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Giberelinast Efecto de la fuente de carbono sobre su
produccién por Gibberetle fujihurol ATCC-12616 utilizando

un sistema de fermentacidn sélida por lotes preparado a

base de residuos agroindustrialas.



RESUMEN:

Se desarrollaron cultivos de Gibdberella fujikuroi
en agar dextrosa y papa, incubéndolos a 26°c. Ge procedid
& probar diversos medios de cultivo para inducir a la
esporulacién del hengo.

Ee desarrolls una fermentacisdn en eatade sSlido gor
lotes durante 7 dias a 28°C. Se comparé el crecimiento, y
la produceién de &cido giberélico utilizande como medio de
soporte esalvado de trigo y masilla (granco agotado del
proceso de maceracién de la malta) suplementando el medio
con almidén soluble,almidédn de maiz o glucosa como fuente
de carbona.

Se eligidé 1a determinacién de glucosamina para
estimar los rendimientos de biomasa durante la fermenta-
cidn. |

Durante las primeras 48 h. de fermentacidén se
presentaron diferencias significativas en el crecimiento
al variar tanto la fusnte de carbono como el scporte, pero
al final de la fermentacidn el crecimiento alcanzado se
iguald en todos los casos. |

Simul taneamente, durante el proceso se hicieron

extraccicnes con scolventes para tratar de eeparar las



giberelinas de 1o medios de cultivo,

Para determinar 1a presencia de GAB, se hicieron
cromatograffas en placa delgada y bioensayos con semillas
de cebada.

Analizando los resul tados obtenidos, puede
observarse que con almidén de maliz o glucosa éomn fuente
de carbonpo la produccidn de aAcido giberélica fud mayor Que
con almidén, independientemente del soporte utilizado.
Asi mismo la masilla resultd ser el mejor soporte, ya que
permite la produccién mas alta de &cido giberéliceo con las
fuentes de carbono probadas.

For consiguiente, la produccidn mayor se presentd
en el medio con masilla como soporte y almidédn de mafz
como fuente de carbono.

Se recomienda continuar con la‘ investigacién en
eeta linsa ya que los resultados sugieren que la
produtcidn de acido giberélico pueden lograrse buenos ren

dimientos con sustratos muy econémicos.
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1.0. INTRODUCCION:

El &cido giberélico es un regulador de crecimiento
vagetal, El marcadoc nacional es creciente, y dado Qque an
su totalidad se importa, causd una erogacidn superior a un
millén de délares en 1991, por 1o que es importante que &e
optimice un proceso para la produccidn del mismo, aprove-~
chando la capacidad que tienen algunos microorganismcs de
producirla. For otro lado la produccidn de Acido giberéli
" co representa una opcidn atractiva al ser un metabolito
!e:undql"io de origen microbiana de alto valor agregado.

El acido giberélico puede producirse por
fermentacién sumergida o sélida. La fermentacidén en estado
51ido por lotes es un proceso sencillo vy ofrece
rendimientos superiores a los obtenidos por fermentacidn
sumergida (38).

Varios re%lduos agroindustriales sirven como
sustratn en 1a fermentacidn sdélida, 1o Que constituye un
atractivo ecandmico importante, ejemplos de ellos son el
salvado de trigo y el grano agotado del proceso de
maceracién de la malta en la industria cervecera
{masilla) (19;. Dado que su contenido de nutrientes es
incompleto con un suplemento adecuado de sales minarales y

carbohidratos 12 masilla podria constituir un medio de



un medio de cultivo con las caracteristicas deseables para
soportar crecimiento microbiano y preducir giberelinas. El
uso potencial de la masilla es relevante ya que se produce
en grandes volGmenas y o hay reportes de su reutilizacisn
en fermentacidén.

El obhjetivo de esta investigacidn es probar la capa
cidad del hongo Gibberelle fujthuretl para producir &cido
gibrélico a partir de salvado de trigo y masilla.

Ea pretende gque esta estudio, de pie & una serie de

proysctos encaminados a la produccion de giberelinas en

México{



1.1. GENERAL IDADESH
1.1.1 Q@iberelinas.

Las giberelinas son hormonas vegetales, que pueden
ser productidas directamente por el hongo filamentoso
Gidderella fujihuroi, Naturalmente, este hongo causa la-
enfermadad “bakanae™ del arroz, cuyos sintomas son semejap
tes a muchas otras enfermedadaes producicdas por hongos del
género Fusarium (33, &4). En general, G, fujtkurot
produce una mezcla compleja de cultancigl sstructuralmente
relacionadas. Ciertas cepas producen unicamente la gibere-
lina As, conocida comdGnmente como acido giberédlico.

La estructura del GAs y otras giberelinas se
muestra en la Tabla ! (12).

El GAs es el compuestd més importante del grupo de
las glberelinas, este adcido es e6lido cristalino blanco,
soluble en agua cuando no excede de 5g/1. Es facilmente
soluble en solventes organicos tales como etanol, metanol,
acetato de etilo, acetato de butilo y acetona. Es esstable
cuarnde se seca pero inestable en scluciones acuosas. La
vida media de las soluciones acuosas, es del orden de 14
dias a 20°C y 2h a 50°C. En soluciones ;cuosas, el GAs

tiene un pH de 3.C 0 4.0

La produccién de acido giber@lico por fermentacidn



es uwun proceso industrial importante, vya que el GA3
presanta un &spectro de actividades bhioldgicas muy variado
(Tabla 2 vy Figura i). Su usn principal es como
estimulante del crecimiento de plantas (Tabhla 3), (1, 3,

4, 17, 18, 23, 32).

1.1.2 Mercado nacional.

El &cido giberélico que se utiliza actualmente en
México, es importado de Estados Unidos, Reino Unido, Hong
Kong y China (Figura 2 y Tabla 4).

Las principales compafiias productoras de gibereli-
nas se citan en la tabla 4.

En nuestro pais, el &cido giberélico es utilizado,
principalmente &n 1# industria cervecera y agricola
(Tabla 5). El volumen de consumb es evidentemente creciente

ya que en una década aumentS mis de un 600 % (figura J).

1.1,3 Las giberslinas como maetabolitos seacundarios.
La biosintesis de muchos praductos fGngicos, entre
los que sa encuentra el GAs, no esta correlacionada con el
crecimiento del microorganismo, a tales praductaé‘se les

conaoce comg matabolitos secundarios (49).

La produccién por fermentacidn de giberelinas es un



ejemplec c¢laaico de produccién de metabolitos secundarios
(62). La produccidn econémica de metabolitos secundarios
requiere, gue una proporcion mixima de los nutrientes
disponibles esté dirigida a la formacién del producto y un
minimo a 1a formacion de biomasa. Asi, en el caso de la
fermentacidén giterelinica, la produccidn tiene lugar Qna
vez que el micelio ha alcanzado su miximo crecimiento

(24, 331,

1.1.4 Blos&ntésis.

La mayorfia de estudios dirigidos a esclarecer las
rutas biosintéticas del Acido giberdlico se han basado en
el aislamiento y caracterizacion de productos finales de
fermentaciones. En otros estudios se emplearon pracursores
marcados, y asl, se elucidaron las rutas metabélicas.

fihora ge conocen las principales etapas de ia ruta
bigsintética. Como puede verse en la Figura 4, dicha ruta
consta de tres etapas principales.

