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Resumen  El &cido jasmonico es un regulador del crecimiento de las plantas producido
por algas, microorganismos y plantas superiores, que participa en la
activacion de mecanismos de defensa contra patdgenos y ante la presencia
de heridas en las plantas. En este trabajo se estudio la influencia de la
relacion carbono:nitrogeno (rfC/N: 17, 35 y 70), el tipo de in6culo (esporas o
micelio) y la adicion de extracto de levadura al medio de cultivo en la
produccion de acido jasmoénico por Botryodiplodia theobromae. Los estudios
revelaron que la produccién de acido jasmoénico es estimulada a una rC/N 17.
La productividad del acido jasménico fue mayor para la inoculacién con
micelio y la adicién de extracto de levadura al medio de cultivo en 1,7y 1,3
veces, respectivamente.
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Cultivo superficial

Studies on the effects of carbon:nitrogen ratio,
inoculum type and yeast extract addition on
jasmonic acid production by Botryodiplodia
theobromae Pat. strain RC1

Summary  Jasmonic acid is a native plant growth regulator produced by algae,
microorganisms and higher plants. This regulator is involved in the activation
of defence mechanisms against pathogens and wounding in plants. Studies
concerning the effects of carbon: nitrogen ratio (C/Nr: 17, 35 and 70), type of
inoculum (spores or mycelium) and the yeast extract addition in the media on
jasmonic acid production by Botryodiplodia theobromae were evaluated.
Jasmonic acid production was stimulated at the carbon: nitrogen ratio of 17.
jasmonic acid productivity was higher in the media inoculated with mycelium
and in the media with yeast extract 1,7 and 1,3 times, respectively.
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El 4cido jasmoénico y sus isdémeros son un grupo
de reguladores del crecimiento vegetal denominados jas-
monatos; estos compuestos son ciclopentanos derivados
del 4cido a-linolénico siendo sus representantes principa-
les el isémero (+)-7-iso-dcido jasmoénico y (—)-4cido jas-
monico [5], y estdn distribuidos en algas [17], plantas
superiores [5] y microorganismos [12]. Se conoce que a
determinadas concentraciones pueden inhibir el creci-
miento y la estimulacién de la senescencia de las plantas,
pero la funcién mas documentada es la de favorecer la
induccion de la expresién de genes de defensa por herida
y el ataque de patdgenos [16,18]. Recientemente, se ha
podido apreciar que el dcido jasménico y el metil jasmo-
nato son capaces de inhibir el desarrollo de varias lineas de
células cancerosas en animales y humanos [8].

En los hongos, el 4cido jasmoénico es un metabolito
secundario sintetizado y secretado en la fase estacionaria de
crecimiento después de 6-10 dias de cultivo de Botryodi-
plodia theobromae. Collybia confluens, Coprinus alkalinus
y Mycena tintinabulum [12] han sido descritos como pro-
ductores de 4cido jasmonico, pero sélo B. theobromae es
capaz de producir dcido jasménico en concentraciones del
orden de los 500 a 1.500 mg/l en un medio de cultivo ade-
cuado [6,7]. Sin embargo, el conocimiento sobre la pro-
duccién de dcido jasmoénico por los microorganismos es
aun limitado, por lo que es necesario realizar estudios basi-
cos sobre factores bioquimicos, fisioldgicos y genéticos.
Ademds de llegar asi a la optimizacién del proceso, podria
valorarse la produccién de otros metabolitos de interés,
como el 4cido cuctrbico y el 4cido (+)-9,10-dihidro-7-
isojasmonico, también producidos por este hongo [13].

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia
de ciertos factores, como la relacién carbono:nitrégeno
(rC/N), el tipo de indculo y la adicién de extracto de leva-
dura en la produccién de biomasa y de dcido jasmonico en
cultivo sumergido con B. theobromae.

