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RESUMEN

El 4cido jasménico (AJ) es una hormona endégena regu-
ladora del crecimiento de plantas en las especies vegeta-
les. Interviene en senescencia y resistencia y lo produce la
planta después del dano ocasionado por microorganismos
o insectos patégenos. Una alternativa para su produccién
es usar microorganismos y el mds usado es Botryodiplodia
theobromae. El objetivo de este estudio fue evaluar la pro-
duccién de AJ mediante fermentacién liquida con cepas de
B. theobromae, aisladas de zonas tropicales del sureste de
México. El disefio experimental fue completamente al azar
y evaluamos la capacidad de produccién de AJ de cada cepa.
Los datos se analizaron con ANDEVA y las medias se com-
pararon con la prueba de Tukey (p=<0.05) para lo cual se usé
el programa SAS. Un estudio cinético de produccién se de-
sarrollé con la cepa mds productora de AJ] mediante evalua-
cién de pH, consumo de sustrato, biomasa y produccién de
AJ. Veinte cepas de B. theobromae se aislaron desde cacao,
maracuyd, mango, coco y papaya en campos experimentales
de los estados de Veracruz y Tabasco, México. Cinco de esas
cepas produjeron AJ y el metabolito inicio su produccién
desde el dia 10 de bioreaccidn. Asi, se mostré que el hongo
fitopatégeno de zonas tropicales B. theobromae puede pro-

ducir AJ en un sistema de fermentacién liquida.
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ABSTRACT

Jasmonic acid (JA) is an endogenous plant growth-regulating
hormone found in plant species. It is involved in functions
such as senescence and resistance. Plants produce these
after damage due to pathogenic microorganisms or insects.
An alternative for its production is to use microorganisms,
the most used is Botryodiplodia theobromae. The objective
of our study was to evaluate the JA production via liquid
fermentation with B. theobromae strains, isolated from
tropical areas of southeastern Mexico. The experimental
design was completely random; the evaluated variable was
the JA production capacity for each strain. The data were
analyzed with the ANDEVA, and the means compared by the
Tukey test (p=<0.05), for which we used the SAS statistical
software. Likewise, we developed a kinetic production
study with the most JA producing strain through pH,
substrate consumption, biomass, and JA production.
Twenty B. theobromae strains were isolated from cocoa
(Theobroma cacao L.), passion fruit (Passiflora edulis L.),
mango (Mangifera indica L.), coconut (Cocos nucifera L.)
and papaya (Carica papaya L.) in experimental fields at
Veracruz and Tabasco, Mexico. Five of these strains produced
JA. Metabolites started to be produced from day ten of
the bioreaction. Thus, we show that the phytopathogenic
fungus of tropic B. theobromae can produce JA in a liquid
fermentation system.
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INTRODUCCION

a resistencia natural de las plantas a patége-

nos se basa en efectos combinados de barreras

preformadas y mecanismos inducibles, por lo
cual las plantas utilizan proteccién fisica y bioqui-
mica en contra de los invasores (Rangel ez a/., 2010).
Las hormonas vegetales son moléculas pequefias de
naturaleza quimica diversa, que controlan procesos
como el crecimiento y desarrollo de la planta y su
respuesta frente al estrés bidtico y abiético. El eti-
leno, el dcido jasménico (AJ) y el 4cido salicilico
son reguladores del crecimiento vegetal con funcién
documentada en la respuesta de la planta (Lumba y
Culter, 2010). El AJ es miembro de un grupo hor-
monal conocido como jasmonatos, de origen lipi-
dico y lo genera la planta en respuesta al dafio pro-
ducido por microorganismos o insectos patégenos.
El AJ acttia como molécula senal de las respuestas
de las plantas a situaciones de estrés y participa en
procesos del crecimiento y desarrollo (Avanci ez al.,
2010; Pauwels y Goossens, 2011; Ting ez al., 2014).
La aplicacién exégena de este compuesto puede pro-
mover positivamente diversas funciones vegetales
(Rohwer y Erwin, 2010). Hasta ahora se busca po-
tencializar su uso en el campo, mediante tres alterna-
tivas de produccién: sintesis quimica, extraccién de
tejidos vegetales y uso de metabolismo microbiano.
De ellos, la sintesis quimica y la extraccién de tejido
vegetal presentan muy bajo rendimiento y costos al-
tos (Dhandhukia y Thakkar, 2007). Una de las alter-
nativas con resultados mejores es usar metabolismo
microbiano en sistemas de fermentacién. El hongo
Botryodiplodia theobromae que ha mostrado los me-
jores rendimientos de produccién de AJ (Aldridge
et al., 1971). Botryodiplodia theobromae es un hongo
fitopatégeno en cultivos de zonas tropicales que cau-
sa pudriciones en frutos; en fruto de mango causa la
pudricién del pedinculo, lo cual genera pérdidas en
la cosecha, dificulta el almacenamiento prolongado,
reduce la calidad del fruto y dificulta su comercia-
lizacién (Mirzaee et al., 2002; Tovar et al., 2013).
Pero, por su capacidad productora, el AJ es un mi-
croorganismo de interés cientifico porque el método
de produccién genera rendimientos satisfactorios y
su impacto ecoldgico es bajo o casi nulo.
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INTRODUCTION

