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Resumen

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son causadas por microorganismos
y sustancias quimicas en diversas matrices alimenticias. Estas enfermedades son una
problematica a nivel mundial, ya que afectan la salud de la poblacion y el desarrollo
socioecondmico. En la busqueda de nuevas estrategias para la prevencion de las ETAs,
Trichoderma asperellum surge como productor de un grupo de péptidos bioactivos
llamados peptaiboles. Estos poseen actividad antimicrobiana contra hongos y bacterias de
diversos géneros. No obstante, una de las limitaciones para su produccion es el bajo
rendimiento y el escalamiento del proceso fermentativo. Por esta razon, se realizaron
pruebas en matraz para determinar el efecto de la adicion de aminoacidos, elicitores
fingicos y azlcares sobre la produccion de peptaiboles. Luego, se optimizaron las
concentraciones mediante un modelo central compuesto. Finalmente, se caracteriz6 la
secuencia de los peptaiboles obtenidos por medio de espectrometria de masas y su
actividad antimicrobiana. Se determin6 que la adicion de sacarosa, Aib y restos celulares
de Fusarium oxysporum generaron mas peptaiboles, y se obtuvo la concentracion 6ptima
de los ultimos. Se evidencio la produccion de las tricotoxinas T5D2, 1690, 1703A, A-40
y 1717A. Finalmente, se determind la actividad antimicrobiana ante las bacterias
Escherichia coli ATCC 25922 y Lactobacillus paracasei G714. Los resultados obtenidos
demuestran que este proceso se puede optimizar y que estos metabolitos bioactivos son
una potencial herramienta para el control de microorganismos bacterianos de importancia

para la industria alimentaria.

vii



Abstract

Foodborne Diseases are caused by microorganisms and chemical substances in various
food matrices. These diseases are a problem worldwide, as they affect the health of the
population and socioeconomic development. In the search for new strategies for the
prevention of Foodborne Diseases, Trichoderma asperellum emerges as a producer of a
group of bioactive peptides called peptaibols. These possess antimicrobial activity against
fungi and bacteria of various genera. However, one of the limitations for its production is
the low yield and the scaling of the fermentation process. For this reason, flask tests were
performed to determine the effect of adding amino acids, fungal elicitors, and sugars on
peptaibol production. Concentrations were then optimized using a central composite
model. Finally, the sequence of the peptaibols obtained was characterized by mass
spectrometry and their antimicrobial activity was obtained. The addition of sucrose, Aib
and Fusarium oxysporum cell debris generated more peptaibols, and the optimal
concentration of the latter was obtained. The production of trichotoxins T5D2, 1690,
1703A, A-40 and 1717A was evidenced. Finally, the antimicrobial activity against
Escherichia coli ATCC 25922 and Lactobacillus paracasei G714 bacteria was
determined. The results obtained show that this process can be optimized and that these
bioactive metabolites are a potential tool for the control of bacterial microorganisms

important to the food industry.
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Marco tedrico
1. Problematica en el uso de antimicrobianos

Los antimicrobianos son sustancias que tienen la propiedad de afectar el crecimiento
bacteriano. Uno de los grupos antimicrobianos mas importantes son los antibidticos, ya
que son de amplio uso en la medicina y otros campos. Sin embargo, el uso incorrecto y
desmedido de los antibidticos, tanto en la medicina como en la industria, ha incidido en la
aparicion de bacterias resistentes a estos farmacos (WHO, 2018). La resistencia a
antibioticos se considera uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial, con alta
mortalidad y costos econdmicos significativos (Barnes et al., 2017; Voulgaris et al., 2019).
Estos farmacos son indispensables en el tratamiento de infecciones pero algunas
enfermedades infecciosas, como la neumonia y la tuberculosis, se han tornado dificiles de

tratar debido a la pérdida de eficacia de los antibidticos (Su et al., 2012a; WHO, 2018).

A pesar de su importancia en la medicina, la ultima clase de antibidticos descubierta fue
la daptomicina en 1986 y se aprobd su uso por la FDA hasta el afio 2003 (Durand et al.,
2019). Durante los ultimos 30 afios, el desarrollo de nuevos antibioticos comerciales se
mantuvo estancado (Seal et al., 2018), debido a la falta de inversién econdémica y los
complejos requisitos que deben cumplir para su comercializacién (Lakshmaiah Narayana
& Chen, 2015; Tacconelli et al., 2018). Por esta razén, desde el afio 2010 solamente se
han aprobado 17 antibidticos sistémicos y muy pocos se encuentran en fase clinica de
desarrollo (Chahine et al., 2021). Ademas, estas nuevas moléculas se basan en mejoras o

variaciones a otras ya existentes (Durand et al., 2019).

La aparicion de brotes causados por cepas resistentes a los antibidticos clasicos en
distintas partes del mundo ha presionado fuertemente a la comunidad cientifica en la
busqueda de nuevos agentes antimicrobianos (Mukherjee et al., 2011). En el afio 2017, la
OMS publicé una lista prioritaria de bacterias resistentes contra las cudles se debe
desarrollar nuevos antibidticos, lo cual reactivé el interés comercial (Tacconelli et al.,
2018). El ultimo antibidtico aprobado por la FDA en marzo del 2021 fue Kimyrsa

(oritavancina), un lipoglicopéptido recetado para el tratamiento de infecciones cutaneas



causadas por Staphyloccocus aureus meticilina resistente y otros microorganismos

(Nambiar S, 2021).
2. Péptidos antimicrobianos

Ciertos metabolitos secundarios de organismos bacterianos, fungicos y vegetales pueden
actuar como compuestos bioactivos para combatir infecciones, debido a que inhiben
naturalmente el crecimiento de algunos microorganismos por competencia (Seal et al.,
2018). Los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) son un ejemplo de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Este grupo de péptidos pequefios
(7-50 aminoécidos) se caracteriza por formar parte de la respuesta innata de proteccion de
los seres vivos (Lakshmaiah Narayana & Chen, 2015; Su et al., 2012), y sus mecanismos
de accidn usualmente se relacionan con la generacion de dafios en la membrana celular y
en blancos intracelulares (Ageitos et al., 2017). Por esta razén, los AMP podrian utilizarse
como sustitutos o complementos de los antibidticos en diversas areas como la industria
porcina y aviar, entre otras. Por ejemplo, se ha utilizado lactoferrina, crecopina AD y
sublancina, para el control de microorganismos pertenecientes a los géneros Escherichia,
Lactobacillus y Clostridium, respectivamente, en la microbiota intestinal de animales de

granja, a nivel de investigacion (Wang et al., 2016).

A pesar de su efectividad como agentes antimicrobianos, los AMP requieren una
concentracion minima inhibitoria para ser efectivos contra los microorganismos (Ageitos
et al., 2017), y en la actualidad los rendimientos de producciéon son bajos por lo que los
costos de obtencion se encarecen. Las técnicas mas comunes para la produccion de AMP,
para fines terapéuticos, corresponden a la sintesis de péptidos en fase solida, la sintesis
por métodos enzimaticos y la obtencion por medio de sistemas recombinantes.
Actualmente, otros mecanismos de produccion se estan investigando, como la
optimizaciéon de bioprocesos con microorganismos que los producen naturalmente
seguido de métodos fisicoquimicos de purificacion (Mahlapuu et al., 2016; Rai et al.,
2016). Por esta razon, la bioprospeccion de microorganismos con actividad bioldgica ha

ido en aumento en la busqueda de nuevos AMP como los peptaibidticos (Su et al., 2012).



2.1. Peptaibioticos

Los peptaibioticos son un amplio grupo de péptidos lineares o ciclicos con propiedades
antibidticas que poseen un peso molecular entre 500-2200 Da (Degenkolb et al., 2006).
Su biosintesis ocurre de forma no ribosomal y son comunes en gran variedad de
ascomicetos (Degenkolb, Karimi Aghcheh, et al., 2012). Estos péptidos estan compuestos
por altos contenidos de &cido 2-aminoisobutirico (Aib) y otros aminoacidos no
proteinogénicos y lipoaminodcidos. Ademads, estos péptidos poseen un extremo N-
terminal acetilado y un extremo C-terminal sustituido. Estas propiedades estructurales les
otorgan caracteristicas fisico quimicas y actividad bioldgica unicas (Degenkolb,
Gréfenhan, et al., 2006). Los mas de 1000 peptaibioticos descubiertos se han clasificado
como peptaiboles, lipopeptaiboles, lipoaminopéptidos y peptaibioticos ciclicos (Chutrakul

et al., 2008; Zeilinger et al., 2016).

El potencial bioldgico de los peptaibiodticos ha sido estudiado como fuente alternativa a
los antibioticos y otros agentes terapéuticos (van Bohemen et al., 2016b). Su actividad
bioldgica se basa en la formacion de poros en la membrana bilipidica de otros organismos,
por lo que pueden tener actividad antibacteriana, antiflingica, antiviral, insecticida y
antiparasitica. También, estos péptidos han mostrado otros mecanismos de accion
relacionados con la inhibicion de ATPasas mitocondriales, alteracion del proceso de
fosforilacion oxidativa, inhibicion de la agregacion plaquetaria, induccion de
morfogénesis en hongos y generacion de efectos neurolépticos, entre otros (Degenkolb,

Grifenhan, et al., 2006).
2.1.1. Peptaiboles
2.1.1.1. Caracteristicas y estructura

Los peptaiboles son péptidos anfipaticos cuya estructura puede ser lineal o ciclica (poco
comun), y representan la mayor parte de los metabolitos secundarios producidos por
hongos del género Trichoderma. Al ser metabolitos secundarios, no se consideran
indispensables para su crecimiento primario. Estos péptidos poseen una longitud entre 5

a 21 aminoécidos (500-2200 Da). Comtinmente, su secuencia incorpora aminoacidos no



proteinogénicos dialquilados o cuaternarios, como la isovalina, el iminoacido
hidroxiprolina y el Aib. Este tltimo corresponde al residuo mas abundante. El residuo en
el extremo N-terminal se encuentra acetilado, en pocos casos acilado, y el residuo en el
C-terminal corresponde a un aminoalcohol como fenilalaninol, wvalinol, leucinol,
isoleucinol, prolinol o triptofanol (Daniel & Rodrigues Filho, 2007; Degenkolb,
Fognielsen, et al., 2015; Marik et al., 2017; Rawa et al., 2021; Ren et al., 2009), como se
muestra en la Figura 1. Algunas de estas moléculas tienen modificaciones, como cadenas
laterales, en los aminoacidos que conforman su secuencia (Chutrakul et al., 2008), que
incluyen N-metilaciones, acilaciones, reducciones o epimerizaciones (Mukherjee et al.,

2011).
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Figura 1. Estructura del peptaibol RK-026A de Trichoderma sp. que destaca el extremo
N-terminal acetilado (azul), el extremo C-terminal aminoalcohol (naranja) y el

aminoacido Aib (verde) (Rawa et al., 2021).

Los peptaiboles se encuentran como mezclas de isoformas de manera natural. Mas de 850
secuencias se han aislado de mas de veinte géneros distintos de ascomicetos (Ren et al.,
2009b; Wiest et al., 2002), entre ellos Trichoderma, Emericellopsis, Stibella, Gliocladium,
Paecilomyces y Acremonium (Daniel & Rodrigues Filho, 2007a; Ruiz et al., 2007). Estos
péptidos son de gran importancia a nivel ecologico y comercial, debido a que poseen
actividad antimicrobiana, antiviral, antifingica, antiparasitaria y anticancerigena.
Ademas, tienen la capacidad de inducir resistencia sistémica en plantas que son atacadas
por microorganismos fitopatogenos (Khan et al., 2020; Li et al., 2014; M. Shi et al., 2012;
Wu et al., 2017). Algunos peptaiboles inhiben la replicacion de virus envueltos como el
virus de la influenza A y el virus de la inmunodeficiencia humana (Mukherjee et al., 2011).

Incluso, estos péptidos se han encontrado en algunas formulaciones comerciales que



contienen Trichoderma o derivados (Degenkolb, Fognielsen, et al., 2015). Por su parte,
en modelos in vivo se ha determinado que los peptaiboles trilonginas A y B, como aditivo
alimenticio, incrementan la lactancia y reducen la metanogénesis en el rumen de las cabras
por sus propiedades antiprotozoarias, antihelminticas y antiamebianas (Mohamed-

Benkada et al., 2016).
2.1.1.2. Clasificacion

Los peptaiboles se pueden agrupar segun su longitud y por subfamilias. Segtn la longitud
de su cadena de residuos de aminoacidos, estos péptidos se clasifican en cadena larga (17-
21 residuos), cadena media (11-16 residuos) y cadena corta (5-10 residuos) (Ren et al.,
2009b). Otro subgrupo aparte, compuesto por los lipopeptaiboles, corresponde a un tipo
de peptaiboles cuyo extremo N-terminal se encuentra acilado por un acido octanoico,

decanoico o (Z)-dec-4-enoico (Degenkolb, Grifenhan, et al., 2006).

Por su parte, la clasificacion por subfamilias divide a los peptaiboles seglin su secuencia
y la presencia de aminoacidos especiales en 9 grupos (SF1 a SF9). Esta agrupacion
categoriza todos los peptaiboles producidos por hongos del género Trichoderma en las
subfamilias SF1, SF4, SF5 y SF9 (Mukherjee et al., 2011; Tamandegani et al., 2016). La
subfamilia SF1, donde se encuentran los peptaiboles de interés para este trabajo, incluye

tres subtipos segun su residuo en la posicion 2 y el amino alcohol en el C-terminal:

- Subtipo 1: poseen un residuo de Pro en su posicion 2 y terminan en Leuol, Ileol,
Valol o Ivalol. Ejemplos: tricotoxinas, hipelcinas y estilboflavinas.

- Subtipo 2: contienen un residuo de Pro en su posicion 2 pero terminan en Pheol.
Ejemplos: alameticinas, polisporinas y atroviridinas.

- Subtipo 3: presentan un residuo de Ala en su posicion 2 y terminacion en Pheol.

Ejemplos: longibracinas (Mohamed-Benkada et al., 2016).

2.1.1.2.1. Tricotoxinas

Las tricotoxinas son un grupo de peptaiboles que fue aislado por primera vez de 7. viride
NRRL5242 en 1984. En la actualidad, se ha determinado que este grupo es producido por

diversas especies de Trichoderma como T. asperellum y T. harzianum. Este tipo de



peptaiboles pertenecen a la subfamilia SF1, subtipo 1 y poseen una extension de 18
residuos de aminodcidos. Estos péptidos se caracterizan por tener particularmente un
residuo de glicina en la posicion 2 seguido por un residuo de Aib en la posicion 3, y por
terminar en el amino alcohol valinol en su extremo C-terminal. Usualmente, contienen
uno o ningun residuo de isovalina. Ademas, las tricotoxinas pueden tener una forma acida
o neutra segun el residuo de acido glutamico o glutamina, respectivamente, en la posicion
17 de su secuencia (Chutrakul et al., 2008; Suwan et al., 2000; Tamandegani et al., 2016,
2020). De todos los peptaiboles, las tricotoxinas poseen la mayor microheterogeneidad

por lo que existen muchas isoformas (Chutrakul et al., 2008).

