contribuye a la virulencia al interferir con los factores de defensa del
huésped, incluida la neutralizacidon del estallido oxidativo de las células fagociticas
(Cunha et al., 2010; Nosanchuk y Casadevall, 2003; Schnitzler et al., 1999). La
melanina fangica también puede proteger contra el hipoclorito, el permanganato y
el peroxido de hidrégeno.

Ademas de actuar como potentes desactivadores de radicales, la melanina contiene
electrones no apareados que pueden responder a los campos magnéticos, de ahi
su caracter paramagneético. Debido al intercambio de electrones que ocurre en la
molécula de melanina con metales esta ha sido utilizada como plataformas para la
sintesis de nanoparticulas metalicas (Apte et al., 2013). Se puede detectar el
paramagnetismo de la melanina utilizando resonancia de paramagnética electrénica
(RPE); por lo que este analisis es comunmente utilizado para caracterizar a la

melanina y diferenciarla de otros pigmentos oscuros (Cordero y Casadevall, 2017).
1.5.3 Union con metales
Dada la composicion aromatica de los polimeros de melanina y la variedad

de grupos funcionales hidroxilo, carboxilo, amina y fendlicos presentes en el

pigmento, no es sorprendente que la melanina forme interacciones moleculares con
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muchas moléculas organicas e inorganicas. De hecho, la melanina fungica puede
formar enlaces covalentes, idnicos e interacciones hidrofébicas con proteinas,
polisacéaridos, plaguicidas, medicamentos y otros compuestos (Fogarty y Tobin,
1996). La melanina exhibe una gran afinidad y capacidad de unién a una gran
cantidad de iones metalicos, por ejemplo, Ca*?, Mg*?, Zn*?, Cu*?, Cd*? y Pb*?. Estas
uniones dependen del pH, el tipo de melanina y del ion metalico (Fogarty y Tobin,
1996; Ben-Shachar et al., 1991; Hong et al., 2007; Hong and Simon, 2006;
Samokhvalov et al.,, 2007; Costa et al., 2012), pues la unién a metales implica
interacciones con grupos funcionales carboxilo, amina e hidroxilo del pigmento
(Costa et al., 2012; Hong et al., 2007; Hong y Simon, 2006; Samokhvalov et al.,
2007).

1.5.4 Proteccion contra la desecacion

La melanizacién fangica se ha asociado con la proteccion y la adaptacion a
las condiciones secas (Zhdanova y Pokhodenko, 1973). Por ejemplo, la inhibicién
de la sintesis de melanina por Cenococcum geophilum resulté en una mayor
susceptibilidad al estrés osmoético y desecacion (Koide y Fernandez, 2013). La
melanina fangica puede proteger contra la desecacion al aumentar la capacidad de
las células para absorber y retener agua. La melanina es conocida por su caracter
higroscopico y su fuerte asociacion con el agua que determina sus propiedades
electroconductoras (Jastrzebska et al., 1995). Los estudios con melanina sintética y
naturales (de origen no fangico) han mostrado que la melanina se une débilmente
con el agua y esta Gltima puede eliminarse facilmente mediante secado o
calentamiento por encima de los 60 °C o generar uniones mas fuertes con el agua
cuando esta se encuentra unida dentro de la estructura de melanina por lo que
requiere temperaturas mas altas (superiores a 150 °C) para su eliminacion de la

melanina (Albanese et al., 1984).

Dado que la melanizacién puede cambiar la porosidad en la pared celular

(Eisenman et al., 2005; Kogej et al., 2007), la melanina podria afectar el intercambio
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de osmolitos haciendo que la célula sea mas hipertonica y reducir la pérdida de

agua.

La efectividad de los HE depende mucho de la capacidad de sobrevivir a las
condiciones biéticas y abidticas del sistema donde son asperjados, ya que suelen
enfrentarse a altas y bajas temperaturas, radiacion solar, baja disponibilidad de
agua, ademas del sistema de defensa del insecto blanco, por lo que el estudio de
moléculas sintetizadas por el HE que le permitan enfrentar estas condiciones son
de interés dentro de los programas de control biolégico; sin embargo, hasta este
trabajo no se habia reportado la presencia de melanina en HE. Por lo que el objetivo
de este trabajo fue determinar la presencia del pigmento melanina en dos especies
de Cordyceps, su caracterizacioén y determinar su influencia en la calidad de los

conidios de ambas especies de hongos.
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2 Antecedentes

Los procesos oxidantes a los que se enfrentan los hongos entomopatdgenos limitan
su uso como agentes de control biolégico debido a que disminuyen su viabilidad,
por lo que se han generado estrategias para propiciar una proteccién al dafio
oxidante. Entender estos mecanismos y cOmo afectan a los hongos
entomopatdégenos ayudara a mejorar el sistema de produccién que actualmente se
usa.

Una de las estrategias utilizadas para mejorar la calidad de hongos
entomopatdégenos (HE) ha sido su cultivo bajo un estrés subletal, que se aplica en
etapas especificas de su desarrollo. El estrés genera un ambiente oxidativo
suficiente para generar las sefiales necesarias para la sintesis de moléculas que le
permitan desarrollar resistencia al ambiente oxidante, y a su vez desencadena otros
mecanismos que le permitiria hacer frente a otros factores de estrés, fenébmeno
conocido como proteccién cruzada; sin embargo, son poco conocidos y entendidos

dichos mecanismos de sefializacion y qué moléculas se modifican en su sintesis.

Este fendmeno ha sido observado en dos especies de Cordyceps que al ser
cultivados bajo una atmoésfera modificada al 26% de oxigeno (AM), producen
conidios con mejor calidad; en especial estos conidios tienen una mayor resistencia
a radiacion UV-B gue conidios obtenidos de los mismos hongos en condiciones de
cultivo “normales” (21% de O2) (Miranda Hernandez, et al., 2014; Mufiiz Paredes,
et al., 2017).

Una gran parte de los estudios enfocados en la calidad de HE, relacionan la calidad
de los conidios con la abundancia de enzimas antioxidantes como superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation superoxidasa (GPX), entre otras, ya que
ellas se encargan de hacer frente a las ERO que, si se acumulan, podrian generar
un estrés oxidante en la célula que se traduciria en dafio a moléculas importantes
como proteinas, lipidos, ADN y ARN. A su vez, varios de los factores a los que se
enfrentan los HE una vez son asperjados en campo, son factores bioticos y abidticos

(calor, frio, radiacion UV, desecacion y sistema de defensa del insecto) que generan
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diferentes tipos de estrés y que desembocan en un estrés oxidativo, por lo que un
incremento en la capacidad antioxidante total del conidio se traduciria en una mayor

calidad.

De este modo, se han correlacionado el incremento en la concentracion intracelular
de enzimas antioxidantes con la resistencia a radiacion UV-B en HE (Li et al., 2015;
Wang et al., 2013; Zhang y Feng, 2018); sin embargo, es muy probable que otros
mecanismos de defensa estén involucrados en la resistencia a este tipo de
radiacion, tal es el caso de la melanina, pigmento que debido a sus propiedades
espectrales puede absorber en todas las longitudes de onda del UV-Visible, por lo
que la melanina presente en las células forman parte de los mecanismos que

pueden prevenir el dafio de diferentes fuentes de estrés como la radiacién UV.

En los hongos melanogénicos, la melanina brinda proteccién contra el estrés
ambiental como la radiacion UV (Romero-Martinez et al., 2000), el estrés por calor
y frio (Rosas y Casadevall, 1997), la presencia de metales pesados (Fogarty y
Tobin, 1996) entre otros. Ademas, la melanina es un factor de virulencia importante
en los hongos, ya que puede interferir con las defensas inmunes del huésped
(Cordero y Casadevall, 2017; Cunha et al., 2010) y neutralizar el estallido oxidativo
de las células fagociticas (Schnitzler et al., 1999)

Hasta la fecha, no existen reportes que identifiguen y caractericen la melanina
presente en HE utilizados en el control de plagas, aunque varias especies de HE
poseen conidios con pigmentacion oscura. Con el fin de mejorar la calidad de los
conidios de M. anisopliae, se afiadié por ingenieria metabdlica una ruta biosintética
de melanina en este hongo lo que resulté en una mayor virulencia y tolerancia a las

especies reactivas de oxigeno (ROS) en la cepa modificada (Tseng et al., 2014).

El ascomiceto Cordyceps fumosorosea es un hongo entomopatégeno comercial
ampliamente utilizado para el control biolégico de plagas de insectos de impacto
global (Mufiz Paredes et al., 2017; De Faria y Wraight, 2007), como Plutella
xylostella (Huang et al., 2010; Xu et al., 2011) y Bemisia tabaci (Tian et al., 2015).

El micelio de C. fumosorosea es blanco, pero sus conidios poseen una pigmentacion
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marron/gris; sin embargo, se desconoce si este pigmento es melanina. Dada la
importancia de la melanina para proteger los hongos del estrés ambiental, como
factor de virulencia, y considerando que C. fumosorosea es un importante agente
de control biolégico, surge el interés por el estudio de este pigmento en estos
hongos, asi como una estrategia que pueda incrementar su concentracion en los

conidios.
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3 Hipotesis
La pigmentacion obscura en los conidios de Cordyceps se debe a la presencia de
melanina, y este pigmento esta relacionado con la virulencia y capacidad de los

conidios a tolerar estrés por calor, UV-B y dimetoato.

4  Objetivo general
Caracterizar quimicamente la melanina y determinar la influencia de este pigmento

en la calidad de los conidios de dos especies de Cordyceps.
Objetivos particulares

e Comprobar la presencia de melanina en los conidios de dos cepas de
Cordyceps.

e Determinar la via de sintesis de la melanina de dos especies de Cordyceps.

e Caracterizar fisicoquimica y espectralmente el pigmento oscuro presente en

los conidios de ambas especies de Cordyceps.

e Establecer el efecto de una atmésfera enriquecida con Oz al 26% en la

concentracion de melanina en los conidios de ambas especies de Cordyceps.
e Determinar las condiciones de cultivo para la obtencién de conidios albinos.

e Comprobar la influencia de melanina en la calidad de ambas especies de
Cordyceps
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5 Materiales y métodos
5.1 Microorganismos

Se utilizaron dos especies de hongos entomopatogenos: Cordyceps javanica
CHE-CNRCB 303, perteneciente al Centro Nacional de Referencia de Control
Biol6gico (CNCRB, Colima, México) (Gallou et al., 2016) y Cordyceps fumosorosea
ARSEF 3302, obtenida de la coleccion de cultivos de hongos entomopatégenos del
Departamento de Investigacion Agricola (ARSEF, por sus siglas en inglés),
perteneciente al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América

(USDA, por sus siglas en inglés), con numero de catélogo 3302.

Estas cepas fueron propagadas por estria en matraces Erlenmeyer de 250 mL que
contenian 50 mL de agar dextrosa Sabouraud (ADS) (agar 15g/L, maltosa 20 g/L,
peptona de caseina 5 g/L, peptona de carne 5 g/L, dextrosa 40 g/L), previamente
esterilizados en autoclave a 15 PSI durante 15 min. Posteriormente se incubaron a
28 °C + 1 °C por 10 dias con fotoperiodo 12/12 h luz/obscuridad (modificado de
Miranda-Hernandez, 2010).

