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RESUMEN

El control biolégico del insecto broca del café, Hypothenemus hampie, con el
hongo entomopatégeno Beauveria bassiana, en el programa de manejo integrado
de la broca en CENICAFE, tiene como requerimiento la obtencién de
formulaciones bioldgicas que presenten una adecuada eficiencia en condiciones
de campo. Para esto es indispensable el conocimiento bioquimico de la
composicién de las esporas por medio de las cuales se reproduce.

Para que el hongo ataque la broca, sus esporas deben entrar en contacto con el
cuerpo del insecto, reproducirse mediante el micelio y en ese momento generar la
muerte de la plaga. Finalmente bajo condiciones de alta humedad produce sus
cuerpos fructiferos sobre el cuerpo del insecto y dispersa las conidias para ampliar
su infeccion a otras poblaciones que se encuentran en los cafetales.

El B.bassiana produce la beauvericina, una toxina bioactiva de naturaleza
peptidica, a la que se le atribuyen propiedades insecticidas y antimicrobiales. Este
ciclopéptido juega un papel importante en la patogeniciddad de Beauveria
bassiana, dado que al parecer, determina la capacidad real del hongo para
afectar de manera negativa al insecto y bloquear sus mecanismos de respuesta
inmunoldgica.

Los metabolitos secundarios juegan un papel importante segun su accion
biol6gica, ya que pueden actuar dependiendo de la clase de compuesto como
fitotoxicos, insecticidas, antibacteriales y fungicidas; también como precursores de
otros compuestos como vitaminas y provitaminas.

Por lo tanto la identificacion de diferentes metabolitos secundarios en el hongo
permitira tener un criterio para la seleccion de esporas de alta calidad. Ademas la
determinacion de su estructura quimica sera de gran utilidad para la realizacion de
estudios posteriores sobre los mecanismos de adherencia de la espora Beauveria
bassiana a la cuticula del insecto.

Por las razones anteriores, CENICAFE adelanta un programa de investigacién de
control biolégico de la broca del cafeto dentro del cual se enmarca este proyecto
en donde se plantea como objetivo primordial el aislamiento e identificacion de
metabolitos secundarios tales como la micotoxina beauvericina y ergosteroles a
partir de las cepas de Beauveria bassiana 9205 (altamente patogénica) y 9024
(poco patogénica), sembradas a 9 dias en un medio de cultivo de 10% Pectosa y
40% Glucosa.

También se plantea una nueva metodologia para el aislamiento de la
Beauvericina, la cual es la principal toxina responsable de la muerte de la broca. A
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la vez esta técnica se aprovecha para establecer diferencias en cuanto la
concentracion de la micotoxina en las dos cepas.

12



Cenicaflfe

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGAGIONES DE CAFE

"Pedsa Uribe Majia®

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo del cafeto en Colombia representa un importante renglon generador de
divisas y empleo rural para el pais. La broca del fruto del café, Hypothenemus
hampei (Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae), insecto introducido a Colombia en 1998,
es la plaga mas significativa que afecta en este momento su produccién
severamente, tanto en calidad como en cantidad. Ataca la cerezay se reproduce
internamente en el endospermo, causando la pérdida total del grano y la caida
prematura de los frutos. Actualmente infesta cerca de 800.000 hectareas de
cafeto, afectando el patrimonio de mas de medio millén de familias cafeteras. )2

En diversos centros de investigacion del mundo se han llevado a cabo estudios
relacionados con el control biolégico a través del hongo Beauveria bassiana el
cual ataca al insecto a través de la cuticula, lugar donde germinan las esporas,
gue producen hifas invasoras penetrando los tejidos del hospedante. Las hifas se
ramifican, colonizan y llegan hasta la cavidad homocélica, donde se produce una
masa micelial por el crecimiento del hongo, y se liberan toxinas que estan
implicadas en el blogueo del desarrollo fisioldgico del insecto. & Sin embargo, no
se conocen la totalidad de las toxinas implicada en tal proceso infectivo. Tampoco
tiene una clara comprension del mecanismo de infeccion involucrado en el
proceso de patogenicidad que explique las diferencias encontradas en
CENICAFE en estudios realizados con diferentes cepas de este hongo

Hipotesis de trabajo:

El estudio quimico o el conocimiento total de las estructuras de todas las toxinas
generadas por el Hongo Beauveria bassiana, contribuira al conocimiento y
comprension del mecanismo de infeccion, involucrado en el proceso de
patogenicidad sobre la broca del café, pudiendo ser utilizados para seleccionar y
producir masivamente aislamientos eficientes en el campo, como alternativa de
control biologico en programas de manejo integrado de la plaga (MIB).

13
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
« Aislar y estudiar las estructuras quimica de metabolitos producidos por el
hongo Beauveria bassiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Evaluar si en los metabolitos producidos por el hongo Beauveria existen
alcaloides u otro tipo de metabolitos secundarios que expliquen la diferencia
de patogenicidad entre las dos cepas.

2.2.2. Determinar si hay relacion con la diferencia de patogenicidad sobre la
broca del café encontrada entre las cepas 9205 y 9024

14



Cenicaflfe

CENTRO HACIONAL DE INVI

"Pedsa Uribe Majia®

3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 La Broca de las Cerezas del Café

Hypothenemus hampei (ferrari) (Coeoptera: Scolitydae), es un insecto originario
de Africa Ecuatorial, descubierto por J. A. Graft ferrrari en 1867“ y es
considerado como la plaga que mayor dafio causa al cultivo del café en el
mundo.® La biologia del insecto ha sido estudiada por diferentes autores. Es un
insecto de habitos gregarios ©® cuya hembra fecundada perfora los frutos por el
ostiolo @, y construye en el endospermo una camara de postura. ) El insecto
inicia la oviposicion cuando el fruto alcanza un 20% de peso seco, @ en frutos de
100 a 150 dias de desarrollo. @

Entre los 105 y 120 dias de desarrollo del fruto, se prepara una relacion directa
entre peso seco del fruto y el nivel de infestacion por broca. @ Durante los
periodos secos el insecto no abandona los frutos, generando una gran
descendencia que emerge una vez inician las lluvias (Centro Nacional de
Investigaciones del Café, 1998).

3.2 Manejo Integrado de la Broca (MIB)

Segun la organizacién de las naciones unidas para la alimentacién y la agricultura
(FAO), el manejo integrado de plagas MIP, es: “Un sistema de manipulaciones de
las plagas que, en el contexto del ambiente relacionado y dinamica de poblacién
de la especie dafina, utiliza todas las técnicas y métodos apropiados de la manera
mas compatible posible y mantiene la poblacion de la plaga a niveles inferiores a
los que causarian dafio econémico”. 10

El programa del manejo integrado de la broca desarrollado por Cenicafé, incluye
medidas de tipo biolégico, quimico y cultural. 41

3.2.1 Control cultural. Adn cuando se requiere del concurso de diferentes
medidas para un manejo satisfactorio de la broca del café, el control cultural
podria considerarse un pilar fundamental en el Manejo Integrado de Plagas,

15
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mediante labores que empiricamente constituyen un 80% del éxito en el control
global de la plaga, V) estan dirigidas a minimizar la disponibilidad de alimento y
refugio para la plaga, *? e incluyen para el caso de la broca las siguientes
practicas: Registro de floraciones, ubicacion de los sitios de cafetal con mayor
dafio (focos), manejo de focos, ataque de frutos caidos al suelo, precaucion de
frutos cosechados de focos y control del escape de adultos en labores de cosecha
y postcosecha. El Re-Re, la practica que mas se destaca, consiste en mantener
los cafetales sin frutos maduros, sobremaduros ni secos. (13

3.2.2 Control quimico. El control de la broca mediante el uso de insecticidas debe
ser considerado como una estrategia dentro del MIB (manejo integrado de la
broca). % Su uso debe hacerse solo cuando las poblaciones de la broca causen
infestaciones superiores al 2% en la época critica del fruto verde y cuando el
porcentaje de brocas vivas en posiciones A+ B supere el 50%.® Las aplicaciones
deben ser dirigidas a adultos en el momento en que estos emergen de los frutos y
vuelven a producir nuevas infestaciones, esto es, cuando las brocas han iniciado
la perforacion de la pulpa pero no del endospermo.