Las tricotoxinas han demostrado la induccion de poros dependientes de voltaje en
membranas bilipidicas (Tamandegani et al., 2016). Las isoformas neutras tienden a
concentrarse y formar canales mas facilmente por su hidrofobicidad, mientras que las
acidas son menos efectivas en la formacion de poros. No obstante, los poros formados por
tricotoxinas acidas son mds estables y duraderos. La carga negativa en el extremo C-
terminal estabiliza los poros de mayor tamafio debido a que forma puentes de hidrogeno

con las hélices vecinas (Chutrakul et al., 2008).
2.1.1.3. Biosintesis

Los peptaiboles son péptidos producidos por una via no ribosomal a través de sintetasas
de péptidos no ribosomales (NRPS, por sus siglas en inglés). Estas enormes enzimas
multifuncionales y multimodulares son capaces de producir péptidos fuera de las
estructuras ribosomales, es decir, catalizan la uniéon de los aminoacidos a la cadena
peptidica dentro de sus modulos por un mecanismo via “thiotemplate’’, sin recurrir al
proceso de traduccion de los ribosomas (Chutrakul & Peberdy, 2005; Marik et al., 2017;
J. C. Shi et al., 2020; Zhou et al., 2019). Las NRPS estan compuestas por una cantidad
especifica de modulos semiautbnomos capaces de cumplir las funciones de
reconocimiento, activacion y modificacion de los aminodcidos (Marik et al., 2017). La
cantidad de modulos en la enzima refleja la extension de los péptidos que produce. Asi,
por ejemplo, las tricovirinas de 18 residuos y las tricorzianinas de 19 residuos son

producidas por NRPS de 18 y 19 mddulos, respectivamente (Degenkolb, Karimi Aghcheh,



et al., 2012). Los genomas de Trichoderma spp. pueden contener los genes que codifican

para NRPS de 7, 14, 18 o0 20 mddulos (Pachauri et al., 2019).

Cada uno de los modulos posee un dominio de condensacion (C), adenilacion (A) y
tiolacion (T) (Marik et al., 2017) que son conservados. Los dominios C y T estan
relacionados con funciones de unidon al ATP y de tioesterificacion y transferencia de
aminoacidos (Wiest et al., 2002). Los aminoécidos son activados como acil adenilatos por
una molécula de ATP en el dominio C y enlazados covalentemente como un
carboxitioéster en el dominio T. La elongacion del péptido requiere de un cofactor 4-

fosfopanteteina (Daniel & Rodrigues Filho, 2007a).

El dominio A de cada mddulo es el encargado de definir cudl aminodacido serd incorporado
mediante una secuencia de residuos especifica para cada residuo (Chutrakul & Peberdy,
2005). Algunos investigadores han identificado estas secuencias especificas del dominio
A para predecir los peptaiboles que va a producir una NRPS (Degenkolb, Karimi
Aghcheh, et al., 2012). No obstante, la especificidad de los dominios A es limitada por lo
que algunos de los modulos pueden aceptar otros aminodcidos con estructuras similares.
Este fenomeno es conocido como microheterogeneidad y permite la biosintesis de
peptaiboles estructuralmente diversos, o varias isoformas, a partir de una sola NRPS
(Degenkolb, Fognielsen, et al., 2015; Mukherjee et al., 2012; Zhou et al., 2019). Por
ejemplo, se ha determinado que las secuencias de 21 peptaiboles de 7. brevicompactum
siguen un mismo patrén con variaciones de unos cuantos residuos de aminoacidos entre
ellas (Ruiz et al., 2007). La falta de mecanismos de reparacion en este proceso también
favorece la variabilidad de isoformas (Marik et al., 2019). Estas isoformas en los
peptaiboles ocurren de manera natural y podria favorecerse una isoforma sobre otra segun

la disponibilidad de aminoacidos (Wiest et al., 2002).

Para organismos del género Trichoderma, se ha identificado que estas enzimas estan
codificadas en el gen pes (Chutrakul & Peberdy, 2005). En este género, se han identificado
varias sintetasas no ribosomales relacionadas con la produccion de peptaiboles. En el
hongo 7. virens, la sintasa TEX1 genera peptaiboles de 18 residuos de aminoacidos,

mientras que una sintasa de 14 modulos produce peptaiboles de 11 y 14 residuos de



aminodcidos. En el hongo T. reseei se ha identificado la enzima NRPS2 y en el hongo T.
atroviride la enzima Tri como NRPS productoras de peptaiboles (Degenkolb, Karimi
Aghcheh, et al., 2012; Khan et al., 2020). Los peptaiboles, epipolitiodioxopiperazinas y
siderd6foros son producidos por NRPS en hongos del género Trichoderma (Pachauri et al.,

2019).
2.1.14. Regulacion genética

La regulacion genética de la produccion de peptaiboles en hongos del género Trichoderma
no estad clara. Algunos genes y reguladores transcripcionales se han identificado que
afectan directamente la expresion de los genes que codifican para NRPS en diversas

especies de este género.

En T. atroviride, 1a delecion del gen tgal que codifica para una adenilil ciclasa resultd en
la disminucién de la pirona 6-pentil-2H-piran-2-ona y en el incremento de la produccion
de peptaiboles (Khan et al., 2020). La delecion del gen tmkl, que codifica para una
proteina quinasa de la via dependiente de MAPK, mejor¢ la producciéon de peptaiboles y
la actividad antifungica. Caso contrario, la disrupcion del gen #gf-1, que codifica para una
histona acetiltransferasa, y del gen #ga3 alter6 de forma negativa la produccion de estos
péptidos. Este ultimo gen es regulado por BLR1 y BLR2 que corresponden a reguladores
transcripcionales. En cepas mutantes ATlstp1, los peptaiboles TKA y TKB se produjeron
dos dias antes que en la cepa original y en mayores concentraciones. El regulador
transcripcional 7ISTP1 regula negativamente la expresion de los genes t/x/ y tlx2 que
codifican para NRPS productoras de peptaiboles. Ademas, el regulador TISTPI esta
relacionado con la expresion de transportadores de hexosas lo que sugiere una relacion
entre la disminucidn de la captura de glucosa y el aumento en la produccion de peptaiboles

(Pachauri et al., 2019; Zhou et al., 2019b).

En T. virens, la biosintesis de peptaiboles es regulada por los reguladores transcripcionales
BLR1 y BLR2 que afectan la expresion del gen fex/ que codifica para las sintasas no
ribosomales (Khan et al., 2020). La disrupcion del gen tex/ elimina la sintesis de
peptaiboles sin afectar la produccion de otros metabolitos secundarios, lo cual confirma

que una sola NRPS se encarga de la sintesis de todos los peptaiboles de este



microorganismo. La secuenciacion de las regiones flanqueantes a este gen podria revelar
genes relacionados con la sintesis y transporte de los peptaiboles, ya que los genes de

metabolitos secundarios usualmente se encuentran agrupados (Wiest et al., 2002).

En T. longibrachiatum, la delecion del gen Tllael, que codifica para el regulador global
TILAEL, result6 en la afectacion de la transcripcion de los genes t/x/ y tlx2 que codifican
para NRPS, por lo que se observé una disminucidn de la produccion de peptaiboles (J. C.

Shi et al., 2020).

En T. asperellum, el nivel de ARNm del gen tex/ aumento al interactuar con Rhizoctonia
solani en pruebas in vitro, segin andlisis realizados mediante PCR de tiempo real
(Tamandegani et al., 2020). El gen fask! juega un papel importante en la transduccion de
sefial de las vias regulatorias relacionadas con el micoparasitismo y tiene un
comportamiento hospedero dependiente que regula las respuestas de defensa segun el

fitopatogeno contra el cual compita el hongo (Yang, 2017).
2.1.1.5. Mecanismo de accion

La actividad bioldgica de los peptaiboles se adjudica a su estructura anfipatica y helicoidal
que le brindan la capacidad de agruparse para formar poros o canales i6nicos dependientes
de voltaje en la membrana bilipidica. Los peptaiboles interactiian con la membrana celular
y ocasionan su disrupcién, sin embargo, el mecanismo utilizado aun no se comprende en
la mayoria de estos péptidos (Touati et al., 2018). La alameticina es el peptaibol mas
estudiado y es producido por 7. viride (Ageitos et al., 2017; Degenkolb et al., 2015;
Dotson et al., 2018). Su mecanismo de accién se basa en adoptar una orientacion
transmembrana cuando se han agregado suficientes péptidos. Esta interaccion péptido-
membrana es estabilizada por residuos hidrofobicos como leucina e isoleucina. Los
peptaiboles se configuran en una superestructura cilindrica hexamérica, con forma de
barril (Figura 2) de manera que sus regiones hidrofilicas, conformadas por residuos de
glutamina o 4cido glutdmico, se orientan hacia el interior y forman canales. Estos poros
transmembrana actan como canales idnicos que conducen la corriente de iones hacia
dentro y, junto a los cambios superficiales que produce en la estructura, permiten el

intercambio libre de material desde y hacia el espacio citoplasmatico (Degenkolb et al.,



2006; Fuente-Nunez et al., 2013; Peltola et al., 2004; Perrin & Pastor, 2016; van Bohemen
et al., 2016a; Vestergaard et al., 2017). La entrada de moléculas nocivas para la célula a
causa de la permeabilizacion de la membrana puede ocasionar dafios importantes, sin
embargo la fuga del material citoplasmatico hacia fuera de la célula ocasiona la muerte
celular. El citoplasma genera la presion de turgencia al presionarse contra la membrana
celular, de manera que tiene un papel importante en el mantenimiento de la estructura de
la célula. Al perder parte del citoplasma, se reduce la presion de turgencia, la estructura
celular se altera y las propiedades mecanicas de la célula se pierden, lo cual ocasiona que
muera (Su et al., 2012a). Los peptaiboles de cadena larga, al tener una estructura muy
similar a la alameticina, presentan este mecanismo de accion sobre la membrana celular,
basado en la formacion de canales i6nicos dependientes y no dependientes de voltaje. El
efecto sobre la membrana celular puede variar entre microorganismos (Ageitos et al.,
2017; Degenkolb et al., 2006; Leitgeb et al., 2007; Perrin & Pastor, 2016; Salnikov et al.,
2019). Los peptaiboles de cadena corta no son lo suficientemente largos para insertarse en
la membrana por lo que forman agregados que la desestabilizan (Whitmore & Wallace,

2004b).
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Figura 2. Bosquejo de la formacion de poros por péptidos antimicrobianos segun el
modelo en forma de barril. Los péptidos se representan como hélices verdes y los

fosfolipidos en color naranja (Vestergaard et al., 2017).

La alta proporcion de residuos de Aib en los peptaiboles resulta en la conformacion de
alfa-hélice, que es esencial para generar los canales i6nicos en las membranas celulares,
sumado a la carga cationica y a la alta hidrofobicidad de la molécula le permite

translocarse facilmente por la membrana de los microorganismos (Touati et al., 2018).



Cabe destacar que la capacidad permeabilizadora de la membrana es concentracion

dependiente (Pachauri et al., 2019).

Este efecto sobre la membrana celular parece ser dependiente de su carga y composicion
lipidica (Dotson et al., 2018), ya que se ha observado que las membranas celulares mas
permeables con bajas concentraciones de esteroles tienden a ser mas facilmente
penetradas por compuestos hidrofobicos y anfifilicos, como los peptaiboles, en
comparacion con membranas celulares con mayor proporcion de esteroles (Peltola et al.,
2004). La cantidad de péptidos que conforman el poro depende de la composicion lipidica
de la membrana (Perrin & Pastor, 2016). Ademas, la actividad biologica de los peptaiboles
parece variar segun su composicion de aminodcidos, ya que se observd que la tricorzina
HA V interactia de manera selectiva con el receptor de calcitocina en
Schizosaccharomyces pombe, mientras que la alameticina, que solamente posee un
residuo distinto, no presenta esta interaccion ni ocasiona los efectos celulares

consecuentes en el microorganismo (Tamandegani et al., 2020).

También, se han asociado otros mecanismos a la bioactividad de los peptaiboles. Por
ejemplo, el peptaibol Trichokonin VI de 7. pseudokoningii es capaz de inducir muerte
celular programada o apoptosis sobre fitopatégenos (Khan et al., 2020; M. Shi et al.,
2012). Por su parte, la tricokonina IV de 7. pseudokoningii induce muerte celular
apoptotica independiente de metacaspasa y la acumulacion de vacuolas citoplasmaticas
en F. oxysporum. Por otro lado, se ha observado un sinergismo entre peptaiboles y
enzimas hidroliticas, donde los peptaiboles inhiben la actividad de la enzima B3-1,3-
glucano sintasa lo que evita la biosintesis de B-glucanos y facilita la entrada de las
hidrolasas a la célula (Marik et al., 2017); sin embargo, el papel de los peptaiboles en el
biocontrol de F. oxysporum es mas relevante que el efecto antagonico dado por las
enzimas hidroliticas (Khare et al., 2018). La alameticina tiene la capacidad de
permeabilizar la membrana mitocondrial de Yerwinia lipolytica lo cual permite la entrada
de NADH y otros compuestos hidrofilicos pequenos que alteran su funcionamiento (Rawa

etal., 2021).



2.1.1.6. Efecto antimicrobiano

La actividad antimicrobiana de la alameticina se ha evidenciado en bacterias Gram
positivas como: Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus
viridans y S. aureus. Asimismo, otros peptaiboles producidos por diversas especies de
Trichoderma han mostrado efectividad ante S. aureus (Ageitos et al., 2017; Xiao-Yan et
al., 2006), Bacillus subtilis (Li et al., 2014; Oh et al., 2002; Su et al., 2012a; van Bohemen
et al., 2016a; Xiao-Yan et al., 20006), Mycobacterium megmatis, Mycobacterium
bovis BCG, Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mohamed-Benkada et al., 2016;
Pruksakorn et al., 2010), y Streptococcus faecalis (Xiao-Yan et al., 2006). También, los
peptaiboles de 7. asperellum parcialmente purificados poseen actividad antimicrobiana
contra la bacteria Bacillus stearothermophilus, importante agente de deterioro en
alimentos enlatados (Konakovsky, 2012), y el extracto crudo obtenido de una
fermentacion de este hongo mostrd actividad antibacteriana contra Micrococcus luteus

(Tamandegani et al., 2016, 2020).

Respecto a bacterias Gram negativas, solamente un ensayo por difusién en disco del
extracto crudo del micelio de 7. orientale ha encontrado inhibicidon del crecimiento de
bacterias de este grupo, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa 'y Salmonella Enteriditis (Touati et al., 2018). Otros experimentos reportan no
haber encontrado evidencia de que los peptaiboles inhiban el crecimiento de bacterias

Gram negativas (Li et al., 2014; Mohamed-Benkada et al., 2016; Xiao-Yan et al., 2006).

Los peptaiboles poseen capacidad inhibitoria sobre el crecimiento bacteriano por lo que
son una potencial herramienta para el control de patogenos de importancia para la
industria alimentaria. El uso de péptidos para el control de microorganismos no es nuevo
en esta industria ya que existen aditivos alimentarios que utilizan péptidos
antimicrobianos, como las bacteriocinas, para la preservacion de alimentos (Stanbury et
al., 2017). Asi, los peptaiboles podrian ser una alternativa o un complemento a los

antibidticos y otras sustancias antimicrobianas utilizadas por la industria de los alimentos.



2.1.1.6.1. Membranas celulares bacterianas

Las bacterias se clasifican en Gram positivas y Gram negativas segun las caracteristicas
de su pared celular y la presencia de una membrana externa. Las bacterias Gram positivas
poseen una pared celular gruesa conformada por varias capas de peptidoglicano y estd
ubicada hacia el exterior de la célula contigua a su membrana citoplasmatica. Por su parte,
las bacterias Gram negativas poseen una pared celular delgada de peptidoglicano ubicada

entre la membrana citoplasmatica y una membrana externa (Sohlenkamp & Geiger, 2015).