he natural resistance of plants to pathogens

is the combined effects of preformed
barriers and inducible mechanisms,
whereby plants use physical and biochemical
defenses against invaders (Rangel ez al., 2010).
The plant hormones are small molecules of diverse
chemical nature, which control processes such
as growth and development of the plant and its
response to the biotic and abiotic stress. Ethylene,
jasmonic acid (JA) and salicylic acid are plant
growth regulators with documented functions on
the plant response (Lumba and Culter, 2010). JA, a
member of a hormone group known as jasmonates,
is of lipid origin and generated by plants in response
to damage from pathogenic microorganisms
or insects. JA acts as a signal molecule for plant
responses to stress, and participates in the growth
and development processes (Avanci et al., 2010;
Pauwels and Goossens, 2011; Ting ez al., 2014).
The exogenous application of this compound
can positively promote various plant functions
(Rohwer and Erwin, 2010). It is until now that
it’s sought to boost its use in fields, and there
are three production known alternatives: their
chemical synthesis, extraction from plant tissues
and microbial metabolism. From those, chemical
synthesis and extraction from plant tissue shows
high costs and very low yields (Dhandhukia and
Thakkar, 2007). The alternatives with better results
is the production via microbial metabolism on
fermentation systems. The fungus Botryodiplodia
theobromae has shown the best JA production yield
(Aldridge er al., 1971). Botryodiplodia theobromae
is a phytopathogenic fungus in tropical crops
that causes rotting in fruits; in mango fruit, it
causes peduncle rotting, which generates post-
harvest losses, makes it difficult to prolong their
storage, reduces fruit quality and hampers its
commercialization (Mirzaee et al., 2002, Tovar
et al., 2013). However, due to its JA production
capacity, it is of scientific interest, because the
applied production method generates satisfactory
yields and has low or almost no ecological impact.
The objective of this study was to show the
JA production capacity of B. theobromae strains,
isolated at Veracruz and Tabasco states, Mexico, and
to evaluate the production kinetics of the highest
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El objetivo de este estudio fue determinar la
produccién de AJ por cepas de B. theobromae aisla-
das en los estados de Veracruz y Tabasco, México, y
evaluar la cinética de produccién de la cepa con el
rendimiento mayor. La hipétesis fue que al menos
una de las cepas probadas produciria AJ en concen-
traciones similares o superiores a los 300 mg L_l, la
cual es la concentracién minima éptima reportada
en la literatura.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de tejido vegetal, aislamiento e identificacién