Materiales y métodos

Microorganismo. Botryodiplodia theobromae Pat.
cepa RCl1, procedente de la coleccion del Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Fundamentales de la Agricultura
Tropical (Cuba) [6]. La cepa fue aislada de residuos de
naranja (Citrus sinensis Osbeck cv Valencia) y sembrada
en tubos inclinados con medio de extracto de malta agar
(EMA, Merck), manteniéndola durante tres dias a 30 °C.
La cepa se conservo en tubos inclinados con medio EMA
a una temperatura de 4 °C, resembrdandose cada cuatro
semanas, y en las mismas condiciones, a lo largo de seis
meses. Concluido este tiempo, se resembroé en residuos de
naranja para regenerar sus propiedades de fitopatogeneci-
dad y produccién de dcido jasmonico.

Inoculo. Se obtuvo de cultivos superficiales en
cajas Petri de 75 mm de didmetro, conteniendo medio
EMA que fue inoculado por estria con micelio del hongo,
y dejando incubar durante tres dias a 30 °C. Diez trozos de
micelio de 7 mm de didmetro o 4 ml de suspension de las
esporas (2,58 x 107 esporas/ml, extraidas con una solucién
de Tween 80 (0,1%) en agitacion con una barra magnética
estéril) de B. theobromae se usaron para la inoculacién
de 50 ml de medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer de
250 ml. La incubacién se llevo a cabo a 30 °C y sin agita-
cion [6].

Medio de cultivo. La composicion del medio de culti-
vo era la siguiente: sacarosa, 50 g/1; NaNOs, 7,5 g/1; KH:POx,
2 g/l; KCl, 0,3 g/I; MgS0+7H-0, 0,6 g/l; FeSO47H:0,
0,6 g/l; ZnSO.-7H:0, 0,03 g/1; MnSO:7H:0, 0,003 g/1;
CuS0:-7H-0, 0,003 g/l; Na-MoO+2H-0, 0,003 g/l [6].
Antes de la esterilizacion, el pH inicial se ajusté a 5,5-5,6
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con NaOH (1 M). Para estudiar el efecto de la relacién
carbono:nitrégeno rC/N en el medio de cultivo se mantuvo
la concentracién de sacarosa constante a 50 g/l (donde la
concentracion inicial de carbono fue de 21 g/l) y sélo se
vari6 la concentracién de nitrégeno a 0,3; 0,765 y 1,23 g/1,
lo que corresponde a una rC/N de 70, 35 y 17, respectiva-
mente. Para el estudio del efecto de la adicién del extracto
de levadura en concentracién 1 g/l al medio de cultivo, se
calcul el aporte de nitrégeno del extracto y se complet6 la
cantidad necesaria con NaNO: para mantener la concentra-
cién de nitrégeno en 1,23 g/1.

Meétodos analiticos. La biomasa del hongo fue esti-
mada a través de la determinacién gravimétrica del peso
seco. Los cultivos crecidos en los medios liquidos se filtra-
ron en vacio con papel de filtro Whatman 41, se lavo el fil-
tro con agua destilada y se secé a 105 °C hasta que el peso
de la muestra se mantuvo constante. El medio filtrado se
utilizé para la medicién del dcido jasmoénico producido por
HPLC, segtin lo descrito por Koda [11], empleando un
detector de UV (UV/Vis Spectrometric Detector LC 290,
Perkin Elmer), metanol:acido acético (60:0,1) como fase
mévil, un flujo de trabajo de 0,85 ml/min y una columna
de Spherisorb ODS-2. (+)-dcido jasmoénico (Sigma) como
estandar.