5.2 Conservacion de cepas

Con el objetivo de trabajar con los mismos estados fisioldgicos de las dos
especies de Cordyceps que se evaluaron en el trabajo de maestria (Suarez-Vergel
2017), se utilizaron conservados liofilizados de ambas cepas para los ensayos de
este trabajo. Para ello, se agregd 1 mL de Tween 80 0.5% a cada liofilizado y se
dejé humectar por 1 min homogenizando por pipeteo, posteriormente se tomaron
300 pL de esta suspension y se inocularon a matraces Erlenmeyer que contenian
50 mL de medio ADS, los cuales fueron incubados por 10 dias a 28 °C con
fotoperiodo 12/12 h luz/oscuridad. Transcurrido este tiempo, se cosecharon los
conidios y se prepard una suspension estandar de 1X10° conidios/mL y se procedi6
a inocular por puncion cada una de las cepas en cajas Petri que contenian medio

ADS, las cuales fueron incubadas bajos las condiciones antes mencionadas. A partir
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de estos cultivos monocolonia se tomaron trozos del medio ADS esporulado y se
colocaron en viales de vidrio de 10 mL que contenian 4 mL de agua destilada,
previamente esterilizados. Estos viales se sellaron con Parafilm y se almacenaron

en refrigeracién a 4 °C.

5.3 Cultivo de in6culo inicial

Los conidios conservados en agua destilada se propagaron en matraces
Erlenmeyer que contenian 50 mL de medio ADS, posteriormente se incubaron a 28
°C con fotoperiodo 12/12 h por 10 dias. Los conidios obtenidos de este cultivo se

utilizaron para iniciar todos los experimentos.

5.4 Caracterizacion de melanina
5.4.1 Identificacion de la via de sintesis de melanina

Se utilizaron concentraciones subletales de inhibidores de la sintesis de
melanina para determinar la via de sintesis de este pigmento que utiliza cada cepa
de Cordyceps: acido kojico (Sigma-Aldrich, EE. UU.) el cual es un inhibidor de la via
de melanina-3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y triciclazol (Sigma-Aldrich, EE. UU.),
como inhibidor de la via de la melanina-1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) (Wheeler y
Greenblatt, 1988). Cada inhibidor se disolvié en el solvente apropiado (agua estéril
para acido kdjico o etanol para triciclazol), y se agreg6 al medio ADS estéril y frio a
una concentracion final de 0, 1, 10 o 100 pg /mL (Elliott, 1995). Posteriormente, los
medios de cultivo conteniendo cada inhibidor a diferentes concentraciones, se
vertieron en cajas Petri. Cuando fue necesario, se utilizaron concentraciones mas
altas de inhibidores de melanina para lograr la inhibicion total de la pigmentacion de
los conidios de ambas cepas de Cordyceps (0 a 10 mg/ml). Las placas de Petri con
inhibidores se inocularon por puncidon con cada especie de Cordyceps y se
incubaron durante 10 dias a 28 °C + 1 con un fotoperiodo de 12/12 h (Luz /
Oscuridad).

5.4.2 Extraccion y purificacion de melanina
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Los pigmentos de los conidios se extrajeron utilizando los métodos descritos
por Gadd (2009), Sava et al., (2001) y Ghamrawi et al., (2014) con modificaciones.
Los conidios del punto 5.3 “cultivo de inoculo inicial” se cosecharon agregando 20
ml de Tween 80 (0.05 % v/v) a cada matraz seguido de agitacion magnética vigorosa
durante 10 minutos, posteriormente fueron recuperados por centrifugacion a 9000
g durante 10 minutos. El sedimento se resuspendié en 20 mL de una solucion que
contenia NaOH 1 M y se colocé en bafio con agua hirviendo durante 20 minutos.
Posteriormente, los conidios se lisaron en un disruptor celular (Mini-beadbeater 16,
Biospec Products, Bartlesville, Ok, EE. UU.) durante 2 min, para ello se utilizaron
500 mg de perlas de vidrio estériles (0.5 mm de didmetro, Cole-Parmer, Vernon
Hills, IL, EE. UU.), se centrifugaron a 2500 g por 10 min y se repitidé este proceso
dos veces. Para recuperar la melanina, el sobrenadante se acidificé a pH 2.5 usando
HCI 6 M y se incubd durante la noche a temperatura ambiente. La melanina
precipitada se recupero por centrifugacion durante 10 min a 9000 g, se sometié a
hidrdlisis 4cida en HClI 6 M a 100 °C durante 2 h, se lavo con diferentes solventes
concentrados (cloroformo, acetato de etilo y etanol) en una relacion 1:1:5
respectivamente, posteriormente se centrifugd, se decantd el sobrenadante y se
secO a temperatura ambiente. Posteriormente la melanina se solubilizé6 en NaOH 1
M, se centrifugd y el sobrenadante se acidifico a pH 2,5 con HCI 2 M. Finalmente,
se centrifugé a 2500 g por 3 min, se retird el sobrenadante y se agregé 1 mL de
agua desionizada, se homogenizé por pipeteo, se centrifugd y se retiré el
sobrenadante, este lavado con agua desionizada se realizO 3 veces Yy

posteriormente las muestras fueron liofilizadas.
5.4.3 Propiedades espectrales
5.4.3.1 Espectro UV-Visible de melanina

Se prepararon soluciones de los pigmentos purificados a una concentracion
de 1.81 pg/mL con una disolucion acuosa de NaOH 10 mM. Sus espectros de
absorcion UV-visible se registraron en el rango de longitud de onda de 190-700 nm

en un espectrofotometro UV-visible (GENESYS 10S UV-Vis, Waltham, MA, EUA) y

se compararon con el espectro de absorcion de una solucion de melanina sintética
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) la cual fue preparada del mismo modo que

las muestras de melanina purificadas.

5.4.3.2 Espectro IR de melanina

El analisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) se
realiz6 en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII),
de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, Ciudad de México).
Basado en las condiciones reportadas por Pal et al., (2013), el espectro IR se obtuvo
de melanina purificada de cada cepa Cordyceps y de melanina sintética (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como control; se realiz6 mediante el método de tableta
en KBr en un espectrometro IR (FT-IR SPECTRUM 400, PerkinElmer, Waltham,
MA, EE. UU.). Los espectros se leyeron en un rango espectral de 400—4000 cm*

con una resolucion de 4 cm™.

5.4.3.3 Espectro RPE

Los espectros de resonancia paramagnética electronica (RPE) se tomaron
en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM, Ciudad de México). El andlisis
de los pigmentos purificados de cada especie de Cordyceps y de la melanina
sintética se realiz6 en estado sdlido a 25 °C en un espectrometro de resonancia
paramagnética electrénica (espectrometro de ESR de banda X JES-TE300, Jeol,
Tokio, Japon), a una frecuencia de modulacion de 100 kHz, con una cavidad
cilindrica de modo TEO11 basada en las condiciones reportadas por Pal et al.,
(2013). Para los analisis,15 mg de las muestras individuales se colocaron en tubos
de cuarzo de 5 mm de diametro (Wilmad Lab Glass, Vineland, NJ, EE. UU.). La
calibracion del campo magnético externo se realizé utilizando 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH).

5.4.4 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante (AA) de cada muestra de melanina se evaluo

utiizando el ensayo de eliminaciébn de radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-




AT\

Casa abierta al tiempo

picrilhidracilo) siguiendo el método de Brand-Wiliams et al., (1995) con
modificaciones. La melanina fungica se solubiliz6 en dimetilsulfoxido (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a 2500, 2000, 1500, 1000, 500 y 100 pg/mL. Para
cada concentracion de melanina, se mezclaron 40 pL de la solucién de melanina
fungica con 960 pL de solucion DPPH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)

preparada en metanol el dia que se realiz6 el ensayo.

Después de mantener las muestras en la oscuridad durante 30 min, se determind la
reduccion de DPPH midiendo la absorbancia a 517 nm. A modo de comparacion,
se realiz6 el mismo ensayo utilizando melanina sintética (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) a 500, 400, 300, 200, 100 y 10 pg/mL. Las curvas estandar para la
reduccion de DPPH se prepararon utilizando acido gélico (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE. UU.) como un antioxidante de referencia (1, 10, 30, 50, 70 y 90 pg/mL),
utilizando el mismo método. El porcentaje de actividad de barrido de DPPH de cada

muestra se calculd utilizando la siguiente ecuacion:
Actividad de eliminacion de DPPH (%) = {1 - [(As - Az) / Ac]}

donde As es la absorbancia de las muestras mezcladas con la solucion DPPH, Az
es la absorbancia de las muestras de melanina sin solucion DPPH y Ac es la
absorbancia de la solucién DPPH sin muestras. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.

5.4.5 Determinacion de la morfologia y tamafio de las particulas de melanina

Las micrografias de particulas de melanina de ambas cepas de Cordyceps
se tomaron en el Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la
Universidad Autdnoma Metropolitana—Iztapalapa (Ciudad de México, México). Las
muestras se montaron en soportes metalicos con cinta conductora de carbono de
doble cara, posteriormente se recubrieron con oro para aumentar su conductividad.
Las micrografias fueron tomadas en el microscopio JEOL JSM-5900LV SEM y se

operd a un voltaje de aceleracion de 15 kV.
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5.5 Cuantificacién de melanina en conidios cultivados en diferentes
atmoésferas (AN y AM)

5.5.1 Produccion de conidios bajo una atmdésfera normal (AN) y atmésfera
modificada (AM)

Las atmosferas normal y modificada fueron aplicadas en las cepas de C.
fumosorosea ARSEF 3302 y C. javanica CHE-CNRCB 303 de acuerdo con la
metodologia descrita por Miranda-Hernandez et al., (2014) y Tlecuitl-Beristain et al.,
(2010). A partir del in6culo inicial se preparé una suspension a 1x108 conidios/mL,
de la cual se tomaron 100 pL, equivalente a 1 x 107 conidios, y a continuacion se
inocularon frascos serolégicos que contenian 10 mL de medio ADS, los cuales
fueron incubados a 28 + 1 °C con fotoperiodo 12/12 h. Las botellas seroldgicas que
se cultivaron bajo una AN conservaron el tapon de algodén. A las 60 h de
incubaciéon, se tom6 una fraccion de las botellas serologicas, se les aplicod el
tratamiento AM; para ello se les cambié el tapén de algodon por uno hermético de
hule, posteriormente se les inyectd una mezcla gaseosa, proveniente de un tanque
con Oz al 26 % (PRAXAIR), a un flujo de 20 cm?®/s, por 1 min, ademas, se us6 una
aguja de salida (purga). A partir del inicio de la modificacion atmosférica, estos
recambios se efectuaron cada 24 h hasta las 156 h de incubacion. Posteriormente
la melanina fue aislada de los conidios de cada tratamiento como se mencioné en

el apartado 5.4.2.

5.5.2 Curva estandar de melanina

Se construy6 una curva estandar de melanina sintética (Sigma-Aldrich), para
ello se prepararon soluciones 0, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 70 y 90 ug/mL de este
pigmento en NaOH 10 mM. Las muestras se midieron en un espectrofotometro UV-

Visible (Thermo Scientific, Genesys 10S) en celda de cuarzo a 405 nm.

5.5.3 Cuantificacion de melanina
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Las muestras de melanina fungica purificadas y liofilizadas de ambas cepas
de Cordyceps del apartado 5.1 fueron solubilizadas en NaOH 10 mM, y se midi6 su

absorbancia a 405 nm en celdas de cuarzo.

