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M.C. Andrea Alcizar Pizaia Resumen

RESUMEN

Uno de los factores mas importantes involucrados en ia virulencia de
Beauveria bassigna es la capacidad para irrumpir y penetrar la cuticula del insecto
mediante la accion de enzimas secretadas por el hongo. Algunas investigaciones
reportan que la capacidad de una cepa para producir proteasas en cantidades
suficientes, probablemente determina la virulencia de una cepa de hongo en
particular, lo anterior es debido a que mas de la mitad del peso de la cuticula de los
insectos esta constituida por proteinas. En la presente investigaciones fueron
obtenidas cepas mutantes del hongo entomopatogeno B. bassiana cepa BbChl,
mediante luz ultravioleta, a una longitud de onda de 254 nm, con lo cual fueron
obtenidas 136 colonias mutantes a una distancia de 10 cm y un tiempo de exposicion
de 4 min. De las 136 colonias fueron seleccionadas 6 colonias mutantes denominadas
como M-7, M-24, M-25, M-36, M-41 y M-82 que presentaron los mayores halos de
hidrdlisis al ser crecidas en agar suplementado con leche descremada (AC), alrededor
de 4.5 cm para la M-82 y de 4.0 cm para todas las demds cepas y que fueron estables
al menos a 5 subcultivos alternados en AC y agar YPD. La produccion de proteasas
fue inducida en medio liquido de sales con gelatina como inductor y la actividad
enzimitica y contenido de proteina determinada. Todas las cepas mutantes
presentaron una actividad enzimdtica al menos dos veces mayor que la cepa paterna,
aunque en la mutante M-82 la mayor actividad enzimatica se presenta a las 48 h, no
asi en todas las demas cepas incluyendo la paterna, cuya actividad se presenta a las
72 h. el contenido de proteina es similar al de la cepa patemna en todas las cepas.
Todas las cepas mostraron actividades tipo quimiotripsina y elastasa, pero no
actividad tipo tripsina. La proteasa producida pertenece al grupo de las serino
proteasas al ser inhibida su actividad con PMSF. El mecanismo de regulacién de la
protcasa de interés producida por la M-82, no se vio afectado por la mutacion, ya que
tuvo un comportamiento muy similar al de la cepa paterna en los diferentes medios
usados para tal prop6sito. Por altimo, fue identificado el tipo de proteasa presente en
las cepas por medio de iniciadores disefiados en base a las secuencias reportadas para
tres proteinas degradadoras de cuticula producidas por B. bassiana, Prl, Bsnl y
CDEP-2, encontrandose que las proteinas producidas por todas las cepas son del tipo
Bsni o CDEP.

Palabras clave

Beauveria bassiana, Mutagénesis, proleasas



M.C. Andrea Aledzar Pizaia Resumen

ABSTRACT

Natural occurring entomopathogens are important regulatory factors in insect
populations The entomopathogenic fungi Beauveria bassiana is one of the most used
biological control agent, It is believed that extracellular proteases play a key role in
cuticle hydrolysis and fungal entry to the hemocoel since proteins are the major
components of insect cuticle In this study, Beauveria bassiana strain BbChl was
mutagenized using UV light (254 nm), placing the lamp at 10 cm and a irradiating a
spore suspension for 4 min, 136 colonies were obtained after UV exposure. There
were selected 6 mutant strains, named M-7, M-24, M-235, M-36, M-41 and M-82 that
showed a large and stable protein hydrolysis halo (4.04.5 ¢m) and were stables at
least at five repeated alternate subculturing onto agar supplemented with skimmed
milk (CA) and YPD. Protein content was similar for mutant and parental strains.
General enzymatic activity was higher (at least two times) in mutant strains, All
strains showed chymotrypsin-like and elasiase-like activities, but they didn’t showed
trypsin like activity. The protease produced belongs to the group of serin proteases
because it is inhibited by PMSF. The protease regulation mechanism was not
affected by mutagenesis due to that mutant strain M-82 was very similar to parental
strain when they were growth in inductor and repressor media. Finally protease type
present in parental and mutant strains was identified using primers designed on the
sequences reported for three cuticle degrading proteases: produced by B. bassiana:
Pri, Bsnl and CDEP-2, all the strains showed BSN1 or CDEP-2 protease type.

Key words
Beauveria bassiana, mutant, protease



M.C. Andrea Alcizar Pizasia 1.0 Introduccion

1.- INTRODUCCION

En el siglo pasado se vio la introduccién en la agricultura de insecticidas
quimicos, asi como también las graves consecuencias de su uso. Ciertamente, el uso
intensivo de estos quimicos han causado, no solo efectos nocivos en el medio
ambiente y en la salud de los humanos, sino también contribuido a la aparicién de

resistencia contra estos quirmnicos.