La primera atépa @8 comin & la biosinteais de
diterpenos y consiste en la condensacidén de unidades de
;?etatu. via acetil-Co-A;, a través de mevalonato a

geranilpirofosfato y posteriormente via farnesilpirofosfa-

to a geranilpirofosfato.



En la segunda etapa, hay ciclizacitn del
geranilgeranilpirofosfato para dar lugar al ent-kaureno.
En la tercera etapa, los compuestos derivados del
kaureno se modifican por contraccidn del anillo seguido
por varias hidroxilaciones y okidaciones para formar el

acido gibherélico (33, 59).

1.1.5 Tipos de fermentacidn reportadas para la

produccidén de GAa.

1.1.5.1 Fermentacidn sumergida.

El primitivo método Jjaponés, de produccidn se basa
en el cultive superficial de G. fujikurot en medio 1Squide,
paro los resultados obtenidos por este método no eran muy
alentadores, ya que, despu®s de periodos prolongados de
incubecidn, se producfa una gran varieded de compuestos,
generalmente con bajo rendimiento en giberelinas (&4),

Posteriormente, el desarrollo de técnicas de
fermentacidn sumergida con agitacién y aireacidn para la
produccidn de antibidticos, sugirid® su aplicacién para la
pbtencidn del Acido giberélicn. Los cientificos japoneses
® ingleses emplearon la fermentacidn por agitacién en una

sola etapa y los norteamericanoa e@! procedimientn de



fermentacidén en tres.

Posteriormente, se mejoraron las cepas e hicieron
cambios en las condiciones de fermentacidén, tales como
modificar los constituyentes del medio de cultivo, con el
fin de optimizar 1la fermentacidn. En 1965, Hole vy
Zacharias describieron la produccidn de GAs por
fermentaciédn sumergida en continuo, y reportaron niveles
de produccién especificos tan altos como eaquellos
cbtenidos en condiciones semejantes de fermentacidn
sumergida por lote (29).

En 1979, me hizo hincapié® en que la técnica de
férmentaclén sumergida, para la produccidn de GAs, estaba
aproximindose al punto de saturacién, mas alliA del cual la
mejora econdmica del procesoc era dificil, de tal maners
que resultﬁ conveniente explorar otros caminos para
majorar la ecoﬁom&g en la produccién de GAs (35),

El obstéculo econdmico mds grande en la produccidn
de GAs por fermentacidn sumergida, es el hecho de que el
producto se encuentra muy dilufdo, 10 que conlleva a altos
costos de procesamiento para la separacidn del producto y
la eliminacién de grandes volGmenes de agua de desecho
(371,

1.1.5.2 Fermentacisdn en matado sélido.



En affos recientes, en todo el mundo se ha generado
un gran interss por las fermentaciones en estadn uélldu.
Comparanda 1la produccidn de GAs por sustrato sélido y
fermentacidén sumergida, se indica que hay un mayor rendj
miento por el Gltimo método (38). Ademids de la mayor
productividad, la fermentacidn en sustrato sdSlido ofrece
muchas otras vantajas econdSmicas y practicas.

Enfre las econSmicas est&d el costo més bajo del medio de
cultivo y de operacidén del proceso industrial (20,38,48).

Las fermentaciones en estado adlido, son-aquellns
en las cuales el crecimiento microbiano y la formacidén
di producto se llavan a cabo an las superficies de sustra-
tos sSlidos gue inciuyen productos agricolas como arroz,
trigo, mijo, cebada, maiz, soya, etc. con contenidos de
baja humedad <(&35). La fase sSlida puede proporcionar una
fuente rica y éomplaja de nutrientes y ademis un soporte
para el crecimiento microbiana.

En las fermentaciones en estado sélido, se pueden
obtener condiciones selectivas para el crecimiento fdéngico
humedeciendo los sSlidos con medio a bajo pH y con alta
densidad de lné:;lo de esporas (28).

Las ventajas y desventajas de 1la fermentacidn en
estado sSlido respecteo al cultivo sumergido se resumen a

continuacidn:



= 'Ventggan de la fermentacidén en estado sdlido sobre

el cultivo sumergido.

- Los sustratos sSlidos pueden requerir dnicamente 1la

adicidn de agua. Se pueden afadir otros nutrientes.

= Recipientes de fermentacidn relativamente pequefios usan
poca agua, el sustrato esta concentrado.

- Los tanques del indSculo son inneceéarion y 8@ puede usar
un inéculo de esporas.

~ La baja humedad reduce el problema de contaminacién
bacteriana.

inllh La aireacidn se faciiita por espacios entre 1las
particulas de sustratos y particulas de la mezcla.

= El rendimiento de producto puede ser mu:ﬁn més alto que
en el medio ligquido y es reproducibie.

- Los sdlidos fermentados se pueden extraer inmediatamente
por adicidn directa de solventes o se pueden mantener en
estado congelado antes de la sxtraccion.

- Los métodos de sustrato sélido se pueden usar para
proporcionar mediocambientes de poco efecto de corte para
hongos filamentosos sensibles a ese efecto.

- Desventajas de la fermentacidn en estado sélido respecto

a la fermentacidn sumergida.




- Los sustratos sdlidos naturales, generalmente, requieren
de alguna clase de pretratamiento para hacer sus
constituyentes quimicos més accesibles y su estructura
fisica mis susceptible a la penetracidn del micelio.

- Puede ser necesaria una suplementacién de nutrientes
para proporcionar un medio complementario para iniciar la
produccidn de biomasa, sfintesis de enzimas inducibles,
proporcionar condiciones de crecimiento balanceado o
prolengar la produccidn de metabolitos secundarios.

- La agitaciSn debe ser suficientemente lenta para que no
se afecte e1 nivel de crecimiento fGngicto pero, 1la
expansidén del sustrato puede disminuir la eficiencia de
agitacidén del sustrato sélido durante el cultivo.

- Hay dificultades analfiticas para medir cambios +fi{sicos,
quimicos y binlégicns durante la fermentacidén, sin embargo
se pueden hacer madiciones eutomiticas del consume de Oz y
Co=z.

— Es dificil separar la biomasa microbiana a partir de los
sustratos eSlidos residuales, ya que el micelio estéd

fuertemente unido al sustrato (43, 50, 53, 55).

f.1.& Influencia de las condiciones de fermentacidén

en la produccidén de giberelinas.

10



La produccién exitosa en un metabelito +fGngice
regquiere de un conocimiento detallado de las
caracteristicas del crecimiento y de la fisiologia del
hongo en cuestién. Cada hongo tiene su propic desarrollo
anatémico, morfoldgico y fisipldgico. Para una méxima
formacién del producto en cada fermentacidn se deben
establescer las condicionas de incubacidn precisas y @l
estado adecuado de desarreollo (11). Se ha comprobada que
las condiciones dptimas para la formacidn de GAs se dan en
cultivos en lbos que se restringe la fuente de nitrdgeno,
mientras se desarrclla e! micelio al metabolizar una fuan-
te de carbone (8, ).