Las membranas bacterianas consisten en una bicapa lipidica heterogénea, con
incrustaciones proteicas, que se comporta como un mosaico fluido. Estas membranas
poseen tanto asimetria axial, dada por la composicion heterogénea de lipidos y proteinas,
como asimetria lateral, la cual incluye la formacién de balsas lipidicas y microdominios.
La asimetria de la membrana influye sobre las funciones, localizacion y orientacion de las

proteinas embebidas en esta estructura (Paulowski et al., 2020).

La membrana citoplasmatica bacteriana estd formada por glicerofosfolipidos y delimita el
citoplasma celular. Estas moléculas poseen dos acidos grasos, un glicerol, un grupo
fosfato y un grupo variable (Sohlenkamp & Geiger, 2015). La membrana estd compuesta
principalmente por glicerofosfolipidos anfifilicos aniénicos como fosfatidilglicerol,
cardiolipina y fosfatidiletanolamina (no cargado); y proteinas incrustadas entre las
moléculas lipidicas (Strahl & Errington, 2017). También, estas membranas pueden
contener acido fosfatidico, lisil fosfatidilglicerol, fosfatidilserina y glucolipidos, entre
muchos otros grupos de lipidos que carecen del grupo fosfato o son modificados con

acilaciones, aminoacidos y aztcares (Sohlenkamp & Geiger, 2015).

La membrana externa de las bacterias Gram negativas estd conformada por
lipopolisacaridos o lipooligosacaridos en la seccion externa y por glicerofosfolipidos en
la seccion interna. Esta membrana es considerada la més asimétrica descrita (Paulowski
et al., 2020). Los lipopolisacéridos estan formados por el lipido A, azlcares y el antigeno
O. Los lipooligosacaridos carecen del antigeno O y poseen otros glucidos en su lugar. El
lipido A posee carga negativa, dada por una fosforilacion, que le permite interactuar con

cationes divalentes del ambiente para estabilizar la membrana externa. No obstante, esta



naturaleza anidnica hace a la membrana susceptible a péptidos antimicrobianos catidnicos

(Powers & Trent, 2018).

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular externa conformada principalmente
por peptidoglicano o mureina, un heteropolimero de N-acetil-glucosamina y 4cido N-
acetilmuramico. El lipido II funciona como anclaje del peptidoglicano a la membrana
citoplasmatica. Ademas, esta pared posee acido teicoico y &cido lipoteicoico. Estas
moléculas contienen disacaridos de anclaje unidos por un enlace fosfodiéster a una
molécula de poliglicerol fosfato o poliribitol fosfato, los cuales dan una carga negativa

neta a la pared celular (Joo et al., 2016).
2.1.1.6.2. Mecanismos de resistencia ante péptidos antimicrobianos

Los AMP son liberados como parte de la respuesta del sistema inmune innato de los
organismos. Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia que les
permiten sobrevivir ante la presencia de estos péptidos (Ravensdale et al., 2016). Estas
estrategias se basan en cambios en la carga neta de la membrana para reducir la atraccién
electrostatica, la elusion de las interacciones AMP-membrana y la limitacion de la
insercion de los péptidos en la membrana (Nawrocki et al., 2014). Estos mecanismos son
activados y regulados por los sensores de péptidos antimicrobianos (Aps, por sus siglas
en inglés) en Gram positivas y los sensores histidina quinasa PhoQ en Gram negativas.

Ambos tipos de sensores se localizan en la membrana citoplasmatica (Joo et al., 2016).

La secrecion de enzimas proteoliticas y secuestradoras es el primer mecanismo utilizado
por las bacterias al detectar AMP en el ambiente. Estas enzimas tienen la capacidad de
romper o secuestrar los AMP de manera que no puedan integrarse a la membrana
bacteriana (Nawrocki et al., 2014). No obstante, algunos AMP poseen enlaces disulfuro y
modificaciones estructurales que les permiten burlar este mecanismo de defensa
bacteriano (Joo et al., 2016). También, algunas proteinas superficiales de la membrana
pueden enlazarse a los AMP para evitar su agrupacion, el primer paso para generar los

canales i6nicos (Nawrocki et al., 2014).



Las bacterias que se agrupan en biopeliculas tienen resistencia inherente hacia los AMP
por la existencia de la matriz extracelular. Esta matriz estd compuesta por proteinas, ADN,
exopolisacaridos y polisacaridos capsulares extracelulares. Los distintos polisacaridos de
la matriz capturan o repelen los AMP antes de que puedan interactuar con las membranas

celulares de las bacterias pertenecientes a la biopelicula (Joo et al., 2016).

Los mecanismos de resistencia contra AMP de las bacterias Gram negativas se han
dirigido a la modificacion de su membrana externa. La modificacion o eliminacion de los
grupos fosfato en el lipido A, o del lipido A completo, asi como la incorporacién de
moléculas aminadas, como aminoaztcares y fosfoetanolamina, provocan un aumento en
la carga positiva de la membrana lo cual reduce la afinidad de los AMP catidnicos. Las
modificaciones al lipido A incluyen adiciones de aminoarabinosa, galactosamina o
glucosamina a los grupos fosfato, y la extension de las cadenas acilo o la adicion de glicina

(Joo et al., 2016; Powers & Trent, 2018).

Las bacterias Gram positivas han optado por afiadir modificaciones al 4cido teicoico de
su pared celular. Estas modificaciones incluyen la adiciéon de L-alanina y L-ramnosa, lo
cual disminuye la atraccion electrostatica de los péptidos hacia la pared celular, aumenta
la densidad y reduce la permeabilidad superficial de la pared celular. El lipido II es usado
como anclaje por los AMP a la membrana celular para la formacion de poros. Por esto, la
modificacion del lipido II con D-lactato o D-serina aumenta la resistencia ante AMP,
como se reporta también en cepas vancomicina resistentes (Joo et al., 2016). Por otro lado,
estas bacterias liberan polisacaridos capsulares de carga negativa que interactian con los
AMP catidnicos lo cual previene que estos péptidos lleguen a la membrana (Nawrocki et

al., 2014).

La alteracion estructural de la membrana citoplasmatica reduce la atraccion e insercion de
los AMP que traspasaron las barreras externas de la bacteria. La estrategia mas comin
consiste en la aminoacilacion con lisina de los grupos fosfato de los glicerofosfolipidos lo
cual genera repulsion electrostatica. También, la rigidez de la membrana es aumentada
con la adicion de cadenas acilo saturadas o del carotenoide estafiloxantina. La fluidez de

la membrana incrementa con la incorporacion de cadenas acilo insaturadas. Estas ultimas



dos estrategias parecen tener un papel importante en la resistencia bacteriana ante AMP
que aun no estad claro (Joo et al., 2016; Nawrocki et al., 2014). A pesar de todas estas
estrategias, el desarrollo de resistencia a los peptaiboles en patdégenos es reducido debido

a su mecanismo de accion generalizado sobre la membrana celular (Dotson et al., 2018).
2.1.1.6.3. Pruebas antimicrobianas

Las pruebas antimicrobianas permiten establecer la resistencia o susceptibilidad de un
microorganismo ante la actividad de una molécula con propiedades antimicrobianas.
Especificamente, las pruebas in vitro de susceptibilidad antimicrobiana se consideran los
métodos mas eficaces para determinar el efecto de antibidticos y otros antimicrobianos
sobre el crecimiento de uno o varios microorganismos. Este tipo de pruebas evaluan la
eficacia del agente antimicrobiano para inhibir la bacteria a través del tiempo (Schumacher
et al., 2018). Las pruebas mas comunes incluyen métodos de difusion como la difusién
por disco y el Etest, métodos de dilucion, citometria de flujo, bioluminiscencia de ATP,

entre otros (Balouiri et al., 2016).
2.1.1.6.3.1. Bacterias subrogadas

Las bacterias subrogadas son aquellas equivalentes a bacterias patdégenas en la
determinacion de resistencia y susceptibilidad ante antimicrobianos, asi como cinéticas
de inactivacion relacionadas. Estas bacterias se emplean en pruebas antimicrobianas
cuando no se tiene acceso a un laboratorio de bioseguridad 2 o cuando no se desea utilizar
un patoégeno dentro de un laboratorio o industria, principalmente en la alimentaria (Hu &
Gurtler, 2017). También, estas bacterias forman parte de los métodos de validacion de los
procesos de descontaminacion (Busta et al., 2003). A pesar de su utilidad, cada subrogado
es especifico para cada matriz alimentaria y para cada tratamiento de inactivacion, y debe
validarse para cada una de estas condiciones. Algunas caracteristicas deseables para una

bacteria subrogada incluyen:
- No patogénica
- Fécil cultivo en grandes poblaciones

- Estable genéticamente



- Caracteristicas de crecimiento consistentes y estables
- Comportamiento y caracteristicas de inactivacion similares a las del patdégeno

evaluado (Busta et al., 2003; Hu & Gurtler, 2017).

Algunas cepas de Listeria innocua se utilizan como subrogadas de L. monocytogenes para
evaluar tratamientos aplicados para preservar alimentos y en estudios para la inactivacién
del patogeno (Hu & Gurtler, 2017), principalmente en procesos térmicos en leche (Friedly
et al., 2008) y probar la efectividad de tratamientos de luz pulsada (Proulx et al., 2015).
Esta bacteria Gram positiva también es usada como indicador de la presencia del patogeno

L. monocytogenes en la industria alimentaria (Moorman et al., 2008).

Por su parte, Escherichia coli ATCC 25922 es una de las subrogadas mas importantes
para cepas de E. coli O157:H7, patdgeno asociado a contaminacion fecal (Hu & Gurtler,
2017; Proulx et al., 2015). Esta bacteria se ha utilizado en el estudio de criotolerancia y

las caracteristicas superficiales del patdégeno (Kyung Kim & Harrison, 2009).

Pseudomonas fluorescens se utiliza como subrogada del patégeno P. aeruginosa. Esta
bacteria se relaciona con el deterioro de leche cruda y pasteurizada, especialmente en
quesos. Se ha probado en tratamientos de inactivacion del patdgeno por luz pulsada

(Proulx et al., 2015).

Lactobacillus paracasei es utilizada como probidtico en la industria alimentaria,
principalmente en productos lacteos (Ye et al., 2021), y en la preparacion de embutidos
que no requieren refrigeracion. También, estan relacionadas con el deterioro de algunos
alimentos. Algunas bacterias lacticas se han utilizado como subrogadas de E. coli
O157:H7 y algunos serovares de Salmonella enterica en pruebas de resistencia térmica

(Borowski et al., 2009).
3. Produccion de peptaiboles

Debido a su importancia biotecnoldgica y farmacéutica (Ren et al., 2009a), la produccion
de los peptaiboles debe optimizarse con el fin de obtener rendimientos factibles para su
escalamiento a nivel industrial (Konakovsky, 2012). La expresion de los genes

relacionados con metabolitos secundarios dependen de las condiciones bidticas o abiodticas



en que se encuentre el hongo, por lo que las condiciones de cultivo en laboratorio se
direccionan hacia el aumento de esta expresion (Pachauri et al., 2019). La modificacién
del medio de cultivo corresponde a una de las técnicas mas comunes para mejorar los
rendimientos fermentativos. Esta técnica consiste en anadir, eliminar o sustituir los
componentes del medio para inducir mayor productividad. Lo anterior se puede lograr,
por ejemplo, mediante la variacion de la fuente de carbono o de nitrogeno, o la adicion de
otros compuestos como aminoacidos, vitaminas o elementos traza. Sin embargo, los
cambios al medio de cultivo pueden involucrar un aumento significativo en los costos de

produccion (Stanbury et al., 2017).

Los medios de cultivo comunes para la produccion de peptaiboles contienen fuentes de
carbono, nitrogeno y fosfato, asi como los elementos traza zinc, cobre, manganeso, hierro,
magnesio, potasio y calcio (Daniel & Rodrigues Filho, 2007b). La produccién de estos
metabolitos especificos se puede inducir mediante la adicién de otros componentes al
medio de cultivo para estimular la respuesta del hongo ante la presencia de agentes
elicitores. Uno de los aditivos propuestos consiste en restos celulares de otros
microorganismos que generan una respuesta de defensa o competencia en el hongo de
interés y estimulan la produccién de metabolitos especificos. Por ejemplo, se ha observado
que al agregar restos de la pared celular del micelio o cuerpo fructifero del hongo
Laetiporus sulphureus, se induce la generacion de la enzima mutanasa en Trichoderma
harzianum (Wiater et al., 2012). Por otro lado, el co-cultivo en medio liquido de T.
asperellum y Bacillus amyloliquefaciens incrementa la expresion de genes relacionados
con micoparasitismo al detectar la presencia de esta bacteria en el mismo medio de cultivo

(Karuppiah et al., 2019).
3.1. Organismo productor: Trichoderma asperellum

Los hongos del género Trichoderma poseen una serie de herramientas que les otorgan su
éxito ecologico como el micoparasitismo, la versatilidad nutricional, la tasa de
reformacion de sus genomas y la antibiosis, entre otros (Kubicek et al., 2019), de las cuales
la antibiosis les ha permitido atacar directamente otros microorganismos. 7. asperellum

se encuentra ampliamente distribuida en suelos y se considera un hongo micoparasitico



por lo que es utilizado en la agricultura contra enfermedades ocasionadas por

fitopatogenos (Ren et al., 2009a).

Se ha determinado que una sola especie de Trichoderma es capaz de producir hasta cinco
tipos diferentes de peptaiboles (Castagnoli et al., 2018). 7. asperellum es un productor
eficiente de peptaiboles. En esta especie se han identificado dos grupos: asperelinas y
tricotoxinas. De estos, 38 corresponden a asperelinas y cinco a tricotoxinas, los cuales
poseen capacidad antifingica comprobada (Brito et al., 2014; Ren et al., 2009, 2013). Se
ha reportado la produccion de tricotoxinas de la familia A-50 en cepas de 7. asperellum

(Degenkolb et al., 2006).

En el afio 2007, se realizé una colaboracion entre el CENIBiot y el Instituto Nacional de
Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (INTA), que consistio en un
tamizaje de cepas de varios géneros de hongos como Trichoderma 'y Beauveria aislados
de suelo para determinar su actividad bioldgica. Se determind que una de las cepas de
Trichoderma asperellum aislada de muestras de suelo posee mayor actividad bioldgica
que los otros hongos evaluados gracias a los metabolitos secundarios que produce en

grandes cantidades. Estos metabolitos fueron identificados como peptaiboles.
4. Modelado para optimizacion

La optimizacion de los procesos fermentativos es indispensable para aumentar la
productividad del metabolito objetivo y para facilitar el escalamiento especifico de cada
proceso (Rayhane et al., 2019). El método tradicional para la optimizacioén de procesos es
‘una variable a la vez’; sin embargo su implementacion requiere el consumo de tiempo y
materiales, y ademds no considera las interacciones entre las variables de interés. Por su
parte, los métodos de modelado por superficie de respuesta o disefio central compuesto
(CCD, por sus siglas en inglés) se caracterizan por ser estrategias estadisticas eficientes
que involucran disefo factorial y analisis de regresion robusto, lo cual permite definir las
condiciones Optimas de un proceso y crear modelos que consideren las interacciones entre
las variables de interés, con un menor consumo de tiempo y materiales. Ademas, los CCD
no pierden poder de discriminacion y mantienen sensibilidad ante la ocurrencia de valores

atipicos (Santos et al., 2015; Song et al., 2007). Estos modelos se han utilizado



exitosamente en la optimizacion del medio y otras condiciones de cultivo para la

produccion de enzimas, azlicares y antibidticos, entre otros (Song et al., 2007).