Desde la segunda década de el siglo pasado, se vienen realizando evaluaciones
de productos para el control de la broca. ® Estudios adelantados por CENICAFE
en los que se evaluaron 35 formulaciones de insecticidas para el control de la
broca, demuestran que existen sustitutos de menor peligrosidad (categoria Ill) y
tan eficaces como el endosulfan; estos son basados en los ingredientes activos:
pirimifos metil, fenitrotion, cloropirifos y fention. En lo referente a la residualidad de
estos productos, ninguno mostr6 efectos después de los 7 dias. ") Se considera
un insecticida ideal para el control de la broca aquél que siendo de categoria
toxicolégica Ill 6 1V, sea altamente eficaz sobre adultos, que no deje residuos en
los frutos ni en el ambiente, que sea selectivo y compatible con las demas
medidas de control.

Los insecticidas organoclorados como el endosulfan, se consideran venenos
potentes pero de gran impacto ambiental, se clasifican en DDT y sus derivados,
ciclodienos y hexaclorociclohexanos. Todos actian sobre la transmisién axonal en
el sistema nervioso central, son quimicamente inertes, lipofilicos y no sistémicos.
Los hay de contacto y por ingestion, en general muy persistentes.

Los insecticidas organofosforados como el cloropirifos, fenitrotion y metil pirimifos,
constituyen el grupo mas grande de insecticidas y los mas ampliamente usados en
el mundo (aproximadamente un 45 % del mercado), se derivan del acido fosforico.
Estos insecticidas son inhibidores de la colinesterasa, algunos actlan por
ingestion, otros por contacto y muchos presentan accién traslaminar y/o
sisteméatica. Son mas biodegradables que los organoclorados y presentan corto
efecto residual, generalmente de una semana. 8
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3.2.3 Control bioldgico. El uso racional de insecticidas y la biodiversidad que
caracteriza el agroecosistema cafetero en Colombia, ha permitido el desarrollo de
una fauna benéfica que ha mantenido en equilibrio ataques esporadicos de
insectos chupadores, defoliadores y minadores. @ La politica de la Federacion
Nacional de Cafeteros de Colombia, con respecto a las plagas, tiene como
fundamento disminuir el impacto econdmico que estas pueden causar a los
caficultores y defender a largo plazo el bienestar agroecoldgico. ) Es por ello y
por las condiciones de manejo y ambientales en que se desarrolla la caficultura
colombiana, por lo cual Cenicafé ha disefiado una estrategia de Manejo Integrado
de la Broca (MBI) con énfasis en el control biol6gico. @

El control biologico representa la alternativa mas recomendable para la regulacion
de la broca sin que se amenace el equilibrio del ecosistema cafetero, % considera
este control como un complemento dentro del MIB a la actividad del Re-Re. El
entomopatdégeno B.bassiana y los parasitoides P.nasuta, C. sthephanoderis,
Heterospilus coffeicola (Schmiendeknecht) y P. coffea son considerados en el sitio
de origen de la broca como sus enemigos naturales mas importantes. En 1990 se
presenta una lista de los enemigos naturales de la broca registrados en diferentes
regiones del mundo, la detallan para Colombia donde se registran 17 reguladores
biolégico de la plaga: 8 entomopatogenos, 1 parasitoide y 8 depredadores, 7
grupos de organismos compiten por el nicho de la misma. @

Desde la llegada de la broca al pais, la Federacion Nacional de Cafeteros inicié un
programa de investigaciones en control biolégico con la introduccion de
parasitoides, el desarrollo de un micopesticida a partir de B. bassiana y la
basqueda de alternativas de insecticidas de menor categoria toxicologica a las
existentes en el mercado. Con el fin de evaluar sus posibilidades dentro de un
programa de MIB, fueron introducidos al pais los parasitoides Cephalonomia
stephanoderis Betrem en diciembre de 1989, P. nasuta en diciembre 1990 y
Phymastichus coffea La Salle en diciembre de 1991. @1

3.2.3.1 Hongos entomopatdogenos. Aunque el conocimiento del uso de
hongos entomopatégenos para el control de las plagas es antiguo, solo en los
ultimos afos ha recibido mayor atencion. El promotor de la patologia de insectos
fue Agustino Bassi, quien en 1934 realizé un estudio sobre el agente causal de la
enfermedad conocida como muscardina blanca del gusano de seda, y que fuera
denominada B. bassiana por Vuillemin en 1912. Los hongos entomopatdgenos
son considerados como una herramienta importante en programas de MIP que
tengan como finalidad la preservacion del medio ambiente y la racionalidad en el
uso de insecticidas quimicos. Es asi como se considera que B. bassiana y
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Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin pueden jugar un papel muy
importante en el control de H. Hampei bajo condiciones de los ecosistemas
permanentes con sombrio o autosombrio del café, que protegen al hongo de los
rayos solares, al tiempo que garantizan adecuadas humedades relativas. (22

3.2.3.2 Accién patogénica y periodo de infeccion letal. Después de la
penetracién, el hongo prolifera dentro del cuerpo del hospedero. El resultado de la
infeccion depende del potencial genético del patdgeno para crecer rapidamente

luego de penetrar la berrera del hospedero y de su resistencia a quimicos téxicos.
(23)

Estas cualidades pueden estar relacionadas con la defensa del hospedero y la
velocidad o magnitud de la respuesta inducible. La inmunidad del insecto es un
area poco estudiada y se tiene poco conocimiento de cémo el insecto reconoce un
hongo para que se inicie la respuesta inmune del insecto.

En los insectos se han descrito factores aislados que estimulan la fagocitosis,
reducen los plasmatocitos, estimulan la formacion de nédulos, y movilizan
hemocitos._Una opsonina (galactosa unida a una lectina), por ejemplo, induce el
reconocimiento celular de las blastosporas en la hemolinfa de Nomuraea rileyi. ¢4

La principal defensa celular del insecto contra el hongo es la encapsulacion y la
melanizacién rapida. Durante la encapsulacion, los granulocitos del insecto son
atraidos por el hongo, después los plasmatocitos se reunen y forman un
seudotejido en capas concéntricas, de este modo se diferencia un granuloma en el
cual pueden ser degradados los hongos.

El desarrollo exitoso de B. bassiana dentro del hospedero se basa en que el
hongo vence la respuesta del hemocito y el nimero de granulocitos se reduce
fuertemente tres dias después del ataque. ®® M. anisoplidae produce sustancias
inmunodepresivas, tales como la destruxina E, que inhibe la formacion de nédulos
por paralisis de los hemocitos. Aunque las reacciones celulares contra hongos
estdn documentadas, las respuestas de inmunidad hacia los mecanismos de
hongos en insectos no estan muy claras.

Los factores antifUngicos ademas de los inhibidores de proteasas pueden
presentarse en la hemolinfa de insectos afectados y prevenir las infecciones
letales encontraron componentes toxicos en la cuticula de los insectos, con
efectos negativos sobre la germinacion y el crecimiento de B. bassiana. %9
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3.2.3.2. Beauveria bassiana. Este hongo presenta un alto polimorfismo de la
expresion de su potencial genético, lo que hace facilmente adaptable a diversas
condiciones bidticas y abioticas del desarrollo y reproduccion. ?7)

Este microorganismo infecta cerca de 200 especies de diferentes 6rdenes de
insectos, tanto en zonas templadas como tropicales. En Colombia se ha registrado
en diferentes géneros del orden Lepidoptera, Coleoptera, Himenoptera y
Hemiptera. 8

Debido a la importancia econdmica potencial de este género como agente de
control biologico y productor de nuevos metabolitos toxicos, su taxonomia es de
interés practico. Beauveria bassiana se ha encontrado naturalmente afectando la
broca. El hongo sélo es efectivo para el control de la broca cuando el insecto al
tratar de penetrar los frutos, entra en contacto con las conidias. (??