Come fuente de nitrégenoc se | ha  wutilizado
preferentemente nitrégeno amoniacal y como fuentes
alternas se han utiljizado semillas de cereales o de otras
plantas (3I3).

En cuanto a la fuente de carbono es deseable un
proceso de liberacién lenta para evitar répresién
catabslica.

Por otra parte, se ha demostrado que la Sacarosaes
mejor que la glucosa como fuente de carbono, pero también
se pueden utilizar harinas y aceites vegetales los cuales

pueden contener pracursores de la molécula de GAs (23).
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También se requiere de Mgz*, K", P'O?y 80:: qué
s encuentran como impurezas en las fuentes naturales de
carbono y nitrdSgeno. 8in embargo algunas veces es
necasario adicionarlas (8, 9).

La temperatura Sptima para la produccidn de BGA® es
2¢° €, arriba de esta temperatura hay undescenso répido
en la produccidn (33).

La produccién de GAa es independiente del pH en el
intervalo de 3.0-5.5, pero fuera de este intervalo, la
velocidad de produccion y productividad decrecen (8, 9).

Stodola et al (1955) observaron que en medios con
pH inicial entre 2 y 3, con una tendencia hacia 1la
acldificacidén, se producen 1las giberelinas A1 y A3,
mientras que & pH 7, se® incrementa la produccidén de las
giberalinas As;, A7, A2, A14 y A6 (564),

El medio ambiente gasensc sfecta significativamente
la velocidad de formacidn de la biomasa y de biosintesis
de! producteo en el estado sdlido. Nos pusde proporcionar
una manera de monitorear la actividad bioldgica en la
fase liquida por determinacicnes de parametros tales
como 0z, CO2, temperatura y humedad, ademds proporciona
una base importante para sl desarrolloc de sistemas adecua-

dos de control del proceso para obtener medio ambientes
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microbianoe mas estables en fermentaciones en estado

sélido (20).

1.1.7 Métodos reportados para 1la purificacion e
identificaciSn de GAs. |

La separacidn y cuantificaciodn de la familia de las
giberelinas ha recibido mucha atencidn en la literatura.

Loas sistemas de ensayo usados inicialmente en los
estudios de las giberelinas se basaron en sus efectos en
las extensiones de los tejidos de plantas (i, 3, 4, 17,
ig, 23, 32).

El aislamiento de una giberelina presente en gran
cantidad puede efectuarse, generalmente,por cromatografia
de adsorcidén repetida. La separacién de otro tipo de
giberaelinas las cuales son componentes mencres y & menudo
quimicamente muy similares, es muy dificil y requiere
8l us0 de cromatogrefia de particién asi como de cromato~
grafia de adsorcién (21).

En el proceso original para el aislamiento de
giberelinas, s2 ussd adsorciédn por cerbdn seguido por lava-
do y adicién de un solvente, generalmente acetona. Numero-
sos procesos describen el uso de resinas de intercambio

ionico con extracciones en base a solventes. Todos los
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procesos de solventes dependen de la extracciOn en
condiciones 4&cidas (pH 2-4), Las patentes de Pfizer and
Co. (1959) y de ICI (1959) mostraron que el acetato de
etilo y la metiliscobutilcetona sran efectivos. L;I etapas
de purificacién a escala comercial pueden basarse en siste
mas reguladores de solventes (12),

Mis tarde; se investigd el uso de columnas de Acido
silicico y carbé6n activaedo para la purificacién de
extractos crudos. La técnica de cromatografia de particion
mostré ser particularmente Gtil en la separacidn de
giberelinas a partir de mezclas gue no se resolvieron por
cromatografia de adsorcidn repetida (40).

Mucheos investigadores han obtenido productos puros
a partir de axtractos crudos por los métodos antes
descritos (25, 26). 8&in embargo, en algunos casos, fue
necesario purificar posteriormente una fracci®n obtenida
por cromatografia en calumna, por el método de
cromatograffia en placa delgada y menos comunmente por
cromatografia en papel.

La cromatopgrafia en placa delgada es un método
efactivo para identificar la mayoria de giberalinas si hay
disponibilidad de muestras de referencia de giberelinas.

MacMillan y Suter (1963) separaron mezclas de L4
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giberelinas difersntes sobre silica gel y kieselguhr
usando varios sistemas de dasarrollo diferentes (45, 46).

Las giberelinas son detectadas después de 1la
cromatografia por su fluorescencia y color después de
calentar con un reactivo adecuado. El reactivo que se
emplea maés comunmente es &cido sulfGrico concentrado,
aplicado por atomizacidn como una solucidSn al 35X en
etanol, y calentando a 120°C por 10 minutos (Jones et al
19633,

Con el advenimiento de la HPLC se desvid el interés
‘de los motodos cromatograficos tradicionales de cCapa
delgada y se enfocd en la técnica mas nueva (4, J1).

Para muestras de matrices complejas (medios de
cultivo, teliidos de plantas), puede ocurrir obstruccidn de
la columna, requiriendo limpieza extensiva (a]
reemplazamiento frecuente de columnas gastadas. Se ha
desarrollade un métodeo de cromatografia en capa delgada de
alta resolucidn (HPTLC). Para determinaciones de valores
tde giberelinas A3 y A¢; A? combinadas en caldos de
fermentacidén (30). =

La identificacidn de un compuesto quimico
tradicionalmente, requirid el andlisis quimico del

compuesto, detarminacién del peso molecular vy ul calculo
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de la f&rmula molecular. Los métodos de andlisis més
nuevos, incluyenda espectrometria de masas V4
espectrometria de resonancia magnético nuclear,han
simplificado considerablemente 1los procedimientos de
identificacién y 1las giberelinas mé= nuevas se han
caracterizado utilizando éstas técnicas (54).

Ikekawa Y sumi ki (1963) introdujeron la
cromatografia de gas -como un método de separacién e
identificacién de giberelinas, usando columnas de polimero
de metilsilicona vy polimero <fluorinado a base .de
alkisilicona. Con excepcidn de la giberelina As todas 1las
muestras dieron puntos agudos sin descomposicidn. Elios
demostraron  que los tiempos de retencidn eran
rlproduciblps y <fueron capaces de estandarizar las
columnas para todas las giberelinas usando Gnicamente un
pocd de los estandares de referencia ya disponibles (12),

La cromatografia de gas no ayuda por si misma para
trabajo preparativo, ya que solamente se pueden aplicar
cantidades muy pequeflas de material €i se requiere alta
resplucidn. Wulfson y colaboradores (1945) investigaron el
uso de espectrometria de masas de baja resolucidén en el
andlisis de mezclas de giberelinas gue son diff{ciles des

separar por cromatografia. Usando los metil y etil ésteres
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de giberelinas As, A3 y A¢ demostraron que los patrones de
fragmentacidén son lo suficientemente diferentes para permi
tir la identificacidn de éstas giberelinas en una mezcla.
Muchos investigadores obtuvieron datos de .lﬁ!ctrol de
masa para alguil désteres de giberelinas particulares y
usaron 9sta {nformacién para sstablecer la fSrmula molecu~
lar de éstos compuestos,

MacMillan y colaboradores (1967) exploraron el uso
de cromatografia de gas combinada con espectrometri{a de
masas en la identificacién de giberelinas presentes en
extractos crudos de plantas. Ellos obtuvieron espectros
de baja resolucidn de un extracto crudo wmetilado a
partir de semillas inmaduras de FRaseolus multifiorus,
daspues de la separacidsn por cromatograffa de gpases, las
giberclihnl esterificadas en la maezcla fuercn identificg
das como Qiberelinas A1, A4, A3, Ao y AB (Hb6, 67).