La validacion de estos modelos es necesaria para medir su confiabilidad al comparar con
observaciones que no fueron utilizadas para generar el modelo. Los indices de factor bias
(Br) y nivel de certeza (Ar) se proponen como factores determinantes de la validez de un
modelo central compuesto (Baranyi et al., 1999). El Ar indica la cercania de los valores
experimentales a la linea de equivalencia, mientras que el Brdetermina en promedio los
valores predichos son mayores o menores que los valores observados. Estos factores
indican la cercania entre los valores observados y los valores predichos por el modelo y,

por lo tanto, su validez (Ortiz-Suarez et al., 2021).
5. Analisis de peptaiboles por espectrometria de masas

La peptaibiomica consiste en el analisis del peptaibioma expresado por un
microorganismo el cual comprende todos los peptaiboles que este produce. La
espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) es una herramienta predilecta para
la secuenciacion de peptaiboles y la determinacion del peptaibioma de un hongo a partir
de muestras puras y mezclas complejas (Daniel & Rodrigues Filho, 2007b). La MS
determina el valor de masa carga (m/z) de los iones que componen la muestra. El método
de espectrometria de masas en tandem (MS/MS) permite seleccionar de manera precisa
los iones precursores y detectar los iones producidos por la fragmentacion de cada péptido
sin generar una secuenciacion ambigua (Ren et al., 2013a; Suwan et al., 2000). Los iones
de fragmentacion se producen por la disociacion inducida por colision (CID, por sus siglas
en inglés) del ion parental seleccionado al atravesar el triple cuadrupolo del espectrometro
de masas (Degenkolb et al., 2003). El procedimiento consiste en calcular las pérdidas de
m/z entre dos iones sucesivos lo cual indica la masa del aminoécido entre esos dos iones.
La identidad de cada aminoacido consecutivo determinado por estas pérdidas sucesivas

conforma la secuencia del péptido en cuestion (Xiao-Yan et al., 2006).

El bombardeo por electrospray (ESI) permite el acoplado a técnicas de separacion como
HPLC. La técnica ESI-MS consiste en pasar la muestra por un capilar con un campo

eléctrico que rocia gotas cargadas de la muestra, pierden el solvente y los iones se



trasladan al espectrometro de masas para su deteccion. Esta técnica es apropiada para el
analisis de un amplio espectro de moléculas, que incluye los peptaiboles, ya que no
requiere generar una matriz y la muestra debe estar en forma liquida (Daniel & Rodrigues

Filho, 2007b).

El modo positivo del ESI-MS/MS permite obtener la fragmentacion secuencial de los
aminoacidos a partir del extremo C-terminal de cada peptaibol (Ren et al., 2009a). Se
prefiere analizar los fragmentos a partir del extremo C-terminal ya que se reduce la
complejidad del espectro al darse fragmentacion secundaria reducida (McMullin et al.,
2017). La carga positiva en el fragmento N-terminal genera iones positivos tipo a-, b- y
c-. Los fragmentos tipo b- se producen mas comunmente. Los fragmentos tipo b- [M —
H>0"] son producidos en el modo positivo de manera que debe restarse la masa de una
molécula de agua a la masa de cada aminoacido para determinar la masa de cada ion al
secuenciar el péptido (Degenkolb et al., 2003). El enlace Aib-Pro caracteristico de los
peptaiboles (Marik et al., 2017; Peltola et al., 2004) reduce la formacién de iones tipo b-
acilados. La ruptura de este enlace es preferencial y provoca un ion N* acilado en el
extremo N-terminal, iones C-terminales diprotonados y la ausencia de algunos iones de
mayor masa cercanos al extremo C-terminal (Degenkolb et al., 2003). Los peptaiboles
pueden ocurrir en isoformas que difieren en apenas una unidad de masa (Chutrakul et al.,
2008), por lo que este método permite identificarlas a partir de su secuencia de

aminodacidos.
5.1. Aminoacidos en los peptaiboles

Los aminoacidos son los monémeros que conforman los péptidos y las proteinas. Estas
moléculas organicas poseen un grupo amino N-terminal y un grupo carboxilo C-terminal
entre los cuales se forman los enlaces peptidicos mediante una reaccion de deshidratacion
(Nelson & Cox, 2021). Los peptaiboles se caracterizan por tener aminoacidos
proteinogénicos como leucina, glutamina y alanina, asi como no proteinogénicos como
Aib e isovalina (Rawa et al.,, 2021) (Cuadro 1). Los aminodcidos proteinogénicos
histidina, lisina, arginina, metionina, cisteina y aspartato no se han encontrado en las

secuencias de peptaiboles. Los aminodcidos aromaticos son poco comunes (frecuencia de



4%) y se limitan a los extremos C- y N- terminal (Daniel & Rodrigues Filho, 2007b;
Whitmore & Wallace, 2004b).

Cuadro 1. Abundancia absoluta y relativa de los aminoacidos mds comunes en la

secuencia de los peptaiboles producidos por hongos del género Trichoderma.

Aminoacido Abundancia absoluta Abundancia relativa (%)
amirﬁ)ci:(i)(t)nft-irico 1156 36.9
Leucina/Isoleucina 465 14.8
Glutamina 319 10.2
Valina/Isovalina 305 9.7
Alanina 282 9.0
Prolina 261 8.3
Glicina 145 4.6
Fenilalanina 72 23
Serina 43 1.4
Asparagina 38 1.2
Glutamato 32 1.0
Triptofano 10 0.3
Otros 8 0.3
Total 3136 100

Fuente: Elaboracion propia basada en la informacion reportada en la base de datos Peptaibol Database
(Whitmore & Wallace, 2004a).

Los aminoécidos que componen los peptaiboles cumplen un rol estructural y funcional
especifico. Estos conforman secuencias alifaticas que brindan estabilidad y capacidad de
insercion en las membranas (Whitmore & Wallace, 2004b). En las tricotoxinas, la
estructura a-helicoidal estable caracteristica se debe a una alta presencia de residuos de
Aib en su secuencia que forman dominios helicoidales. Ademas, el Aib brinda resistencia
ante enzimas proteoliticas (Ruiz et al., 2007; Tamandegani et al., 2020) y sus atomos de
oxigeno de los grupos carbonilo forman parte del interior hidrofilico del canal idnico. Los
residuos de glutamina a la mitad y en el extremo C-terminal de la secuencia forman parte

de la seccion hidrofobica del péptido. El residuo de glutamina a la mitad de la secuencia



tiene una funcion critica en la conduccion del canal i6nico en miembros de la familia SF1
(Chugh et al., 2002; Whitmore & Wallace, 2004b). La presencia de residuos de glutamina
en las posiciones 6/7 y 17, asi como un residuo de prolina en la posicion 13, estan
relacionados con la formacion del lumen del poro y el mecanismo de insercion en la
membrana celular (Tamandegani et al., 2020). La presencia de un residuo de glutamato
en lugar de glutamina en la posicion 17 reduce la hidrofobicidad (Tamandegani et al.,
2016) y la actividad litica de la molécula, ya que provocaria repulsion de cargas en el

ensamblaje del canal i6nico (Chugh et al., 2002).

Los canales octaméricos se forman por enlaces de hidrogeno entre residuos de glutamina
en las posiciones 6/7 y entre un atomo de nitrégeno de la glutamina en la posicion 17 y un
atomo de oxigeno del Aib en la posicion 16 del péptido vecino. Los aminoécidos leucina
y valina corresponden a residuos hidrofébicos que se ubican en el exterior del canal e
interactuan con la membrana celular. El motivo en el extremo N-terminal formado por los
residuos de Aib-Gly-Aib-Leu se inserta primero en la membrana e interactiia con su region
intracelular (Chugh et al., 2002). Los aminoécidos aromaticos estabilizan los segmentos
transmembrana al interactuar con los grupos polares en las membranas lipidicas
(Whitmore & Wallace, 2004b). Ademas, los residuos de prolina y glicina también tienen
efectos sobre la bioactividad relacionados con la flexibilidad de la molécula (Touati et al.,

2018).

Los aminoéacidos que componen la secuencia de cada peptaibol influyen en sus
propiedades quimico-fisicas y bioldgicas. Esta secuencia depende de los dominios A de
la NRPS y de los aminoécidos disponibles para la biosintesis de los péptidos. La
complejidad y la cantidad de peptaiboles producidos en una fermentacion pueden
modificarse con la adicion y la modificacion de las concentraciones de aminoacidos en el

medio de cultivo (Daniel & Rodrigues Filho, 2007b).



Justificacion

Las ETAs son ocasionadas por microorganismos patégenos y sustancias toxicas y afectan
a millones de personas al afio en todo el mundo, con cerca de 420.000 casos mortales. De
esta cifra, una tercera parte son nifios menores a 5 anos (OMS, 2015). Incluso, las ETAs
mas agresivas pueden dejar secuelas como discapacidades y trastornos fisicos al paciente
por el resto de su vida. Estas enfermedades afectan el desarrollo socioecondmico el
turismo y el comercio (OMS, 2015) provocando pérdidas millonarias a la industria

alimentaria y la salud publica (Jorquera et al., 2015).

La industria agroalimentaria es una de las mas importantes para la economia costarricense.
Para el 2017, los sectores agricola y alimentario sumaron 42% de las exportaciones. Los
principales productos fueron frutas, café, jarabes, jugos y concentrados (Jorquera et al.,
2015). Por esta razdn, se han establecido controles quimicos y microbioldgicos para el
agua potable y los alimentos, con la accion de instituciones como el Ministerio de Salud
y el Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Estas instituciones procuran la inocuidad
alimentaria y la reduccion de ETAs en la poblacion (Estudio de Caso — Enfermedades

Transmitidas por Alimentos en Costa Rica, 2008).

En Costa Rica, se reportan cerca de 312.000 casos de diarrea al afio relacionados con la
ingesta de alimentos contaminados. Las poblaciones mas susceptibles como los nifios
menores de diez afios y los adultos mayores son las mas afectadas (Kopper et al., 2009).
Los principales agentes causantes de ETA son agentes quimicos, biotoxinas y bacterias
de los géneros Shigella y Salmonella. Para evitar estos agentes, una variedad de
herramientas se han implementado durante el proceso productivo. El uso de
antimicrobianos es una de las practicas mas comunes; sin embargo, su uso excesivo e
incorrecto en cadenas productivas, principalmente para aumentar los niveles de
productividad de los animales a nivel de granja, y en la medicina, se ha relacionado con
el surgimiento de cepas bacterianas resistentes a algunos de estos antimicrobianos que

provocan ETAs intratables (OMS, 2020).

La alta incidencia de ETA alrededor del mundo ha aumentado la necesidad de generar

nuevas herramientas para controlar la diseminacion de los microorganismos en los



ambientes de produccidon y manipulacion de alimentos. Una alternativa con gran auge es
el uso de biotecnologia para la produccién de antimicrobianos (Seal et al., 2018) a partir
de fuentes novedosas y alternativas como es el caso de algunos microorganismos. Ciertos
microorganismos con potencial biotecnologico, como el caso de 7. asperellum, se pueden
encontrar de fuentes ambientales a nivel nacional por lo que es importante el impulso de
lineas de investigacion que se enfoquen en el aprovechamiento de este tipo de recurso. Se
busca evaluar su potencial aplicacion en la industria alimentaria, con la innovacion de

utilizar un microorganismo autéctono como herramienta biotecnologica.



Hipotesis

Trichoderma asperellum produce peptaiboles con actividad antimicrobiana contra
bacterias, y su produccion a partir de cultivo se puede optimizar mediante la adicion de
aminodcidos presentes en su estructura, asi como la incorporacién de restos celulares de

otros hongos que funcionan como elicitores de la sintesis de estos péptidos durante su fase

productiva.

Objetivo general

Optimizar las condiciones de cultivo para la produccion de peptaiboles del hongo
Trichoderma asperellum con potencial aplicacion en el control de bacterias de origen

alimentario.
1. Objetivos especificos

1.1. Determinar los factores del medio de cultivo mas influyentes en la produccion de
peptaiboles a partir del cultivo en matraz de 7. asperellum.

1.2. Elaborar un modelo central compuesto que permita definir las condiciones de cultivo
para la mayor obtencion de peptaiboles en matraz, necesarias para escalar el proceso.

1.3. Caracterizar los peptaiboles producidos por 7. asperellum con el fin de elucidar su
secuencia.

1.4. Evaluar bajo condiciones in vitro el efecto de los peptaiboles sobre bacterias de
importancia en la industria alimentaria para delimitar su potencial aplicacion en el

area.



Materiales y métodos
1. Pruebas de optimizacion en matraz
1.1.  Formulacion del inoculo

El hongo Trichoderma asperellum se inocul6 en placas de 90 mm con agar papa dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés) a partir de un cultivo preservado a 4 °C en agua estéril.
Esto se repiti6 para cada fermentacion del proyecto con el fin de conservar los genes
productores de peptaiboles del hongo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante siete dias. Las esporas producidas por el hongo se recolectaron mediante la adicién
de 10 mL de Tween 80 (0.05% m/v) a cada placa y luego se rasp6 la superficie de las
placas con una espatula Drigalski estéril. Luego, el volumen de todas las placas se
trasvaso, a través de un filtro estéril (Whatman 1), a un matraz estéril de 125 mL. El matraz
se mantuvo en agitaciéon magnética durante 10 minutos. Se realizaron diluciones seriadas
hasta 1x107 con una alicuota de 100 uL para realizar los conteos de esporas por citometria

de flujo y determinar la concentracion.

El conteo de esporas por citometria de flujo se realizo en el citometro Guava® easyCyte™
8HT de Luminex, equipado con laseres verde (532 nm), rojo (642 nm) y violeta (405 nm).
La tasa de adquisicion fue de 5000 eventos por segundo. La concentracion total de esporas
se determiné al comparar los parametros de forward scatter y side scatter en el software
InCyte™. Para formular el in6culo, se calculé el volumen necesario mediante la férmula

C1*V=C,*V,, para una concentracion inicial de 1x10° esporas/mL en cada matraz.
1.2.  Preparacion de aminoacidos

Los aminoacidos leucina, prolina, valina, glicina, alanina, dcido 2-aminoisobutirico (Aib)
y glutamina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) se eligieron debido a que son los
aminoacidos mas comunes en los peptaiboles producidos por hongos del género
Trichoderma (Cuadro 1), seglin la informacion reportada en la base de datos Peptaibol

Database (http://peptaibol.cryst.bbk.ac.uk/home.shtml) (Whitmore & Wallace, 2004a).

Cada aminodcido se pesd en una balanza analitica y se disolvid en agua de 6smosis en

balones aforados para obtener sus respectivas soluciones madre (Cuadro 2). Para ello, se



tomo en cuenta la solubilidad en agua de cada aminoacido. En los casos necesarios, se
agreg6 acido acético glacial antes de aforar para aumentar la solubilidad del aminoécido.
Las soluciones madre se esterilizaron por filtracion (0.22 pm). Esta preparacion se realizo

el dia correspondiente a la induccion de la fermentacion.

Cuadro 2. Datos para la formulacion de las soluciones madre de los aminoécidos.