A medida que incrementa la dosis del hongo sus efectos son mayores sobre la
broca. La dosis mas eficaces estan entre 1 x 108 y 1 x 10° esporas / arbol, donde
unas dosis de 5 x 108 esporas/ arbol se considera apropiada desde el punto de
vista econémico y de eficacia. ®

Al evaluar diferentes aislamientos de B. bassiana sobre la broca del café, encontrd
que Bb 9212 y Bb 9205 son los que mas rapidamente causan mortalidad a la
broca, lo que ocurre en un tiempo promedio de 2,63 +/- 0.79 y 4,16 +/-1,14 dias
respectivamente. Sintomatoldgicamente, la micosis por el género Beauveria se
caracteriza ademas de los movimientos lentos de la broca (larva o adulto), por
reducciones en el apetito y en la oviposicidén, presentandose una momificacion
paulatina. A las 48 horas después de ocurrida la invasion, el hongo circula en la
hemolinfa y desarrolla su micelio al interior del insecto sin que las células
sanguineas puedan detener la infeccion; el hospedero muere por la produccién de
micotoxinas, accidn histolitica, bloqueo mecéanico del aparato digestivo y otros
dafios fisicos debido al crecimiento micelial interno. EI hongo segrega un gran
rango de metabolitos toxicos, lo cual lo hace muy estudiado en cuanto a
patogenicidad, por ser fuente de metabolitos secundarios.

El hongo entomopatdgeno B. bassiana ha sido utilizado como agente microbial de
control de muchas plagas de insectos y enfermedades ocasionadas por bacterias
en muchas partes del mundo. La especie B. bassiana se utiliza comercialmente en
Rusia con el nombre de Boverina, para combatir el escarabajo de la patata (L.
decomlineata) y el gusano de las manzanas y peras (Cydea pommonella). En
China, se produce, en pequefias instalaciones, para comunas y se usa contra las
plagas del maiz Ostrinia nubilalis y del pino Dendrolimus punetatus. En Estados
Unidos se experimenta en gran escala contra el escarabajo de la patata y el
Ostrinia furnacalis, y en Suiza contra larvas de Melolontha. ?°
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Actualmente se utilizan en el pais diferentes aislamientos del hongo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuillemen en el control biolégico de insectos plaga como la broca
del café.

La mayor parte de las toxinas descritas del hongo son principalmente péptidos
ciclicos como la Beauvericina, (Figura 1); antibioticos con propiedades
insecticidas como la Oosporeina, (Figura 2); péptidos lineales como Bassianolida,
(Figura 3) entre otros; y recientemente descubierta una proteina denominada
Basiacrinidina, con una dimensién de 60 kDa, punto isoeléctrico a pH 9.5y
contiene actividades relacionadas con B-glucosidasa, [(-galactosidasa y N-
acetilglucosamidasa.

Figura 1: Estructura de la Beauvericina,
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Figura 2: Estructura de la Oosporeina
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3.3. MICOTOXINAS.

Ciertas especies fangicas son capaces de producir unos metabolitos secundarios
con caracter toxico llamadas micotoxinas. Los metabolitos o micotoxinas de estos
hongos al ser ingeridas causan sintomas toxicos o carcinogénicos en hongos o en
animales. Hongos micotoxigénicos han sido aislados de muchos alimentos que
estdn sometidos a deterioros por hongos. Los principales géneros de hongos
asociados con la produccion de micotoxinas incluyen especies de Aspergillus,
Penicilium, Fusarium, Claviceps, Alternaria, Pithomyces, Stachybotrys y Phoma.

3.3.1. Agentes Antitumorales y Antiviricos producidos por hongos. Los
antibiéticos en virtud de los efectos draméticos sobre bacterias e infecciones de
hongos, han revolucionado la medicina. Sin embargo, nos encontramos todavia en
la necesidad urgente de una cura para la mayor parte de los canceres asi como de
un agente antiviral, no toxico, auténticamente efectivo.

Las micotoxinas como la Ocratoxina A (Figura 4), producida por Aspergillus flavus
y Aspergillus parasitus, aunque son carcinogénicas, paradoéjicamente tienen
efectos antitumorales débiles. Las micotoxinas llamadas esterigmatocistinas
producidas por A. vesiculor, aungue carcinogénicas son mucho menos toxicas que
las aflatoxinas y tienen actividades inhibitorias significativas sobre leucémias
implantadas a ratones. Las micotoxinas verrucarinas y roridinas aisladas de
especies de Myrothecium también tienen fuerte actividad antifingicas e inhiben el
crecimiento de varios sarcomas experimentales en ratones. 9

Figura 4: Estructura de la Ocratoxina A
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3.4. LOS ALCALOIDES

Los alcaloides son bases nitrogenadas, presentes en las plantas, que
fundamentalmente producen respuestas fisioldgicas al ser administradas a los
animales. Son el resultado del metabolismo de aminoé&cidos; su principal funcién
es reguladora y de proteccién a la planta contra insectos y parasitos.

En general no existe una definicibn exacta para los alcaloides, pero se puede
considerar como un compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal),
nitrogenado, derivados generalmente de aminoacidos, mas o menos basico, de
distribucion restringida, con propiedades farmacolégicas importantes a dosis bajas
y que responden a reacciones comunes de precipitacion. G

3.4.1. CLASIFICACION DE LOS ALCALOIDES

Habitualmente los alcaloides se han clasificado en funcién de su estructura,
distinguiéndose principalmente  los compuestos heterociclicos de los no
heterociclicos, actualmente existen varias formas de clasificarlos.

De acuerdo a sus propiedades farmacoldgicas.
De acuerdo a si distribucion botanica.
De acuerdo a su origen biosintético.

En cuanto su origen biosintético, se pueden agrupar todos los alcaloides naturales
conocidos por ser originarios por un restringido nimero de aminoacidos o de
precursores biogenéticos. Esta aproximacion biogénica es indispensable como
ayuda quimiotaxondmica y esta aplicada especialmente para la quimica estructural
en asignaciones de posiciones oxigenadas y para la sintesis biomimética de
sustancias. ©GY

Se pueden distinguir:

Alcaloides alifaticos
Derivados de la ornitina (pirrolidinas, tropanicos, pirrolizidinicos).
Derivados de la lisina (piperidinas, quinolizidinicos).

Alcaloides aromaticos

Derivados del acido nicotinico (piridinas).

Derivados de fenil alanina y tirosina (isoquinoleinas)
Derivados del triptéfano (indolicos, quinoleinas)
Derivados de la histidina (imidazoles)
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Alcaloides de origen diverso
Alcaloides terpénicos y esferoidales.
Alcaloides diversos (purinas, macrociclos etc). 1

3.4.1. Alcaloides Aislados de hongos: Alcaloides del Ergot. Durante la edad
media existia una frecuente enfermedad epidémica, a la cual se le dio el nombre
de fuego santo o fuego de San Antonio. Los pacientes sufrian de gangrena,
convulsiones calambres y alucinaciones.

La presencia de estos sintomas se relacion6 pronto con el consumo de pan de
centeno que habia sido contaminado con ergot, el esclerocio negro del hongo
Claviceps purpurea. El principal efecto de los alcaloides es, en primer lugar, de
tipo simpatético que resulta de la inhibicion de las hormonas adrenalina,
noradrenalina y esclerotina, lo que causa la dilatacion de las venas y un descenso
de la presion sanguinea.

Los alcaloides del ergot tienen una estructura caracteristica, la ergolina, que
consiste en un sistema de anillos tetraciclicos que contiene el indol (Figura 5). Hay
dos grupos de alcaloides que pueden ser incluidos, bien en el tipo acido lisérgico
(Figura 6) o en el tipo de la clavina, dependiendo de las sustituciones de la
ergolina. La ergotamina (Figura 7) fue el primer alcaloide que se extrajo del ergot y

subsecuentemente se convirtié en el mas utilizado de estos agentes terapéuticos.
(30)

Figura 5: Nucleo Ergolina
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Figura 6: Acido Lisérgico
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Figura 7 Estructura de la Ergotamina

3.5 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

La prueba fitoquimica preliminar es una prueba quimica de caracterizacion,
consistente en una reaccion quimica que produce alteracion rapida en la
estructura molecular del compuesto, por ejemplo la modificacion de un grupo
funcional, la apertura de un sistema anular, la formacién de un aducto o un
complejo, lo cual da por resultado una manifestacion sensible como el cambio de
color, la formacién de un precipitado o el desprendimiento de un gas. ¢2
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Un ejemplo de este tipo de pruebas esta relacionado con los alcaloides, los cuales
presentan reacciones, coloridas con ciertos reactivos como:

Reactivo de Mayer, forma precipitado color blanco.

Reactivo de Wagner, forma precipitado color marrén.