5.6 Condiciones de cultivo para obtener conidios no melanizados
5.6.1 Crecimiento radial a diferentes concentraciones de acido kojico o triciclazol

Para determinar la influencia de la melanina en la calidad de los conidios se
produjeron conidios con diferentes concentraciones de melanina usando diferentes
estrategias, una de ellas fue la produccion de conidios no melanizados a través del
uso de inhibidores de la via de sintesis de melanina, por lo que se determiné la
concentracion de acido kojico minima necesaria para obtener conidios no
melanizados sin afectar el crecimiento radial y produccion de conidios de los

hongos, para ello se llevé a cabo la siguiente metodologia:

Tras obtener las muestras se prepararon suspensiones de 1 x 108 conidios/mL, a
partir de éstas se inocularon por puncién el centro de cajas Petri que contenian
medio ADS, las cuales fueron preparadas a diferentes concentraciones de acido
kgjico (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 2, 5, 8 y 10) mg/mL o 1, 10, 100 y 1000 pg/mL de
triciclazol. Posteriormente, fueron incubadas a 28 + 2 °C con fotoperiodo 12/12 h
luz/oscuridad, y a partir del séptimo dia se tomaron fotografias de las colonias. Esto
se realizé en campana de flujo laminar y a 10 cm de distancia sobre la superficie de
las cajas Petri. Para obtener el crecimiento radial de las monocolonias se utilizé el

programa ImageJMR,

5.6.2 Produccion de conidios a diferentes concentraciones de acido koéjico

Se afiadieron 10 mL de medio ADS en botellas serologicas a las cuales se
les afiadi6 0, 0.1 y 1 mg/mL de acido kagjico, posteriormente fueron inoculadas con
una suspensiéon de conidios de cada especie de Cordyceps, fueron incubadas por
10 dias a mismas condiciones del apartado 5.1. Transcurrido este tiempo, se
adicionaron 20 ml de Tween 80 al 0.05% a cada una de las botellas y se agité en

parrilla magnética por 10 min. El conteo de los conidios se realiz6 en camara de
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Neubauer con un microscopio optico (BOECO). La produccién se reporté como

conidios por centimetro cuadrado (con/cm?).

5.7 Obtenciéon de conidios con diferentes concentraciones de melanina
5.7.1 Produccién de conidios no melanizados (AN-K)

Se adicioné 1 mg/mL de acido kéjico al medio de cultivo ADS estéril y frio.
Se adicionaron 10 mL de este medio a botellas serologicas. A partir del indculo
inicial se estandariz6 una suspension a 1x108 conidios/mL y a continuacion se
inocularon las botellas serolégicas que contenian 10 mL de medio ADS y acido
kéjico con 1X107 conidios, los cuales fueron incubados a 28 + 1 °C con fotoperiodo
12/12 h. Estas botellas seroldgicas se cultivaron bajo una atmosfera normal a 21%
de Oz con acido kagjico (AN-K).

5.7.2 Obtencion de muestras experimentales

Los conidios de los tratamientos AN, AM y AN-K se cosecharon a las 156 h
de incubacion, para ello se adicionaron 20 mL de solucion Tween 80 al 0.05 % v/v
a las botellas seroldgicas con sus respectivos triplicados por tratamiento, y se
agitaron durante 10 minutos con un agitador magnético. Transcurrido ese tiempo se
deposito6 la solucion final en tubos Falcén de 50 mL, y a partir de estas suspensiones
se realizaron las pruebas de calidad de los conidios de ambas especies de

Cordyceps.

5.8 Pruebas de calidad
5.8.1 Germinacion

Una vez obtenidas las muestras experimentales se estandarizaron
suspensiones a una concentracion de 1 x 108 conidios/mL. Se tomaron 30 pL de
estas suspensiones y se inocularon en cajas de Petri que contenian medio Agar-

Agua (Garcia, 2012). El inéculo se distribuyé uniformemente con ayuda de una
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varilla de vidrio. Las cajas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 28 + 1°C por 10
h (Miranda Hernandez, 2014), posteriormente se observo al microscopio (40 X) y se
registré la germinacion de al menos 100 conidios observados. Se consideré a un
conidio germinado cuando su tubo germinal es igual o mayor a la anchura del

conidio sin germinar (Safavi et al., 2007).

5.8.2 Viabilidad

A partir de las muestras experimentales de los tres tratamientos se obtuvieron
suspensiones a una concentracion de 1 x 10* conidios/mL, con la que se inocularon
300 conidios en cajas de Petri con medio ADS, posteriormente las placas se
incubaron durante 48 h en fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad a 28 = 2°C,
posteriormente se cuantificO el porcentaje de viabilidad (%) con base en las

unidades formadoras de colonia (UFC) obtenidas en cada unidad experimental.

5.8.3 Crecimiento radial en presencia de dimetoato

A partir de las muestras experimentales de los tres tratamientos se
prepararon suspensiones de 1 x 108 conidios/mL, a partir de éstas se inocularon por
puncion el centro de cajas Petri que contenian medio ADS, estas cajas contenian
diferentes concentraciones de dimetoato (0, 50, 100, 200 y 400 ppm). Las placas de
Petri se incubaron durante 7 dias en fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad a 28 + 2
°C. Se tomaron fotografias a los 7 dias de crecimiento. Esto se realiz6 en campana
de flujo laminar a 10 cm de distancia sobre la superficie de las cajas de Petri. Se

analiz6 el crecimiento radial de las monocolonias con el programa ImageJVR.

5.8.4 Resistencia a dimetoato

A partir de las muestras experimentales de los tres tratamientos (AN, AM y
AN-K) se obtuvieron suspensiones a una concentracion de 1 x 10* conidios/mL, con
la que se inocularon 300 conidios en cajas Petri con medio ADS, que contenian
diferentes concentraciones de dimetoato (0, 50, 100, 200 y 400 ppm).
Posteriormente, las placas se incubaron durante 48 h en fotoperiodo de 12/12 h

luz/oscuridad a 28 + 2 °C, posteriormente se cuantificd la sobrevivencia (%) con
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base en las unidades formadoras de colonia (UFC) obtenidas en cada unidad

experimental.

5.8.5 Termotolerancia

A partir de las muestras experimentales de los tres tratamientos (AN, AM y
AN-K) se obtuvieron suspensiones a una concentraciéon de 1 x 10* conidios/mL,
con la que se inocularon 300 conidios en cajas de Petri con medio ADS, y se
mantuvieron a una temperatura de 38 °C a diferentes tiempos de exposicion (0, 40,
80, 120 y 160 min) (Miranda Hernandez et al., 2014). Después de la exposicion, las
placas se incubaron durante 48 h en fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad a 28 + 2
°C, posteriormente se cuantificd la sobrevivencia (%) con base en las unidades

formadoras de colonia (UFC) obtenidas en cada unidad experimental.

5.8.6 Resistencia a UVB

Las pruebas de resistencia a radiacion UVB se realizaron con base en lo
descrito por Garcia-Ortiz et al., (2018). Se utilizé una ldmpara fluorescente UVB
(UVB Narrowband PL-L / PL-S, Philips, Eindhoven, Holanda) en una camara de
esterilizacion Torrex a 30 + 1 °C, donde la irradiancia fue medida con un luxémetro
UV (LT-YK35UV, Twilight, Monterrey, México). A partir de las muestras
experimentales de los tres tratamientos (AN, AM, AN-K) se obtuvieron suspensiones
a una concentracion de 1 x 10* conidios/mL, con las que se inocularon 300 conidios
en cajas de Petri con medio ADS, y fueron expuestas a diferentes dosis de radiacion
UVB (0, 3.5, 7, 10 y 14) kJ/m?). Después de la exposicion, las placas se incubaron
durante 48 h en fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad a 28 + 2 °C, posteriormente
se cuantifico la sobrevivencia (%) con base en las unidades formadoras de colonia

(UFC) obtenidas en cada unidad experimental.
5.8.7 Bioensayo
Una vez obtenidas las muestras experimentales de los tres tratamientos (AN, AM,

AN-K) se estandarizaron suspensiones con una concentracion de 1x108 conidios

viables/mL. Se utilizaron larvas del insecto Galleria mellonella para el bioensayo.
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Este insecto es conocido como el gusano de la cera, plaga para los panales de
abejas, y ha sido utilizado para evaluar la infectividad de HE (Fang et al., 2009;
Jabbour et al.,, 2011). En tubos Falcon de 50 mL se colocaron 15 larvas de G.
mellonella, las cuales fueron sumergidas por 5 segundos en 20 mL la suspension
de conidios, se secaron y fueron colocadas en cajas de Petri, posteriormente fueron
incubadas a 28 °C con fotoperiodo 12/12 h luz/oscuridad y se evalué la mortalidad
de las larvas cada 24 h por 10 dias. Este proceso se realiz6 por quintuplicado para
cada tratamiento, y se utilizé una solucion de Tween al 0.05 % sin conidios como

control negativo.

6 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, a excepcion de los
ensayos de caracterizacion de melanina por técnicas espectrales y/o por
microscopia electronica de barrido, por otro lado, el bioensayo fue realizado por
quintuplicado. Los datos obtenidos se analizaron mediante el analisis de varianza
(ANOVA) o la prueba t de Student. La comparacion multiple de medias se realizo
mediante la prueba de Tukey. Todos los analisis estadisticos se realizaron con un
nivel de significancia (a) de 0.05, para ello se utilizé el programa “Estadisticas de
IBM SPSS 25” para Windows.
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7 Resultados y Discusion
7.1 Viade sintesis de melanina

El uso de inhibidores de las vias de sintesis de melanina es una de las
principales técnicas que se han utilizado en diferentes trabajos para determinar la
ruta de sintesis de este pigmento (Suryanarayanan et al., 2004; Pal et al., 2013;
Ghamrawi et al., 2014). De hecho, esta es una prueba rapida para confirmar si un
microorganismo es capaz de producir melanina de forma natural. Las dos cepas de
Cordyceps fueron cultivadas usando diferentes concentraciones de acido kdjico,
inhibidor de la sintesis de melanina por la via DOPA, y triclazol, inhibidor de la via
de sintesis DHN. La despigmentacion total de los conidios en ambas especies de
Cordyceps se consider6 como una inhibicion completa de la biosintesis de

melanina.

Las concentraciones crecientes de inhibidores de melanina producen una
disminucién gradual de la pigmentacion en los hongos melanéticos probados,
fendmeno que se observd en ambas especies de Cordyceps (Figura 1y 2). Ante
la presencia de &cido kéjico, inhibidor de la enzima polifenol oxidasa (PPO), a partir
de una concentracion de 0.1 mg/mL disminuy0 la pigmentacion en los conidios de
ambas cepas de Cordyceps. A su vez se detectd una variacion en el crecimiento
radial de los hongos, probablemente debido a la actividad quelante del acido kojico
que, al capturar el cobre en el medio (Griffith et al., 2007) podria disminuir la
actividad de varias cuproproteinas importantes, por su participacion frente a estrés
oxidativo o involucradas en el desarrollo celular, como la superoxido dismutasa

(SOD), o la citocromo ¢ oxidasa.

El uso de triciclazol como inhibidor de la via de la DHN-melanina produjo resultados
negativos. En la Figura 3 no se observé una disminucion de la pigmentacion en
ambas especies de Cordyceps cuando se cultivaron con este inhibidor de melanina.
A partir de estas observaciones podriamos asumir que el pigmento producido en los
conidios de ambas especies de Cordyceps corresponde a melanina y es producida

por la via de la DOPA-melanina.
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Figura 1.- Cultivo de Cordyceps javanica CHE-CNRCB 303 a 0 (A), 0.001 (B), 0.01 (C), 0.1 (D), 1
(E), 2 (F), 5 (G), 8 (H) y 10 () mg/mL de acido kdjico.

T
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Figura 2.- Cultivo de Cordyceps fumosorosea ARSEF 3302 a 0(A), 0.001 (B), 0.01 (C), 0.1 (D), 1
(E), 2 (F), 5 (G), 8 (H) y 10(l) mg/mL de acido kéjico.