Las técnicas combinadas de cromatografia de gases y
espectrometria de masas, son capaces de ldentificar giberg
linas conocidas Yy detectar las desconocicdas. MacMillan
(1968) sostiene que 1la técnica, es capaz de estimar las
cantidades totales cde cada giberelina pressnte en un
extracto crudo. La relevancia de tales valores para la

cantidad de giberelinas presentes, dependerin de la efi-
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ciencia de 1la extraccidén, purificacién preasliminar y
procedimientos de metilacidn (7, 10, 22).

La espectroscopia de respnancia magnética nuclear
fue wusada para confirmar 1la estructura "del 4&cido
giberélico propuesto por Cross y colaboradores (19%9). El
disefio y disponibilidad de mejor eguipo permitidé a la
espectroscopia usar cantidades muche m&s peguefias de mate-
rial, y ahora &eta técnica, se puede usar pars giberelinas
cbtenidas en cantidades da miligramos (&1).

Los métodns de I.R., espectrofotométricos U.V.,
fluorométricos v de bioensayos, son,probablemente,los
mejores para la estimacicn de GAa en medios de
fermentacidén o en +forma cruda, considerando que pueden
utilizarse una gran variedad de otros métodos para su
estimacidn.

Los bioensayos se han utilizado para estudiar el
:onfenida de giberelinas en plantas.

Debido a que l1as hormonas de plantas en la mayoria
de extractos se encuentran en trazas, 1la deteccidn
fisicoquimica directa es imposible durante las primeras
etapas de purificacién.

En el caso de las giberelinas la deteccidn en las

Gltimas etapas de purificacidn, es dificil debido a la
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baie longitud de onda y bajo coeficiente de extincidn de
absorcidén de Juz U.VY. de estos compuestos. En estas
situacicnes, los bicensayos se han usado para detectar las
giberelinas y para monitorear el proceso de purificacidn
(12).

Estudios preliminares hechos por Kumar (36) han
indicado que los mStodos analiticos rutinarios dan
respuestas pobres, a no ser que el extracto crudo del
hongo, obtenido por fermentacidn en sustrato sSlido, sea
altamante purificado. Sin embargo, productos microbianos
tales como micotoxinas pueden ser estimados  por
espectrofluoradensitometria con gran precision, sin

recurrir a una purificaciédn extensiva (34).
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1.2.~ OBJETIVOS:

1.2,1 Ohjetive Qeneral.

Evaluar sl efecto de la fuente de carbono sobre la
produccién de giherelinas por Gibderellae fujikurot
ATCC-12616 en un sistema de fermentacidn sélida por lotes

a base de residuos agroindustriales.

1.2.2 Dbjetivos particulares.
1) Probar la capacidad de esporulacidSn del hongo en
varios medios de cultivo con vista a la preparacidn de

inédculo.

2) Diseflar el sistema de indculo.

3) Estandarizar técnicas para la determinacién
cualitativa y cuantitativa de acido giberélica.

4) Evaluar la capacidad de G. fujikurot para
producir acido giberélico, utilizando salvado de trigo o

el grano agotado del proceso de maceracion de la malta

como sustratos.
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2.0.~-MATERIAL Y METODO&E:

2.1 Microorganismo.

El micraofgqnismo utilizado fue el hongo Gibberelle
fujikurol ATCC - 12616, cuya conservacién se efectud por
resiembras periddicas realizadas cada mes en agar
inclinado dextrosa y papa (PDA). Se incubd a 28°c, una
vez desarrollado, se mantuvo en refrigeracidn a una

temperatura de 2 a g°c.

2.2 1Inédcula.
Se utilizaron esporas suspendidas en medio liguido

de carboximetilcelulosa con una concentracidén de 1.5 x 10‘

U.sF.Cu/ml (13, 15).
El indculo se utilizé a una concentracidn del 8%

v/p &n base al pesc del salvado de ¢rigo © masilla an al
medio de cultivo, esto es;, 3 ml de cultivo 1liguido

esporulado a cada matraz con 25 g da medio.

2.2.1 Produccidn del cultivo esporulado.
A un cultive maduro de Gidberella fujikuroi en PDA

inclinado se le affadid 5 ml de splucidn salina estéril y

se agitd vigorosamente para hacer una suspensidn del

cultivo,
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ge inocularon 3 ml de medio caboximetilcelulosa
suplementade vy 1% de CaCOs con 0.2 ml! de la suspensidn
micelial, se incub® a 28°C y 200 rpm durante 96 b para

inducir la esporulacicén. (13, 15, 56, 57).

2.2.2 DetermineciSn de la poblaciSn en el indculo.
La determinacidn del nGmero de unidades formadoras
de colonias por ml (ufc/ml) en el indculo, se hizo por
medio de la técnica de cuenta viable en placa, utilizando
@l medic de PDA auplementado con &cido tartiarico al 107
para ajustar el pH de 3.5 . 0.1 . El analisis se hizo por

triplicado (14;.

2,3 Procedimiento fermentativo

La fermentacidn tuvo lugar en matraces de 250 ml
con 25 g de medioc da cultivo a 28t 1°c con una duracisn
de 7 dias en cnndiclonés'estdticasl en el transcurso de
ios cuasles as tomaron mumsstras diariamente para daterminar
la cindtica de crecimiento por el método de glucosamina,
(2, 271, ¥ la deteccidn de GAs por técnicas cromatogréfi-

cas y bioensayo (30, 36, 34).
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2.4 Muestreon.

El muestreo se efectud cada 24 horas separando 2
matraces por tiempo por condicidn. Las muestras se almace-
naron a —13°C, y posteriormente se les determind biomasa
y éacido giberélico. Se utilizé toda la muestra de un

matraz para cada determinacidén.

2.5 Medios de cultivo.

La composicidn de los medios de cultivo probados se
muestra en las Tablas (& y 7) (39, 40).

Los ingredientes se pesaron por separado para cada
matraz,y se mezclaron. El aceite de linaza sa esterilizé a
170°C durante 2 horas, para asegurar Que no fuese una fuen
te de contaminacién se esterilizdé ademids por filtracién.Se
adicionS la solucisn de sales minerales y se esteriliza-—
ron. |

En 1las primeras fermentaciones 1los medios de
cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C duranta 60
minutos y se tuvieron problemas de contaminaci®n con
hongos de los géneros Penicillium, Aspergillusk, Neurospora
y Rhizopugy a1 sumentar el tiempo de esterilizacidn a 990
minutos se evito la contaminacidén. (42), Una vez estériles,

a4 temperatura ambiente se les adicionaron las solucionhes
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‘estériles de urea y sulfato de magnesio en condiciones

aeépticas.