Reactivo de Schleiber, forma cristales amorfos de coloracion café.

Reactivo de Urk, genera una coloracion azul o violeta.

Reactivo de Dragendorff, forma precipitados naranja- marron.

La gran mayoria de estas pruebas estan asociadas a la interaccion con el
nitrdgeno de este tipo de compuestos.

3.6 SEPARACION DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA.

En la cromatografia en columna, el sélido adsorbe pequefias capas de moléculas
de componente soélido de una mezcla. Por cromatografia liquido —soélido pueden
separarse dos solutos que difieran en coeficientes de adsorcion hacia cierto sélido.
Esta cromatografia emplea un liquido, fijado por adsorcion a manera de pelicula
fina, sobre un soporte sélido. La pelicula adherida se comporta como una fase
liquida estacionaria y la mezcla que se agregue para separar, se distribuira entre
las dos fases liquidas: la de la pelicula y la del solvente.

Los absorbentes comunmente utilizados son oxido de aluminio (Al203), para
compuestos no polares o de polaridad media y silica gel (SiO2 H20) para
compuestos organicos polares.

Los solventes usados para desalojar los compuestos absorbidos en la columna
deben hacerse progresivamente mas polares. Los compuestos polares se
absorben con mas fuerza por las superficies de 6éxidos metalicos, por lo tanto,
deben eluirse o lavarse de la columna con solventes polares. La velocidad de
elusion debe controlarse para obtener una buena separacién. 2

3.7 ANALISIS INSTRUMENTAL.

Existen diferentes técnicas que permiten la identificacion de moléculas
correspondientes a los diferentes metabolitos secundarios encontrados en los
hongos, tales como:

3.7.1. Ultravioleta U.V. El espectro U.V. (Ultravioleta) de los alcaloides, depende
de su estructura, naturaleza, tipo y posicion de los sustituyentes. Hay grupos de
alcaloides que, careciendo de cromoforos, no absorben en esta region, como es el
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caso de la mayoria de los alcaloides derivados de amino&cidos alifaticos y algunos
derivados del metabolismo terpénico.

En forma general, los alcaloides que tienen atomos con electrones solitarios,
dobles o triples enlaces aislados (grupos cromoforos) absorben con cierta
intensidad en la region de 150 a 200nm (ultravioleta lejano); Si hay conjugacion de
estos grupos, los maximos de absorcion se desplazan hacia la regién visible
(efecto batocromico) e incrementan la intensidad de la absorcion (efecto
hipercromico).

Los alcaloides del grupo indolico contienen el nucleo de ergolina, el cual presentan
la mayoria de los alcaloides aislados de hongos, reciben gran informacion de sus
sustituyentes cuando son sometidos a analisis con el espectro de ultravioleta, en
especial sobre la parte aromética de la molécula asi: Los que no tienen
sustituyentes en el anillo bencénico absorben a 226 y 229 nm (Figura 8a), y los
que (si)poseen sustituyentes muestran dos maximos hacia 245 y 295 nm (Figura
8b) 31

Figura 8a: Nucleo Ergolina con sustituyentes

Iz

Figura 8b: Nucleo Ergolina sin sustituyentes
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3.7.2. Espectroscopia de Infrarrojo (IR). Aun cuando el IR de los alcaloides al
igual que el de la mayoria de los compuestos, carece de absorciones que les
permita identificarlos, proporciona importante informacién sobre la presencia o no
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de ciertos sustituyentes o grupos funcionales. Las absorciones mas utiles son
entre 3200 y 3700 cm™ en la que absorben los grupos hidroxilos (los fenélicos se
ubican entre 3650 y 3500 cm, los alcohdlicos entre 3200 y 3500 cm™ y los grupos
amino entre 3200 y 3400 cm™ ) y en la regién entre 1620 y 1780 cm™ donde
absorben los grupos carbonilo. G

3.7.3. Espectrometria de Masas EM. Debido a la gran variedad estructural de los
alcaloides dificulta la generalizacion para la interpretacion de los espectros de
masas. En general las masas moleculares de los alcaloides son impares si el
namero de nitrégenos es impar y pares si este es par, asi como la sefial del pico
molecular es generalmente intensa, a menos que no tenga insaturaciones como
en el caso de los alcaloides alifaticos. GV

3.7.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Proténica RMN H. La técnica
de resonancia magnética protonica, es una de las mas utlizadas para la
elucidacién estructural de estos compuestos. Dos regiones del espectro son de
una importancia particular, la de los protones aromaticos y la de los grupos metilos
ligados a heterodtomos. Los protones aromaticos resuenan entre 6.70 y 7.40
ppm, para el caso de las aporfinas, el protén en posicion 3 es el mas blindado
hacia 6.60 ppm y el proton en 11 es el mas desprotegido entre 7.60 y 8.30 ppm,
debido al efecto anisotrépico del anillo A (Figura 9). b

Figura 9: Estructura de la Aporfina

R=CHg:Aporfina

3.7.5. Espectroscopia de Resonancia Magnética de Carbono-13 RMN *2C. Los
espectros de RMN de carbono 13 de cierto niumero de alcaloides, ya han sido
descritos. En general, es facil atribuir las sefales de los atomos alifaticos (sp®),
Pues las sefiales se encuentran a campo alto, en el caso de aporfinas, serian los
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carbonos de los ciclos B y C asi: el Cs resonard entre 28 y 30 ppm
(aproximadamente 23 si el Cs es sustituido), el Cs entre 42 y 53 ppm, el Csa cerca
de 62 ppm y C7 hacia 35 ppm.

Los carbonos aroméaticos no sustituidos resuenan en la regién entre 105 y 112
ppm; los carbonos aromaticos ipso (conteniendo a un grupo oxigenado) OH,
OCHs, 0 OCH20 son los mas desprotegidos entre 140 y 151 ppm; los carbonos
aromaticos sp? cuaternarios resuenan entre 119 y 130 ppm. Los carbonos unidos
a N hacia 43 ppm, los carbonos de metoxilos entre 56 y 62 ppm, aquellos que son
orto sustituidos resonaran a campo mas bajo que 60 ppm. Los metilendioxido
resonaran entre 100 y 102 ppm. @b
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion Geogréfica

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se utilizaron técnicas de
analisis quimico, fisico y espectroscopico en fitoquimica. La investigacion se
realizé en las instalaciones del programa de Fitopatologia del Centro Nacional de
Investigaciones de Café (Cenicafé), localizado en Chinchina, Caldas.

4.2 Materiales y Equipos

4.2.1. Medio de Cultivo: (para la reproduccién de las distintas cepas de los
hongos): soluciones al 40% de glucosa y 10% pectosa, previamente esterilizadas.

4.2.2. Rota evaporador BUCHI VAC V- 515.
4.2.3. Liofilizador: LAB CONCO.

4.2.4. Agitador Mecéanico: Serie 25 D New Brunswick. Scientific Edison, N.J;
USA.

4.2.5. Cromatéografo de gases Hewlet Packard 6890, acoplado al
espectrometro de masas Hewlet packard 5973. Gas de arrastre Helio (AGA
Fano S.A. 99.99%).

4.2.6. Viales con tapa antifuga de gases
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4.3 Obtencion del micelio de las cepas 9205 y 9024 del hongo
Beauveria bassiana.

Con el proposito de reproducir las conidias de las dos cepas del hongo Beauveria
bassiana, se utiliz6 la técnica Rombach (1998), que consiste en:

= Tomar una muestra de esporas presentes en medio Sabouraud Dextrosa
Agar (SDA), suministrado por la disciplina de Entomologia del Centro
Nacional de Investigaciones del Café (Cenicafé).

» Preparar una solucién madre de esporas con agua destilada estéril (10 mL)
en presencia de Tween 80 al 0.1% (dispersador de esporas).

» Realizar diluciones de la solucién madre anteriormente preparada, de 10°
y conteo en la camara de Neubauer para obtener la concentracion de
esporas deseada.

= Tomar la cantidad de volumen de solucion de esporas con base al conteo
anterior y sembrar en el medio liquido constituido por: soluciones al 40% de
glucosa y 10% pectosa, previamente esterilizadas, e incubar durante un
periodo de 9 dias, a una temperatura maxima de 26 °C, agitando a 90
r.p.m.