Casa abierta al tiempo

C. fumosorosea ARSEF 3302 C. javanica CHE-CNRCB 303

D

Figura 3.- Cultivo de las especies de Cordyceps a 0 (A), 1 (B), 10 (C) y 100 (D) pg/mL de
triciclazol.
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7.2 Propiedades fisicoguimicas de melanina

Debido a las propiedades de solubilidad y reactividad distintivas de la
melanina, un primer paso hacia su identificacion y caracterizacion generalmente se
representa mediante pruebas fisicoquimicas convencionales, cuya funcion es
respaldar, que el pigmento aislado es melanina, lo que permite proceder con analisis

mas avanzados como los de espectroscopia.

El esclarecimiento de las propiedades fisicoquimicas de la melanina fungica es un
requisito para comprender mejor las diversas funciones de este pigmento en la
biologia del hongo. Los pigmentos extraidos de los conidios de ambas cepas de
Cordyceps tuvieron propiedades fisicoquimicas similares entre ellas (Tabla 1), y con
la melanina sintética (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.); a su vez, los
resultados fueron consistentes con los reportados para melanina de diferentes
origenes biologicos en otros trabajos (Sava et al., 2001; Suryanarayanan et al.,
2004; Pal et al., 2013 y Pacelli et al., 2020). Todos los pigmentos probados fueron
solubles en KOH 1 M, NaOH 1 M y buffer de borato; ademas, no eran solubles en
agua o solventes organicos (acetona, benceno, metanol, hexano o éter de petréleo).
Estos compuestos también precipitaron con HCl 2 M y FeCls al 1%, ademas
generaron una coloracion negro-marron. Los pigmentos aislados se decoloraron
con peroxido de hidrogeno (H202) e hipoclorito de sodio (NaOCI). Las pruebas
quimicas y las propiedades fisicas confirmaron que los pigmentos aislados de

ambas cepas de Cordyceps eran melanina.
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Tabla 1.- Pruebas fisicoquimicas de melanina aislada de C. javanica CHE-CNRCB 303y C.
fumosorosea ARSEF 3302 comparadas con melanina sintética.

Prueba Melanina C. fumosorosea C. javanica
sintética ARSEF 3302 CHE-CNRCB 303

Solubilidad en H20 a 25 °C

Solubilidad en cloroformo, acetato de
etilo, acetona y etanol - - -

Solubilidad en Na2COs

+ + +
Solubilidad en NaOH a 20 °C

+ + +
Solubilidad en NaOH a 50 °C

+ + +

Decoloracion por agentes oxidantes
(H202 y NaCIO) + + +

Precipitacion con HCl y FeCls

7.3 Analisis Espectrales de melanina
7.3.1 Espectro de absorcion de luz visible UV

El espectro de absorcibn UV-visible de melanina se ha utilizado
principalmente para identificar y caracterizar el pigmento extraido en una etapa
preliminar. La longitud de onda de absorcion maxima de las soluciones alcalinas de

melanina oscila entre 196—-300 nm, dependiendo de la fuente de melanina.

Las propiedades espectrales del pigmento confirmaron la naturaleza quimica de
estos compuestos purificados de los conidios de cada cepa de Cordyceps. Las
soluciones de melanina alcalina exhiben una fuerte absorbancia en la region UV,
que disminuye gradualmente hacia longitudes de onda mayores. El espectro UV-
visible (190 — 700 nm) de los pigmentos purificados mostré una alta capacidad de
absorcién en la regién UV que disminuyé con el aumento de la longitud de onda
(Figura 4). Hubo un pico de absorcion caracteristico de la melaninaa 213y 211 nm
para los pigmentos aislados de C. fumosorosea y C. javanica, respectivamente
(Tabla 2). Estos resultados fueron consistentes con el pico de absorcién obtenido

con melanina sintética (211 nm).
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Figura 4. Espectro UV-visible de melanina asilada de C. javanica CHE-CNRCB 303 (linea azul), C.

fumosorosea ARSEF 3302 (linea verde) y melanina sintética (linea negra).

Tabla 2.- Longitud de onda a la cual se alcanzé la maxima absorbancia de soluciones alcalinas de
melanina aislada de ambas especies de Cordyceps y melanina sintética.

Origen de melanina Méaxima absorbancia (nm)
C. fumosorosea ARSEF 3302 213
C. javanica CHE-CNRCB 303 211
Melanina sintética 211

La alta absorcidbn de melanina por la luz ultravioleta se debe a las complejas
moléculas conjugadas en la estructura de la melanina, que absorben y dispersan
los fotones de la luz ultravioleta (Cockell y John, 1999) . Después del punto maximo
de absorcion de la melanina, la siguiente disminucion de la absorcion es casi lineal

en la mayoria de los estudios con melanina y la falta de picos de absorcion a 260
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nm y 280 nm sugiere la ausencia de impurezas de acidos nucleicos, lipidos o

proteinas (Liu et al., 2018; Sun et al., 2016). Por lo tanto, cuando el logaritmo de la

absorbancia de una solucion alcalina de melanina se representa frente a la longitud

de onda, se obtienen lineas rectas con pendientes negativas.

o
SN

e}bsorblancia
o o
00] (@]

Log
s

1
=
N

-1.4

20 400 600 800

Melanina sintetica

—— CHE-CNRCB 303

—— ARSEF 3302

—— Lineal (Melanina sintetica)
Lineal (CHE-CNRCB 303)
Lineal (ARSEF 3302)

Longitud de onda (nm)

Figura 5. Graficos del logaritmo de la absorbancia contra la longitud de onda. Para todos los casos,

se obtuvieron lineas rectas con pendientes negativas, caracteristicas de la melanina.

Dichas curvas rectas se observaron por primera vez para melanina de raton en 1938

(Daniel, 1938), y también se ha confirmado para melanina fungica (Ellis y Griffiths,

1974), y ha sido ampliamente adoptado como un parametro de caracterizacion de

melanina (Pal et al., 2013 y Hou et al., 2019). Las pendientes de las curvas de las

muestras de melanina fueron —0.0018 y —0.0017 (Tabla 3) para la melanina

purificada de C. javanica y C. fumosorosea, respectivamente (Figura 5), cercana al

valor obtenido para la melanina sintética (-0.0024).
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Tabla 3.- Pendiente obtenida del logaritmo de la absorbancia de una solucién alcalina de melanina.

Origen de melanina Pendiente

C. fumosorosea ARSEF 3302 -0.0017 + 2.729 E-05
C. javanica CHE-CNRCB 303 -0.0018 + 2.611 E-05
Melanina sintética -0.0024 + 1.440 E-06

7.3.2 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Uno de los métodos mas importantes para identificar y caracterizar la
estructura de la melanina es la espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR). Aunque los espectros IR de la melanina flngica son ligeramente
diferentes segun el tipo de melanina y el procedimiento de extraccion, existen varias
bandas caracteristicas que pueden rastrearse para identificar los principales grupos
funcionales de la melanina. Los espectros FT-IR de la melanina generalmente
incluyen bandas caracteristicas que cubren 3600-3000 cm™, 1650-1600 cm™ y
1500-1400 cm™. La prueba FT-IR se realiz6 para identificar melanina y comparar
los pigmentos de melanina aislados de las dos cepas de Cordyceps (Figura 6).

Los espectros FT-IR para la melanina de ambos aislamientos de Cordyceps fueron
similares y también fueron consistentes con el espectro de la melanina sintética. La
fuerte y amplia banda de absorcion observada con picos en el rango de ~ 3376—
3200 cm* se atribuyeron a las vibraciones de estiramiento de los grupos -OH y -NH
que a su vez pertenecen a las de los grupos amina, amida, acido carboxilico,
fendlico y aromatico presente en los compuestos indol y pirrol (Haining y Achat-
Mendes, 2017; Selvakumar et al., 2008; Hu et al., 2015; Dadachova et al., 2007).

Los espectros de melanina reportados en diversos trabajos también registraron
picos de absorcién alrededor de los 1220 cm™, que se atribuyeron a la vibracion de
estiramiento de los grupos CH alifaticos (Selvakumar et al., 2008; Ito, 1986; Chen
et al., 2008; Youngchim et al., 2004; D’Ischia et al., 2013).
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Figura 6.- Espectros IR de melanina aislada de C. javanica CHE-CNRCB 303 (linea azul), C.
fumosorosea ARSEF 3302 (linea verde) y melanina sintética (linea negra).

La segunda banda fuerte caracteristica tenia sefiales en el rango de ~ 1618-1632
cm-1y se atribuyo a los modos de vibracion de flexion del anillo aromatico C=Cy
C = N enlace del sistema aromatico. Ademas, un pico de absorcion en el rango de
~ 1440 y ~ 1224 cm-1 se atribuyé a la flexion OH de los grupos fendlicos y
carboxilicos (Dong y Yao, 2012; Hou et al., 2019).

Por debajo de 1100 cm™ , las bandas de absorcién, generalmente débiles, se
asignaron a la deformacion en el plano del enlace CH y los grupos aroméaticos CH

(Wang y Rhim, 2019; Xin et al., 2015; Hou et al., 2019; Raman y Ramasamy, 2017).

7.3.3 Resonancia paramagnética electronica (RPE)
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La melanina es una molécula estable frente a radicales libres que contiene
electrones no apareados que pueden responder a los campos magnéticos, de ahi
su caracter paramagnético. Por lo tanto, la melanina puede recibir o donar protones
dependiendo de las condiciones. La firma paramagnética de la melanina se puede
detectar mediante resonancia paramagnética electronica (RPE), una técnica

comunmente utilizada para diferenciarla de otros pigmentos oscuros.

Muestra de Valorde G AH,- Intensidad de
melanina + 0.0003 P sefial (%)
C. javanica CHE-
CNRCB 303 2.0039 0.44 100

C. fumosorosea
ARSEF 3302 2.0039 0.40 33

Melanina sintética

2.0037 0.43 21

Tabla 4.- Valores de G, ancho de pico y valores de intensidad de sefial encontrados en el espectro
RPE para melanina aislada de ambas cepas de Cordyceps y melanina sintética.

Se detecto la presencia de una sefial isotropica sin division hiperfina en el espectro
RPE de los pigmentos (Figura 7) con valores G de 2.0039, 2.0039y 2.0037 + 0.0003
para melanina aislada de C. javanica, C. fumosorosea y melanina sintética,
respectivamente y ancho de linea de pico a pico en el rango de 0.4 a 0.45 mT, estos
resultados coinciden con los reportados para diferentes tipos de melanina (Mostert
et al., 2013 y Pacelli et al., 2020).
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Figura 7.- Espectros de resonancia paramagnética electrénica (RPE) de melanina aislada de C.
javanica CHE-CNRCB 303 (linea azul), C. fumosorosea ARSEF 3302 (linea verde) y melanina
sintética (linea negra).

De acuerdo con los valores de G calculados y el ancho de linea, estas sefiales se
asignaron a la presencia de radicales y tomando la sefial mas intensa
arbitrariamente como 100% (C. javanica), se calculé la intensidad de las sefiales,
proporcional al nUmero de especies paramagnéticas presentes en cada muestra
(Tabla 4). La abundancia de radicales libres en la molécula de melanina depende
de la temperatura, el pH, la humedad y la presencia de metales (Enochs et al., 1993
y Mostert et al., 2012).