Aminoacido Masa (g) Volumen (mL) Concentracion (g/L)
Aib 1.00 10.0 100.0
Prolina 1.00 10.0 100.0
Valina 2.12 25.0 84.8
Alanina 1.00 10.0 100.0
Glicina 1.00 10.0 100.0
Leucina 0.94 50.0 18.8
Glutamina 1.00 10.0 100.0

1.3. Preparacion de elicitores

Los hongos fitopatdégenos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum 'y
Botrytis cinerea se evaluaron como potenciales elicitores de la produccién de peptaiboles.
Estas cepas forman parte de la coleccion de hongos del CENIBiot y han sido aislados de
diversas parcelas y productos agricolas. Estos hongos se eligieron debido a que
previamente se ha determinado que tienen sensibilidad ante los peptaiboles producidos en

CENIBiot (Bastos, 2018).

Los hongos se inocularon en placas de 90 mm con PDA a partir de cultivo preservado a
4°C en agua Milli Q® estéril y se incubaron a 27 °C durante siete dias. A partir de estas
placas, los hongos se inocularon en matraces de 1 L con 200 mL de caldo papa dextrosa
(PDB, por sus siglas en inglés) y se incubaron a 27 °C con agitacion constante (200 rpm)
durante diez dias. En el caso de B. cinerea, se incubd a temperatura ambiente y sin

agitacion durante este periodo de tiempo.



Una vez terminado el periodo de incubacion, los matraces se autoclavaron en un ciclo
himedo de 20 minutos de esterilizacién a 121 °C. El contenido de cada matraz se filtrd
(Whatman 1). Los restos celulares recuperados en el filtro se colocaron en viales
previamente pesados. Los viales se congelaron a -80 °C y se liofilizaron. La masa
recuperada se determind por diferencia de masas. Los restos celulares se maceraron a

mano con una espatula y se almacenaron a temperatura ambiente dentro de un vial.
1.4. Fermentacion

Se prepararon matraces de 1 L con 200 mL de un medio de cultivo basado en Czapek-Dox
modificado en el CENIBiot llamado medio CCM (sacarosa 30 g/L, KNO3 0.7 g/L, NaNO3
1.4 g/L, MgS04-7H20 1 g/L, KH2PO4 0.8 g/L, FeSO4-7H20 0.01 g/L, MnSO4-H>0 0.01
g/L y CuSO4 0.005 g/L). Para cada tratamiento, se agrego la cantidad de azucar o elicitor
correspondiente segun el esquema presentado en la Figura 3. Los elicitores se pesaron en
una balanza granataria y se agregaron 0.2 g de restos celulares en cada matraz
correspondiente. Los matraces se autoclavaron en un ciclo himedo de 20 minutos de

esterilizacion a 121 °C.

Para todos los tratamientos se hicieron tres repeticiones. Se realizaron dos corridas: una
para evaluar los aminodcidos, compuesta por 25 matraces (7 aminoacidos * 3 repeticiones
+ 4 controles) y otra para evaluar la fuente de carbono y los elicitores compuesta por 16
matraces (2 fuentes de carbono y 3 elicitores * 3 repeticiones + 1 control negativo). La
fermentacion se mantuvo en agitacion constante (200 rpm) durante veintiin dias a
temperatura ambiente. El control positivo correspondi6é al medio sin modificaciones e
inoculado. EI control negativo no se inocul6 (solo medio de cultivo sin modificaciones).

Los controles se mantuvieron también por triplicado.



Figura 3. Esquema de los ensayos para la fermentacion de optimizacion del medio de

cultivo con la adicion de suplementos.
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1.5. Procesamiento y analisis de muestras

De cada matraz se tomo una alicuota de 10 mL cada 2-3 dias y se coloc6 en un tubo Falcon
de 15 mL. Los tubos Falcon se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 rpm. El
sobrenadante se decant6 a otro tubo Falcon debidamente rotulado. Todos los tubos se

congelaron a -20 °C hasta su procesamiento.



1.5.1. Peso seco

Se monitoreo el peso seco de la biomasa producida. Un dia antes de realizar el proceso,
los filtros Sartorius 388 (diametro 55 mm, retencion de particulas 10-15 um) para cada
muestra se secaron durante 24 h en una estufa a 60 °C. Los filtros se pesaron frios en una
balanza analitica. Las muestras en los tubos Falcon se descongelaron a temperatura
ambiente. En un sistema de filtracion al vacio Sartorius, se colocé cada filtro y se decantd
la muestra sobre el filtro. La muestra se recuperd en su totalidad mediante lavados con
agua de 6smosis. Los filtros con cada muestra se secaron en la estufa a 60 °C durante 24
h. Cada filtro frio se pes6é nuevamente en una balanza analitica. La biomasa se determind
restando la masa del filtro con los restos celulares menos la masa inicial del filtro. Se
calculd la concentracion de biomasa (g/L) para cada matraz. En los matraces con restos

celulares de elicitores, se restd la masa inicial de estos (0.2 g) para evitar datos erroneos.
1.5.2. Cromatografia liquida de alta resolucion

El consumo de sacarosa, y glucosa cuando se requirid, se determind por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Para ello, se siguio el protocolo

para cuantificacion de azlicares por medio de HPLC establecido por CENIBiot.

En la preparacion de los patrones, se pesaron las masas (50, 100, 150, 200, 250, 300) mg
de estandares de glucosa, fructuosa y sacarosa. Las masas de cada estandar se llevaron a
balones aforados de 10 mL y se aforaron con agua Milli Q®. Los patrones se filtraron

(0.45 um) y se colocaron en viales de 2 mL.

En la preparacion de estdndares a partir del medio CCM, se prepar6 el medio CCM y se
diluy6 hasta una concentracion de 1 g/L de sacarosa, la cual se llamod disolucion 1. Se
prepararon 3 disoluciones madre para cada carbohidrato: glucosa (3 g/L), fructuosa (3
g/L) y sacarosa (15 g/L). Se tomo una alicuota de 500 pL de cada disolucion madre y se
coloco en un vial de 2 mL de tal manera que la concentracion final de la disolucion mezcla

fue: 1 g/L glucosa, 1 g/L fructuosa y 5 g/L sacarosa.



Las muestras provenientes de fermentaciones se congelaron hasta el dia del analisis.
Previo al andlisis, se descongelaron las muestras y se colocaron en el bafio sonico. Las

muestras se filtraron (0.45 um) y se colocaron en un vial de 2 mL.
Se utilizaron los siguientes parametros para realizar los anélisis HPLC:

Columna: Luna 5pu NH», 250 x 300 mm (Phenomenex)
Detector: indice de refraccion Agilent® 1200 infinity
Horno: 27.5 °C
Velocidad de flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 2 pL
En el canal 2: A: 25% de agua Milli Q®
B 75% de acetonitrilo
Meétodo: isocratico
Duracion del analisis: 10 min

Horno de IR: 27.5 °C
1.5.3. Espectrometria de masas

La produccion de péptidos se midid por espectrometria de masas. Las muestras en los
tubos Falcon se descongelaron a temperatura ambiente. En una cdmara de extraccion en
fase solida, se colocaron cartuchos de fase reversa C18 (Degenkolb et al., 2006). Los
cartuchos se activaron con un volumen de etanol (96% v/v) y se limpiaron con dos
voliimenes de agua de 6smosis. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min
y se filtraron (0.45 pm). Cada muestra se afiadi6 a un cartucho y se activo la bomba de
vacio para que pasara la muestra por el cartucho. Luego, se realizaron cuatro lavados con
un volumen de agua de 6smosis. Se colocaron tubos de ensayo rotulados dentro de la
camara y se realizd una elucion con dos volumenes de etanol (96% v/v) en los cartuchos
(Song et al., 2007). Los tubos de ensayo se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento.
El solvente se eliminé mediante un concentrador por vacio (SpeedVac). Una vez secas las
muestras, se disolvieron en 2 mL de una soluciéon de metanol (75.0% v/v), agua de 6smosis
(24.9% v/v) y é4cido formico (0.1% v/v). Cada muestra se filtro (0.20 um) y se recibi6 en
un vial de HPLC debidamente rotulado.



La metodologia para el andlisis de las muestras se basé en un método previamente
utilizado en CENIBiot (Bastos, 2018). Las muestras se analizaron en el espectrémetro de
masas (MDS SCIEX Applied Biosystems 4000 Qtrap HPLC MS/MS). La fase moévil
correspondid a una mezcla de agua Milli Q® y metanol grado HPLC, ambos con acido

formico (0.1% v/v). Las condiciones del HPLC fueron las siguientes:

Cromatodgrafo: Agilent® 1200
Detector: espectrometro de masas
Temperatura del horno: 25 °C
Temperatura de la columna: 25 °C
Flujo: 450 uL/min

Volumen de inyeccion: 28 plL

Cuadro 3. Gradiente utilizado en HPLC para el anélisis de las muestras.

Tiempo (min) A (%): Agua/H* B (%): Metanol/H*
0 30 70
16 15 85
25 0 100
35 0 100

Fuente: Unidad de Bioprospeccion, CENIBiot (Bastos, 2018).

La busqueda de masas se realizé por medio del Cuadrupolo 1, en un intervalo de masas

de 200 a 2000 m/z, en modo positivo. Para esto, se utilizaron los siguientes parametros:

CUR: 26 psi
IS: 5500 IS
TEM: 250°C
GSI: 23 psi
GS2: 19 psi
The: on

CAD: medium



El analisis ESI-MS se realizo con el fin de determinar los tiempos de retencion y el area
de los peptaiboles, asi como la abundancia de éstos en las muestras. El andlisis de los
espectros se realizd mediante el software Analyst® version 1.6.2. La seleccion del mejor
tratamiento consistio en el que produjo mayor intensidad (cps) de los peptaiboles de

interés: tricotoxinas.
1.6. Analisis estadistico

Para determinar si existio diferencia significativa entre los tratamientos aplicados en los
distintos ensayos en matraz, los supuestos estadisticos se evaluaron inicialmente. El
supuesto de homoestacidad se evalué mediante un analisis de Levene. La normalidad de
los datos se determind con un andlisis Ryan-Joiner. Los resultados de estos andlisis
indicaron que los datos siguen una distribucion normal, por lo que una prueba ANOVA
de un factor se aplic6 para el andlisis de los datos, con la produccion de peptaiboles como
variable de respuesta. Al encontrar diferencias significativas entre tratamientos, se realizd
un analisis Post Hoc de medias de Tukey para definir tratamientos que difieren entre si.
Para el tratamiento con azuicares se ejecutd una prueba de t-student debido a que solo
comprendia dos factores. Los andlisis estadisticos se realizaron en el software Matlab 20

con un 95% de confianza y un valor p < 0.05.
2. Modelado del proceso fermentativo
2.1. Planteamiento del modelo

Un Disefio Central Compuesto (DCC) se utilizé para evaluar los efectos estadisticos de la
combinacion de varios niveles de factores en la produccién de peptaiboles durante la
fermentacion. La variable de respuesta correspondié a la cantidad de peptaiboles
generados y los factores fueron la concentracion de Aib y la concentracion del elicitor F.
oxysporum. Estas variables se eligieron debido a que demostraron un aumento

significativo en la produccion de peptaiboles en los ensayos realizados en la seccion 1.

Los valores axiales se codificaron como —a y +a y representaron los niveles mas bajos y
altos para cada factor. Los valores de los niveles factoriales codificados como -1 y 1 se

calcularon segun la siguiente ecuacion:



x; =Xl peg

(2k)3
donde Xjes el valor adimensional de la variable, X, el valor real de la variable, X, el valor

real en el punto central, k es el nimero de factores independientes.

Un DCC factorial 2% con cuatro puntos factoriales, cuatro puntos axiales (dos por cada
factor) y cinco réplicas en el punto central para un total de 13 corridas se utilizé para la

optimizacion de las condiciones necesarias para producir peptaiboles (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores utilizados en el disefio central compuesto del experimento.

Factor -a -1 0 1 a
Aib 0.500 0.866 1.750 2.634 3.000
Fusarium 0.500 0.866 1.750 2.634 3.000

2.2. Fermentacion de modelado

Una vez disefiado el experimento, se procedio a realizar la fermentacion en matraz bajo
las mismas condiciones y periodo de incubacion, asi como la misma preparacion del
medio de cultivo descritas en la seccion 1.4. En este caso, se varid la concentracion del
elicitor F. oxysporum y del aminoacido Aib, segun los tratamientos determinados en el
disefio. La induccion con el aminoacido se realizo el dia siete de la fermentacion. Se
mantuvo la toma de muestras de la seccion 1.5. y el andlisis por espectrometria de masas

en la seccion 1.5.3.
2.3. Ejecucion del modelo

Una ecuacion polinomial de segundo orden (Ec. 2), que incluye todos los términos de

interaccion se us6 para calcular la respuesta predicha.
k k k
Y = ﬁO + Zi:l IBixi + Zi=1 ,Biixiz + Zi<j lgijxixj + ¢ Ec.2

donde Y es la respuesta predicha, X; y X las variables de entrada, o el intercepto, Bi los

efectos lineales, Bii los efectos cuadraticos, B la interaccion, y € es el error.



La regresion y el andlisis grafico se hizo con el programa Design Expert version 12 de
StatEase®. Los niveles Optimos de las combinaciones se obtuvieron al resolver la
ecuacion y al analizar los graficos de contorno por medio del Countour Profiler del
programa. El nivel de ajuste del modelo se evalu6 por medio de parametros criticos como

la falta de ajuste (P > 0.05), R-cuadrado y la significancia del modelo (P < 0.05).
2.4. Validacion del modelo

El desempeio predictivo del modelo se determind con diez experimentos adicionales,
utilizando niveles intermedios de los factores dentro del rango utilizado para construir el
modelo e incluyendo el valor 6ptimo (Cuadro 7). Se utilizaron las mismas condiciones de
fermentacion descritas en la seccion 1.4. y la toma y anélisis de muestra de las secciones

1.5.y 1.5.3.

Los indices de validacion se calcularon de acuerdo con Baranyi ef al para calcular el nivel
de certeza (Ec. 3) y el factor bias (Ec. 4) del modelo (Baranyi et al., 1999). Se utilizaron

las siguientes ecuaciones:

Predicho

Nivel de certeza (Af) = 102‘)”#*"‘1‘“’| Ec.3
n

¥ Predicho
Observado EC 4
n

Factor bias (Bf) = 10

3. Secuenciacion de péptidos

Las muestras de peptaiboles obtenidas en la fermentacion para el modelado se purificaron
con la metodologia explicada en la seccion 1.5.3. La muestra fue inyectada directamente
a la fuente del electrospray con una jeringa Hamilton (Touati et al., 2018). El espectro
MS/MS de los peptaiboles se obtuvo mediante el andlisis de los espectros de masas de los
iones precursores y su fragmentacion. Para ello, se utilizaron los pardmetros de
funcionamiento de ambos equipos establecidos anteriormente en la misma seccion. Una
vez obtenidos los espectros para cada peptaibol, se procedié a secuenciarlos de forma

manual basado en secuencias previamente reportadas.



4. Inhibicion de crecimiento bacteriano

La muestra para estas pruebas se obtuvo de la fermentacion para el modelado. Una alicuota
de 50 mL del fermento crudo (sin ninglin tratamiento fisico o quimico) se centrifugd a
3000 rpm durante 20 minutos y se decant6 en un tubo Falcon de 50 mL. El fermento se
neutraliz6é (pH 7) con una solucion de NaOH (0.1 M), se filtr6 (0.20 um) y se coloco en

una botella estéril de 100 mL. La botella se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

El efecto bacteriostatico del fermento se evalud sobre una serie de bacterias de origen

alimentario, que incluyen:

- Una cepa genérica (no patogena) de referencia Escherichia coli ATCC 25922.

- Dos cepas de Listeria innocua (3.1 y 4.1), ambas aisladas de embutidos tipo
salchichon que presentan resistencia aumentada al cloro.