2.6 Métodos analiticos.

2.6.1 Crecimiento.

La determinacidn de la biomasa fGngica se basa en
medir el contenido de quitina a medida gue avanza la
fermentacidn, La proporcidn de gquitina al peso del micelio
varia con la edad; morfologia y medio ambiente en el cuil
crece el hongo.

La determinacicn de quitina es indirecta, ya que lo
qua se cuantifica es la glucosamina producids por

hidrdlisis acide de esta (2; 27).

Zubalad HidrSlisis &cida (conversidn de quitina a
glucosamina)l.

A la totalided de l1a muestra contenida an el matraz
Erlenmeyer se le adicionan 25 ml de HCl & N. El matraz ae
tapa y se coloca en un bafio de agua a temperatura de
ebullicidn (92° ©) durante 12 - 15 h para efectuar 1la
digestién del polisacarido. Una vez enfriade a

temperatura ambiente, la muestra se filtra a travées de
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papel Whatman #1 para eliminar el residuo sélido. El

filtrado se almacena a 4-10°C.

2.46.1.2 Determinacidn de glucosamina,

Fundamento 1

Las hexosaminas se someten a una reaccidn di
scetilacidn al incubarse con acetilacetona a 90°C. Una
ve:r acetiladas, reaccionan con el p_dimetilaminobenzaldehi
do en solucidn alcohdlica &cida a &5-70° C para formar un
compuesto de condensacidn gue absorbe a %60-570 nm. (5, 5B).

Reactivos:

Amortiguador de carbonatos pH 9.4 mezclar volGmenes

iguales de NaHCOs 1.0 M y NazCOs 1.0 M.
Reactivo de acetilacetona:

Affadir 2.5 ml de acetilacetona redestilada a 50 ml
del amortiguador de carbonatos. Este reactive es estable
por 2-~3 horaas a 18°c.

Reactivo de Erlinchs

Disolver 3.2 g de P-dimetilaminobenzaldehido an &0

ml de atanol y &0 ml de &cido clorhidrico.

Procedimiento:

Colocar en un tubo de ensayo 2.5 m! de muestra vy
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una gota de solucion indicadora de fenolftaleina al 0.5%
en etanol. Neutralizar con NaOH 1.0 M hasta el vire del
indicador y &ajustar el volumen a S5 ml con agua
bidestilada. AMadir 2.5 ml de reactivo de acetilacetona,

mezclar, tapar flojamente, calentar por 45 minutos en bafio
de agua a 90°%c y enfriar an bafio de agua. Afadir 6.5-12.5
ml de etanol seguido por 2.5 ml de reactivo de Erlinchg
aforar a 2% ml con etannl, mezclar suavemente, incubar en
bafio de agua a 65-70°C durante 10 minutos y reposar 1-2 h
a temperatura ambiente. Leer a 530 nm (espectrofotSmetro

Coleman Jr II &/200.
2.6.2 Determinacidn de adcideo giberélica.

2:6,2:1 - Extraccidn de GRs.

El medio de cultivo se tratd con una solucidn acug
sa de estancl al 10%Z ajuntando el pH a 2.5 con HC1 concen-
trado., La relacidn de medio de cultivo a solvente fue 115,
(37, 41). E! tiempo de contacto fue 1 h a 257¢ con agita-
cidn continua utilizando un agitador de hélice. Se filtreé
a través de papel Whatman # 41. Los extractos sa concen—
traron a vacfo sn un rotavapor.El concentrado se recuperd

con 3 ml de metanol y se almacens a 10°C.
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2.6.2.2 PBiloenmayo.

Fundamento1

La bateria de enzimas (alrededor de 18) regueridas
para la licuefaccidn eventual de las reservas almacenadas
en el grano de cebada derivan principalmente de 1a capsa
aleurona. (Fig. S). Y auchas de ellas son controladas de
alguna manera por las giberelinas, (47). El grant seco
genaralmente contiene niveles muy bajos de giberelinas y,
si estas se afladen al medio, pueden estimular a las
células de aleurona a secretar una serie de enzimas
. hidroliticas, en particular a-amilasa. (3). La actividad
de la c~amilasa se determina mediante la cuantificacién de
los azlcares reductores por el odtodo del Acido
I, 5-dinitrosalicilico (DNS) (511,

Procedimientol

La actividad bioldgica se midi® por determinacicdn
del endospermo de cebada pretratada. Todas las determina-
ciones se hicieron por triplicado. El pretratamiento con-
sistid en ramojar esemillas de cebada en solucidn de
hipocloriteo de sodio 0.1 %Z pH 3.5 durante 2 h(é3).Lavar
con agua destilada, dejar reposar iB h a 12°C y eliminar
el embridn (44, 52). Partir longitudinalmente en dos par-

tes la semilla, S@ incubaron tres mitades de semillas de
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cebada sin embridn en tubos de snsayo de 13x100 nsﬁérilcs
conteniendo 0.1 ml de agua destilada setéril, 200 ug de
estreptomicina v 0.9 ml de muestra problema. Las semillas
se incubaron por 72 h a 30°C (39). La mezcla da incubacién
e molidé en un mortero con 11 ml de agua destilada (3) y
g@ agitS por & minutos con 0.5g de amberlita. La mezcla
homogénea se filtréd con papel Whatman #41. A 3 ml de cada
filtrado se le afadieron 3 ml de acido 3,5-DNS; la solu-
cidn se calents a 100°C por 8 minutos y se midié la abSOP?
bancia a 540nm en un espectrofotSmetra Ssaquola-Turner
modelo 340.

€l &cido 3,5-DNS se prepard por adicidn de 1 g de
acido I,5-dinitrosalicilico en 20 ml de NaOH 2N y 50 ml de
agua, seguidos por la adicién de 30 g de tartreto de scodio

y potasio y dilucidn de 1a solucidn a 3I00Oml con agua

destilada (39),

2.7.2.3 Cromatografia an placa fina.

Primerament® se prepararon placas de vidrio con
gilica gel B, se secaron y activaron a 120°C durante una
hora, sa aplicéd el estindar de GAs, al revelar se
observaron seflales muy difusas. Posteriormente se utiliza-

ron placas de cromatografia de acrilico con silica gel G
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(Whatman &0 F 254) con un espesor de 0.2 mm activadas a
110°C durante 1 hr. Se aplicaron 5 ul del extracto concepn
trado y de eoluciones estandar de Aacido giberélico.

Paraielamente se probaron diferentes sistemas de
solventes! cloroformo-acetato de etilo-acido ‘lcitico
(514:11), metanocl-acetona (8:2), éter isopropilico-acido
acotico (9515), benceno-acido acético-agua (81315,
benceno-a&cido propidnico—agua (8:3:5) y cloruro de
metileno-metancl (E12) (3&).

Para visualizar a la luz U.V. los cromatogramas, se
probaron dos métodos y dos soluciones de revelado. En el
primer método {(Kumar) se atomizaron los cromatogramas con
una solucidn de aAcido sulfarico concentrade con 5% de eta-
nol, se calentaron a 100°C durante 30 minutos y se observa
ren.

En el segundo método (Holt) el revelado se hizo
celocando las placas de manera horizontal en una camara
gaturada con acido clorhidrico concentrado, durante 30
minutos, se secaren a 110°C durante 10 minutos y se visua~

lizaron en luz U.V. tanto a longitud de onda corta come

& larga (46).