del microorganismo

El tejido vegetal recolectado fue de frutos, cortezas y ra-
mas de mango (Mangifera indica L.), coco (Cocos nucifera L.),
maracuyd (Passiflora edulis L.), papaya (Carica papaya L.), gua-
rand (Paullinia cupana L.) y cacao (Theobroma cacao L.). Estos
tejidos se recolectaron en los campos experimentales Cotaxtla
y Huimanguillo del Instituto Nacional de Investigaciones Fo-
restales Agricolas y Pecuarias, en los estados de Veracruz y Ta-
basco. El campo Cotaxtla estd ubicado en el kilémetro 34.5 ca-
rretera federal Veracruz-Cérdoba, col. S/colonia, Medellin de
Bravo. 94270. Veracruz; el campo experimental Huimanguillo
se encuentra en el kilémetro 1 carretera Huimanguillo-Carde-
nas, Huimanguillo. 86400. Tabasco. El aislamiento se realizé
en el laboratorio de fitopatologia del departamento de parasi-
tologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Para esta etapa se usaron los tejidos vegetales que presentaran
sintomas de infeccién como picnidios y pudricién de color ne-
gra, los cuales se cortaron en trozos pequefos y desinfestaron
con hipoclorito de sodio al 1.5 % en agua (v/v) por 2 min, se
lavaron 1 min con agua destilada estéril por triplicado y se se-
caron sobre papel absorbente en una campana de flujo laminar.
Cuatro trozos de tejido de cada muestra se colocaron sobre ca-
jas Petri con medio PDA ubicados en puntos cardinales dentro
de esta misma (Contreras, 2016). Las placas se incubaron 7 d
a 28=*1 °C, se realizé una resiembra por cultivo monospérico,
y las cepas se identificaron mediante comparacién morfolégica
macroscdpica y microscdpica con base en el color, la forma de
la colonia, el crecimiento miceliar, esporulacién y forma de
conidios (Alves ez al., 2008).

Produccién de 4cido jasménico: fermentacién liquida
Para la evaluacién de produccién de AJ por fermentacién

liquida se usé la metodologia propuesta por Michelena (2001):

en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio

yield strain. Our hypothesis was that at least one
of the tested strains produce JA in concentrations
equal or greater than 300 mg L_l, which is the
optimal minimum concentration reported in the
literature.

MATERIALS AND METHODS

Plant tissue recollection, isolation and identification

of the microorganism

The collected plant tissue came from fruits, bark and
branches of mango (Mangifera indica L.), coconut (Cocos nucifera
L.), passion fruit (Passiflora edulis L.), papaya (Carica papaya L.),
guarand (Paullinia cupana L.) and cocoa (Theobroma cacao L.).
The samples were collected at the Cotaxtla and Huimanguillo
experimental fields from the National Institute of Agricultural
and Livestock Forestry Research (INIFAP) at the states of
Veracruz and Tabasco, Mexico. The Cotaxtla field is located at
34.5 km of the federal Veracruz-Cérdoba highway, Medellin de
Bravo, Veracruz; the Huimanguillo experimental field is located
at1 km of Huimanguillo-Cdrdenas road, Huimanguillo, Tabasco.
The isolation was carried out at the phytopathology laboratory
of the parasitology department of the Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro. At this stage, we used plant tissues
with infection symptoms such as pycnidia and black rot. These
were cut into small pieces and disinfested with 1.5 % sodium
hypochlorite in water (v:v) for 2 min. Then washed 1 min with
sterile distilled water by triplicate, dried on absorbent paper in
a laminar flow hood. Four tissue pieces from each sample were
placed on Petri dishes with PDA medium (Contreras, 2016). The
samples were placed located at cardinal points within the same
dishs. The plates were incubated 7 d at 28=*1 °C, re-sowing was
performed by monosporic culture. The strains were identified by
macroscopic and microscopic morphological comparison based
on color, colony form, mycelial growth, sporulation and shape of
conidia (Alves ez al., 2008).

Jasmonic acid production: liquid fermentation

To assess the JA production by liquid fermentation we
followed the methodology proposed by Michelena (2001).
250 mL Erlenmeyer flasks with 100 mL of modified Miersch
medium were autoclaved for 15 min. To inoculate the medium,
we placed three 5 mm diameter fragments from the precultured
mycelium (obtained from plantings in Petri dishes) on PDA
at 28 °C for 3 d. The flasks were then incubated 15 d in the
dark at a constant 28 °C temperature without aeration or

agitation.
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Miersch modificado se esterilizaron 15 min en autoclave de
presion, para inocular el medio se usaron tres fragmentos
de 5 mm de didmetro del micelio pre cultivado (obtenidos
de siembras realizadas en placas Petri) sobre PDA a 28 °C
por 3 d. Después, los matraces se incubaron 15 d en oscuri-
dad a una temperatura constante de 28 °C sin agitacién ni

aireacion.
Medio de cultivo

La composicién del medio Miersch modificado (g LY
fue: sacarosa 50 g, KNOj 3 g; MgSO,7 H,O 0.2g; KCI 0.1g;
FeSO4. 7H,0O 0.01g; ZnSO4. 7H,O 0.01g; MnSO,4 0.001g;
Na,MoOy. 2H,0 0.001g; CuSO4. 5H,0 0.001 g y extracto de
levadura 0.1 g (Lorenzo ez al., 2007).