- Una cepa de Pseudomonas fluorescens proveniente de la bacterioteca de la
Facultad de Microbiologia, posiblemente aislada de carnes, no resistente a aditivos
en productos céarnicos, y causante de deterioro importante en este tipo de
alimentos.

- Una cepa acido-lactica de Lactobacillus paracasei G714. Esta se incluy6 con el
fin de evaluar la accion de los peptaiboles contra bacterias que podrian deteriorar

un alimento.

Todas las cepas pertenecen a la coleccion del Laboratorio de Investigacion y
Entrenamiento en Microbiologia de Alimentos (LIMA) del Centro de Investigacion en
Enfermedades Tropicales (CIET). Cada cepa se inocul6 en una placa de 90 mm con agar
tripticasa soya (ATS) que se incubd durante 48 h a 37 °C. De cada aislamiento se tomd
una colonia y se suspendid con un hisopo estéril en un tubo de ensayo con 5 mL de agua
peptonada estéril hasta una concentracion equivalente a un estdndar de MacFarlan de 0.5.
Este se midi6 en el espectrofotdémetro a 600nm, para obtener una densidad Optica de 0.7-

1.0.

La prueba se realiz6 en placas de 96 pocillos con 150uL de volumen final en cada uno.

Cada bacteria (25 pL) se inoculd en 75 pL de caldo tripticasa soya (CTS) con 50 uL de



agua peptonada como control positivo del crecimiento, y en 75 uL de CTS con 50 puL del
fermento como tratamiento. Los controles negativos correspondieron a (1) 75 uL de agua
peptonada con 75 pL. de CTS (control de esterilidad), y (2) 25 uL de agua peptonada con
75 puL de CTS y 50 uL de fermento (blanco de reactivos). La placa se incubd a 35 °C por
24 h en condiciones de alta humedad. En todos los ensayos correspondientes a la cepa
acido-lactica se sustituy6 el CTS y el ATS por el medio y el agar de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS), respectivamente.

4.1. Analisis de datos

La curva de crecimiento de estas bacterias se determino por medicion de la absorbancia a
600 nm (OD600) durante 24 h cada 10 minutos. Con estos datos, se determiné el valor de
OD600 maximo y la tasa maxima de crecimiento para cada bacteria tanto en el ensayo
control como en el tratamiento. La tasa de crecimiento entre cada hora se calculd para
cada bacteria. Las tasas de crecimiento de cada hora y los valores de OD600 de cada 10
minutos se evaluaron mediante una prueba de t-student pareado, para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre cada tratamiento y su control
bacteriano respectivo. A partir de estos datos, se determind si hay un efecto inhibitorio o

bacteriostatico del crecimiento de cada bacteria al estar expuesta al fermento.



Resultados y discusion
1. Optimizacion de la produccion de peptaiboles de 7. asperellum

Los ensayos de optimizacidon en matraz se realizaron con la finalidad de determinar cudles
de los aditivos evaluados tienen un efecto significativo sobre el aumento en la produccion
de peptaiboles con la fermentacion de 7. asperellum. Para ello, tres grupos de aditivos
fueron considerados como influyentes sobre la produccion de los péptidos: fuente de

carbono, aminodcidos y elicitores fingicos.
1.1. La fuente de carbono influye en la generacion de peptaiboles

La fuente de carbono se consideré como uno de los factores que influyen en la produccion
de estos péptidos. Los azucares glucosa y sacarosa fueron evaluados como fuentes de
carbono. La adicion de sacarosa al medio de cultivo increment6 de manera significativa
(P = 0.003) la producciéon de peptaiboles en la fermentacion respecto a la adicion de

glucosa, como se muestra en la Figura 4.

La sacarosa es un disacarido compuesto por una molécula de glucosa mas una molécula
de fructosa, por lo que requiere de una hidroélisis por una invertasa antes de que la glucosa
ingrese a la via de la glucolisis (Nelson & Cox, 2021). La adicion de sacarosa como fuente
de carbono aumento significativamente la produccion de peptaiboles, mientras que la
produccion de biomasa es reducida (Figura 4). El crecimiento del hongo parece haber
disminuido debido a que la cantidad de glucosa en el medio de cultivo para el metabolismo
primario, al ser parte de la sacarosa, se limitd a la mitad en comparacion con la adicion de
glucosa pura. Caso contrario, la adiciéon de glucosa al medio de cultivo ocasiond un
incremento en el crecimiento del hongo, sin embargo, conllevé a la produccion reducida

de peptaiboles (Figura 4).
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Figura 4. Produccién de peptaiboles (eje izquierdo, barras) y de biomasa (eje derecho,
lineas) de 7. asperellum segun la fuente de carbono adicionada al medio de cultivo. Los

valores de intensidad en el eje izquierdo son relativos a la produccién de peptaiboles.

Los microorganismos consumen la fuente de carbono para generar biomasa y cumplir con
sus funciones bésicas de mantenimiento. La glucosa como fuente de carbono es preferida
por la mayoria de microorganismos ya que no requiere de otros procesos catabolicos para
entrar a la via de la glucdlisis (Zeilinger & Atanasova, 2020). La adquisicion de glucosa
es facilitada por transportadores de este azlicar que también pueden actuar como sensores
en la via de senalizacion de la glucosa (Zhou et al., 2019). Las altas concentraciones de
glucosa extracelulares actian como una sefal hacia la célula la cual indica que las
condiciones externas son favorables para el crecimiento y la reproduccion celular, propios
de la fase exponencial de crecimiento. No obstante, esta sefializacion reprime la expresion
de algunos genes relacionados con el metabolismo secundario del microorganismo
involucrados con su sobrevivencia ante condiciones desfavorables, como las que se

presentan durante la fase estacionaria (Nelson & Cox, 2021).

La disminucion en esta productividad del metabolito podria explicarse por la presencia de
homologos de sensores de glucosa y reguladores transcripcionales que regulan

negativamente los genes que codifican para NRPS cuando se saturan de glucosa. En



T. longibrachiatum SMF2, el regulador transcripcional 7/STP1 se encarga de la regulacion
negativa de genes que codifican para NRPS y de la regulacion positiva de transportadores
de hexosas. Este regulador posee un dominio conservado de transportador de glucosa con
aparente funcion como sensor de este monosacarido. La delecion del gen que codifica para
esta proteina ocasiond la disminucion del crecimiento vegetativo del hongo relacionado
con una deficiencia en la captura de glucosa por un cambio en la expresion de 20
transportadores de glucosa. Sin embargo, la produccion de peptaiboles aumentd e inicid
dos dias antes, lo cual se relaciona al aumento en la expresion de las NRPS codificadas

por los genes tlx1 y tix2 (Zhou et al., 2019).

Analisis filogenéticos han demostrado la presencia de homologos de T/STP1 en especies
productoras de peptaiboles con una alta identidad en las secuencias del 87-96%. Por
ejemplo, en T. asperellum se encontré que la proteina putativa XP_024760452.1 es
homologa a este regulador transcripcional con una alta identidad, por lo que también

podria tener funciones como transportador y/o sensor de glucosa (Zhou et al., 2019).

Por otro lado, la glucosa se consumid por completo en los matraces donde se adiciond,
mientras que el hongo solo utilizO6 una parte de la sacarosa en los matraces
correspondientes. La produccion de biomasa esta relacionada directamente con la cantidad
de azticar consumido (Walker & White, 2018). Los matraces con mayor crecimiento
fueron en los que se consumid en su totalidad la fuente de carbono. No obstante, la
produccion de biomasa no es una finalidad primaria de la fermentacion. La produccion
reducida de biomasa atribuye una ventaja al bioproceso, ya que facilita su remocion en las
etapas de separacion y purificacion del metabolito. A su vez, el aumento en la produccioén
de peptaiboles podria deberse a la poca concentracion de glucosa en el medio que sature
los sensores de glucosa y, por ende, se produce una reduccion en la regulacion negativa

de los genes de NRPS (Zhou et al., 2019).

Los ensayos con sacarosa evidenciaron un aumento significativo en la produccion de
peptaiboles respecto a los ensayos con glucosa. Desde el punto de vista comercial, la
sacarosa es mas ventajosa por su alta disponibilidad y su bajo costo. Ademas, los procesos

de purificacion se facilitan y son mas eficientes al tener menos biomasa como subproducto



del bioproceso. Asi, el uso de sacarosa como fuente de carbono se considera una mejor
opcion para la productividad, el escalamiento y la reduccion de costos de esta

fermentacion.
1.2.  Los elicitores fungicos inducen la produccion de peptaiboles

Los elicitores fungicos correspondieron a restos celulares de hongos fitopatogenos contra
los cudles se determind previamente la actividad antifingica de los peptaiboles de
T. asperellum (Bastos, 2018; Carranza-Rodriguez J, 2019). Los restos se agregaron al
medio de cultivo desde el inicio de la fermentacion a la misma concentracion para cada

tratamiento (1 g/L).

Para el dia nueve de la fermentacion, donde hubo mayor intensidad de peptaiboles, todos
los elicitores evidenciaron que su adicién al medio de cultivo conllevo a un incremento
significativo (F = 28.11, P < 0.001) en la produccion de estos compuestos, como se
muestra en la Figura 5. Los ensayos con Fusarium y Botrytis tienen diferencias
significativas respecto al control, mientras Colletotrichum no tiene esta diferencia; por lo
tanto, solamente los primeros dos tratamientos sugieren un aumento significativo en la

produccion de peptaiboles.

El uso de restos fungicos como elicitores se basa en la capacidad de Trichoderma para
reconocer la presencia de otros microorganismos circundantes. La liberacion constante de
enzimas liticas permite la captacion, mediante sensores de membrana, de moléculas como
oligopéptidos y oligosacaridos derivados de quitina provenientes de la membrana celular
de otros microorganismos. Esta identificacion activa una serie de cascadas de sefales que
encienden los factores de transcripcion reguladores de los genes relacionados con la
liberacion de otras enzimas y metabolitos secundarios bioactivos, asi como el
micoparasitismo que explota al hospedero como fuente de nutrientes (Zeilinger &
Atanasova, 2020). La simulacion de la presencia de otro microorganismo en el medio de
cultivo puede estimular las rutas de activacion de los clusteres de genes relacionados con

antibiosis y micoparasitismo (Mukherjee et al., 2012a).
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Figura 5. Produccion de peptaiboles (eje izquierdo, barras) y consumo de sacarosa (eje
derecho, lineas) de T. asperellum segun el elicitor fingico adicionado al medio de cultivo.
Los valores de intensidad en el eje izquierdo son relativos a la produccion de peptaiboles.

Letras distintas representan diferencias significativas entre agrupaciones.

La estrategia de micoparasitismo empleada por 7. asperellum es distinta contra cada
microorganismo (Mota et al, 2019). Su actividad micoparasitica contra
F. oxysporum involucra la penetracion directa y el enrollamiento en las hifas del patdégeno.
Este micoparasitismo también incluye la antibiosis con la liberacion de metabolitos

bioactivos como los peptaiboles (Stracquadanio et al., 2020).

Rahimi et al (2020) encontraron que la interaccion directa in vitro de Trichoderma
asperellum con otros fitopatdogenos intensifica la productividad de peptaiboles. Segun
analisis realizados mediante PCR de tiempo real, el nivel de ARNm del gen tex/ aumenta
al interactuar con Rhizoctonia solani. Ademas, determinaron que la produccion de
peptaiboles incrementa significativamente al interaccionar con F. oxysporum
(Tamandegani et al., 2020). Los resultados obtenidos concuerdan con esta investigacion
ya que se obtuvo mayor produccion de los péptidos al afiadir restos celulares de Fusarium

al medio de cultivo respecto al tratamiento control sin elicitor (Figura 5). Los restos



celulares de Botrytis también incidieron en el aumento significativo de la produccion de
peptaiboles respecto al control, sin embargo, el pico de produccion es de menor intensidad

y ocurre cinco dias después que en el tratamiento con Fusarium.

La presencia de elicitores especificos también alter6 el consumo de sacarosa, el cual
aumenté en todos los tratamientos respecto al control (Figura 5). 7. asperellum interpreta
los restos celulares como la presencia de otro hongo en el medio de cultivo. Las
capacidades de competencia de este hongo le permiten captar la fuente de carbono de
forma rapida para evitar el crecimiento del fitopatdgeno (Sood et al., 2020). La
concentracion de sacarosa para el dia nueve en el tratamiento con Fusarium se redujo a
2.54 g/L, lo cual indica que la mayor parte de este azlicar se ha consumido y el hongo se
encuentra en su fase estacionaria donde produce metabolitos secundarios como los
peptaiboles (Rawa et al., 2021; Walker & White, 2018). Los demds tratamientos no

mostraron un aumento en el consumo de sacarosa tan evidente.

El tratamiento con restos del hongo Fusarium como elicitor gener6 un aumento
significativo en la productividad de peptaiboles respecto al tratamiento con
Colletotrichum y el tratamiento control. Ademads, este elicitor mostr6é incremento en el
consumo de sacarosa en un menor tiempo respecto a los demds tratamientos, lo cual

acelera el proceso fermentativo.

1.3. La adicion de aminoacidos mejora la produccion de peptaiboles

Los aminoacidos evaluados se encuentran con mayor frecuencia en la estructura de los
peptaiboles producidos por hongos del género Trichoderma, como se presenta en el
Cuadro 1. Estos fueron agregados al medio de cultivo el dia nueve de la fermentacién
debido a que en el ensayo anterior, que compara elicitores, se determind que este dia se
consume la mayoria de la sacarosa en el medio y el hongo entra en fase estacionaria
(Figura 6) donde se producen los peptaiboles. La adicion de los aminoécidos al iniciar la
fase estacionaria evitd que fueran dirigidos a otras vias y reacciones propias del
metabolismo primario, lo cual asegura su disponibilidad para ser incorporados a los

peptaiboles (Walker & White, 2018).



En la Figura 6, se muestra que la adicién de los aminoacidos Aib, Val y Pro, como
tratamientos independientes, aumenta significativamente (F = 6.22, P < 0.001) la
produccion de peptaiboles con respecto al ensayo control y a los demads tratamientos con
aminoacidos. No obstante, la adicion del amino4cido Aib es el Unico tratamiento que

muestra diferencias significativas respecto al control.
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Figura 6. Produccion de peptaiboles de 7. asperellum segin el aminoéacido adicionado al
medio de cultivo. Los valores de intensidad en el eje izquierdo son relativos a la
produccion de peptaiboles. Letras distintas representan diferencias significativas entre

agrupaciones.

La adicion de Aib induce el aumento en la produccion de peptaiboles por la disponibilidad
inmediata del aminoacido en el medio de cultivo (Chutrakul et al., 2008). Este aminoacido
es el principal componente con una abundancia relativa cercana al 37% para todos los
peptaiboles (Cuadro 1) y cercana al 50% para las tricotoxinas. La presencia de este
aminoacido en el medio de cultivo facilita la formacion de las cadenas peptidicas por las

NRPS debido a que el hongo no debe sintetizarlo, solo ingresarlo a la célula. La biogénesis



del Aib se basa en una reaccion metiltransferasa que utiliza adenosil metionina como

donador de un grupo metilo a una molécula de L-alanina (Ren et al., 2013a).