Las observaciones anteriores han generado gran interés de altermativas de
control, tal es el caso del desarrollo de agentes de control microbiano para un manejo

integral de insectos plaga.

Varios microorganismos se encuentran son utilizados como agentes de
control bioldgico y éstos incluyen virus, bacterias, protozoarios y hongos. Entre los
cuales los hongos entomopatégenos, ocupan un [ugar preponderante. Se han
reportado epidemias causadas por deuteromicetos usualmente Beauveria bassiana,
Metarhizium amisopliae y Sorosporella sp bajo condiciones de alta humedad (Shah ez
al., 1994; Hernandez-Crespo y Santiago-Aivarez, 1997; Delgado ez al., 1997, Lomer,
1997). Los hongos con mayor potencial son en particular los géneros B. bassiana y
M. anisopliae, ya que son seguros para vertebrados (Goettel y Johnson, 1992; Goettel
y Jaronski, 1997), facilmente producidos in vitro (Jenkins y Prior, 1993; Feng et al.,
1994; Jenkins y Goettel, 1997, Jenkins ef al., 1998) y formulados como insecticidas
bioldgicos para asperjarse con tecnologia de ultra bajo volumen, utilizando 1 6 2 l/ha
(Bateman, 1992; Bateman et al,, 1993).

Pero la patogenicidad de los hongos ¢s restringida por varios factores fisicos
y biol6gicos. Estos ltimos comprenden desde la capacidad de adhesién de la espora
a la cuticula, rapidez de germinacién y crecimiento de la hifa, ademds de la

capacidad para irrumpir y penetrar la cuticula del insecto mediante la accién conjunta
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de presion mecdnica y degradacion de los componentes de la cuticula, mediante la
accion de enzimas secretadas por el hongo (Hajek y St. Leger. 1994). Segin Samuels
et al. (1989), las cepas que muestran alta actividad patégena, muestran cantidades

detectables de enzimas extracelulares como quitinasas, proteasas y lipasas.

Varias de estas enzimas, principalmente proteasas y quitinasas, que degradan
la proteina y quitina de la cuticula del insecto, han sido identificadas y caracterizadas
en hongos entomopatogenos como B. bassiana y M. anisopliae (El-Sayed et al.,
1989). Muchas investigaciones se han realizado con el fin de entender la funcion de
estas enzimas durante eventos de patogenicidad, la mayoria de los estudios se han
enfocado hacia la actividad de las proteasas, ya que algunos investigadores reportan
que la capacidad de una cepa para producir proteasas en cantidades suficientes
probablemente determina la virulencia de una cepa de hongo en particular (Gupta,
1994), lo anterior es debido a que mas de la mitad del peso de la cuticula de los

insectos esta constituida por proteinas (Bidochka y Khachatourians, 1992).
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2.0 HIPOTESIS

Es posible obtener mutantes por medio de mutagénesis con luz ultravioleta
con actividad y patrones de produccion de proteasas diferentes a los de la cepa

paterna.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Obtencion de cepas mutantes del hongo Beauveria bassiana con mayor actividad

proteolitica

3.2 Objetives Particulares

1. Establecer un sistema de mutagénesis en el hongo Beauveria bassiana, para
obtener cepas con mayor actividad proteolitica.

2. Estudiar el comportamiento de la cepa mutante bajo condiciones de induccién y
represion de la actividad proteolitica.

3. Caracterizar la(s) proteasa(s) mutantes y paternas del entomopatdgeno.

4. Determinar el tipo de proteasa presente en la cepa paterna y mutantes por medio
de PCR
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4.0 ANTECEDENTES

El uso indiscriminado de los insecticidas quimicos, ha causado serios
problemas de contaminacion asi como la aparicién de resistencia de los insectos.
Estos hechos han generado la necesidad de buscar nuevas alternativas que tengan
menor impacto negativo en el ecosistema. El control Bioldgico ofrece una alternativa
atractiva para usarse en el control de plagas. Los agentes de control bioldgico
microbiano son organismos que se encuentran en la naturaleza; ademés su complejo
modo de accién hace menos probable que se presente €l fendmeno de desarrollo de
resistencia. Los agentes de control biologico de plagas incluyen virus, bacterias,

hongos, y nemétodos.

4.1, Bioinsecticidas utilizados en 12 actualidad

4.1.1. Virus entomopatogenos

Los virus patogenos de insectos conocidos en la actualidad pertenecen a la
familia Baculoviridae (BV). Los BV incluyen dos géneros patigenos
especificamente para artrépodos (Nucleopliedrovirus, NPV y Granulovirus, GV) y la
mayoria de los baculovirus son infecciosos solamente para las especies del orden
lepidoptera, con ninguna clase de efecto adverso para cualquier otro orden de
insectos. En resumen, muchos de los baculovirus exhiben un muy reducido espectro,
son principalmente toxicos a una sola especie de hospedero, tal especificidad los
hace buenos candidatos para su uso en los sistemas de manejo integral de plagas
(Romanowski, 2002).