Determinacién de dcido jasménico por cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC)

Al concluir la incubacidn, el caldo de la fermentacién se se-
pard del micelio por filtracién al vacio, usando papel de filtro
Whatman N° 4. Alicuotas de 5 mL del cultivo filtrado se ajusta-
ron a pH 3.0 con HCI (4 M) y se realizaron tres extracciones con
acetato de etilo (1:1) en un embudo de separacién. Las fracciones
con AJ se deshidrataron con sulfato de sodio anhidro, se secaron
por rotoevaporacién a 50 °C (andlisis por triplicado), se resus-
pendieron en 1 mL de acetato de etilo a un recipiente dmbar y se
mantuvo en refrigeracién a —4 °C hasta su deteccién o cuantifi-
cacién (Dathe et al., 1981).

El AJ se determiné y cuantificé con la técnica descrita por
Kramell (1999), con un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién Hewlett-Packard 1050, con un detector Ultravioleta
HP79854A (Palo Alto, California,USA). El esténdar fue AJ gra-
do reactivo de la casa comercial SIGMA. La fase mévil estuvo
compuesta de metanol-agua (60:40) con dcido acético al 1 %
(V/V). El flujo fue 0.85 mL min~"y con una columna Hypres-
il ODS (Thermo scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (25
cmX4.6 mmX5 um d.i). La deteccidn se fijé a una longitud de
onda de 295 nm.

Cinética de produccién de dcido jasménico

y procedimientos analiticos

Una vez seleccionada la cepa con mejor rendimiento, se eva-
lué su capacidad de produccién en relacién al tiempo, con tres
tiempos: 5, 10 y 15 d. Las condiciones de produccién fueron las
mismas que en la etapa anterior.

Al terminar la fermentacién se realizé una filtracién rdpida,

el sobrenadante se recuperé para andlisis posteriores de consumo
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Growing medium

The composition of the modified Miersch medium (g LY
was: 50 g sucrose, KNO; 3 g; MgSO,7 H,O 0.2g; KCI 0.1g;
FeSO4. 7H,O 0.01g; ZnSOy4. 7H,O 0.01g; MnSO,4 0.001g;
Na,MoOy. 2H,0 0.001g; CuSO,4. 5H,0 0.001 g and 0.1 g

yeast extract (Lorenzo ez al., 2007).
Jasmonic acid determination by HPLC

At the end of the incubation, we removed the fermentation
broth from the mycelium by vacuum filtration using Whatman
No. 4 filter paper. 5 mL aliquots of the filtered culture were
adjusted to pH 3.0 with HCI (4 M), and from those, three
extractions with ethyl acetate (1:1) in a separatory funnel were
made. We then dehydrated the JA fractions with anhydrous
sodium sulfate, dried by rotoevaporation at 50 °C (triplicate
analysis), resuspended in 1 mL of ethyl acetate into amber flasks
and kept them refrigerated at —4 °C until its assessment (Dathe
et al., 1981).

For the JA determination and quantification, we followed the
technique described by Kramell (1999) with a Hewlett-Packard
1050 high-performance liquid chromatography equipment, in
which an HP79854A ultraviolet detector (Palo Alto, California,
USA) was used. The control was JA laboratory grade from
SIGMA commercial house. The mobile phase was composed
of methanol-water (60:40) with 1 % acetic acid (v:v). The flow
was of 0.85 mL min~" with a Hypresil ODS column (Thermo
scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (25 cmX4.6 mm X5

um id). Detection was set at a 295 nm wavelength.
Kinetics of JA production and analytical procedures

Once the best yield strain was selected, its production
capacity was evaluated about time, after 5, 10 and 15 d.
Production conditions were the same as in the previous stage. At
the end of the fermentation, a rapid filtration was performed and
the supernatant recovered for subsequent substrate consumption
analyzes (Dubois ez al., 1956), pH (Willard ez al., 1974), biomass
(Arndiz er al., 2000) and JA. The experimental design was
completely random, the assessed variable was JA production
capacity for each strain, the data were analyzed with ANOVA,
and the means were compared by the Tukey test (p=0.05) for
which the SAS 9.2 statistical software was used.