3.0 RESULTADCS Y DISCUSION:

Al inicio de este trabajo se précticaron
diferentes técnicas para hacer observaciones al microsco-
pio del hongo G, fFfujikurei conservado en agar dextrosa y
papa. Este examen microscépice reveld un abundante creci-

miento vegetativo y ausencia de esporas.

Por lo anterior, se procedié a probar diversos
madios de cultivo para inducir la esporulacién del hongo.
El medio que did me jor resultado fue el de
carboximetilcelulosa (15).

Este medic fue suplementado con CaCOs al 1% y de
esta manera a los cuatro dias de incubaciSn se obtuvo una
produccidén de esporas mas abundante que en el mismo medio
gin el CaCOs.

El examen microscépico reveld la presencia de
mlcroconidios. macroconidios, clamidosporas y artrosporas
(Fig. &).

Una vez que s& logrd la esporulacicdn, se separdé
micelio de las esporas, filtrando la suspensién a través
de aimdhadillas dea lana de vidrio de diferente aspesor y

contando en una camara de Neubauer las esporas (1é).
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Fara determinar las UFC/ml el medioc que did majores
rasultados fue ®l de agar dextrosa y papa, ya que en el de
Foster no se apracisban bien las coleonias y en el de
Martin, ®l crecimiento fua muy lento.

Con respecto a los soportes gque se utilizaron cabe
hacer mencidén gue, despues de una exaustiva bGaqueda de ip
formacison nosotros no sncontramos datos del uso de masilla
como soporte.

A la masilla se le did un pretratamiento de secado
para eliminar humedad, pues cuando se usé directamente, no
hube crecimiento. El secado de masilla se realizé en estufa
de secado y al =ol, esta Gitimo did buenos resul tados.

Para estimar los rendimientos de biomasa durants la
fermentacisdn, fue necesaria medir la concentracidén de glu-
cosamina &n una muastra conocida de micelio seco (llaevado
a peso constante) para correlacionar la concentrecidn de
glucosamina al pesO seco de la biomasa. De esta forma se
encontrd que un mg de glucosamina ®s igual a 37 mg de micg
lio seco (Fig. 7).

Una posible interferencia al usar glucosamina como
una medida del crecimiento fangico en sustratos complejos
es la presencia de glucosamina en forma de glucoproteina

en difersntes semillas. Sin embargo, esto no interfiere
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con la determinacidn de la glucosamina total, ya que 1la
cantidad de glucosamina procedente de las semillas es
caracteristica de 1as mismas y permanece constante

durante la fermentacidsn.

Al analizar los resultados obtenidos en las figuras
8 v 9 para el efecto de la fuente de carbono sobre el
crecimiento de G, fujiRuroi en un sistema batch, se puede
obuervar que l1la formacion de biomasa es mayor para 1los
casns en que se emplea salvado de trigo que para 1os de

maasilla,

Durante las primeras 48 h de fermentacidn, se pre-
sentaron diferencias significativas en el crecimiento, al
variar tanto la fuente de carbono como ®21 soporte; siendo
l1a mayor formacidn de biomasa para almidén-—salvado de
trigo, pero al final de la fermentacidén el crecimiento
alcanzade se iguala en todos los casos.

Para ver gue solvente resultaba mas adecuado para
la extraccidn se llevaron a cabo varios experimentos
utilizando un estandar de dcido giberélico y los solventes
scetato de etilo, metﬁnul, acetona y etanpol a pH 2.5%.

Después de la extraccion se realizé una
cromatogratia y a8 observe que la emisidn de fluorescencia

a2 la luz ultraviocleta por el estandar es la siguiente:

32



stanol > acetona > matanol > scetato de etilo.

De acuverdo a estos resultados se decidié wutilizar
eatanol pH 2.5 para extraer el &cido giberélico de 1los
madios de cultivo fermentados.

Les extractos crudos de los medios de cultivo una
vez concentrados se aplicaron con micropipetas sobre las
placas de silica gelj para llegar al procedimiento de
cromatqgrafia en placa delgada mas adecuado, se probaron
diferentes técnicas.

De todos los sistemas probados los que dieron mejo
' res resultados fueron el de metanol-acetona y el de cloro-
formo~acetatno de etilo-acido acétjico, ya Qque se observd
que en los dem&s sistemas o no se separaba la seflal del
punto de aplicacién, o bien, la seffal corria a 1la misma
velocidad que el solvente, En el Gltimo sistema se logrd
mejor separacidn de los diferentes compuestos fluorescen~
tes presentes en las muestras problema.

Con ®1 método de Holt para ravelado de las gsefiales
ss obtuvieron mejores resultados que con el de Kumar; ya
que los valores de Rf son mas uniformes entre una determi-
necidn y otra. Ademis de que el manejo de las placas es
mig sencillo y con menor riesgo para guien estA realizando

la determinacion.
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e observd que la&a cepa empleada co—producé otros
regul adores de crecimiento de plantas, diferentes a &cido
giberélico ya que se observaren en los cromatogramas
manchas con diferentes valores de Rf y algunos emitieron
fluorescentia a 1a longitud de onda utilizada par& 1a
determinacidn, pero solo una de éstas correspondid a &cido
giberélico. El1 valor de Rf observado para GA3 es de 0.5.
con esta sistema de eluentes (Fig. 10).

Fara llevar a cabo el bioensayo, todo el materiai
empleado se esterilizé y a la semilla de cebada se le dio
un tratamiento de pregerminacidn para eliminar el embridn.

En las figuras 11 y 12 donde se grafican los mg de
GAs por kg de medioc de cultivo, se puede notar gue la pro-
gduccidn de GAs es mids alta en masilla gue en salvado.

Esto- se debe probablemente, a que hay mejor
transferencia de oxigeno y una eliminacidén de CO2 més
eficiente en 1la masilila, ya que en medio cuandoc se
esteriliza en autoclave no se compactas y el salvado de
trigo si tiende a formar masas compactas después de la
esterilizacidén. . »

Para ambos soportes la mayor produccidn se presenta
en almidén de maiz, seguido de almidSn soluble y en menor

cantidad en gQluconsa.
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El que se obtenga mayor acumulaciOn de 6A3 en
almidén de malz que en almidén soluble tiena gran
importancia scondmica, ya que el almidén soluble es mas
castoso que &1 almidédn de maiz,

8i comparamos los resultados de produccidn de GAs
cbtenidos en el presente trabajo, con los obtenidos por
Kumar y colaboradores (435), podemos Oobservar que en
nusstro caso se tienen concentraciones al doble para
salvado de trigo y cuatro veces mayores cuando se emplea
masilla. Esto puede deberse (para el caso del salvado), a
‘qua en el presgnte trabajo la determinecién se afectud por
bicensayo y Kumar y colaboradores utilizaron el método
espectrofluorodensitométrico, Estos autores mencionan
(43) que cuando la determinaciSn se hace por el método
espectrofotométrico, flucrométrico o biocensayo, los
valores que se obtienen son mis altos (al doble), debido a
la presencia de otros compuestos fluorescentes diferentes
a GAs en los extractos crudos; y por estos métodos no es
posible distinguir GAs de esos compuestos interferentes,

En el presente trabajo no se les didé tratamiento de
purificacion a los extractos crudos, s usaron
directamente y al correr las cromatografias se pudo

chservar mas de una mancha fluorescentes con lo cual se
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confirma 1o anterior.