La L-alanina es utilizada primordialmente en la biosintesis de proteinas, por lo que su
disponibilidad para la biosintesis de Aib es limitada. Aun asi, el agotamiento de una fuente
externa de Aib puede ocasionar el consumo de la L-alanina para mantener la biosintesis
de peptaiboles (Chutrakul et al., 2008), sin embargo no se analizé un tratamiento con
ambos aminoacidos para corroborarlo. A pesar de ser el aminoacido precursor del Aib, la

L-alanina no incrementd de manera significativa la produccion de tricotoxinas (Figura 6).

La adicion de los aminoacidos L-valina y L-prolina mostré un aumento en la produccion
de los péptidos, sin embargo este no fue significativo respecto al tratamiento control
(Figura 6). La L-prolina se encuentra en la posicion 13 de todas las tricotoxinas
secuenciadas y la L-valina en la posicion 16 de tres secuencias y en el extremo C-terminal
de todas las tricotoxinas (Cuadro 8). Ninguno de estos aminoacidos parece ser limitante

en la formacion de los peptaiboles al encontrarse muy pocas veces en su cadena peptidica.

La composicion relativa de aminodcidos puede variar segin la disponibilidad de
precursores y aminoacidos libres, por lo que el cambio de su concentracion en el medio
puede favorecer la produccion de una tricotoxina sobre la otra (Chutrakul et al., 2008). La
adicion de Aib al cultivo de T. harzianum produjo la simplificacion de los peptaiboles
producidos y la obtencién de nuevas isoformas (Daniel & Rodrigues Filho, 2007b). En
este ensayo, la adicion de Aib al medio de cultivo favoreci6 la generacion de las
tricotoxinas A-40 y 1727, mientras que todos los demas aminoécidos y el control
incidieron en una mayor producciéon de las tricotoxinas TSD2 y 1704E. La tricotoxina
1705 posee dos residuos mas de Aib que las tricotoxinas T5D2 y 1704E (Cuadro 8), por
lo que la adicion de Alb al medio puede favorecer que se produzca esta tricotoxina por el

aumento de disponibilidad.

La adicion del aminoacido Aib al medio de cultivo aumentd significativamente la
produccion de peptaiboles respecto al control. La adicidon de valina y prolina también
incremento la produccion de peptaiboles, sin embargo, no fue una produccion significativa

respecto al control.




2. Modelo central compuesto para la produccion de peptaiboles de 7. asperellum

Los datos obtenidos en los ensayos de la seccion anterior permitieron definir la
concentracion del aminodcido Aib y del elicitor Fusarium como los factores a evaluar en
el proceso de modelado para la optimizaciéon de la produccion de peptaiboles. La
concentracion de sacarosa (30 g/L) se mantuvo como una condicion fija en la
fermentacion. El disefio central compuesto con un factorial 22 indicé las concentraciones
especificas a evaluar, como se muestra en el Cuadro 5, en un rango de 0.500 g/L a 3.000
g/L para ambas variables independientes. Para la variable concentracion de Aib, se decidio
utilizar un valor menor a 5 g/L debido a que se ha reportado actividad fungistatica contra

otros hongos a esta concentracion (Stadnik et al., 1999).

Una vez ejecutado el ensayo experimental, se obtuvieron los resultados de la produccion
de peptaiboles, la variable de respuesta (dependiente), para cada combinacién de
concentraciones de los factores indicada por el disefio experimental, las cuales se muestran
en el Cuadro 5. El modelo central compuesto obtenido posee un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.9245 y una probabilidad P = 0.008 (P < 0.05), lo cual indica que
el 92.45% de la variabilidad total en la respuesta es explicada por este modelo. El valor
de R? cercano a 1.0 significa que hay poca diferencia entre los valores experimentales y
los valores predichos, por lo que el modelo se considera como significativo. La falta de
ajuste obtenida fue no significativa con P = 0.6950. Estos datos indican que la ecuacion
de segundo grado obtenida explica la produccion de los peptaiboles de 7. asperellum bajo

las condiciones evaluadas.



Cuadro 5. Valores observados y predichos para la produccion de peptaiboles para cada

experimento del modelo central compuesto que evalua las concentraciones de Aib y

Fusarium.
Tratamiento (g/L) Produccion de peptaiboles (cps)
Ensayo
Aib Fusarium Valor observado Valor predicho
1 0.500 1.750 1.90E+08 2.34E+08
2 0.866 0.866 4.79E+08 4.29E+08
3 0.866 2.634 5.07E+08 4.86E+08
4 1.750 0.500 7.28E+08 7.63E+08
5 1.750 1.750 5.19E+08 5.45E+08
6 1.750 1.750 5.47E+08 5.45E+08
7 1.750 1.750 4.45E+08 5.45E+08
8 1.750 1.750 5.99E+08 5.45E+08
9 1.750 1.750 6.14E+08 5.45E+08
10 1.750 3.000 7.89E+08 7.83E+08
11 2.634 0.866 7.91E+08 7.84E+08
12 2.634 2.634 7.28E+08 7.63E+08
13 3.000 1.750 6.92E+08 6.75E+08

Cuadro 6. Coeficientes de regresion y probabilidades asociadas a los factores en el modelo

para la prediccion de la produccion de peptaiboles de 7. asperellum en fermentacion

liquida.
Factor Coeficiente Probabilidad
Constante 4.05E+08 <0.001*
Aib (A) 4.28E+08 0.0002*
Fusarium (F) -4.51E+08 0.7637
Interaccion (A-F) -2.85E+07 0.4842
Aib cuadratico (A-A) -5.78E+07 0.0887
Fusarium cuadratico (F-F) 1.45E+08 0.0016*

*Indica un efecto significativo de la variable sobre la respuesta observada (P < 0.05).



El factor lineal de concentracion de Aib (A) y el factor cuadratico de concentracion de
Fusarium (F-F) ejercen un efecto significativo (P < 0.05) sobre la variable dependiente
(Cuadro 6). Cabe destacar que el modelo no identificd interacciones sinérgicas ni
antagonicas entre los factores evaluados. La ecuacion polinomial de segundo orden

obtenida fue la siguiente:
y = 4.28x10% A; + 1.45x108 F} + 4.05x108 Ec. 5

donde y es la respuesta de produccion de peptaiboles, A es la concentracion de Aib y F

es la concentracion de Fusarium.

La figura 7 muestra el grafico obtenido con el modelo central compuesto donde destaca
el punto maximo de produccion de peptaiboles. Al ser un proceso de optimizacion, el
modelo arrojé un punto maximo correspondiente a 2.634 Aib y 0.866 Fusarium, que
indica el punto donde mas peptaiboles se produjeron respecto a las concentraciones

evaluadas y bajo las condiciones de laboratorio utilizadas.

4 ] 74
SR ILA AL 7757777
XKLL j_,xf*/'./"/f’lllll 74

Peptaiboles

B: Fusarium

0.866 0.866

Figura 7. Grafico de contorno del modelo central compuesto generado para la

optimizacion de la produccion de peptaiboles en la fermentacion de 7. asperellum.



A partir del punto maximo, se determinaron diez puntos a evaluar en un segundo ensayo
experimental. Estos puntos consistieron en los ocho puntos centrales respecto a las aristas
y los vértices del grafico mas dos repeticiones del punto maximo. Este ensayo fue utilizado
para la validacion del modelo, que consistid en realizar una fermentacion con los
tratamientos mostrados en el Cuadro 7 y, posteriormente, se compard el valor
experimental obtenido para cada tratamiento contra el valor predicho de la variable de
respuesta dado por el modelo, mediante el uso de la Ec. 4 y la Ec. 5. La validacion del
modelo mediante estas formulas reflejé un nivel de certeza de 1.288 y un factor bias de
0.997, lo cual indica que el modelo es valido ya que los valores experimentales se ajustan

a los valores predichos por este modelo en la produccion de peptaiboles.

Cuadro 7. Valores observados y predichos para la produccion de peptaiboles en cada
experimento para la validacion del modelo central compuesto que evalia las

concentraciones de Aib y Fusarium.

Tratamiento (g/L) Produccion de peptaiboles (cps)
Ensayo
Aib Fusarium Valor observado Valor predicho
1 2.190 1.750 8.79E+08 6.11E+08
2 1.300 1.750 6.21E+08 4.54E+08
3 1.750 1.300 6.32E+08 5.71E+08
4 1.750 2.190 4.22E+08 5.76E+08
5 2.190 2.190 5.72E+08 6.37E+08
6 2.190 1.300 5.29E+08 6.43E+08
7 1.300 2.190 6.14E+08 4.91E+08
8 1.300 1.300 6.26E+08 4.74E+08
9 2.634 0.866 6.18E+08 7.84E+08

10 2.634 0.866 5.25E+08 7.84E+08




Otro modelo de superficie de respuesta fue desarrollado para predecir la produccion del
peptaibol Tricokonina VI de 7. koningii SMF2 en una fermentacion en estado solido. En
este caso, los factores de tamafio de indculo, temperatura de incubacidon, humedad inicial
y pH inicial fueron evaluados con la produccion de Tricokoninas VI como variable de
respuesta. La ecuacion obtenida determind que todos los factores son significativos y se
definieron los valores Optimos para cada uno de ellos respecto a la produccién de
peptaiboles (Song et al., 2007). Ambos modelos afirman la posibilidad de optimizar la
produccion de peptaiboles a partir de disefios centrales compuestos lo cual facilita el

escalamiento de estos procesos hacia la industria.

El modelo central compuesto obtenido es significativo por lo que explica la variabilidad
de la respuesta produccion de peptaiboles. Este modelo permitié optimizar los factores de
concentracion de Aib y concentracion de Fusarium en el medio de cultivo. Su validacién

confirm6 que los valores experimentales se ajustan a los valores predichos por el modelo.

3. Peptaiboles producidos por 7. asperellum

La secuenciacion de los peptaiboles se llevo a cabo mediante la ruptura de los iones en
modo positivo con la técnica ESI-MS/MS. La muestra para la secuenciacion se tom6 de
la fermentacion utilizada para generar el modelo, lo cual aseguréd que contuviera una
concentracion de péptidos suficiente para realizar el analisis. Una vez obtenidos los iones
y sus espectros de fragmentacion correspondientes, se procedid a secuenciar cada péptido

de forma manual basado en las secuencias de tricotoxinas reportadas en la literatura.

El andlisis por espectrometria de masas mostro la presencia de iones caracteristicos de las
tricotoxinas con valores entre 1676 m/z y 1764 m/z. Los fragmentos detectados
correspondieron a los iones con m/z 1676, 1691, 1704, 1705, 1718, 1726, 1742 y 1764.
Los patrones de fragmentacion de las tricotoxinas se obtuvieron por este método, a

excepcion de tres de iones: 1726 m/z, 1742 m/z'y 1764 m/z.

Los espectros de fragmentacion en las figuras 8 y 9 muestran como el enlace Aib-Pro entre
las posiciones 12-13, el cual es comlin en muchos peptaiboles (Marik et al., 2017; Peltola

etal., 2004), es mas susceptible a la fragmentacion por espectrometria de masas. Los iones



1093 m/z 'y 1079 m/z de mayor intensidad ocurren por la ruptura de esta union. La ruptura
de este enlace genera la fragmentacion de los dos iones cargados (+1) complementarios

N-y C- terminales (Maddau et al., 2009; Rebuffat et al., 1991).

Los iones del fragmento C-terminal son menos abundantes (Rebuffat et al., 1991). La
ruptura de los iones entre 1093 m/z — 1388 m/z'y 1079 m/z — 1374 m/z no se observé sin
embargo, se recurri6 a la literatura para determinar que los aminodcidos Pro-Lxx-Aib
corresponden a ese fragmento (Brito et al., 2014; Bruckner et al., 1985; Chutrakul et al.,
2008). Los iones del fragmento N-terminal muestran un patrén de fragmentacion idéntico

para todas las tricotoxinas estudiadas hasta el ion 852 m/z.
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Figura 8. Fragmentacion del ion 1718 m/z correspondiente a la tricotoxina 1717A.

El método de espectrometria de masas ESI-MS/MS no permite establecer una diferencia
entre los aminoéacidos isobdricos como leucina e isoleucina, y valina e isovalina, por lo
que se representan como Lxx y Vxx, respectivamente, en las secuencias del Cuadro 8 y

en las Figuras 8 y 9 (Degenkolb et al., 2015; McMullin et al., 2017; Ruiz et al., 2007).
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Figura 9. Fragmentacion del ion 1704 m/z correspondiente a la tricotoxina 1703A.

Los peptaiboles de la subfamilia SF1 se forman a partir de las NRPS de 18 modulos.
(Degenkolb et al., 2015). Las tricotoxinas pertenecen a esta subfamilia por lo que se
componen de dieciocho aminodcidos (Tamandegani et al., 2020). La especificidad
reducida y la estructura tridimensional de la NRPS produce gran cantidad de peptaiboles
homologos e isoméricos (Marik et al., 2019). Las secuencias de estas tricotoxinas son muy
similares entre si. En una comparacion entre estas secuencias, la diferencia ronda entre
uno y cuatro unidades de los dieciocho residuos que componen cada péptido, como se

muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Secuencias de aminodacidos de los peptaiboles producidos por 7. asperellum. N:

modificacion N-terminal, Ac: acetilacion, Lxx: leucina/isoleucina, Vxx: valina/isovalina.

Peptaibol m/z N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tricotoxina i i i i i i i
TSDo 1676 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Ala Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Aib Glu Valol
Tricotoxina
1690 1691 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Ala Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Vxx Glu Valol
Tricotoxina
1704 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Aib Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Vxx Gln Valol
1703A ***
Tricotoxina
. 1705 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Aib Ala Aib Aib Pro Lxx Aib Aib Glu Valol
A
Tricotoxina
. 1718 Ac Aib Gly Aib Lxx Aib Gln Aib Aib Aib Ala Aib Aib Pro Lxx Aib Vxx Gln Valol
1717A

Fuente: *Brito et al., 2014; **Bruckner et al., 1985; ***Chutrakul et al., 2008



La microheterogeneidad dada por la flexibilidad de algunos mddulos de la NRPS permite
obtener muchas isoformas de tricotoxinas en 7. asperellum. Estas isoformas pueden variar
entre si por una sola unidad de masa (Chutrakul et al., 2008) como ocurre entre las
tricotoxinas 1703A y A-40. En este caso, la diferencia ocurre por sustituciones de residuos
en las posiciones 16 y 17, donde la tricotoxina 1703A tiene residuos de Vxx y Gln,
mientras la tricotoxina A-40 tiene residuos de Aib y Glu, respectivamente. Las
microheterogeneidades entre las tricotoxinas se identificaron en las posiciones 9, 11, 16y

17 con las variaciones Ala/Aib, Ala/Aib, Vxx/Aib y Glu/Gln, respectivamente.

Estas tricotoxinas poseen sus residuos caracteristicos: glicina en la posicion 2, Aib en la
posicion 3 y Val-ol en su extremo C-terminal. La naturaleza de las tricotoxinas 1717A 'y
1703A es neutra ya que contienen un residuo de glutamina en la posicion 17. Las demas
tricotoxinas son de naturaleza 4cida por su residuo de acido glutamico en dicha posicion
(Chutrakul et al., 2008; Suwan et al., 2000; Tamandegani et al., 2016, 2020). Los residuos
de glutamina en la secuencia se relacionan con la formacion y estabilizacion del canal
i6nico, mientras que los residuos de glutamato pueden incidir en su desestabilizacion. Por
esto, las tricotoxinas con dos residuos de glutamina, como la tricotoxina 1717A, tienen

mayor actividad biologica (Chugh et al., 2002).