REsurLTs AND DISCUSSIONS

The symptoms in the collected plant tissues
were dark brown to black spots with small
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de sustrato (Dubois ez al., 1956), pH (Willard ez al., 1974),
biomasa (Arndiz et al., 2000) y 4cido jasmdnico.

El disefio experimental fue completamente al azar, la variable
fue la capacidad de produccién de AJ respecto a cada cepa, los
datos se analizaron con ANDEVA y las medias se compararon

con la prueba de Tukey (p=<0.05) para lo cual se usé SAS 9.2.
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los sintomas en los tejidos vegetales recolectados
fueron manchas oscuras de color café a negro con
pequenos puntos negros superficiales y en algunas
ocasiones pudriciones alrededor del pedinculo, es-
pecificamente en maracuyd y mango. De los tejidos
vegetales recolectados se obtuvieron 20 aislamientos
fungosos (Cuadro 1), que en medio de cultivo PDA
mostraron: micelio de consistencia algodonosa de
un color blanco los primeros 9 d de crecimiento,
torndandose después el micelio color negro; ademas,
éste formé picnidios agrupados o en racimos par-
cialmente sumergidos. El micelio fue septado, con
conidios inmaduros no septados (amerospora) y
conidios maduros septados (didimosporas) de unas
medidas promedio en 20X15 um, paredes mem-
branosas, carnosas, globosas, con frecuencia papila-
das. Esta descripcién concuerda con lo descrito por
otros autores (Pitt y Hocking, 2009; Picos-Mufoz
et al., 2015), quienes reportan las principales carac-
teristicas de B. theobromae desarrollado en diversos
medios de cultivo, y mencionan que la principal
caracteristica de identificacién macroscépica es la
formacién de picnidios, mientras que microscopica-
mente su conidio es alargado con un septo al centro

(Figura 1).

Produccién de 4cido jasménico
por fermentacién liquida

Al término del proceso de caracterizacién mor-
folégica se evalué la produccién de AJ. Las mues-
tras resultantes de la fermentacién se prepararon
y analizaron por cromatografia liquida de alta
resolucién. De los 20 aislamientos ocho produje-
ron AJ en un sistema de fermentacién liquido. La
produccién de AJ varié de 6.5 a 552 mg L™, y
el aislamiento con la clave 3B tuvo el rendimiento
menor, mientras que el aislamiento 3C mostré la
concentracién mayor, con 552 mg L™! (Cuadro 2).
La capacidad de los microorganismos fungicos para

superficial black spots and sometimes with rotten
tissue around the peduncle, specifically on passion
fruits and mangos. Twenty isolates obtained from
the collected plant tissues (Table 1) showed in PDA
culture medium: cottony consistency mycelium
of white color during the first 9 d of growth,
which later turned the mycelium to a black color;
also, it formed grouped pycnidia or partially
submerged clusters. The mycelium was septate,
with non-septate immature conidia (amerospore)
and mature septate conidia (didimospores) with
an average length of 20X15 um, membranous,
fleshy, globose, often with papillary walls. This
description complies to others described by several
authors (Pitt and Hocking, 2009; Picos-Mufoz ez
al., 2015), who report the main characteristics of
B. theobromae developed in various culture media
to be the pycnidia formation the main macroscopic
identification characteristic, while microscopically
its conidia is elongated with a septum at the center

(Figure 1).

Production of jasmonic acid
by liquid fermentation

At the end of the morphological characterization
process the JA production was evaluated. The
resulting fermentation samples were prepared
and HPLC analyzed. Among the 20 isolates eight
showed JA produced in the liquid fermentation
systems. The production of JA ranged from 6.5
to 552 mg L™". The 3B isolate had the lowest

Cuadro 1. Asignacién de clave de cepas obtenidas y fuente de
origen vegetal.
Table 1. Key assignment of strains obtained and source of
plant origin.