= Separar el micelio obtenido mediante filtracion

= Liofilizar tanto el filtrado como el residuo

= Obtencién del micelio y del medio liquido seco

4.4 EXTRACCION DE METABOLITOS

Para obtener los metabolitos presentes en el micelio seco proveniente del
residuo de la filtracion, se realizaron  extracciones con solventes de diferente
polaridad a saber: Diclorometano, metanol, y etanol, mediante extraccion Soxhlet.

Los metabolitos presentes en el medio liquido liofilizado (proveniente del filtrado),

se obtuvieron mediante agitacion continua en un agitador mecénico, con los
mismos solventes.
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4.5 ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Para identificar los metabolitos obtenidos del micelio y de los medios liquidos
previamente liofilizados, se realizé un analisis fitoquimico preliminar que consistio
en la ldentificacion de grupos de alcaloides. Para ello, los extractos de los
hongos, obtenidos anteriormente, conocidos como el crudo de alcaloides, fueron
sometidos a diferentes pruebas con reactivos para alcaloides, los cuales formaron
precipitados de coloraciones caracteristicas.

Los reactivos fueron los siguientes:

Reactivo de Mayer: Se disuelven 1.36 g de HgCl. en 60 mL de agua, se
adicionan 5 g Kl y se afora a 100 mL. “(Color inicial amarillo).

Se debe acidular los extractos con HCI o H2SO4, la solucion no debe contener
acido acético o etanol porque redisuelven el precipitado. El color del precipitado
formado es blanco”. 32

Reactivo de Hager:(Reaccion del acido picrico). Es una solucion acuosa
saturada de &cido picrico. Da precipitados cristalinos de forma que permiten la
caracterizacion microquimica de los alcaloides. En un porta objetos se coloca una
gota de la solucién del alcaloide estado clorhidrato y se agrega una gota de
solucién saturada de acido picrico. 2

Reactivo de Wagner: Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de Kl en
20 mL de agua destilada. (Color inicial marrén)

La mayoria de las soluciones aciduladas de alcaloides forman precipitados
floculentos color marrén. 2

Reactivo de Schleiber: (Reactivo de acido fosfotingstico): Se disuelven 50 mL de
agua mas 10 g de tunsgtato de sodio y 7 g de fosfato disodico. La solucion se
acidula con éacido nitrico. El reactivo forma precipitados amorfos al mezclarse con
soluciones de alcaloides en &cido sulfarico diluido. Es un reactivo muy sensible,
especialmente para la estricnina y la quinina. Se pueden recobrar los alcaloides,
tratando el precipitado con carbonato de sodio y luego un solvente adecuado. ©2

Reactivo de Urk: (Reaccion del acido p-dimetilaminobenzaldehido en &cido
sulfurico al 65%)._Se utiliza para determinacién de compuestos de nucleo inddlico.
Se considera positiva la reaccién si dentro de los 30 minutos da una coloracién
entre azul y violeta. ¢2

Reactivo de Dragendorff:  Comprende dos soluciones: Solucién a: 0.85 g de

subnitrato de bismuto en una mezcla de 10 mL de acido acético y 40 mL agua.
Solucién b 8 g de yoduro de potasio disueltos en 20 mL de agua._Se mezclan 5 ml
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de la solucion a y 5 mL de la solucién b y 20 mL de acido acético para luego
completar con 100mL con agua. Este reactivo forma precipitado naranja marrén
con la mayoria de los alcaloides. Se usa sobre soluciones aciduladas.

Al evaluar los extractos crudos con los reactivos de precipitacion se encontraron
resultados positivos, se procedié a aislar los alcaloides presentes en el micelio de
las cepas del hongo Beauveria bassiana. (32

4.6. Extraccién y Purificacion de Alcaloides.

Para extraer y purificar los alcaloides identificados en los extractos de las cepas
del hongo, se utilizan diferentes técnicas tales como:

4.6.1. Cromatografia de Columna: Se tomad el extracto etandlico del micelio de
las cepas 9205 y 9024 del B. bassiana y se llevd a sequedad bajo presion
reducida. El residuo fue lavado con hexano para retirar la grasa. Posteriormente
fue redisuelto en acetonitrilo-etanol (7:3), para luego efectuar un fraccionamiento
por cromatografia en columna, utlizando como fase movil cloroformo- etanol (9:1)
(después de ensayar varias mezclas de solventes) y como fase estacionaria
silicagel 60G Merck. Se recogieron cuatro fracciones aproximadamente de 25 ml
cada una

4.6.2. Cromatografia de capa fina. Con el propésito de identificar los diferentes
grupos de compuestos presentes en cada fraccion, las cuatro fracciones
obtenidas anteriormente fueron sometidas a una cromatografia de capa fina ,
utilizando placas de siica gel 60 G Merck de 7 X 2y 10 X 10 cm y como fase
movil acetato de etilo — isopropanol — amoniaco (45:35:20).

4.6.2.1. Revelado del Trabajo Fitoguimico. Con excepcién de los pigmentos
como las clorofila y xantéfilas, los metabolitos no producen por si solos manchas
coloreadas en el cromatograma. En el caso de los alcaloides su ubicacion en la
cromatoplaca se realizo por medio de la luz ultravioleta de onda larga (365 nm), y
la aspersion de soluciones de Dragendorff, reactivo de Erlich y vapores de yodo.
Se determind la Relacion de frente (Ry).

4.6.3. HPLC. Después del desarrollo de las cromatoplacas, se realizaron
inyecciones de cada una de las fracciones en HPLC, para la comprobacion de los
resultados obtenidos en la cromatografia de capa fina, previo lavado de cada una
de ellas con una solucién de salmuera para retirar el azucar.
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4.6.4. Cromatografia de capa fina con patrones. Luego de comprobar que
todas las fracciones presentan el mismo componente se procedié a reunir las
fracciones, para realizar una cromatografia en capa fina de nuestro compuesto
problema con los patrones de los metabolitos aislados del hongo Beauveria
bassiana. Los patrones utilizados fueron: Beauvericina, Oosporeina y Tenellina.

4.6.5 Andlisis del Contenido de Micotoxina por HPLC. En primera instancia se
llevo a cabo el analisis empleando la misma metodologia cromatografica descrita
por Uribe,Saldarriaga, Pineda, Arango, Vélez (1997). ©3

De esta manera se procedio a realizar las inyecciones del patron empleando las
siguientes condiciones cromatograficas:

Columna C18 fase reversa, diametro interno de 4 y tamafio de la particula de 5
micras;

Diluyente: se usé metanol

Fase movil: acetonitrilo-agua en proporcion de 70:30. Es de mencionar que se
realiz6 una modificacion del articulo original en cuanto a la administracion de la
fase movil.

La deteccion se realizé mediante un detector de Foto Arreglo de Diodos (PDA), la
Beauvericina fue detectada a una longitud de onda de 210 nm.

4.6.6. Analisis de los Extractos por Cromatografia de Gases Acoplado a

Masas. Inicialmente fue necesario determinar el flujo 6ptimo.

4.6.6.1. Determinacion del flujo segun curva de Van Deemter. La
determinacion del mejor flujo para cada columna se desarroll6 utilizando como
patrén 2-heptanol (Merck, reference substance for synthesis), para la columna
DB5 (semipolar). Se trabajé flujos desde 0.3 a 1.2 mL/min. Las condiciones del
cromatografo de gases masas (CG/MS) fueron: para el horno de 100 °C (2 min.)
hasta 180 °C con una tasa de 7 °C/min. El modo inyeccion fue split con una
division 50:1.

La altura equivalente del plato tedrico (HETP) de cada columna se calculd
midiendo el ancho de banda y el tiempo de retencién y se calculé el nimero de
platos tedricos para cada columna, segun la siguiente ecuacion:
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2
N :lG[t—rj HETP :ﬁ

Donde:

N = numero de platos teoricos.
W = ancho de banda del pico.
Tr = tiempo de retencion.

L = longitud de la columna.

4.6.6.2 Determinacién Condiciones del CG/MS. Para determinar el mejor perfil
cromatografico, se partio del flujo de trabajo obtenido para la columna.