7.4 Actividad antioxidante

Una propiedad comdn de todos los pigmentos biolégicos es su capacidad
para aceptar y neutralizar los radicales libres exdégenos (McGraw, 2005). La
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melanina es un poderoso antioxidante. En los hongos, contribuyen a la virulencia al
interferir con los factores de defensa del huésped, incluida la neutralizacion del
estallido oxidativo de las células fagociticas (Cunha et al.,, 2010; Nosanchuk vy
Casadevall, 2003; Schnitzler et al., 1999). Para evaluar actividad antioxidante se
recurre a diferentes métodos, siendo uno de ellos el método DPPH, el cual
determina actividades de captura de radicales en presencia de una molécula
antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion de dicho radical en medio acuoso
(Hseu et al., 2008).

Ambas muestras de melanina fangica actuaron como agentes antioxidantes,
aunque su actividad de eliminacion de DPPH no fue tan alta como la observada
para la melanina sintética. Las curvas de eliminacién de radicales DPPH se
muestran en la Figura 8, donde el acido gélico y la melanina sintética fueron las
primeras muestras en alcanzar su mayor porcentaje de eliminacion de radicales
DPPH, con valores IC50 (la concentracion de antioxidante que elimina el 50% de
los radicales DPPH) de 28.44 y 139,75 pug/mL respectivamente (Tabla 5); los valores
de IC50 obtenidos para melanina aislada de C. javanica CHE-CNRCB 303 y C.
fumosorosea ARSEF 3302 fueron 924.21 y 854.59 ug / mL respectivamente,
alrededor de 30 y 32 veces mas que los obtenidos para el acido gélico.
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Figura 8. Eliminacion de DPPH por melanina aislada de C. javanica CHE-CNRCB 303 (linea azul),
C. fumosorosea ARSEF 3302 (linea verde), de origen sintético (linea negra) y acido gélico (linea
amarilla) a diferentes concentraciones.

Tabla 5.- Valores de la concentracion inhibitoria maxima media (ICso) para la eliminacion de
radicales DPPH por melanina y acido galico fangicos y sintéticos.

Origen de melanina ICso (pg/mL)
C. fumosorosea ARSEF 3302 85459+ 0
C. javanica CHE-CNRCB 303 924.21 +0.28
Melanina sintética 139.75+0.35
Acido galico 28.44 +0.31
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7.5 Morfologia de granulos de melanina por SEM

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un método para la
caracterizacion morfologica y la distribucion del tamafio de particula de los
diferentes tipos de melanina (Mbonyiryivuze et al., 2015; Strube et al., 2015). Se ha
reportado melanina con diferente morfologia y tamafio, ademas los granulos suelen
ser esféricos o de forma irregular dependiendo de la fuente de melanina
(Mbonyiryivuze et al., 2015; Wang y Rhim, 2019).

En nuestro estudio, las particulas de melanina purificadas de ambas cepas de
Cordyceps fueron amorfas (Figura 9y 10) y de un diametro promedio variado que,
aproximadamente, oscilan entre 100-14000 um? (Figura 11). Las particulas de
melanina de ambas especies mostraron una mayor frecuencia de particulas con un
area inferior a 2000 um?2. El area de contacto estimada de las particulas de melanina
de ambas cepas de Cordyceps presentd una distribucion de tamario similar, donde

el 70% de sus particulas tuvieron un area aproximada de < 2000 mm?2.
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Figura 9.- Micrografias por SEM obtenidas de muestras de melanina en polvo purificada de C.
fumosorosea ARSEF 3302
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Figura 10.- Micrografias por SEM obtenidas de muestras de melanina en polvo purificada de C.
javanica CHE-CNRCB 303
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Figura 11. Porcentaje de la frecuencia aproximada del tamafio de particulas de melanina aislada de
C. javanica CHE-CNRCB 303 (barra azul), C. fumosorosea ARSEF 3302 (barra verde).

7.6 Produccién de melanina en conidios de Cordyceps cultivadas a
diferentes concentraciones de oxigeno.

En hongos melanogénicos, la melanina brinda proteccion contra el estrés
ambiental como la radiacion UV (Romero-Martinez et al., 2000), el estrés por calor
y frio (Rosas y Casadevall, 1997), la presencia de metales pesados (Fogarty y

Tobin, 1996; (Garcia-Rivera y Casadevall, 2001) entre otros.

Uno de los sistemas para incrementar la resistencia de HE a diferentes condiciones
de estrés ha sido el cultivo de HE bajo una atmoésfera enriquecida con oxigeno al
26% (AM) (Miranda Hernandez et al., 2014).

Se cuantificaron concentraciones de 12.09 y 8.47 ng de melanina por cada 108
conidios para C. fumosorosea ARSEF3302 y C. javanica CHE-CNRCB 303

respectivamente, cuando fueron cultivadas bajo una atmosfera normal (AN). Por

otro lado, al ser cultivadas bajo una AM obtuvieron ~1.68 y ~0.81 veces mas
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cantidad de melanina para C. fumosorosea ARSEF 3302y C. javanica CHE-CNRCB
303 respectivamente (Figura 12), por lo que el cultivo de estas cepas de Cordyceps
bajo una atmdsfera enriquecida en oxigeno al 26% propicié una mayor sintesis de
melanina en los conidios de ambas especies fungicas. Este incremento en la
sintesis de melanina puede ser una respuesta del hongo frente a las condiciones de
cultivo oxidantes ya que ademas de incrementar la concentracion de melanina, un
agente antioxidante, también se propicia una mayor sintesis de enzimasy moléculas
antioxidantes como la catalasa (Suérez Vergel, 2017) y el glutation (Castillo-

Minjarez et al., 2019) con el fin de evitar un estado de estrés oxidativo en la célula.

50

Melanina (ng/108con)
PR NN W W AN
o1 o a1 o (&) (@) (6] o o1
(o

o

a
. |
AN

Figura 12.- Concentracién de melanina presente en los conidios de C. javanica CHE-CNRCB 303
(barra azul), C. fumosorosea ARSEF 3302 (barra verde) cultivadas a diferentes concentraciones de
oxigeno.

Tratamiento
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Debido a que la melanina se encuentra relacionada con una mayor resistencia a
diferentes tipos de estrés en hongos, una mayor concentracion de melanina en los
conidios de estos EH se veria reflejado en una mayor calidad de los mismos y
posiblemente se reflejaria una diferencia en los pardmetros de calidad entre ambas
especies de Cordyceps en que la melanina se encontrara involucrada, ya que bajo
condiciones normales de cultivo (AN) la especie C. fumosorosea ARSEF 3302

presenté ~30.0% mas melanina que la especie C. javanica CHE-CNRCB 303.

7.7 Produccion de conidios no melanizados a partir de la dosis minima
inhibitoria de melanina

El acido kéjico es un agente quelante del cobre (Chang, 2009; Chen et al., 2015;
Mishima et al., 1988), que inhibe la actividad de la PPO; sin embargo, a altas
concentraciones podria limitar la activad de varias enzimas involucradas en el
desarrollo celular, e incluso podria disminuir la produccion de conidios. Por lo que
estos factores se consideraron como elementos de seleccion de conidios albinos;
es decir, la dosis minima inhibitoria que produzca conidios no melanizados sera
aquella que inhiba la sintesis de melanina, no modifique el crecimiento radial ni la
produccion de conidios de ambas cepas de Cordyceps. Por otro lado, el uso de
inhibidores de la sintesis de melanina ha sido utilizado para evaluar los cambios
morfolégicos de células de Cryptococcus neoformans melanizadas y no
melanizadas frente a radiacion ionizante (Malo et al., 2018); sin embargo, no
sefalan el posible efecto de la concentracion del inhibidor con el crecimiento del

hongo.

Con base en lo anterior se buscé la dosis minima inhibitoria de acido kdjico para
producir conidios no melanizados sin afectar su crecimiento radial y produccion de

conidios.

7.7.1 Crecimiento radial a diferentes concentraciones de acido kojico

En ambas especies de Cordyceps, el crecimiento radial disminuyo

proporcionalmente al incrementar la concentracion de acido kojico (Figura 13y 14).
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Figura 13.- Crecimiento monocolonia de la cepa C. fumosorosea ARSEF 3302 a 0 (A), 0.001 (B),
0.01 (C), 0.1 (D), 1 (E), 3(F), 5 (G), 8 (H) y 10 (I) mg/mL de acido kgjico.
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Figura 14.- Crecimiento monocolonia de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 a 0 (A), 0.001 (B),
0.01 (C), 0.1 (D), 1 (E), 3 (F), 5 (G), 8 (H) y 10 (I) mg/mL de acido kgjico.

Desde una concentracion de 0 mg/mL hasta 1 mg/mL de acido kéjico no se observo
diferencia significativa en el crecimiento radial de ambas especies de Cordyceps
(Figura 15); sin embargo, a partir de una concentracion de 2 mg/mL en adelante del
inhibidor de la DOPA-melanina se observé que el crecimiento radial comenzé a
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disminuir, y hasta en mas del 50 % en concentraciones desde los 8 mg/mL de acido
kdjico en ambas cepas.
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Figura 15.- Crecimiento radial de la especie C. javanica CHE-CNRCB 303 (barras azules) y C.
fumosorosea ARSEF 3302 (barras verdes) a diferentes concentraciones de acido kéjico.

Esta disminucion gradual del crecimiento radial se correlacioné al incremento en la
concentracion de &cido kgjico. Por otro lado, las concentraciones del rango 0 a 1
mg/mL de &cido kéjico no afectaron el crecimiento radial; sin embargo, sélo con la
concentracion de 1 mg/mL del inhibidor de DOPA-melanina generé una total
despigmentacion en ambas cepas (Figura 13E y 14E). Asi que las concentraciones
de acido kéjico que se utilizaron para la prueba de produccion de conidios fueron 0,
0.1y 1 mg/mL.
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7.7.2 Produccion de conidios a diferentes concentraciones de acido kéjico

Bajo las tres concentraciones de acido koéjico testeadas no se observo
diferencia significativa en la produccién de conidios para ambas cepas (Figura 16);
sin embargo, solo la concentracion de 1 mg/mL de acido kojico produjo conidios no
melanizados sin afectar el crecimiento radial y la produccién de conidios asi que
esta concentracion del inhibidor de la DOPA-melanina fue utilizado para producir

conidios no melanizados.

m CHE-CNRCB 303 = ARSEF 3302
1.2E+08

1.0E+08
8.0E+07
6.0E+07
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Figura 16.- Produccion de conidios de las cepas CHE-CNRCB 303 (barra azul) y ARSEF 3302 (barra

verde) a diferentes concentraciones de &cido kojico.

Por otro lado, la produccion de conidios es un parametro de calidad de los hongos
entomopatdgenos y varios han sido los trabajos dedicados a incrementarlo. En las
dos especies de Cordyceps aqui probadas el promedio de la produccién de conidios
de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 fue de 8.61x10’ con/cm?y de 6.47x10’




AT\

Casa abierta al tiempo

con/cm? para la cepa C. fumosorosea ARSEF 3302; sin embargo, estos valores de
produccion de conidios de ambas cepas han sido mejoradas en medios de cultivo
superficial o sélido, asi como la aplicacion de pulsos oxidantes durante el
crecimiento de estos hongos (Mufiiz-Paredes et al., 2016; Miranda Hernandez et al.,
2014).

7.8 Influencia de la melanina en conidios, pruebas de calidad

Diferentes estudios sugieren que la melanina se asocian frecuentemente con
la pared celular fungica, lo que proporciona una funcion protectora para los conidios
contra los dafios causados por la radiacion ultravioleta (UV), agentes oxidantes y
condiciones climaticas extremas (Butler y Day, 1998; Calvo et al., 2002; Eisenman
et al., 2005; Zhong et al., 2008), por lo que se realizaron pruebas de calidad con los
conidios de ambos aislados de Cordyceps producidos bajo una atmdsfera normal
(AN), y se compararon con conidios obtenidos bajo una atmosfera modificada (AM)

y con conidios no melanizados (AN-K) obtenidos bajo atmésfera normal.