Andlisis estadistico. Para el procesamiento de los
pardmetros muestrales se utilizaron los estadigrafos media
aritmética y desviacién estdndar. Se comprobé la normali-
dad de los datos por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
la homogeneidad de la varianza por la prueba de Barlett,
cuando se analizaron mds de dos grupos, o la prueba F
cuando se analizaron dos grupos. Si cumplian las anterio-
res premisas, se empled el andlisis de la varianza de cla-
sificacién simple y la prueba de Rango Muiltiple de Dun-
can [14]. El procesamiento estadistico se realizé utilizando
el paquete estadistico Statgrafic Statistical Graphics
System (version 5.0). Se tuvieron en cuenta la concentra-
cién de biomasa al final del crecimiento rdpido del micro-
organismo y la produccién maxima de dcido jasmdnico
para los célculos de todos los rendimientos. En las tablas
se muestran los valores promedio de cinco réplicas + la
desviacion estandar. Los supraindices en las tablas corres-
ponden a los indicadores de significancia estadistica segin
la prueba de Rango Multiple de Duncan.

Resultados y discusion

Efecto de la relacion carbono:nitrogeno. Se ha de-
mostrado que la rC/N es uno de los factores que mas afec-
ta a la produccién de metabolitos secundarios [15]. Por
este motivo se ensayo el efecto de la rC/N, variando s6lo
la concentracién de nitrégeno y manteniendo constante la
concentraciéon de carbono, en la produccién de 4cido jas-
ménico con B. theobromae.

El crecimiento del hongo presenté una fase de
latencia de aproximadamente dos dias. El crecimiento
rapido para la rC/N 17 dur6 hasta los doce dias, alcanzéin-
dose una concentracién de biomasa del0,05 = 0,40 g/, a
partir de la cual comenzé la fase estacionaria. Sin em-
bargo, para las rC/N de 35 y 70, el crecimiento rapido dur6
hasta los catorce dias, aproximadamente, alcanzdndose
valores de biomasa de 8,25 = 0,38 y 8,00 + 0,39 g/I, res-
pectivamente, sin diferencias significativas. Como la pro-
duccién de biomasa del hongo fue diferente en las varian-
tes en estudio se expres6 la concentracién de acido
jasmonico en términos de produccién especifica (mg dcido
jasmonico/g de biomasa). Las productividades para las
variantes estudiadas se muestran en la tabla 1; puede
apreciarse que la produccion especifica maxima de 4cido
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Tabla 1. Efecto de la relacién carbono:nitrégeno (rC/N) sobre la
produccién méxima especifica y productividad del acido jasménico en el
cultivo de Botryodiplodia theobromae Pat. cepa RC1.

rC/N Produccion especifica maxima Productividad
(mgAJ/g biomasa) (mgAJ/l.dia)

17 109,3 + 3,3 26,1 + 0,78*

35 73,7 £2,2° 18,0 + 0,54°

70 53,5 + 1,6° 19,5 + 0,59°

Letras iguales en una misma columna: no existe diferencia estadistica significativa
segun la prueba de Duncan (p < 0,05). AJ: acido jasmdnico.