Para la columna DB5 las condiciones oOptimas son: flujo de 1.2 mL/min,
temperatura del horno de 80 °C (durante 5 min.) con una rata de 9 °C/min hasta
220 °C (5 min.) y después hasta 250 °C (5 min.) con una rata de 9 °C/min., por
altimo se subid la temperatura hasta 300 °C (20 min). Se utiliz6 el detector
selectivo de masas y las corrientes idnicas totales (cromatogramas reconstruidos),
se registraron por medio del barrido automatico de radiofrecuecia (1.97 scan/seqg,
analizador cuadrupolar) en el intervalo de masas m/z 40-800 u.m.a, la temperatura
de la fuente de 230 °C, La energia de los electrones bombardeantes fue de 70 eV.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1 Obtencidn de Micelio de las cepas 9205y 9024 de Bauveria Bassiana
Se logré la obtencion del micelio de las dos cepas en un periodo de nueve dias.
(Figura 10).

Figura 10. Micelio de Cepa 9205

HEF=Y

Figura 11. Micelio de la cepa 9024
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Se obtuvo coloracién con los diferentes reactivos utilizados para cada una de las

pruebas, tanto del extracto del micelio como del medio liquido,

los cuales se

relacionan en la tablas 1, 2 y 3. Se observan pruebas positivas para ambos
extractos con la mayoria de los reactivos utilizados para las diferentes pruebas.

Estos resultados presumen la presencia de alcaloides.

Tabla 1. Extracciones del Micelio del hongo cultivado a 9 dias

Crudo de | Reactivo Reactivo Reactivo Reactivo Reactivo

alcaloides | de de Mayer de Urk. de Hager. |de
Wagner. Shleiber.

Etandlico

B.b.9205 + + + +

B.b.9024 + + + +

CH2Cl2

B.b.9205 + - - +

B.b.9024 + - + +

Metanodlico

B.b.9205 + + + - +

B.b.9024 + + + + +

Crudo

Tabla 2.Extractos en medio Liquido cultivado a 9 dias.

RW

RM

RU

RH

RS

Etandlico
B.b.9205
B.B.9024

CH2Cl2
B.b.9205
B.b.9024

Metanol/C
HCl3
B.b.9205
B.b.9024

Extraccion
Liquido/liqu
ido

CH2Cl2
B.b.9024
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Por la gran heterogeneidad de los alcaloides aparecen numerosas pruebas que
Unicamente son positivas para ciertos grupos de alcaloides, estableciendo de esta
manera los posibles grupos funcionales especificos que conforman la molécula.

Las reacciones de reconocimiento de los alcaloides se basan en los siguientes
comportamientos:

El yoduro potasico cuando reacciona con cloruro mercurico, forma un precipitado
de rojo de yoduro mercurico.

HgC|2 + 21 —*2ClI + Hgl2 (reaccion 1)

El yoduro mercurico es soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un
anién complejo incoloro, [ Hgl4]? de acuerdo a la reaccion nimero 2

Hgl» [ Hg |4]2_(Reaccién 2)

La solucion alcalina de este complejo sirve para descubrir indicios de amoniaco.
En esta reaccion se forma el compuesto de color pardo, Oxiyoduro
mercuriaménico, (Figura 12) que es soluble en exceso de complejo [Hgla]*
alcalino, generando intenso color amarillo.

Figura 12 Estructura del Oxiyoduro mercuriaménico

Hg

(@] NH2l

Hg

38



Cenicafeée

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGAGIONES DE CAFE
“Pedra Uribe Mejia®

muestran en las figuras 13, 14, 15 y 16. La primera observacion de la solucién
acuosa de acido picrico se muestra en la figura 13.

Para desarrollar esta prueba primero se observan los cristales formados por la
matriz en que se encuentra la muestra, como también los cristales formados por el
acido picrico, para tener estos resultados como un blanco. Como se puede
observar en la figura 13 y 14 donde se presenta los cristales formados por la
matriz y el &cido picrico.

Figura 13. Matriz. Bb 9024

En la figura 14 Cristales formados por la matriz de la cepa Bb 9024 observada en
un microscopio a una distancia focal de 20 X

Figura 14. Cristales de Acido Picrico
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el respectivo reactivo, observados a 40 X. De esta forma se puede caracterizar
microquimicamentre un alcaloide.

Figural5. Bb9024+ Acido Picrico.

En la figura 16 se aprecia la cepa 9205 al acido picrico. Al principio, algunos
precipitados son amorfos, mientras que otros comienzan a cristalizar
inmediatamente a temperatura ordinaria.

Figura 16. Bb 9205 +Acido picrico.
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Una vez se reconocen los cristales formados tanto por la matriz como por el acido
picrico, se observan los cristales formados en los crudos de alcaloides, se puede
observar en la figura 15 del micelio Bb9024 forma algunos cristales diferentes a
los formados por el blanco, al igual en el micelio de Bb 9205, se puede observar el
cristal muy bien formado indicando que la prueba es positiva y hay presencia de
alcaloides.

En cuanto a las pruebas con el reactivo de Urk se observa inicialmente un anillo
de color violeta, indicando la presencia de nucleos inddlicos (Figura 17).

Figura 17. Anillo inicial de la reaccion de Urk. Del micelio Bb 9024 en
metanol

A continuacion, en las figuras 18 a 21 se ensefian las pruebas realizadas a
algunos extractos con diferentes reactivos

Figural8. Micelio, extracto CH2Cl2B.b. 9205.

—
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De izquierda a derecha.

Reactivo de Hager: Presenta precipitado blanco en la interfase acuosa -
organica.

Reactivo de Mayer: Precipitado blanco interfase acuosa — organica.

Reactivo de Schleiber: No presenta precipitado.

Reactivo de Urk: Negativo.

Reactivo de Wagner: No se aplica puesto que este reactivo con solventes
haldgenos presenta coloracion generando un falso positivo

Figura 19. Vista posterior de los tubos con los diferentes reactivos para
alcaloides.

De izquierda a derecha: Reactivo de Hager: Presenta precipitado blanco en la
interfase acuosa — orgénica. Reactivo de Mayer: Precipitado blanco interfase
acuosa — organica. Reactivo de Schleiber: No presenta precipitado. Reactivo de
Urk: Negativo

Figura 20. Micelio extracto Etanolico Bb 9024.
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De izquierda a derecha.
Reactivo de Mayer: Precipitado blanco.
Reactivo Wagner: Precipitado violeta que con el tiempo cambia a blanco.
Reactivo de Hager: Precipitado blanco.
Reactivo de Schleiber: Precipitado café.
Reactivo de Urk: Coloracion de la solucion violeta

Figura 21. Vista posterior de el extracto Etandlico Bb 9024

De los resultados de todas estas pruebas se puede presumir la presencia de
alcaloides ya sean con nudcleo indolicos o con heteroatomos nitrogenados; o
compuestos en cuya estructura quimica se encuentre nitrégeno, ya que la mayoria
de los reactivos interaccionan con este elemento, y es por esta combinacién que
se genera una coloracion.

6.3. Separacién de Metabolitos Secundarios Por Cromatografia en Columna.

Después de multiples ensayos, se comprobé que la mejor mezcla de solventes,
es decir la que lograba una mayor corrida y mejor resolucion de los componentes
correspondié a: La conformada por cloroformo-etanol, en proporcion de 9 a 1.
Figura 22.
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Figura 22. Corrido de los extractos con diferentes mezclas de solventes

Se obtuvieron cuatro fracciones de 25 mL para el extracto de cada una de las dos
cepas. Esas fracciones se evaluaron en cromatografia de capa fina y los
resultados se presentan a continuacion:

Fracciones Bb 9205

Fraccion # 1 Rf = 0.94

Fraccion # 2 Rf = 0.95

Fraccion # 3 Rf = 0.95

Fraccion # 4 No presento ningln componente

Fracciones Bb 9024

Fraccion # 1 Rf = 0.94

Fraccion #2 Rf = 0.94

Fraccion #3 Rf = 0.94

Fraccion # 4 No presento ningln componente.