7.8.1 Germinacion

La germinacion es una de las primeras pruebas que determina la calidad de
los conidios de los hongos entomopatdgenos (Jenkins y Grzywacz, 2000; Lopes et
al, 2013) ya que es clave en el inicio del proceso de infeccion. En los conidios de la
cepa CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302, cultivados con el tratamiento AM, se
encontrd 20.7 y 29.0 % mas germinacion que en los conidios obtenidos con el
tratamiento AN, respectivamente (Figura 17). Esta tendencia ya se habia reportado
(Suérez Vergel 2017) y se habia correlacionado con un incremento en la actividad
de la enzima catalasa, asi como del aumento en la expresion de catA, un gen que
se expresa exclusivamente en conidios. Dicha enzima podria hacer frente al
incremento temporal de ERO producidas por el aumento de la respiracion en el
proceso de germinacion. Debido a las propiedades antioxidantes de la melanina,
esta también podria participar en mitigar el efecto oxidante de las ERO durante la
germinacion; sin embargo, para que esto suceda la melanina debe estar en

contacto con estas ERO, las cuales se producirian dentro del conidio por el aumento
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del metabolismo, y para las especies de Cordyceps estudiadas en este trabajo ain
se desconoce la ubicacion de este pigmento en los conidios de Cordyceps, por lo
gue seria aventurado hacer esta hipotesis en estos hongos. Sin embargo, existen
estudios que identificaron el pigmento melanina en el interior de la célula fungica,
en la pared celular e incluso fuera de la pared celular, brindandole al hongo
diferentes funciones con base en su ubicacion (Walker et al., 2010; Toledo et al.,
2017).

® ARSEF 3302 = CNRCB 303

100
90
80

C
b
b
70
60 a
50 a
a

40
30
20
10

0

AN AM AN-K

Tratamientos

Germinacion (%)

Figura 17.- Porcentaje de germinacion de conidios obtenidos de los tratamientos atmosfera normal
(AN), atmésfera modificada (AM) y atmdsfera normal con acido kojico AN-K para la cepa C.
fumosorosea ARSEF 3302 (barra verde) y C. javanica CHE-CBRCB 303 (linea azul).

Por otro lado, los conidios no melanizados (AN-K) de la especie CHE-CNRCB 303
presentaron 20.2% menos germinacion que aquellos conidios cultivados bajo una
AN, caso que no se observo en la especie ARSEF 3302 ya que sus conidios no
melanizados no presentaron diferencia significativa en la germinacion respecto a la
encontrada en aquellos conidios provenientes del tratamiento AN. Estos resultados
podrian interpretarse como contradictorios entre ambas especies de Cordyceps, ya

gue se hareportado que la melanina se encuentra generalmente en la pared celular
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de hongos filamentosos por lo que es un componente que le brinda estabilidad y
rigidez, de este modo al inhibir la sintesis de este pigmento en los conidios
posiblemente disminuyd la rigidez de la pared celular del conidio que podria alterar
el crecimiento polarizado del conidio y con ello la germinacion, esto podria estar
implicado en el fenbmeno observado para el hongo CHE-CNRCB 303. Por otro lado,
la especie ARSEF 3302 no mostré diferencias en los porcentajes de germinacion
entre los conidios no melanizados y aquellos provenientes de una AN, y podria
deberse a que otros componentes de la pared celular como los glucanos, quitina,
mananos y glicoproteinas (Mendoza, 1992; Oka et al., 2015) podrian estar en mayor
proporcion en esta especie que en CHE-CNRB 303, teniendo una mayor
participacion en la integridad y rigidez de la pared celular en la cepa ARSEF 3302,
en donde la ausencia de la melanina no afectaria la germinacion, por lo que
diferentes estudios que determinen la ubicacién de la melanina podria ayudarnos a
explicar las diferencias en la germinacion de ambas especies de Cordyceps. La
ubicacién de este pigmento volveria mas o menos sensibles a cualquier estimulo de
estrés como radiacion solar o el propio oxigeno ambiental ya que la melanina es un
componente estructural de pared celular de varios hongos. Por ejemplo, en
Magnaporthe grisea la melanina forma parte de una capa estrechamente asociada
a la membrana plasmatica en el lado interno de la pared celular, asi como en el
apresorio. En otros hongos como Cryptococcus neoformans, la melanina se
deposita en toda la pared celular en forma de anillos conceéntricos. Alternativamente,
la melanina se deposita en las capas mas externas, como en las hifas de
Pseudocercospora griseola o0 como granulos en la superficie de las paredes de sus

levaduras, como Candida albicans (Mandal et al., 2007; Walker et al., 2010).

La importancia de la melanina en el desarrollo de hongos se ha observado
principalmente en especies filamentosas que, a pesar de poseer hifas translicidas
o micelio blanco, algunas producen estructuras melanizadas como apresorios,
esclerocios, conidios y estructuras reproductivas (Bell y Wheeler, 1986; Butler y
Day, 1998; Henson et al., 1999). Varios estudios han mostrado una relacién entre

la biosintesis de melanina con la conidiacion y germinacion. Por ejemplo, la
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interrupcion de la biosintesis de melanina en el hongo enddfito Pestalotiopsis
microspore mostré poco efecto sobre el crecimiento vegetativo, pero causoé
alteraciones sustanciales en la produccion, morfogénesis y germinacion de conidios
(Yu et al., 2015). Estos conidios deficientes en melanina también parecen haber
alterado la integridad de la pared celular; un defecto también observado con otras
especies (Engh et al., 2007; Tsai et al., 1997; Yu et al., 2015). Se reportdé una
morfologia superficial alterada en conidios mutantes de Aspergillus fumigatus
que carecen de melanina (Jahn et al., 1997; Langfelder et al., 1998; Tsai et al.,
1997). La inhibicién de la biosintesis de melanina por triciclazol, inhibidor de la via
biosintética DHN-melanina, produce defectos en la formacién de conidios y la
germinacion en Chaetomium globosum (Hu et al., 2012). Los mutantes de Alternaria
alternata defectuosos en la produccion de melanina producen conidios de tamafio
reducido, mayor susceptibilidad a la luz ultravioleta y separacion de las hifas

desarrolladas (Kawamura et al., 1999).

La presencia de melanina deberia mejorar la resistencia mecénica y quimica de las
estructuras fungicas, relevantes en ciertas etapas del desarrollo, ya que la
melanizacion flngica a su vez esta regulada por factores genéticos que controlan el
desarrollo celular (Engh et al., 2007; Fetzner et al., 2014; Islamovic et al., 2015; Tsai
et al., 1999, 1998; Upadhyay et al., 2013; Wu et al., 2012).

7.8.2 Viabilidad

La viabilidad de los conidios de HE utilizados para su aplicacion en campo
tienen como recomendacién un porcentaje minimo de conidios viables como medida
de calidad, y esta tiene que ser mayor al 80% (Jenkins y Grzywacz, 2000) y es

comunmente evaluado en unidades formadoras de colonias (UFC).

Bajo las condiciones de evaluacion de este estudio, los conidios de ambas especies
de Cordyceps cultivados con una AM mostraron una viabilidad sin diferencia
significativa, respecto a los conidios cultivados bajo una AN, con valores del 65%
para C. fumosorosea ARSEF 3302 y del 75% C. javanica CHE-CNRCB 303 ~
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(Figura 18). Estos lotes de conidios no alcanzaron el porcentaje minimo de
viabilidad recomendado (80%) para su comercializacion, aparentemente esta
viabilidad encontrada en estos HE mantiene esta tendencia de baja viabilidad bajo
las condiciones de cultivo utilizadas, ya que en otros estudios se reportaron valores
~60% para ambas cepas de Cordyceps bajo condiciones similares (Mufiz-Paredes,
2016); sin embargo, a pesar de las modificaciones del cultivo, este parametro no se

ve afectado.

Una de las estrategias utilizadas para incrementar la calidad de los conidios de estas
cepas ha sido el uso de pulsos de O2 al 26% durante el cultivo de estos hongos, el
cual se ha correlacionado con una mayor respuesta antioxidante. Esto posee
aplicaciones practicas ya que es posible utilizar estos conidios con mejores
parametros de calidad sin alterar el medio ambiente, puesto que estos hongos
regresarian a su estado fisioldégico “basal”’, en contraste con los hongos que se
obtienen por manipulacion genética, mismos que tienen por el momento
restricciones para su liberacion en campo (son transgénicos). Es decir, estos
conidios (AM) cuyo fenotipo fue modificado por ser expuestos a un estrés subletal y

su alcance finalizaria una vez utilizado dicho fenotipo.
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Figura 18.- Porcentaje de viabilidad de conidios obtenidos de los tratamientos atmodsfera normal
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(AN), atmdsfera modificada (AM) y atmosfera normal con acido kojico AN-K para la cepa C.
fumosorosea ARSEF 3302 (barra verde) y C. javanica CBRCB (barra azul).

Por otro lado, se ha reportado que la melanina fungica juega diferentes roles en la
célula ya que posee actividad antioxidante. Tan importante es la melanina en las
cepas de Cordyceps que una de las especies evaluadas (ARSEF 3302) mostr6 una
disminucién del 36% de viabilidad en conidios albinos (AN-K), respecto a la obtenida
en los conidios cultivados bajo una AN. Cabe sefalar que la concentracién de
melanina en esta especie es ~30.0% mayor que la encontrada en la especie CHE-
CNRCB 303.

7.8.3 Resistencia a UVB

La radiacion UV y altas temperaturas, pueden desnaturalizar proteinas y
generar dafio en el ADN de los conidios de HE, por lo que son factores que
considerar para la aplicacion en campo ya que pueden impactar la eficacia de las

estrategias de control usando HE. Algunos de los principales mecanismos de los
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hongos para hacer frente a la radiacion UV es la sintesis de moléculas
fotoprotectoras como la melanina. Si la melanina ofrece proteccion frente a radiacion
UVB, aquellos conidios provenientes de una AM, que poseen una mayor
concentracion de este pigmento, mostrarian una caida en su viabilidad menor
respecto a aquellos conidios provenientes de una AN cuando se exponen a
radiacion ultravioleta, mientras que la caida de la viabilidad de los conidios albinos

seria aun mayor respecto a los conidios de AN.

Esta hip6tesis se confirmé con los conidios de la especie C. fumosorosea ARSEF
3302 (Figura 19) que provinieron de una AN, ya que desde la primera dosis de
radiacion UVB (3.5 kJ/m?) la viabilidad disminuyd un 20%; este descenso continud
hasta que se obtuvo sélo un 60% de la viabilidad de estos conidios a la tltima dosis
de radiacion UVB (14 kJ/m?).

Por otro lado, comprobamos que los conidios provenientes de una AM mantuvieron
una viabilidad mayor respecto a los conidios provenientes de una AN ya que, a
pesar de tener un 80% de viabilidad desde la primera dosis de radiacién UVB (3.5
kJ/m?), este porcentaje se mantuvo en todas las dosis de radiaciéon UVB. Hasta este
punto podriamos concluir que la DOPA-melanina se encuentra involucrada en la
proteccion a radiacion UV-B, fendmeno que ya ha sido reportado para diferentes
organismos y microrganismos (Bultler, 1987, Durrell y Shields, 1960, Gauslaa y

Solhaug, 2001; Selbmann et al., 2011) y que por primera vez se comprueba en HE.