Hasta la fecha muchos de los casos exitosos en el uso de baculovirus como
agentes de contro] bioldgico se¢ debe a la explotacion de una caracteristica de estos

organismos, la produccién de nucleopolihedrovirus de Anticarsia gemmatalis
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(AgMNPV) para el control de gusano terciopelo en cultivos de soya en Brasil.
También la multinucleocapside del nucleopolihedrovirus de Spodoprere frugiperda
(SIMNPY), la cual es la principal plaga de maiz y sorgo, ha sido desarrollado en

México y Centro América como bioinsecticida (Williams, 2002);

4.1.2. Bacterias ertomopatogenas

El mejor ejemplo de insecticidas bacterianos que se ha investigado muy a
fondo perienece al genero Bacillus. Comercialmente se han usado como insecticidas
cuatro especies: B. thuringiensis, B, popilliae, B. moritai y B. sphaericus. B.
thuringiensis, es ¢l agente de control bioldgico mas exitoso, produce una serie de
toxinas a- y f-exotoxinas y d-endotoxina, esta ultima es sintetizada durante la fase de
esporulacién (Zhong, 2000). B. thuringiensis var. israelensis (Bti) ha sido usado
exitosamente para ¢l control de mosquitos y mosquita negra, ademas varias toxinas
de B. thuringiensis han sido utilizadas en cultivos transgénicos como lo son el

algodon, maiz y soya (Khachatourians, 1986).

4.1.3. Nem:itodos entomopatogenos

Los nemditodos entomopatdgenos de las familias Steinernematidae 'y
Heterorhabditidae junto con sus bacterias simbidticas, Xenorhabdus 'y
Photorhabdus, respectivamente, representan un agente de control bioldgico tnico.
Los nematodos depositan a la bacteria entomopatégena dentro del intestino del
insecto, donde las bacterias se multiplican y producen un amplio rango dec toxinas y
exoenzimas hidroliticas que son las responsables de la muerte y bioconversion de la
larva del insecto en nutrientes, que son ideales para el crecimiento y reproduccion del
nematodo. Los nematodos se reproducen hasta que los nutrientes se terminan, en
cuyo tiempo pueden ser recolonizados por bacterias simbidticas (Forst y Clarke,
2002). El complejo nematodo-bacteria mata répidamente al insecto (48 h) y no
formar relaciones hospedero-patogeno altamente adaptables, tal como ocurre en la
mayoria de otros parésitos utilizados para el control biolégico y, por lo tanto

presentan una gama de hospederos mas amplio.
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4.1.4. Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos se encuentran dentro de los primeros
organismos que fueron usados en el control biolégico de plagas. Mas de 700 especies
de hongos, de alrededor de 90 géneros son patdgenos para insectos. La mayoria se
encuentran dentro de los deuteromicetos y entomophthorales, algunos de los hongos
patégenos presentan rangos de hospederos muy restringidos, por ejemplo,
Aschersonia aleyrodis, que infecta solamente mosquitas, mientras que otras especies
de hongos tienen un espectro de hospederos mas amplio, con aislados individuales

que son mas especificos, por ejemplo, M. anisopliae y B. bassiana (Fig. 1).
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Figura 1. Ejemplos de control biolégico de insectos plaga A) Picudo del algodén:
Izquierda y centro, insectos adultos muertos por B. bassiana. Derecha, insecto adulto
sano (control). B) Chapulin: [zquierda insecto adulto sano, derecha insecto infectado
por B. bassiana.
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Actualmente existen numerosos productos comerciales a base de hongos
entomopatégenos, contra diferentes insectos blanco. En la tabla 1 se muestran

algunos ejemplos de productos a base de estos agentes de biocontrol que a la fecha se

producen comercial o semicomercialmente

TABLA 1
Algunos de los principales productos comerciales a base de hongos
entomopatogenos”®,

Producto Hongo Blanco
Myeotal Verticillium lecanii Mosquita blanca y 4fidos
Vertalec V. lecanii Afidos
Biogreen M. anisopliae Larvas de escarabajo
Bio-Path M. anisopliae Cucarachas
Bio-Blast M. anisopliae Termitas
ComGuard B. bassiana Chapulin y langosta
Mycotrol GH B. bassiana Chapulin y langosta
Myecotrol WP & BotaniGard B. bassiana Mosquita blanca, afidos y trips
Naturales-L B. bassiana Plagas de algoddn
Proecol B. bassiana Gusano soldado
Boverin B. bassiana Catarinitas