Al aplicar cada una de las fracciones a un sistema de separacion en capa fina, se
pudo comprobar que todos los compuestos son idénticos, en cuanto a su
desplazamiento en la superficie de la silica, presentaron igual valor de Rf.
Ademas también se pudo apreciar en dichas fracciones fluorescencia bajo la
luz ultravioleta, con una coloracion violeta en todas las manchas, indicando asi
que todas las muestras presentan el mismo tipo de compuesto. Es por este
motivo que se reunieron las fracciones de las dos cepas y se integraron en un
mismo recipiente para luego ser caracterizadas. (Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma en CCD de extractos de las dos cepas

Sin embargo, una vez evaluadas las fracciones de los extractos en CCD, se
evaluaron también por esta misma técnica  patrones de toxinas aisladas del
hongo, encontrandose un Rf similar al obtenido con la muestra proveniente de la
union de las fracciones de las dos cepas, correspondiendo a la Beauvericina.

Como es evidente que en las pruebas preliminares de los extractos crudos en los
diferentes solventes, estas dieron la mayoria positiva, indicando la posible
presencia de alcaloides, con nucleo indélicos o con heteroatomos nitrogenados.
Pero cabe resaltar que ademas estas pruebas son positivas también para
compuestos que contengan nitrégeno; ya que los reactivos interaccionan
directamente con este elemento, como es el caso de la Beauvericina.

Las consideraciones anteriores conllevan a suponer que en las fracciones
obtenidas posiblemente se aislé compuestos correspondientes a esta micotoxina
y no a alcaloides.

Con base en las investigaciones realizadas en CENICAFE, las dos cepas
muestran diferencias muy marcadas en cuanto a su patogenicidad, atribuida a la
Beauvericina, sin embargo, de acuerdo a lo encontrado en este trabajo, se
demuestra que ellas dos presentan la misma toxina, quedando asi sin explicar el
por qué de la diferencia tan marcada en patogenicidad. De esta manera y para
responder a esta pregunta, se decidié cuantificar la cantidad de micotoxina
presente en cada cepa del hongo Beauveria bassiana.
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Es por este motivo que se empieza una nueva siembra del hongo para mediante
las técnicas anteriormente descritas, aislar la micotoxina y determinar por HPLC el
contenido de estas en el hongo.

6.4. Analisis dela Micotoxina mediante HPLC

En los siguientes diagramas, representados en las figuras: 24 a 30, se pueden
observar los diferentes cromatogramas HPLC de los patrones de la Beauvericina
y de las fracciones correspondientes a los extractos de las cepas 9205 y 9024 del
hongo Beauveria bassiana, utilizando como eluyente una mezcla de Acetonitrilo
— Agua (70: 30).

Figura 24 Cromatograma HPLC patrén de Beauvericina 0.1 pg/mL

(Tiempo de retencién 10.287 min.).

AU
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Minutes
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Figura 25 Cromatograma HPLC patrén de Beauvericina 0.25 pg/mL

(Tiempo de retencion: 10.214 min.).
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Figura 26 Cromatograma HPLC Patron de Beauvericina 0.5 pg/mL

(Tiempo de retencién: 10.287 min.).
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Figura 27 Cromatograma HPLC de Patron de Beauvericina 0.75 pg/mL

(Tiempo de retencién: 10.244 min).
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Figura 28 Cromatograma HPLC de Fraccion de Bb 9205.

(Tiempo de retencién: 10.302min).
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Resultados:

Nombre: Beauvericina.
Concentracion: 0.083 pg/mL.
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Figura 29 Cromatograma HPLC Fraccién de Bb 9024.

(Tiempo de retencion: 10.354 min).
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Resultados:

Nombre: Beauvericina.
Concentracion:0.053 pg/mL.

Figura 30. Cromatograma HPLC Unioén inicial de las cepas Bb 9205y B.b.
9024. (Tiempo de retencion: 10.254 min)
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Nombre: Beauvericina.
Concentracion: 0.384 pg/mL.

De las figuras anteriores se deduce en primer lugar que en el caso de los
cromatogramas de los patrones en diferentes concentraciones, se obtiene la
misma sefial correspondiente a la micotoxina. La diferencia entre ellos radica en la
intensidad de la sefial siendo mayor a mayor concentracion de la toxina patrén.
En segundo lugar se aprecia que en los cromatogramas correspondientes a los
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extractos de las dos cepas se obtienen sefales similares a las encontradas para
los patrones.

Al comparar los tiempos de retencién y los cromatogramas del patrén con las
fracciones obtenidas a partir de los extractos del hongo, se verifico la presencia
de la micotoxina en las fracciones obtenidas Los picos con tiempos de retencién
10.254, 10.254 y 10.302 corresponden a la Beauvericina, el tiempo de retencién
promedio de los patrones fue de 10.258.

Ademas el cromatograma HPLC correspondiente a la union de todas las
fracciones de las dos cepas muestra igualmente una sola sefal, con el mismo
tiempo de retencion que el de los patrones y de las fracciones por separado,
confirmando asi la existencia de una sola micotoxina.

6.4.1. Cuantificacion de la Micotoxina mediante HPLC

Se realizé una curva de calibracién con soluciones en diferentes concentraciones
de una muestra patrén de la micotoxina Beauvericina. . Los resultados se
muestran en la figura 31 en donde se muestra una correlacion lineal positiva, con
un alto coeficiente de correlacion.

A: -9.9844117e + 005.
B: 2.2590320e + 007.
C: 0.000000 e + 000.
D: 0.000000 e + 000.
R"2: 0.995715
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Figura 31. Curva de Calibracion de la Beauvericina.
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0.00 0.10 0.0 030 040 10.50 060 070
Amount
Peak: Beauvericina

Name Level | X Value Response Calc. Value | % Deviation | Manual | Ignore
1| Beauvericina | 1 0.100000 | 1683573.790922 | 0.118723 18.723 | No No
2 | Beauvericina | 2 0.250000 | 4061407.715574 | 0.223982 -10.407 | No No
3 | Beauvericina | 3 0.500000 | 10372590.662758 | 0.503357 0.671 | No No
4 | Beauvericina | 4 0.750000 | 16033293.298762 | 0.753938 0.525 | No No

En la curva de calibracion se interpolan los resultados de una muestra del extracto
de las cepas encontrdndose los valores correspondientes a la beauvericina para
cada una de las cepas:

La cepa Bb 9205 con una concentracion de 0.083 pg/mL y en la Bb 9024 0.053
Mg/mL.

Se observa que la cepa 9205 presenta mayor cantidad de micotoxina que la cepa
9024. A esta diferencia en cantidad de micotoxina se puede atribuir posiblemente
la diferencia en patogenicidad, siendo mas patdégena la que presenta mayor
cantidad de beauvericina, es decir la cepa 9205.

Se realiza esta afirmacion, ya que estd comprobado, que la micotoxina producida
por el hongo es altamente téxica siendo responsable del mayor numero de
muertes de los insectos a los cuales ataca, por lo anterior se confirma una potente
actividad biolégica como insecticida.

No se puede comparar la cantidad de produccidon de Beauvericina, obtenida en
esta investigacion con otros trabajos relacionados con los aislamientos de la
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micotoxina, debido a que se realizaron variaciones en las técnicas utilizadas para
la extraccién vy cuantificacion de la toxina, las cuales pueden constituir en si
mismas una fuente de variacion. Ademas es el primer trabajo que esta relacionado
en el aislamiento y comparacion de la toxina en las cepas Bb 9205 (altamente
patogénica) y Bb 9024 (poco patogénica).

Uno de los objetivos del trabajo pretendié encontrar una manera de diferenciar las
dos cepas, mediante la ausencia o presencia de un metabolito secundario
cualquiera. Sin embargo, no se encontré ningun tipo de moléculas diferentes, pero
si se dedujo experimentalmente, una marcada diferencia en cuanto a la
concentracion de la principal micotoxina, bajo las mismas condiciones de
crecimiento, temperatura y agitacion.

Por la razén anterior se tomo la decisidbn de pasar a evaluar los extractos
etandlicos, mediante cromatégrafo de gases acoplado a masas, para saber si se
podia obtener algun tipo de informacién nueva.

6.5. Analisis de la curva de Van Deemter.

La Figura 32 presenta la curva de Van Deemter para la columna DB5, con ella se
determindé que el mejor flujo de trabajo para la columna DB5 es de 1.2 mL/min ,
dado que no existe mayor diferencia en la altura eficiente del plato te6rico (HETP)
y se obtiene mejor separacion, evitando solapamientos debidos al flujo.