Por otro lado, con el objetivo de corroborar la contribucion de la melanina en la
fotoproteccioén, se evaluaron conidios albidos (conidios sin melanina) del tratamiento
AN-K a las diferentes dosis de racion UVB, y observamos que el descenso de la
viabilidad de estos conidios disminuy0 paulatinamente al incrementar la dosis de
radiacion UVB empleada, pasando de un 80% de viabilidad en la primer dosis (3.5
kJ/m?) a tan sélo un 40% de viabilidad en la Gltima dosis (14k J/m?) de radiacion
UVB, estos resultados mostraron diferencia significativa entre los tratamientos AN y
AN-K en las dosis 10 y 14 kJ/m?, asi que por primera vez se comprobd que la
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melanina tiene un papel fundamental en la fotoproteccion en conidios de HE y en
especifico de C. fumosorosea ARSEF 3302.

120.00 OAN ®mAM = AN-K
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Figura 19.- Viabilidad de la cepa C. fumosorosea ARSEF 3302 a diferentes dosis de radiacion
UVB.

Esta misma prueba se realizé para conidios provenientes de los tratamientos AN,
AM y AN-K del hongo C. javanica CHE-CNRCB-303. A pesar de que los conidios
de esta cepa poseen ~30.0% menos melanina que los conidios de la cepa C.
fumosorosea ARSEF 3302 al ser cultivados bajo una AN (Figura 12), presentaron
una mayor resistencia a la radiacion UVB ya que la viabilidad de los conidios (AN)
de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 se mantuvo cerca del 90% en todas las
dosis testeadas de radiaciéon UVB (Figura 20). En otros estudios, tres aislados de
Beauveria bassiana (Bb 19, CG 310 y CG 481) obtuvieron un porcentaje de
germinacion menor al 20% a una dosis de radiacion UVB de 10,56 kJ /m?. Esto

puede deberse a una mayor efectividad de sus mecanismos de prevencion y
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correccion del dafio causado por la radiacion UVB.

Por otro lado, el incremento de melanina en esta cepa fue de 0.81 veces; es decir,
esta cepa posee poca melanina bajo condiciones normales (AN) y cuando es
cultivada bajo un ambiente oxidante (AM) incrementa poco la concentracién de
melanina en los conidios, lo que no permite observar una diferencia significativa en
la resistencia a radiacion UVB entre los tratamientos AN y AM. Posiblemente al
exponer los conidios de esta cepa a dosis mayores a 14 kJ/m? de radiacion UVB

permitiria disminuir la viabilidad de los conidios y evidenciar el efecto protector de la
melanina en los conidios AM.
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Figura 20.- Viabilidad de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 a diferentes dosis de radiacién UVB.

A pesar de lo anterior, la viabilidad de los conidios albinos (AN-K) si disminuy6

gradualmente al incrementar la dosis de radiacion UVB. En la uUltima dosis probada
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(14 kJ/m?) su viabilidad fue menor al 70% siendo significativamente diferente a la
viabilidad de los conidios cultivados bajo los tratamientos AN y AM bajo la misma
dosis de UVB, por lo que la melanina se encuentra correlacionada con la proteccién
a radiaciéon UVB en ambas cepas de Cordyceps, pero podria ser necesario un
incremento de la concentracion de melanina para observar una mayor resistencia a

la radiacion UVB.

7.8.4 Termotolerancia

En la naturaleza, la exposicion al calor por conduccién en el suelo o por
radiacion directa es uno de los factores de estrés mas importantes para los hongos
entomopatdégenos en el campo, ademas algunos insectos aumentan la temperatura
de su hemolinfa como un sistema de defensa frente a una infeccion fangica
(Blanford y Thomas, 2000). Por lo que el calor es un factor que afecta la persistencia
y desarrollo de estos hongos en campo, asi que la termotolerancia de los conidios

es considerada un factor de calidad.

Al evaluar los conidios cosechados bajo una AN de la cepa C. fumosorosea ARSEF
3302 a diferentes tiempos de exposicion a 38 °C, se observé un decremento radical
de la viabilidad, ya que la viabilidad de los conidios (AN) transité de 65% a 8% a los
40 min y a los 160 min de exposicién, respectivamente. El TLso de los conidios

expuestos a diferentes tiempos a 38 °C tuvo un valor de 65.33 + 9.98 min

Por otro lado, los conidios de esta misma cepa (Figura 21) cosechados bajo una
AM y que contenian 1.68 veces mas melanina, se esperaria tuvieran una mayor
termotolerancia ya que debido a su capacidad antioxidante podria frenar el dafio
oxidativo que posiblemente se esté generando por accion de calor, debido a que se
acelera la produccién de ERO. Estos conidios cosechados de una AM mantuvieron
una viabilidad del 87% a los 40 min siendo mayor que aquellos cosechados de una
AN y a pesar de que los conidios de una AM también mostraron un decremento en
su viabilidad a diferentes tiempos de exposicion a 38 °C, este decremento fue mas

lento, ya que a los 160 min se observé un 34% de la viabilidad de los conidios, por

lo que el valor de TLso de los conidios cultivados bajo una AM fue de 119.65 + 19.91
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min, significativamente mayor al TLso de los conidios cosechados de una AN. Por lo
gue se observa una correlacion entre una mayor termotolerancia y la presencia de
melanina en los conidios de Cordyceps fumosorosea ARSEF 3302. A pesar de que
la TLso de los conidios albinos (66 £ 21.17min) no es diferente significativamente de
la proveniente de los conidios de AN, se observo una diferencia significativa de la
viabilidad de estos conidios albinos respectos a los conidios cosechados de una AN
alos 80, 120 y 160 min de exposicion, por lo que se corrobora la participacion de la
melanina en la termotolerancia de los conidios del hongo C. fumosorosea ARSEF
3302.
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Figura 21.- Viabilidad de la cepa ARSEF 3302 a diferentes tiempos de exposicion a 38 °C.

Por otro lado, los conidios de la especie C. javanica CHE-CNRCB 303 (Figura 22),
observamos que también hubo un decremento de la viabilidad para los conidios de

todos los tratamientos a mayor tiempo de exposicién a una temperatura de 38 °C.
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La tendencia de la termotolerancia en los tratamientos de los conidios de la especie
C. javanica CHE-CNRCB 303 fue similar a lo observado en los conidios de la
especie C. fumosorosea ARSEF 3302, ya que, efectivamente, hubo una fuerte
disminucién de la viabilidad de los conidios, independientemente de su tratamiento

de origen.

Los conidios cultivados con AN mostraron una disminucion de su viabilidad de un
14% en el tiempo mas extenso de exposicion (160 min) con un valor de TLso de
114.18 + 5.72 por lo que esta cepa es mas termoresistente que la cepa C.
fumosorosea ARSEF 3302 al tener TLso mayor y mostrar una viabilidad mas grande

en todos los tiempos de exposicidn.

Por otro lado, la TLso de los conidios provenientes de los tratamientos AM, AN-K 'y
AN no son diferentes significativamente entre si (Tabla 6); sin embargo, los conidios
cultivados bajo una AM tuvieron una mayor viabilidad respecto a los conidios AN de
(~10% y ~13% mayor) a los 80 y 160 min de exposicion, respectivamente, mientras
que viabilidad de los conidios albinos (AN-K) fueron ~12%, ~6% y 5% mas bajos
significativamente a los 80, 120 y 160 min respectivamente respecto a los valores
obtenidos con el resto de los tratamientos. Estos datos sugieren en esta especie de
Cordyceps una correlacion entre la melanina y una mayor termotolerancia en los
conidios de este hongo, aunque podria ser necesaria una mayor diferencia de
concentraciones de melanina en los conidios provenientes los tratamientos AN y
AM para observar con mayor claridad la contribucion de la melanina en la

termotolerancia en esta cepa de Cordyceps.

Aunque el rol de la melanina en la resistencia a calor en hongos es escaso, existen
reportes donde han observado un papel en la proteccion contra el estrés por calor
para Exophiala (Paolo et al., 2006). Otro ejemplo es lo reportado por Rehnstrom y
Free (1996), donde mutantes deficientes en melanina de Monilinia fructicola
produjeron conidios que eran mas susceptibles a temperaturas elevadas (40 °C) y
otros factores estresantes. En C. neoformans, la presencia de melanina aumento la

tolerancia al estrés por calor y frio a través de un mecanismo aun desconocido que
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posiblemente involucra la extincion de ERO inducidas por el calor (Rosas y
Casadevall, 1997).
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Figura 22.- Viabilidad de la cepa C. javanica CNRCB a diferentes tiempos de exposicion a 38
°C.

Otro ejemplo donde la melanina desempefia un papel en la termotolerancia se
observd en escenarios simbidticos entre plantasy hongos, donde
los enddfitos melanizados ayudan a la planta a adaptarse a los cambios de
temperatura, posiblemente ayudando a disipar el calor y/o absorber las ERO
(Redman et al., 2002). Por otro lado, la sintesis de melanina a través de la via
enzimatica tirosinasa/lacasa esta regulada por la temperatura (Jacobson y Emery,
1991; Kim et al., 2003) por lo que estos microorganismos al estar expuestos a estas
temperaturas podrian incrementar mayores concentraciones de melanina o de otros

componentes en lo que participan estas enzimas, en especial la lacasa.
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Tabla 6.- Valores del tiempo necesario para que sobreviva el 50% (TLso) de los conidios de los
tratamientos AN, AM y AN-K expuestos a 38 °C.

TLso (min)
Tratamiento | C. fumosorosea ARSEF 3302 C. javanica CHE-CNRCB 303
AN 65.33+£9.98 114.18 £ 5.72
AM 119.65 + 19.91 96.83 + 23.20
AN-K 66 +21.17 105.27 + 23.89

7.8.5 Resistencia a dimetoato

El éxito de un programa de control de plagas que utiliza hongos entomopatdégenos
depende de la supervivencia de los conidios en el ambiente de campo (Benz 1987);
sin embargo, la sobrevivencia de los conidios puede verse afectada por factores
ambientales (Furlong y Pell 1997), plaguicidas o productos quimicos utilizados para
proteger a los cultivos (Anderson y Roberts 1983, Loria et al. 1983, Alves y Lecuona
1998 y Sain et al., 2019), por lo que evaluar la tolerancia de los HE frente a
insecticidas de uso comun podria contribuir a una seleccion de cepas que mejor se

desemperfien en campo.

Las especies javanica y fumosorosea de Cordyceps podrian entrar en contacto en
campo con insecticidas que atacan los mismos insectos blanco, tal es el caso del
dimetoato. El dimetoato es un insecticida organofosforado y se introdujo en 1956 y
se usa ampliamente en muchos paises en una gran cantidad de cultivos para el
control de insectos como afidos, acaros rojos, mosquitos de los guisantes, trips,
bulbos de trigo, aserrados, chupones y afidos lanudos. (Kidd y James, 1991;
Deshpande et al., 2001; Christos y Nikolaos, 2003). El dimetoato mata insectos por
contacto y accion estomacal, al interferir con las actividades de la
acetilcolinesterasa, la cual es esencial para el buen funcionamiento del sistema
nervioso tanto de humanos como de insectos (Lopez-Carillo y Lopez-Crevantes,
1993).

Dada la composicion aromatica de los polimeros de melanina y la variedad de
grupos funcionales hidroxilo, carboxilo, amina y fendlicos presentes en el pigmento,

la melanina puede formar interacciones moleculares con muchas moléculas
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organicas e inorganicas. De hecho, la melanina fungica puede formar enlaces
covalentes, idnicos e hidréfobos con proteinas, polisacaridos, pesticidas, drogas y
otros contaminantes (Fogarty y Tobin, 1996).