Se observa diversidad entre los peptaiboles producidos por distintas cepas de
T. asperellum. Se ha reportado una cepa marina productora de asperelinas con un residuo
Prolinol en su C-terminal (Ren et al., 2009a), una cepa terrestre TR356 productora tanto
de estas asperelinas como algunas tricotoxinas (Brito et al., 2014), y la cepa utilizada en
este ensayo que parece no producir asperelinas y libera algunas tricotoxinas distintas a la
cepa TR356. Por otro lado, la cepa de T. asperellum utilizada por Chutrakul et al. (2008)
produjo las tricotoxinas 1717A y 1703A que también fueron producidas en este ensayo..
Esta situacion puede deberse tanto a la diferencia en las condiciones de crecimiento y
técnicas de purificacion e identificacion utilizadas en los distintos ensayos por los grupos
de investigacion asi como en diferencias intraespecificas en la produccion de estos

péptidos, segun el ambiente en que se desarrolle cada hongo.



Los peptaiboles secuenciados corresponden a tricotoxinas, previamente reportadas, de 18
residuos de aminoacidos con la secuencia general Ac-Aib-Gly-Aib-Lxx-Aib-Gln-Aib-
Aib-Aib/Ala-Ala-Aib/Ala-Aib-Pro-Lxx-Aib-Aib/Vxx-GIn/Glu-Valol. Este grupo de
péptidos posee 4 microheterogeneidades en las posiciones 9, 11, 16 y 17, lo cual resulta

en la produccion de al menos 5 tricotoxinas distintas.
4. Actividad antimicrobiana de los peptaiboles producidos por 7. asperellum

La actividad antagénica de los peptaiboles obtenidos en la fermentacion para el modelado
fue probada contra una serie de bacterias no patdogenas similares a patogenos alimentarios
o que son de importancia para esta area. Este ensayo permitio establecer diferencias entre
las bacterias contra las cuales se obtuvo la actividad esperada y las que no. Las bacterias
E. coli 25922 y L. paracasei G714 mostraron reduccion en su crecimiento exponencial,
lo cual indica que la presencia de estos péptidos afecta de manera negativa la etapa log
de estas bacterias (Figuras 10A y 10E). Por su parte, el crecimiento de las cepas de L.
innocua no fue afectado por la presencia de los péptidos (Figuras 10B y 10C), al igual

que el crecimiento de la cepa de P. fluorescens (Figura 10D).

Los datos de densidad Optica se utilizaron para determinar los valores de OD600 méaximo,
la tasa de crecimiento por hora y la tasa méxima de crecimiento, con el fin de realizar
andlisis estadisticos que confirmaran si existen diferencias significativas entre el control

y el tratamiento con peptaiboles.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de las bacterias (A) E. coli 25922, (B) L. innocua 3.1,
(C) L. innocua 4.1, (D) P. fluorescens y (E) L. paracasei G714, bajo condiciones control

y tratamiento con el fermento crudo.

Como se observa en el Cuadro 9, para las cepas de E. coli y L. paracasei se observaron
variaciones entre los valores de OD600 méximo y la tasa méxima de crecimiento. Para las
demas bacterias estudiadas, no se encontraron diferencias entre las tasas de crecimiento

por hora ni entre los niveles maximos de crecimiento respecto al control.



Cuadro 9. Datos de densidad 6ptica maxima y tasa de crecimiento méxima calculados para

cada bacteria.

Tasa crecimiento (h™)

OD600 maximo L.
maxima
Control 0.572 +£0.007 0.159+£0.018
E. coli 25922
Tratamiento 0.270 £ 0.004* 0.127 +£0.012%*
Control 0.374 £ 0.004 0.151 £0.019
L. innocua 3.1
Tratamiento 0.397 +0.007 0.111 +£0.002
Control 0.336 £ 0.007 0.158+0.014
L. innocua 4.1
Tratamiento 0.363 £0.002%* 0.124£0.014
Control 0.334 +0.013 0.087 £0.080
P. fluorescens
Tratamiento 0.348 £ 0.005%* 0.101 £0.076
Control 0.858 +0.029 0.120+£0.011
L. paracasei G714
Tratamiento 0.698 £0.011%* 0.066 + 0.005*

*Indica diferencia significativa (P < 0.05).

La prueba de t-student encontr6 diferencias significativas entre los valores de densidad
optica (P < 0.001) y la tasa de crecimiento (P = 0.047), para las cepas de E. coli y L.
paracasei respecto al control (Cuadro 9). Estos resultados confirman que hay un efecto
inhibitorio en el crecimiento de ambas cepas por parte del caldo obtenido en la
fermentacion. Los resultados para las demds bacterias no evidenciaron diferencias
significativas en el crecimiento respecto al tratamiento control. Para las cepas de L.
innocua 4.1 y P. fluorescens se observd diferencias significativas entre los valores
maximos de OD600, sin embargo, estos valores se reflejaron después de la fase
exponencial donde estas bacterias pudieron tomar algunos componentes del caldo como

nutrientes para mantenerse en crecimiento, como se muestra en la Figura 9.

La bioactividad de los peptaiboles ante una bacteria especifica depende de diversos

factores como el numero y el tipo de aminoacidos que componen su secuencia. Por



ejemplo, las longibracinas 2 y 5 tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de la bacteria
Staphyloccocus aureus ATCC2921 meticilina resistente gracias a una sustitucion de la
valina en la posicion 4 por una isoleucina. Las demas longibracinas no tienen esta

capacidad inhibitoria (Zhang et al., 2021).

Por otro lado, las caracteristicas estructurales y fisioldgicas de la bacteria definen su
susceptibilidad ante los peptaiboles. Las cepas de la bacteria Gram negativa P. fluorescens
poseen una resistencia intrinseca ante los peptaiboles debido a su crecimiento en forma de
biopelicula. Esta estrategia evita que estos péptidos lleguen a interactuar con la membrana
externa de las bacterias, lo que las hace resistentes al ataque de estas moléculas (Joo et al.,
2016). La exposicion de esta bacteria a concentraciones subinhibitorias de agentes
antimicrobianos ocasiona cambios en la matriz extracelular para capturar y evitar el
ingreso de las moléculas dafinas a las regiones internas de la biopelicula (Dynes et al.,
2009). La formacion de biopeliculas explicaria el crecimiento de la bacteria ante la

presencia de metabolitos bioactivos en el medio de cultivo.

Por su parte, L. innocua tiene gran versatilidad para modificar la fluidez y la
hidrofobicidad de su membrana ante situaciones de estrés, que incluye la presencia de
sustancias antimicrobianas en concentraciones subinhibitorias, altas y bajas temperaturas,
cambios en pH, entre otros. Estas modificaciones consisten en cambios en su composicion
de proteinas y acidos grasos. La conservacion de estas caracteristicas adquiridas en su
membrana citoplasmatica puede ocasionar resistencia o susceptibilidad reducida ante
antimicrobianos (Moorman et al., 2008). Cabe destacar, las cepas estudiadas tienen
resistencia incrementada al cloro por lo que podrian ser menos susceptibles a otros
antimicrobianos como los peptaiboles. Esto explicaria el crecimiento aparentemente

normal de ambas cepas ante la presencia de metabolitos bioactivos en el medio de cultivo.

L. paracasei posee carga negativa en su membrana y pared celular. Ademads, su membrana
celular es de caracter hidrofobico (Joo et al., 2016). Ambas caracteristicas las hacen
susceptibles a metabolitos bioactivos como los peptaiboles, lo que podria explicar su
susceptibilidad al fermento por la presencia de metabolitos bioactivos. No obstante, esta

susceptibilidad no es esperable debido a que esta cepa es productora de bacteriocinas, un



grupo de péptidos catidénicos antimicrobianos, por lo que deberian presentar mecanismos

de resistencia intrinsecos ante este tipo de moléculas (Nawrocki et al., 2014).

Las bacterias pertenecientes al grupo taxonémico Gammaproteobacteria se caracterizan
por contener fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidiletanolamina como principales
componentes lipidicos de sus membranas citoplasmaticas (Sohlenkamp & Geiger, 2015).
Especificamente, la bacteria Gram negativa E. coli contiene 80% fosfatidiletanolamina,
15% fosfatidilglicerol y 5% cardiolipina por lo que la carga negativa neta de su membrana
es baja. No obstante, los lipidos anidnicos tienden a formar balsas lipidicas en los polos
de estas células tipo bacilo (Oliver et al., 2014). Los polos celulares cargados
negativamente son regiones blanco para la integracion de los peptaiboles a la membrana
citoplasmatica. Por su parte, la membrana externa es facilmente penetrable por los
peptaiboles debido a la carga negativa del lipido A en su cara externa (Powers & Trent,
2018). Estas caracteristicas de las membranas de esta bacteria explicarian su

susceptibilidad ante los metabolitos bioactivos en el medio.

Ebbensgaard et al (2018) evidenciaron la interaccién especifica entre el péptido
antimicrobiano catiénico Capl8 y el lipopolisacarido de la membrana externa en E. coli
BW25113. En este estudio se determind que la composicion del core del oligosacarido
determina la susceptibilidad de la cepa de E. coli ante el péptido antimicrobiano evaluado.
En este caso, la cepa E. coli ATCC25922 es resistente a Cap18 mientras que los resultados
indican que esta cepa es susceptible a los peptaiboles. Al ser esta una cepa subrogada para
E. coli O157:H7 enterohemorragica (Hu & Gurtler, 2017; Proulx et al., 2015), es probable
que este patdgeno sea susceptible a los peptaiboles. De ser asi, los peptaiboles serian una

herramienta de gran importancia para combatir este patdgeno en alimentos.

Cabe destacar, el fermento utilizado para estas pruebas no estaba purificado, por lo tanto,
no se puede afirmar que solamente contenia peptaiboles. Por esta razén, no puede
afirmarse de forma certera que los efectos antagénicos observados contra las cepas de E.
coliy L. paracasei se deben a un efecto propio o unico de estos péptidos. La actividad
antimicrobiana puede deberse a la accidon de otros compuestos bioactivos como 3,5,9-

trihidroxiergosta-7,22-dien-6-ona que se ha reportado en Trichoderma spp. Este



compuesto posee actividad antimicrobiana contra E. coli y B. subtilis (Stracquadanio et
al., 2020). Ademas, la resistencia de las demds cepas bacterianas evaluadas contra los
peptaiboles no puede asegurarse debido a que no se evalud la concentracion minima

inhibitoria para cada bacteria.

A pesar de esto, este ensayo permitié confirmar la produccion de metabolitos bioactivos
con capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano a partir de la fermentacion de 7.
asperellum. El crecimiento de las cepas de E. coli y L. paracasei fue inhibido por el
fermento, lo cual indicaria un potencial uso de los peptaiboles contra algunas bacterias

patdgenas alimentarias y relacionadas con el deterioro de alimentos, respectivamente.



Conclusiones

La optimizacion de la fermentacion de Trichoderma asperellum para la produccion de
peptaiboles fue exitosa. La adicion de sacarosa como fuente de carbono, Aib como
aminoacido aditivo y los restos celulares del hongo Fusarium oxysporum como elicitor
aument6 significativamente la produccion de peptaiboles en esta fermentacion. A su vez,
la incorporacion de estos componentes al medio de cultivo redujo la produccion de
biomasa y el tiempo de fermentaciéon, y aumentd el consumo de sacarosa, lo cual es

beneficioso para el escalamiento y la reduccion de costos del bioproceso.

A partir de estos resultados, un modelo central compuesto significativo fue obtenido. La
concentracion de Aib y la concentracion de Fusarium son factores independientes y
significativos para la respuesta de produccion de peptaiboles. Este modelo validado
determind el punto O6ptimo de concentraciones para ambos factores y la ecuacion de
segundo orden que explica la variable de respuesta. Este bioproceso puede optimizarse a

partir del uso de un modelo central compuesto.

La fermentacion de 7. asperellum produce peptaiboles que fueron identificados como
tricotoxinas de 18 residuos de aminoécidos. Las 5 tricotoxinas secuenciadas mostraron 4
microheterogeneidades. La secuencia general obtenida correspondi6 a Ac-Aib-Gly-Aib-

Lxx-Aib-Gln-Aib-Aib-Aib/Ala-Ala-Aib/Ala-Aib-Pro-Lxx-Aib-Aib/Vxx-Gln/Glu-Valol.

Los ensayos de inhibicion de crecimiento confirmaron que esta fermentacion de 7.
asperellum genera metabolitos bioactivos con capacidad inhibitoria del crecimiento
bacteriano de las cepas evaluadas de E. coli y L. paracasei. Estos metabolitos bioactivos
son una potencial herramienta para el control de microorganismos bacterianos de

importancia para la industria alimentaria.



Recomendaciones

1. Realizar otro modelo central compuesto que utilice el punto 6ptimo determinado como
punto central con el fin de determinar si existe otro punto Optimo con mayor
produccion de peptaiboles que se sale de los limites superiores del modelo generado
en este trabajo.

2. Incluir la concentracion de sacarosa en un modelo central compuesto de tres factores
para la optimizacion de este parametro en la produccion de peptaiboles.

3. Secuenciar los iones faltantes mediante otra técnica u otro equipo de espectrometria
de masas que ofrezca mayor CID.

4. Confirmar la inhibiciéon de las cepas de E. coli y L. paracasei con peptaiboles
purificados para asegurar su efecto bacteriostatico sobre estas bacterias.

5. Determinar los valores de concentracion minima inhibitoria de los peptaiboles

purificados para las bacterias estudiadas.
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Abstract: Peptaibols (P,;,), are a class of biologically active peptides isolated from soil, fungi and
molds, which have interesting properties as antimicrobial agents. P,;, production was optimized
in flasks by adding sucrose as a carbon source, 2-aminoisobutyric acid (Aib) as an additive amino
acid, and F. oxysporum cell debris as an elicitor. P,;, were purified, sequenced and identified by
High-performance liquid chromatography (HPLC)coupled to mass spectrometry. Afterward, a Py,
extract was obtained from the optimized fermentations. The biological activity of these extracts
was evaluated using in vitro and in vivo methods. The extract inhibited the growth of specific plant
pathogens, and it showed inhibition rates similar to those from commercially available fungicides.
Growth inhibition rates were 92.2, 74.2, 58.4 and 36.2% against Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis
cinerea, Alternaria alternata and Fusarium oxysporum, respectively. Furthermore, the antifungal activity
was tested in tomatoes inoculated with A. alternata, the incidence of the disease in tomatoes treated
with the extract was 0%, while the untreated fruit showed a 92.5% incidence of infection Scanning
electron microscopy images showed structural differences between the fungi treated with or without
Paip- The most visual alterations were sunk and shriveled morphology in spores, while the hyphae
appeared to be fractured, rough and dehydrated.

Keywords: fermentation; biocontrol; optimization; scanning electron microscope; phytopathogenic fungi

1. Introduction

Phytopathogenic fungi cause plant diseases that manifest as disfigurement, wilting,
blotches and rotted tissue. These signs reduce commercial value and generate large losses
in agricultural production [1,2]. The traditional strategy for fungal control consists of
the application of synthetic fungicides and pesticides [1,3]. These techniques cause an
imbalance in the ecosystem, affect the environment, threaten human health and increase
production costs [4-6]. It has been argued that replacing chemical agents with eco-friendly
methodologies, such as biological control or biofungicides, could bring benefits to the
agricultural industry [7-9].

Peptaibols (P,i,) are a large family of bioactive peptides (more than 440) composed
of 7 to 20 amino acid residues (linear or cyclic) [10-12]. P, are characterized by the
presence of a high proportion of Aib, an acetate or acyl group in the N-terminal residue
and a C-terminal amino alcohol [12-14]. These peptides are assembled by a multi-enzyme
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