jasménico a la rC/N de 17 fue 1,5 y 2 veces superior a la
produccién especifica mdxima a valores rC/N de 35 y 70,
respectivamente. Del mismo modo, la productividad a la
rC/N de 17 fue aproximadamente de 1,4 veces superior a
la productividad de las variantes con rC/N de 35 y 70.
Giinther y col. [10] sefialaron que en la produccién de
dcido jasmoénico con B. theobromae D7/2 puede emplearse
en el medio una concentracién de nitrato de potasio como
fuente de nitrégeno entre 2 y 5 g/l, mientras que la concen-
tracién de la fuente de sacarosa fue de 50 g/l, lo cual sig-
nifica que estos autores utilizaron una rC/N entre 75,87 y
30,34 [15]. Sin embargo, estudios realizados por Almeida
y col. [1] con valores rC/Ns de 6 a 111, revelaron que la
produccion de dcido jasmonico de la cepa 715 de B. theo-
bromae se estimul6 preferentemente a un rC/N de 111 con
una productividad de 85 mg/l dia, utilizando una concen-
tracion de 90 g/l de sacarosa y 2,45 g/l de KNOs (37,5 g/l
de carbono y 0,24 g/l de nitrégeno). Por otro lado, Farbood
y col. [7] informaron que es posible la produccién de dcido
jasmonico por Diplodia gossypina (cepa ATCC 10936) en
matraces Erlenmeyer con un medio limitado de nitrégeno
y una rC/N de 150 (productividad de 170 mg 4cido jasmo-
nico/l dia). Sin embargo, en condiciones similares pero a
una rC/N de 75, estos autores encontraron que D. gossy-
pina (cepa ATCC 20575) produjo 4cido jasmoénico en
concentracién de 1.263 mg/l, con una productividad de
140 mg/1 dia [7]. Estos resultados y los obtenidos en este
trabajo con respecto a los descritos por Almeida y col. [1]
evidenciaron que, dependiendo de la cepa utilizada, el
efecto de la rC/N puede variar la produccion de acido jas-
moénico con estos hongos, debido posiblemente a que
determinados valores de rC/N favorecen mas la ruta meta-
bélica de produccion de este metabolito, siendo la rC/N
Optima, diferente para cada cepa. Por lo tanto, es recomen-
dable ensayar el uso de concentraciones variables de car-
bono y nitrégeno en el medio de cultivo de B. theobromae
Pat. cepa RC1 con vistas a optimizar la produccién de
dcido jasmonico con esta cepa. Ademds, es necesario ini-
ciar el estudio de los genes y los enzimas involucrados en
este tipo de ruta metabdlica en hongos, incluyendo la
expresion de los genes, y la regulacién enzimadtica, entre
otros, aspectos que hasta el momento son poco conocidos.

Efecto del tipo del indculo. Para estudiar si el tipo
de in6culo provoca algin efecto en el crecimiento y pro-
duccién de acido jasmoénico con B. theobromae, se utilizé

micelio y esporas. Cuando se empled la inoculacién con
micelio la ideofase se alcanzé aproximadamente a los 12
dias del cultivo, mientras que para la variante inoculada
con esporas la ideofase se alcanzé a los 14 dias del creci-
miento. El crecimiento méximo alcanzado por el microor-
ganismo al final del experimento para la variante inoculada
con micelio fue de 9,80 + 0,40 g/l, sin diferencias signifi-
cativas con la variante inoculada con esporas donde se
alcanz6 una concentracién de biomasa de 9,13 + 0,37 g/l.

La produccién de acido jasmoénico en la variante
inoculada con micelio se inici6 en la fase tardia del creci-
miento, el octavo dia de fermentacion, obteniéndose una
concentracion maxima de 499 + 15 mg/l de acido jasmo-
nico a los 11 dias de cultivo. Después de este tiempo la
biosintesis de este compuesto disminuy6 coincidiendo con
el comienzo de la lisis celular. Por otro lado, en la variante
inoculada con esporas, la produccién maxima de 4cido jas-
monico se alcanzoé a los 19 dias, con una concentracién de
490 £ 15 mg/l de 4cido jasmodnico; de forma similar, des-
pués de este tiempo, la concentracién de acido jasménico
disminuyé. En la tabla 2, se presentan los rendimientos de
la produccion de biomasa (Yx/s), dcido jasmonico (Yp/s)
y la velocidad méaxima de crecimiento (u) y la productivi-
dad en la sintesis de dcido jasmonico en las dos variantes
de estudio. Como se aprecia, no existen diferencias signi-
ficativas en los rendimientos Yx/s y Yp/s para la inocula-
cién con micelio o esporas, lo cual significa que la eficien-
cia para la utilizacion de la sacarosa para la formacion de
biomasa y la produccion de acido jasménico fue muy simi-
lar en las variantes ensayadas. Sin embargo, la velocidad
mdxima de crecimiento y la productividad para la sintesis
de 4cido jasmoénico se incrementaron en 1,4 y 1,7 veces,
respectivamente cuando se utilizé micelio con respecto a
las esporas del hongo. Este comportamiento pudiera expli-
carse en base a que el tiempo de produccién maxima de
4cido jasmoénico empleando la inoculacién con micelio se
redujo a unos ocho dias con respecto a la variante inocu-
lada con esporas, por lo que la fase estacionaria de creci-
miento en la variante con micelio se alcanz6 mas rapida-
mente, y es precisamente en esta fase donde se acumula el
dcido jasmonico. Otros autores han sugerido para la pro-
duccién de este metabolito la inoculacién con micelio del
hongo homogenizado en agua destilada estéril [12] o, mds
recientemente, la inoculacion del micelio troceado con
ayuda de un mezclador estéril [7]. Un comportamiento
similar al obtenido en este trabajo fue descrito por Barrios
y col. [2]. Estos autores encontraron que la inoculacién
con micelio incrementd la produccién de penicilina de
Penicillium chysogenum con respecto a la produccién del
control inoculado con esporas del hongo, reduciéndose el
tiempo de produccién del antibiético hasta un 30%. Ade-
mads, la mayor produccién no se debidé a una mayor con-
centracion de biomasa del hongo.