Als(l:lant Z;l to Tejido vegetal Als(l:gl \Z:)n o Tejido vegetal
1C Mango 7A Cacao
1D Mango 7B Cacao
2A Mango 8A Cacao
2B Mango 8B Cacao
3A Coco 9A Cacao
3B Coco 10A Cacao
3C Coco 11A Cacao
4C Maracuyd 11C Cacao
5A Guarand 11D Cacao
6B Papaya 11E Cacao

LAREDO-ALCALA et al. 889
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de Botryodiplodia theobromae: A) Micelio cul-
tivado en PDA con 21 d de incubacién; B) conidio bicelular (didimospora)

y conidio inmaduro (amerospora).

Figure 1. Morphological characteristics of Botryodiplodia theobromae: A) mycelium
cultured in PDA with 21 d of incubation and B) bicellular conidium
(didimospore) and immature conidium (amerospore).

sintetizar AJ es variable entre cepas, incluso de la
misma especie; asi, hay cepas que producen AJ en
concentraciones superiores a 1000 m L™, mien-
tras que otras producen pocos mg L™ (Farbood ez
al., 2001). Ademds, Gibberella fujikuroi (Miersch ez
al., 1993), Fusarium oxysporum (Cole et al., 2014) y
Pseudomonas syringae (Gimenez-Ibanez et al., 2016)
producen AJ en pequefias concentraciones. Pero
desde el primer informe de la produccién micro-
biana del AJ (Broadbent ez al., 1968) hasta ahora,
se ha mostrado que B. Theobromae tiene mayor po-
tencial para su produccidn.

La concentracién de AJ producido fue similar y
superior al promedio en otros experimentos, en los
cuales se produjo AJ con el mismo sistema de fer-
mentacién liquida con medios de cultivo que conte-
nfan altas concentraciones de carbohidratos (Dhand-
hukia y Thakkar, 2007; Eng ez al., 2008).

El andlisis estadistico mostré que las cepas 3C,
11E y 2A fueron diferentes (p<0.05) a las demds
cepas y mostraron los rendimientos mds altos de AJ.
Por lo tanto, se us6 la cepa 3C para los siguientes
experimentos relacionados con la cinética de pro-
duccién.

Cinética de produccién de 4cido jasmdnico

Las variables respecto al tiempo fueron el con-
sumo de sustrato, el pH, la produccién de biomasa

890 VOLUMEN 51, NUMERO 8

yield, while the 3C isolate showed the highest
concentration, 552 mg L™! (Table 2). The ability
of fungal microorganisms to synthesize JA has
high variability among strains, even from the same
species; thus, there are strains that produce JA in
concentrations higher than 1000 mg L™, while
others produce few mg L™" (Farbood ez al., 2001).
In addition, Gibberella fujikuroi (Miersch et al.,
1993), Fusarium oxysporum (Cole et al., 2014) and
Pseudomonas syringae (Gimenez-Ibanez ez al., 2016)
produce JA in small concentrations. Still, since the
first report of JA microbial production (Broadbent

Cuadro 2. Aislamientos con capacidad productora de dcido
jasménico.
Table 2. Isolates with jasmonic acid production capacity.

Aislamiento (Clave) Acido jasmoénico (mg L™h

2A 454.5+0.29
3B 6.5%0.288
3C 552+1.61°
3D 42.8+1.158¢
8A 13.240.09°
11C 30.1+1.97¢
11D 28.2+1.01¢
11E 444.5+2.487°

* Valores con letra diferente son estadisticamente diferen-

K3

tes (p=<0.05). % * Values with different letters are statistically
different (p=0.05).



PRODUCCION DE ACIDO JASMONICO POR FERMENTACION LIQUIDA CON CEPAS DE Botryodiplodia theobromae NATIVAS DEL SURESTE MEXICANO

y la produccién de dcido jasménico. Al término del
dia 5 el microorganismo consumié casi 60 % de
los carbohidratos adicionados. El pH disminuyé
de 7 a 4.1 en los primeros 5 d de fermentacién de
manera continua, y este cambio se pudo deber a
la acumulacién de los metabolitos resultantes del
proceso de degradacién de sustrato (Marero ez al.,
1997). Los resultados del estudio de produccién de
biomasa mostraron una cldsica curva de crecimien-
to microbiana: en los primeros 5 d de bioproceso se
presentd la fase de crecimiento exponencial, y en el
dia 10 inici6 la fase estacionaria. En nuestro estudio
no se aprecio la etapa de muerte microbiana porque
el experimento no alcanzé el tiempo necesario. Los
resultados de la evaluacién de AJ mostraron que
desde el dia 10 la produccién de este metabolito co-
mienza en 35.45+1.2 ppm, y después 5 d aumenta
drésticamente hasta 564.99+2.1 ppm. El compor-
tamiento observado en nuestro estudio fue similar
al reportado por Pinakin (2007), quien realiz6 un
estudio cinético de varias cepas de B. theobromae 'y
obtuvo una produccién de 50-100 mg L_l, lo cual
muestra que este microorganismo puede producir
AJ como metabolito secundario en un bioproceso
de fermentacién en estado liquido. Ademds, Cas-
tillo (2014) cuantificé e identificé diversas hor-
monas en un caldo fermentado de tres cepas de B.
theobromae y los niveles de produccién fueron cer-
canos a 100 ppm.