FPara el caso de la masilla aGn considerando las
cbservaciones de Kumar y colaboradorss (43) los valores

obtenidos siguen siendo muy altom.
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4.0 CONCLUSIONES.

De acuerde a los resul tatdos experimentales

obtenidos se concluye que:

lam—

L.

4,-

bu_

El hongo Gtdberelle fFujiMurot aTCC-12616 B5 un buen
productor de GAs en las condiciones de fermentacién
anpleadas para el prassnte trabajo.

El medio de carboximetilcelulosa suplementado con
CaCOs al 1% es el adecuado para inducir a la
esporulacisn al hongo Gtbberelle fujiRurot sin que se
afecte la produccidn de GAs.

Las condiciones de esterilizacidn en autaclavé
enpleadas, 121°C durante 90 minutos evitan la contami-
nacison de los medion de cultivo por hongos durante
@l procesa.

La extraccidén de GA3 de los medios de cultivo es mas
eficisnte con etanol pH 2.5.

La técnica de cromatografia en placa delgada que
ofrece los mejores resultados en la deteccidn de GA?
as la que emplea el sistema de eluentes
cloroformn-acetato de etilo-écido acético y como
revelador A&cido clorhfdrico concentrado.

La atumulacion de biomasa es mayvor en los medios que

contienen salvado de trigo.
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7.— El medio de cultivo de magsilla-almidén de maiz es

donde se obtienen mejores resultados de produccidén de
GAs,

8.~ Con el método de bioensayo se obtienen buenos
resultados en la determinacién de la concentracién de

6A®» en 1los extractos crudos.
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TABLA |

DATOS FISICOS Y QUIMICOS DE ALGUNAS GIBERELINAS

PESO PUNTO | ROTACION
GIBERELINA| FORMULA | ESTRUCTURA
MOLECULAR| FUSION | oPTIcA
(°c) { )p20
6A, | CioHp0g 348 | 255-258 | + 38°
GAy [C O 346 (234-236 | +92°
(o] H
! Y
HOe@™
HO H ’ iy
CH.  COOH -
GA, |CgH,,0, = 332 | 2a-216 | 3
GAy 330 | 169-172 | + 20°
GAg | CgH,WO, 316  |208-21 | —22¢
34 |194-196 | —48°
GA | Gty ©, 2 s 3
{
wo' S 8 ¢
HOOC ¢y, ‘coom
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TABLA 2 - ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS GIBERELINAS

YPRODUCCLON DE RAPIDO ALARGAMIENTO DE APICES E INTERNODULQS DE LAS PLANTAS,

HOJAS DE PLANTAS TRATADAS TIENEN COLOR MAS CLARO QUE LAS NG TRATADAS.

RAPIDC Y PROLONGADO ALARGAMIENTO DEL TALLO.

AUMENTO DE PESO TOTAL POR INCREMENTO EN FIJACION DE CARBONO EN CHICHARO Y TRIGO.

AUMENTO DE GROSOR DEL PECIOLO DE LAS HOJAS Y AUMENTQ EN PESO FRESCO Y SECO
HASTA 50% EN APIO.

ACELERA DESARROLLO DE FLORES DALIA, ROSA, GERANIO, PETUNIA,

INCREMENTA EL CRECGIMIENTO Y FORMACION DE RENUEVOS EN PLANTITAS JOVENES DE ARCE,
ALAMO, ROBLE.

ESTIMULA LA GERMINACION E INCREMENTA LA CANTIDAD DE ALGUNAS ENZIMAS (ALFA AMILASA)
EN CEBADA, ARRQZ, TRIGO.
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TABLA 3 - USOS COMERCIALES DE ACIDO GIBERELICO EN AGRICULTURA Y HORTICULTURA.

FLORACION,

CULTIVO EFECTOS APLICACION PAIS
CANA DE INCREMENTAR EL RENDIMIENTO DE L£ 62G DE GA3 POR ACRE, APLICACION
AZUCAR COSECHA A MAS DE STON. POR ACRE |COMO CALDOQ, GIBERELINAS SEMIPU - | E.U.
Y LA OBTENCION DE AZUCAR DE 0.2  |RIFICADAS Y CRISTALINAS, (HAWAI)
A 0.5 TON. POR ACRE.
SEMILLAS DE |ESTIMULAR LA GERMINACION (PARTI- [SUMERGIR INMEDIATAMENTE ANTES
PAPA CULARMENTE UTIL EN CLIMAS CON 2 [DE QUITAR LOS BROTES O PLANTAR. [INDIA
O 3 COSECHAS EN UNA ESTACION}
ALCACHOFAS |INCREMENTAR EL NUMERO DE FRU - | 120 ppm POR APLICACION FOLIAR.  |CHIPRE,
TOS POR PLANTA; ADELANTANDO LA ESPANA,
COSECHA POR VARIAS SEMANAS. ISRAEL,
ITALIA.
RUIBARBQ  |ESTIMULAR LA GERMINAGION EN CUL- [APLICACION DE SOLUCION DE GA3 A
TIVOS TEMPRANOS, INCREMENTANDO|LA CORONA DE LAS PLANTAS DE REINO UNIDO
EL RENDIMIENTO DE LOS TRONCOS.  [RUIBARBO.
LUPULO INCREMENTAR RENDIMIENTOS ARRIB/| 5 A 15 ppm POR APLICACION POR |AUSTRALIA,
DEL 40%. ATOMIZACION EN LA ETAPA DE ESCO |E. U.
BILLA O ANTES.
TOMATE INCREMENTAR RENDIMIENTOS. 40G POR HECTAREA POR ATOMIZA - |CHECOSLOVA -
CION (2 A 3 VECES) EN LA |lQuia. -
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TABLA 4 - DISTRIBUCION DE CONSUMO DE GA3 EN MEXICO EN 1989 { AL MES DE JUNIO ).

L .

EMPRESA/ PAIS PRECIO VOLUMEN [VALOR COMERGCIAL
( DOLARES) (KG) ( DOLARES )

CERVECERIA CUAUHTEMOG, S.A. $1,349.75 4.0 $5,399
ESTADOS UNIDOS
EQUIPAR, SA DEC.V. $330.00 041 $33
ESTADOS UNIDOS '
INT. DE FERTILIZANTES, S.A. $798.20 5.0 $3,991
SIN EMPRESA REGISTRADA $830.03 155.0 $130,050
REINO UNIDO )
ICIMEX., SA.DEC.V. $790.05| ° - 1084 $84,779
SIN EMPRESA REGISTRADA $773.73 1596 $123,488
REINO UNIDO
LABORATORIOS HELIOS, S.A. DE C.V. $810.89 65.0 $52.708
ESTADOS UNIDOS
CEBADAS Y MALTAS, S.A.DEC.V. $1,251.60 350 $43,806 |
ESTADOS UNIDGS
BIOENZIMAS, S.A. $291.20 1380| $40,186
ESTADOS UNIDOS $293.76 450 $13,218
HONG KONG $286.97 83.0 $26,967
SIN EMPRESA REGISTRADA $758.07 30.0 $22,742
ESTADOS UNIDOS
TOTALES
FUENTE: SECOF!, BANCOMEXT 1990




TABLA 5 - PRINCIPALES COMPARNIAS PRODUCTORAS DE GIBERELINAS.