Efecto de la adicion del extracto de levadura al
medio de cultivo. Se conoce que en la sintesis del dcido
a-linolénico (intermediario reconocido de la sintesis del
4cido jasmonico en plantas) es necesaria la presencia de
vitaminas [3].

Tabla 2. Rendimientos de la formacion de biomasa (Yx/s) y acido jasmonico (Yp/s) con respecto al consumo
de sacarosa (sac), velocidad maxima de crecimiento (u) y productividad del acido jasmoénico en los cultivos
sumergidos de Botryodiplodia theobromae Pat. cepa RC1 inoculados con micelio o esporas

Tipo de Yx/s 1] Yp/s Productividad
inéculo (9 biomasa/g sac) (dia™) (9 AJ/g sac)x10* (mgAJ/l.dia)
Micelio 0,196 + 0,007¢ 0,25 + 0,01¢ 9,98 + 0,30° 45,45 + 1,36°
Esporas 0,183 + 0,007¢ 0,18 + 0,01° 9,88 + 0,30* 26,31 + 0,79°

Letras iguales en una misma columna: no existe diferencia estadistica significativa segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

AJ: &cido jasmonico.
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Tabla 3. Rendimientos de la formacién de biomasa (Yx/s) y acido jasmodnico (Yp/s) con respecto al consumo
de sacarosa (sac), velocidad maxima de crecimiento (u) y productividad del &cido jasmonico en los cultivos
sumergidos de Botryodiplodia theobromae Pat. cepa RC1 con nitrato de sodio o nitrato de sodio més

extracto de levadura (EL).

Fuente de Yx/s y Yp/s Productividad
nitrégeno (g biomasa/g sac) (dia™) (9 AJ/g sac)x10? (mgAJ/l.dia)
NaNOs 0,183 + 0,007¢ 0,37 + 0,01° 1,00 + 0,08 41,6 + 1,25°
NaNOs + EL 0,181 + 0,007 0,22 + 0,01° 1,11 + 0,08 55,56 + 1,67*

Letras iguales en una misma columna: no existe diferencia estadistica significativa segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

AJ: &cido jasmonico.

El extracto de levadura es un medio rico que con-
tiene, entre sus componentes principales, un 7-9,5% de
nitrégeno orgdnico, cofactores, vitaminas y minerales.
Granjer y col. [9] utilizaron, para el estudio sobre la limi-
tacion de los nutrientes del medio en la produccién del
dcido a-linolénico con Rhodotorula glutinis, 1 g/l de ex-
tracto de levadura en el medio de cultivo. Basdndonos
en estos antecedentes, se estudio el efecto de la adicion
del extracto de levadura al medio de cultivo sobre el cre-
cimiento y la produccién de dcido jasménico por B. theo-
bromae.

La adicién de extracto de levadura no provocé un
aumento de la concentracién de biomasa, pero se alcanzé
la fase estacionaria mds rapidamente con respecto al medio
sin extracto de levadura. Para la variante con extracto de
levadura la ideofase se alcanz6 a los cinco dias de cultivo,
continuando hasta el dia 9, mientras que la ideofase para el
control se alcanzé aproximadamente el dia 9 de cultivo y
su duracién fue menor, pues a partir de ese momento el
crecimiento disminuyd.