et al., 1968), so far B. theobromae has shown that has
a greater production potential.

The produced JA concentration was similar
or above the average range in other experiments
in which they produced JA using the same liquid
fermentation system, in culture media containing
high concentrations of carbohydrates (Dhandhukia
and Thakkar, 2007; Eng ez /., 2008).

Statistical analysis showed that strains 3C, 11E
and 2A were different (p=<0.05) to the other strains
and showed the highest JA yield. Therefore, we used
strain 3C for the following experiments related to
production kinetics.

Jasmonic acid production kinetics

The variables concerning time were: substrate
consumption, pH, biomass production and JA
production. By the end of day five, the microorganism
consumed about 60 % of the added carbohydrates.
The pH continuously decreased from 7 to 4.1 the
first 5 d of fermentation. This change was due to
metabolites accumulation resulting from the substrate
degradation process (Marero e al., 1997). The results
of the biomass production show a classical microbial
growth curve: during the first 5 d of the bioprocess
presented an exponential growth phase and from
day ten on a stationary phase. In this study the
microbial death stage was not assessed because the

700~ r 0.5
= pH 0.433 F0.45
600 A AJ ‘
e mm Sustrato F0.4
\::: 5001 - Biomasa L 0.35 R
o L Y
E 400 4 564.987 0.3 5
E 025 ¢
g 301 0 £
o
T?) 200 a - 0.15
=< 0.1
1 -
00 0.02 /50 35.455 +0.05
04 7 = 4.2 - 2 4.05 4.1 0
0 5 10 15

Tiempo (dfas)

Figura. 2. Cinética de evaluacién de produccién de 4cido jasménico por fermentacién
liquida con las variables pH, consumo de sustrato, produccién de biomasa y
produccion de dcido jasménico en medio Miersch modificado.

Figure. 2. Kinetics of jasmonic acid production by liquid fermentation. Evaluated
variables: pH, substrate consumption, biomass production and production
of jasmonic acid in modified Miersch medium.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio se obtuvieron e identificaron
morfolégicamente aislamientos de Bosryodiplodia
theobromae nativos del sureste mexicano y se mos-
tr6 que produjeron 4cido jasménico en un sistema
de fermentacién liquida con rendimientos satisfac-
torios. El estudio cinético de produccién de dcido
jasménico mostré que los aislamientos inician su
produccién después de 10 d, lo cual demuestra que
es un metabolito secundario y, ademds, que al menos
cuatro aislamientos lograron superar la concentra-
cién minima éptima reportada en la literatura.
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experiment did not reach the necessary time for it.
The results of the JA evaluation show that from day
10, metabolite production starts at 35.45*1.2 ppm,
and 5 d latter dramatically increases to 564.99*2.1
ppm. The observed behavior was similar to that
reported by Pinakin (2007), who performed a kinetic
study of several strains of B. theobromae and obtained
a 50-100 mg L™" production. This shows that the
microorganism can produce JA as a secondary
metabolite in a liquid fermentation bioprocess.
Also, Castillo (2014) quantified and identified
various hormones in a fermented broth from three
B. theobromae strains which production levels were
close to 100 ppm.

CONCLUSIONS

In our study we obtained isolates of B.
theobromae strains native to southeastern Mexico
and morphologically identified them; they produced
jasmonic acid in a liquid fermentation system, with
satisfactory yields. The JA kinetic production shows
that the isolates begin production after 10 d, which
shows that it is a secondary metabolite. In addition, at
least four isolates managed to surpass the minimum
optimal concentration reported in the literature.
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