En las Figuras 23 y 24 podemos observar una disminucion de la viabilidad de los
conidios de ambas cepas al incrementar la dosis del insecticida. En el caso de la
especie C. fumosorosea ARSEF 3302, los conidios provenientes de una AM
mantuvieron 26% mas viabilidad que los provenientes de una AN a la dosis mas alta
probada, mientras que los conidios albinos presentaron 20% menos viabilidad que
los de AN. Por lo que, para esta cepa, la melanina podria representar un factor para
la proteccion frente al insecticida; sin embargo, toros estudios serian necesarios
para fundamentar esta correlacion.
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Figura 23.- Viabilidad de la cepa C. fumosorosea ARSEF 3302 a diferentes concentraciones

de dimetoato.

En el caso de la especie C. javanica CHE-CNRCB 303 (Figura 24) todos los
tratamientos mantuvieron una viabilidad superior al 70% sin importar la dosis del
insecticida, ademas se observo una alta variacion en los resultados mostrando una
tendencia en que el hongo C. fumosorosea ARSEF 3302 es mas sensible a la
presencia de este insecticida; sin embargo, otros deben ser los mecanismos que
posee para hacer frente al dimetoato, ya que su viabilidad no se modifica sin

importar el incremento de la concentracién del insecticida.
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Figura 24.- Viabilidad de la cepa C. javanica CNRCB a diferentes concentraciones de

dimetoato.
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7.8.6 Crecimiento radial en presencia de dimetoato

Dentro del analisis de compatibilidad de Cordyceps fumosorosea ARSEF 3302

(Figura 25) podemos observar que hubo una disminucion del crecimiento radial de

todos los tratamientos al incrementar la dosis del insecticida; sin embargo, esta

disminucion sélo fue de entre el 10% y 20% para la dosis 400 ppm para los

tratamientos AN y AN-K, respectivamente; mientras que los conidios provenientes

de la AM no disminuyeron su crecimiento radial, sin importar la dosis del dimetoato.
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Figura 25.- Crecimiento radial de la especie C. fumosorosea ARSEF 3302 a diferentes

concentraciones de dimetoato.
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Por otro lado, el crecimiento radial de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 (Figura

26) disminuy0 al incrementar la dosis de dimetoato, siendo los conidios provenientes




AT\

Casa abierta al tiempo

de una AN los que tuvieron un menor crecimiento radial, y los provenientes de AM
y AN-K solo disminuyeron menos del 10% de su crecimiento sin importar la dosis
del insecticida, estos resultados son similares a lo reportado para los hongos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en los que se demostré que el
dimetoato al 0.05 % generd una disminucion del ~10% del crecimiento radial de
ambos hongos, por lo que se catalogdé como un insecticida que se podria utilizar a
la par con estos hongos (Khan et al.,, 2012). Cabe sefalar que la actividad
metabdlica del hongo se encuentra activa una vez iniciada la germinacion, ademas
se encuentra en un medio libre de inhibidores de la sintesis de melanina, asi que
los conidios provenientes del tratamiento AN-K pueden volver a sintetizar melanina,
por lo que la sintesis de este pigmento podria contribuir a neutralizar al dimetoato.
Por otro lado, se ha reportado para la cepa ZHY256 de Aspergillus niger la
capacidad de degradar el dimetoato enzimaticamente por la fosfotriesterasa y
carboxilesterasa (Liu et al., 2001) cabe sefialar que estas enzimas se encuentran
presentes en ambas especies de Cordyceps, por lo que podrian degradar el
dimetoato y por ello mantener un alto porcentaje de crecimiento radial a pesar de

las altas dosis de dimetoato probadas en este estudio.
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Figura 26.- Crecimiento radial de la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303 a diferentes

concentraciones de dimetoato.

7.8.7 Infectividad

El incremento en la capacidad infectiva de los hongos entomopatégenos es
un fendbmeno multicausal, es decir, no esta restringido a sélo un tipo estimulo o
condicion. En este sentido, la melanina es requerida por hongos patdgenos de
plantas, animales y humanos, debido a esto se han asociado con la virulencia Jahn
et al., 1997; Butler et al., 2001; Nosanchuk and Casadevall, 2003). La naturaleza
guimica de la melanina sugiere que podrian funcionar como un escudo contra los
sistemas de defensa quimicos y/o enziméaticos del huésped ya que la melanina

podrian secuestrar proteinas y metales pesados (Toledo et al., 2017).
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Se determiné el porcentaje de sobrevivencia que se obtuvo al infectar larvas de
Galleria mellonella con los conidios provenientes de los tres tratamientos (AN, AM
y AN-K), los cuales poseian diferentes concentraciones de melanina. La mortalidad
obtenida después de 10 dias con el tratamiento AM de la especie C. javanica CHE-
CNRCB 303 fue de 84%; es decir, este tratamiento produjo conidios mas infectivos
respecto a la mortalidad obtenida con el tratamiento AN (mortalidad de 42%) (Figura
28). Por otro lado, la mortalidad de los insectos con el tratamiento AN-K fue del 62
%; es decir, que los conidios albinos fueron 34% mas infectivos que los conidios
provenientes de una AN. Este ultimo resultado es contradictorio con lo que se ha
reportado en diferentes hongos patdégenos, donde la melanina juega un papel
importante en la virulencia. Posiblemente, la metodologia utilizada para la
produccion de conidios albinos predisponga enzimaticamente a los conidios a
incrementar la produccion de melanina, cuando se encuentren en condiciones de
producirla ya que, estos conidios albinos son capaces de volver a generar este
pigmento una vez se encuentran en un medio libre de &cido kdjico, tal es el caso de

un insecto.
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Figura 27.- Mortalidad obtenida en larvas de Galleria mellonella infectadas con los tratamientos
atmésfera normal (AN), atmésfera modificada (AM) y atmdésfera normal con &cido kojico AN-K para
el hongo C. fumosorosea ARSEF 3302.

Para entender mejor este fendmeno debemos esclarecer las fases de produccion
de este pigmento en el ciclo de vida del HE Cordyceps, ya que, como en otros
hongos, soOlo presenta pigmentacion en los conidios; es decir, solo producen
melanina en ciertas fases especificas de desarrollo (conidios, crecimiento
filamentoso de levadura) en respuesta a cambios ambientales y/o en presencia de
precursores de melanina fendlicos (Bell y Wheeler, 1986), mientras que algunas
especies de hongos son melanizantes constitutivamente y son conocidos como
hongos melandticos, negros, dematiaceos, microcoloniales o meristematicos
(Cordero y Casadevall, 2017). En varios patdgenos de plantas, la melanina
desempefia un papel fundamental en la generacién de presiébn osmética dentro del
apresorio, cuando las hifas penetran en las paredes celulares de las plantas, que

se describio para las especies Magnaporthe y Colletotrichum (Ludwig et al., 2014;
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Wolkow et al., 1983). En estos patdégenos, las mutaciones dirigidas a inhibir la

melanizacioén llevaron a una reduccion de la virulencia.

Hasta el momento se desconoce si Cordyceps es capaz de producir melanina en el
proceso infectivo (formacion de apresorio, invasion del hemocele, produccién de
blastosporas) o si es capaz de influir en alguna de estas etapas, por lo que mutantes
albinas de este hongo podrian esclarecer parte de los fendmenos encontrados en
este estudio, asi como contribuir con nuevo conocimiento dentro del campo de los

HE al determinar el ciclo de produccion de melanina en el ciclo de vida del hongo.

El porcentaje de mortalidad encontrada en la especie C. fumosorosea ARSEF 3302
(Figura 27) con el tratamiento AM fue del 64%, por lo que los conidios de este
tratamiento fueron 30% mas infectivos respecto a la mortalidad (48%) obtenida por
los conidios cosechados de una AN, lo cual se correlaciona con el incremento de

melanina de los conidios provenientes de una AM.
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Figura 28.- Mortalidad obtenida en larvas de Galleria mellonella infectadas con los tratamientos
atmosfera normal (AN), atmdsfera modificada (AM) y atmdésfera normal con acido kéjico AN-K para
la cepa C. javanica CHE-CNRCB 303.

Por otro lado, no hubo diferencia significativa entre la mortalidad obtenida con los
conidios albinos (AN-K) y la mortalidad observada con los conidios cosechados de
una AN. Por lo que, estos estudios y bajo estas condiciones muestran que la
melanina no se relaciona con la virulencia de este hongo. Sin embargo, este analisis
posee una limitante, la cual es que los conidios al no ser mutantes conservan toda
la maquinaria enzimatica para reestablecer su nivel basal de melanina en cuanto
dejen de estar expuestos a acido kéjico; es decir, cuando entran en contacto con un
insecto. Por otro lado, aun desconocemos si ademas del conidio, en otra estructura
o fase de desarrollo del HE se sintetiza este pigmento por lo que se requieren
analisis detallados que esclarezcan la posible sintesis de este pigmento en otras
fases de desarrollo de los HE, y de estar presente reconocer su participacion en

cada fase.
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8 Conclusiones

La pigmentacion oscura en conidios de C. javanica CHE-CNRCB 303 y C.
fumosorosea ARSEF 3302 se debe a la presencia de melanina; ademas, ambos
aislados fungicos producen melanina por la via biosintética de DOPA-melanina. Por
otro lado, se presentd una correlacién entre la presencia de melanina en los conidios
de ambas especies de Cordyces y una mejoria en la resistencia al estrés por calor
y la radiacion UV-B. Este es el primer estudio que caracterizd y evaluo la posible
contribucién de la melanina en la resistencia a diferentes tipos de estrés como calor,
radiacion UVB y dimetoato. Este conocimiento podria mejorar tanto la persistencia
de los conidios en el campo como la efectividad en el control biol4gico.

Ademas, se comprobd que el cultivo bajo una atmdosfera enriquecida de oxigeno al
26% de ambas especies de Cordyceps incrementa la concentracién de melanina en
los conidios, los cuales presentaron una mayor calidad respecto a los conidios

cultivados bajo una AN.

Este conocimiento tiene implicaciones practicas, puesto que coloca a la melanina
como un posible parametro a cuantificar que pudiera proteger a los conidios contra
el estrés en algunos hongos. El contenido de melanina podria ser un criterio para la
seleccion de aislamientos en los enfoques de control bioldgico, sin embargo, se
requieren mas analisis enfocados a determinar la ubicacion de la melanina en los
conidios y su presencia en el desarrollo y proceso infectivo de estos hongos
entomopatdgenos, con el objetivo de disefiar estrategias para mejorar el contenido
de melanina en los conidios, que tendrian una mejor tolerancia al estrés y una mayor

virulencia cuando se aplica en los campos.
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9 Perspectivas

VI.

VII.

Incrementar la concentracién de dimetoato, temperatura y dosis de radiacion
UVB hasta que la viabilidad de los conidios (AN, AM y AN-K) en estudios de
calidad sea menor al 90 %.

Producir conidios albinos de ambas especies de Cordyceps y corroborar la
contribucion de la melanina en la calidad de los conidios.

Determinar si la melanina se produce en alguna etapa de infeccion del hongo;
es decir, si la melanina se encuentra en el apresorio, si se encuentra
involucrada en el proceso de penetracibn o0 si se sintetiza en etapas
posteriores a la penetracion de la cuticula.

Evaluar la produccion de melanina de HE cultivados en medio soélido.
Optimizar el proceso de extraccion y purificacion de melanina de HE
cultivados en medio solido.

Evaluar la melanina fungica como fotoprotectores/antioxidantes en las
formulaciones de HE que se aplican en campo.

Determinar la compatibilidad entre HE y melanina fungica purificada de

diferentes géneros de hongos.
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