Para la variante con extracto de levadura se obtuvo
una produccién méaxima de 550 mg/l de 4cido jasmodnico a
los nueve dias de cultivo, mientras que para la variante
control la producciéon méaxima se alcanzé a los once dias
de cultivo y alcanzé una concentracién de 500 mg/l. En la
tabla 3, se presentan los rendimientos de la produccién de
biomasa Yx/s y dcido jasménico (Yp/s), la velocidad ma-
xima de crecimiento y la productividad para la produccién
de acido jasmoénico para las variantes en estudio. Como se
aprecia, los valores de Yx/s e Yp/s no presentan diferencias
estadisticas significativas, lo que implica que la eficiencia
para la produccién de biomasa y dcido jasménico fue simi-
lar en ambas variantes. Sin embargo, la velocidad maxima
de crecimiento y la productividad en la variante con ex-
tracto de levadura con respecto al control se incrementaron
en 1,7 y 1,3 veces, respectivamente. Este comportamiento
podria explicarse en base a que la adiciéon de extracto de
levadura provocé un efecto positivo al propiciar un ade-
lanto del inicio de la sintesis del dcido jasmoénico, dismi-
nuyendo el tiempo al cual se alcanza la produccién maxi-
ma de acido jasmonico (dos dias menos) con respecto al
control. Esta mejora repercute en que se alcance mds rapi-
damente la fase estacionaria, en la que se acumula el 4cido
jasménico. Sin embargo, la produccion del metabolito no
se incrementd apreciablemente en comparacién con el
medio sin el extracto de levadura. Una explicacion a este
comportamiento estd en el hecho de que la adicién de
extracto de levadura permite a la célula tomar del medio
vitaminas y cofactores que favorecen el crecimiento de
B. theobromae, alcanzando mads rapidamente la fase esta-
cionaria para sintetizar el dcido jasmoénico. La variante
control mostré que B. theobromae posee la capacidad de
sintetizar este metabolito sin la presencia de estos com-
puestos, pero necesita de un tiempo mayor para alcanzar el
mismo titulo.

Broadbent y col. [4] utilizaron extracto de levadura
en uno de los primeros estudios acerca de la produccion de
acido jasmonico por Lasiodiplodia theobromae. Mas
recientemente, Farbood y col. [7], ademds del extracto de
levadura, utilizaron peptona de soya en el medio de cultivo
de cepas de D. gossypina para la produccion de dcido jas-
moénico. Sin embargo, no es recomendable el empleo de
fuentes orgdnicas complejas como unica fuente de nitré-
geno en el medio de cultivo de B. theobromae al produ-
cirse dcido jasmonico en presencia de otras sustancias con
malos olores, dificiles de separar, que harian inaceptable el
empleo del 4cido jasmoénico en perfumeria [10].

Conclusiones

La rC/N del medio de cultivo influye significativa-
mente en la produccién de dcido jasmdnico con B. theo-
bromae, que se ve favorecida a un valor rC/N de 17 res-
pecto a rC/N 35 y 70. No obstante, se necesita optimizar
este factor, pues el estudio sé6lo se realizé variando la con-
centracién de nitrégeno en la rC/N. La inoculacién con
micelio de B. theobromae cepa RC1 para la produccion de
dcido jasmoénico aumenta la productividad de éste en 1,7
veces con respecto a la inoculacién con esporas, mientras
que la adicién de extracto de levadura (1 g/l) al medio de
cultivo provoca un aumento de la productividad en 1,3 ve-
ces respecto a un medio de cultivo sin él.

El empleo de este medio de cultivo sencillo y rela-
tivamente barato, sin inductores externos, podria optimi-
zarse y llevarse a niveles industriales para la produccién de
acido jasmonico por parte de B. theobromae.

Este trabajo fue financiado en parte por un proyecto
del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(México).
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