En la determinacion del mejor flujo de trabajo para la columna, se tuvo en cuenta
que la altura eficiente del plato teérico (HETP) de la columna estudiada,
corresponda al mas pequeiio, ya que ello garantiza mejor resolucion del
cromatograma, debido a que el soluto o analito de interés puede equilibrase entre
la fase movil y la fase estacionaria, de una forma mas eficiente, permitiendo asi un
perfil cromatogréfico bien definido (Figura 32).
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Curva de Van Deemter Columna DB5
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6.6. Andlisis de las Muestras por CG/EM
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Las cepas de los hongos B. Bassiana Bb9205 (altamente patogénica) y Bb9024
(poco patogénica) fueron sembradas en un medio de cultivo liquido de peptosa y
glucosa durante 9 dias. El micelio producido de la cepa de Bb9205, no presenta
alcaloides extraidos en los diferentes extractos obtenidos (etanol, cloroformo y
metanol), alun cuando las pruebas preliminares dan positivas para estos
compuestos. Sin embargo, como se deduce del cromatograma CG acoplado a
masas, representado en la figura 33 obtenido en su medio liquido, muestra
presencia del 5,7,22 triene 3-ergostanol, compuesto mayoritario en el extracto
etandlico (tiempo de retencion. 39.76) seguido por el gamma sitosterol (tiempo de

retencidn. 39.76) (ver Figura 33y 34).
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Figura 33. Cromatograma de la corriente total de iones del extracto etandlico

del medio liquido de la cepa de Bb9205 con 9 dias de siembra.

Abundance

4600000
4400000
4200000
4000000
3800000
3600000
3400000
3200000
3000000
2800000 1
26000004
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000

600000

400000

200000 '35 50

TIC: [BSB1]9205E10.D
39.76

39.99

35.00

Time--=>

54



Cenicaflfe

CENTRO NACIONAL DE INVESTIGAGIONES DE CAFE

"Pedsa Uribe Majia®

Figura 34. Espectros de masas de los dos principales Esteroles identificados
en el extracto etandlico del medio liquido, 5,7,22 triene ergostanol (arriba) y
gamma sitosterol (abajo).
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Tabla 3. Datos del espectro de masas tomado en etanol del Ergosterol

PATRON DE PICOS DE
FRAGMENTACION FRAGMENTACION MAS
REPRESENTATIVOS (m/z)
M*( ION MOLECULAR) 396
M*-18 378
M*-33 (PICO BASE) 363
M*-125 271
M*-143 253
M*-185 211
M*-253 143

Se realizdé una nueva evaluacién, para de esta manera determinar si en realidad
se cumplia la relacion de la concentracion mas alta del ergosterol en la cepa Bb
9205. Esta vez se trabajo con el extracto etandlico del micelio de la muestra Bb
9024. Los resultados del Cromatograma CG/acoplado Masas se representan en
la figura 35.
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Figura 35. Cromatograma CG/acoplado Masas extracto etandlico del micelio

de la cepa de B.b.9024 (9 dias de siembra)
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Los resultados obtenidos indican que a pesar que se analiza el medio liquido
(més diluido) de la cepa Bb 9205 (ver Figura 33), frente al micelio de la cepa
9024, (Ver Figura 35), se puede observar que no presenta diferencia significativa
en cuanto al nivel de concentracién del ergosterol entre ellas dos. Ademas,
también presentan valores de porcentajes de abundancia similares, en todas las
medidas realizadas para el metabolito de interés. Estos resultados pueden indicar
gue es posible que la cantidad de Ergosterol con el tiempo de crecimiento del
hongo llegue a un tope de produccion del mismo.

Este mismo procedimiento se repitié para estas dos cepas, incubadas durante 9
dias. Las extracciones en el micelio de ambas cepas muestran la presencia del
ergosterol (5,7,22 triene ergostanol), como se observa en la figura 36, Su
diferencia radica en que la concentracion de este ergosterol en la cepa de Bb9205
es aproximadamente el doble con respecto a la cepa de Bb9024.
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Figura 36. Estructura del Ergosterol

/

HO

Figura 37. Cromatogramas del extracto etandélico del micelio de la cepa de
Bb9205 (color verde) y la cepa de Bb9024 (color negro) con 9 dias de

siembra.
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Estos resultados podrian explicar que la diferencia de patogenicidad entre las
dos cepas podria estar relacionada con este compuesto, ya que la cepa 9205
produce mas rapido este metabolito y a la vez es mucho mas patogénica que la
cepa Bb 9024.

Ademas, posiblemente presente actividades diferentes a las que normalmente se
les asocie, ya que algunos tipos de estos compuestos han pasado a ser
estudiados por poseer propiedades antitumorales; lo que podria indicar que el
compuesto hallado pueda tener una mayor actuacion como agente de biocontrol.

Y finalmente se puede afirmar que una vez la cepa mas patogénica produzca sus
metabolitos, en este caso Beauvericina y el Ergosterol en un menor tiempo, esta
puede comenzar mas rapido con la degradacién o muerte del insecto y por ende
ser mucho mas eficiente que la cepa B.b. 9024.

Se podria decir que la influencia de la cantidad de ergosterol esta relacionado con
el grado de crecimiento y estabilidad de la membrana plasmatica (Figura37), las
moléculas de ergosterol acttan como reguladores de la fluidez, que se vera
reflejado en una mayor capacidad para transportar los nutrientes hacia el interior
de la célula, y a la vez la salida de las toxinas (beauvericina), que son las
responsables de la muerte al insecto. Bioquimicamente el ergosterol se encuentra
insertado en la bicapa con su grupo hidroxilo C3 préximo a las cabezas polares de
los fosfolipidos y su region apolar integrada entre las cadenas hidrocarbonadas
apolares de los mismos (Figura37).

Figura 38. Moléculas de Ergosterol localizadas en la membrana plasmatica.

Ergosterol

!
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7. CONCLUSIONES

No se encontraron compuestos con caracteristicas de alcaloides o que
realmente cumplieran la definicion de estos. No se hallo un criterio de
discriminacion de las dos cepas por la presencia o0 ausencia total de
compuestos.

Se encontré una nueva metodologia por extraccion soxlhlet, mas rapida
gue las metodologias tradicionales para aislar la micotoxina beauvericina
de hongo de B. bassiana que facilita su aislamiento, cuyo procedimiento se
relaciona en el anexo 1

Las dos cepas presentan la capacidad para producir beauvericina in vitro a
9 dias de siembra, segun condiciones de laboratorio, tales como
temperatura maxima de 26 °C y 90 r.p.m.

. Se pudo comprobar una mayor concentracién de Beauvericina en la cepa
mas patogénica, lo que sugiere que esta sustancia es responsable en
buena parte del grado de patogenicidad del hongo.

En este caso la concentracion de la toxina puede ser incluida como un
proceso de clasificacién en un nuevo criterio de seleccién de aislamientos
del hongo B. bassiana, en la busqueda de formulaciones mas eficientes
para el control bioldgico de la broca del café.

La patogenicidad no puede estar influenciada solamente por la micotoxina,
si no también, por otra serie de moléculas que estan directamente
relacionadas con los procesos de estabilidad de las membranas biologicas.

Con los resultados de este trabajo se abre la posibilidad para continuar con

estudios acerca de la verdadera funcién del ergosterol en el proceso de
infeccion del hongo a la broca.
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Anexol Descripcidon de la nueva metodologia desarrollada para
obtencidén de micotoxina beauvericina de hongo de B. bassiana

1. Liofilizado del micelio y del medio liquido.

2. Extraccion Soxhlet del micelio con etanol durante dos dias.
3. Se lleva a sequedad mediante nitrdgeno gaseoso.

4. lavar con hexano.

5. redisolver en una mezcla Acetonitrilo- Etanol (7:3).

6. Fraccionamiento Extracto en Columna Silica-gel utilizando como fase movil una
mezcla de cloroformo-etanol (9:1).

7. Se lleva de nuevo a sequedad con Nz, redisolver en cloroformo.

8. Lavar son cloruro de sodio al 15%.

9. Redisolver en metanol, seguido analisis HPLC.

10 La detencion y cuantificacion de la beauvericina puede realizarse mediante
cromatografia liqguida de alta eficiencia (HPLC), mediante las siguientes

condiciones: Columna C18 fase reversa, diluyente metanol y fase movil
acetonitrilo-agua (70:30), flujo constante de 1mL por minuto.
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