COMPARNIA LOCALIZACION

ABBOTT LABORATORIES NORTH CHICAGO, Il., U.SA.
MERCK AND COMPANY, INC. RAHWAY, N.J., USA.
IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES MANCHESTER, G.B.
PIERREL, S.PA MILAN, ITALIA

KYOWA HAKKO KOGYO TOKIO, JAPON

TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES OSAKA, JAPON




TABLA 6 - COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO SOLIDOS

SE PREPARO POR SEPARADO EL MEDIO DE CULTIVO PARA CADA MATRAZ
(26G/MATRAZ) CON EL FIN DE FACILITAR LA HOMOGENIZACION DEL MISMO.

A B c D E F
SALVADO DE TRIGO (G/MATRAZ) 20 20 20 0 0 0
MASILLA (G) o} 0 0 20 20 20
ALMIDON SOLUBLE (G) 5 0 0 S 0 0
GLUCOSA (G) 0 S 0 0 5 0
ALMIDON DE MAIZ (G) 0 Q 5 0 0 5
ACEITE DE LINAZA (ML) 025 025 025 025 025 025
SOLUCION DE SALES MINERALES (ML) 2026 2025 2025 2025 2025 2025
SOLUCION DE MgSO4 AL 37% (ML) 05 05 - 05 0.5 0.5 05
SOLUCION DE UREA AL 7.5% (ML) 05 0.5 0.5 0.5 05 0.5
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TABLA 7 - COMPOSICION DE LA SOLUCION DE SALES MINERALES.

ragsio;r IER . 1o S INNTILITNGSY SR SN AN  W—

Cus0a .85 H20

FeS04.7 H20

HCL

.........................................................................................................

................

70 ppm

70 ppm

70 ppm

16.90%
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EMBRION
- e . ENDOSPE RMO

ALFA-AMYLASA

PRODUCTOS DEL ALNID

DESDOBLAMIENTO ( OTRAS ) R
s

( glucosa, maltosa,etc.) ENZIMA

CAPA DE ALEURONA

Fig. 1 Diagrama esquemético que ilustra algunos aspectos asociado con Ia hidrolisis
de las reservas en la germinacién de un grano de trigo (7riticum safivumn) o ce-
bada (Hordeum vuigare grami). La glberelina producida por el embrién estimula
las células de |a capa aleurona para sintetizar y secretar «-amilasa (y otras
hidrolasas) que degrada almidén en el endospermo, proporcionando azicares
para la semilia que germina.
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FIG 2 - ORIGEN Y VALOR COMERCIAL DE LAS
* IMPORTACIONES DE GA3 EN MEXICO'
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FIG. 3 - IMPORTACIONES DE GA3 EN MEXICO 1978-1988

. ANO [} KGS

FUENTE: SECOFI, BANCOMEXT 1989
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REMANENTES DE BRACTEAS FLORALES

CUBIERTA DE FRUTO Y SEMILLA

CAPA DE ALEURONA

ENDOSPERMO

r

ESCUDETE
CLEOPTILO

FOLLAJE DE HOJAS
PUNTA DE GERMINACION

TEJIDO VASCULAR

Al

RADICULA
\_COLEORIZA

EMBRION

RAICILLA

Fic.5 CORTE LONGITUDINAL DE UN GRANO DE CEBADA
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Fig. 8 Morfologia microscépica de Gibberella fujikuroi
(macroconidios y microconidios)
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FIG.7 CURVA PATRON DE GLUCOSAMINA PARA LA .
DETERMINACION DE CRECIMIENTO.
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BIOMASA ( mg. de peso seco ).

200
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100

50

00 1 2 3 4 & 6 7
TIEMPO DE FERMENTAGION ( DIAS ).

—— 8. TRIGO-ALMIDON —=— 8. TRIGO-GLUCOSA
—%= 8. TRIGO-ALMMAIZ

FIG. 8 - EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO DE G.
fujikuroi EN SALVADO DE TRIGO
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BIOMASA ( mg. de peso seco ).

160
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00 1 2 3 4 5 6 7
: TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).
== MASILLA~ALMIDON —— MASILLA-GLUCOSA

== MASILLA-ALMMAIZ

FIG. 9- EFECTO DE 1A FUENTE DE
CARBONO SOBRE EL CRECIMIENTO DE G.
Sfujikuroi EN MASILLA
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FIG. 10 - CROMATOGRAFIA EN
PLACA FINA DE GAs Y
MUESTRAS PROBLEMA.
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” mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO.

2,6
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TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).

FIGURA 11.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO-ALMIDON )
EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS.
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5 mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO.

26
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1+
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0 1 ! ! ! ! 1

00 1 2 3 4 5 6 7

TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).

FIGURA 12.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO - GLUCOSA )
EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS.

70



mg. de GIBERELINA/Kg.de M, CULTIVO.

- naIbAD 2LITOROMA DE LRV | R
TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).
FIGURA 13.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( SALVADO DE TRIGO- ALMIDON DE

MAIZ ) EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS.
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mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO

| | L O . |
00 1 2 3 4 6 6 7
TIEMPO DE FERMEMNTACION ( DIAS ),

FIGURA 14.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( MASILLA - ALMIDON ) EN LA
PRODUCCION DE GIBERELINAS.
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mg. de GIBERELINA/Kg. de M. GULTIVO.
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FIGURA 15.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( MASILLA- GLUCOSA ) EN LA
PRODUCCION DE GIBERELINAS.
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5 mg. de GIBERELINA/ Kg. de M. CULTIVO.

WERSIDAD AUTONOMA DE NUEV® LEO!
TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).
FIGURA 16.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO ( MASILLA - ALMIDON DE MAIZ )
EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS.
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mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO.
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—= 8. TRIGO-ALMIDON =+ 8. TRIQO-GLUCOSA
== 8. TRIGO-ALM.MAIZ

FIGURA 17.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS
POR G. fujikuroi.
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3 mg. de GIBERELINA/Kg. de M. CULTIVO.
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FIGURA 18.- EFECTO DE LA FUENTE DE
CARBONO EN LA PRODUCCION DE GIBERELINAS
POR G. fujikuroi.

76



BIOMASA ( mg. de peso seco ). mg./Kg. de MEDIO.
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TIEMPO DE FERMENTACION ( DIAS ).

—— GIBERELINA  —=— BIOMASA

FIGURA 19.- PRODUCCION DE GIBERELINAS
Y CRECIMIENTO DE G. fujikuroi EN MEDIO
S. TRIGO-ALM. MAIZ EN UN CULTIVO BATCH.

77



BIOMASA ( mg. de peso seco ). mg./Kg. de MEDIO. 5
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FIGURA 20.- PRODUCCION DE GIBERELINAS
Y CRECIMIENTO DE G. fujikuroi EN MEDIO
MASILLA=-ALM. MAIZ EN UN CULTIVO BATCH.
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