Green Muscle

Metarhizium flavoviride

Chapulin y langosta

PFR-97 Paecilomyces fumosoroseus Mosquita blanca

Pae-Sin P. fumosoroseus Mosquita blanca

Bea-Sin B. basstana Mosquita blanca, chapulit
B. bassiana B. bassiana Chapulin

Meta-Sin M. anisopliae Plagas caseras

Fitosan-M M. anisopliae Gallina ciega, chapulines

¢ (Butt y Copping, 2000 y Tamez-Guerra ef a/., 2001)

Verticillium lecanti, es usado en Europa para el control de afidos € insectos de
invernadero, se encuentra disponible en dos productos: Vertalec, para afidos (Hall,
1981; Milner, 1997; Burges, 2000; Yeo et al., 2003) y Micotal para mosquita blanca
y arafias (Milner, 1997), cuyo productor es Koppert Biological Systems en Holanda.

Estos productos se encuentran registrados en Dinamarca, Finlandia, Holanda,
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Noruega y Reino Unido y su registro se encuentra pendiente en Francia, Espafia y
Turquia (Shah y Pell, 2003).

B. bassiana esté disponible para una amplia gama de insectos y los productos
a base de este hongo son muy vendidos en los Estados Unidos, desde inicios de 1980
por la empresa Mycotech (Bradley et al., 1992). En 1999, Mycotal fué registrado por
la Agencia de Proteccion Ambiental de USA. Los productos de Mycotech a base de
B. bassiana fueron los primeros en comercializarse en los Estados Unidos. Aunque
en el afio 2000 la empresa Mycotech fue absorbida por Emerald Bio Agriculture, esta

continGa con la produccion y comercializacion de estos productos.

Un tercer ejemplo es Metarhizium sp., el cual después de un arduo programa
de 12 afios de investigacién que inicié en 1990, involucrando al menos 40 cientificos
y una inversion de aproximadamente $ 17 millones USD, se ha patentado un
producto llamado “Green Muscle”, disponible comercialmente y recomendado por la
FAO para el control de langosta y chapulin en Africa. Para lograr este objetivo el
proyecto se realizé con la colaboracion de diversas instituciones de investigacidn del
Reino Unido, Holanda y las Repiblicas de Benin y Nigeria. Especies tales como M.
anisoplige 'y B. bassiana han sido bien caracterizadas con respecto a su
patogenicidad y han sido usadas como agentes de control biolégico de plagas

alrededor del mundo.

4.2 Beauveria bassiana

B. bassiana es la primera especie de hongo entomopatigeno que fue utilizada
en ¢l control biolégico de plagas; se han aislado numerosas cepas con actividad
insecticida contra una gran variedad de insectos plaga. Beauveria es un género
factible de reproduccién masiva (Hernandez-Veldzquez et al., 1996); pertenece a la
subdivisién Deuteromicotina; las clases de esta subdivision, se caracterizan por no
presentar el estado sexwal de reproduccion, por lo que se les conoce con ¢l nombre de
hongos imperfectos: la clase Hifomicetos, a la cual pertenece el género antes
mencionado, es la méas importante; esta incluye a la mayoria de las especies

conocidas como patdgenas para insectos plaga. Los Hifomicetos se caracterizan por
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formar micelio septado con conidiéforo simple o agrupado. La identificacion de los
géneros se basa en la forma en que se originan las conidias en el conidi6foro (Tanada
y Kaya, 1993).

El género Beauveria es un hongo entomopatégeno con hifas septadas,
contiene las estructuras reproductivas denominadas conidioforos, sobre €stas se
desarrollan las conidias; el micelio de Beauveria se ramifica para formar los
conidioforos, que son simples e irregulares y terminan en vértice en forma de
racimos, la base de la c€lula conididgena es globosa presentando un adelgazamiento
en ¢l drea donde se insertan los conidios, los cuales son también de forma globosa de
2-3 x 2.0 pm (Humber, 1981). Beauveria alcanza su desarrollo completo en medio de
cultivo sélido en 21 dias a 27°C; se caracteriza por presentar una apariencia polvosa
de color blanco algodonoso o amarillento cremoso; los hospederos de este género
son principalmente lepidopteros, coledpteros y hemipteros, pero puede presentarse en

dipteros e himenépteros (Hernéndez-Velazquez ef al., 1996).

Una micosis causada por B. bassiana fue la primera enfermedad infecciosa
presentada en un insecto, Bombyx mori, y una cepa estrechamente relacionada con B.
bassiana (B. globulifera) fue usada en los EUA, en uno de los primeros intentos para
controlar insectos plaga por métodos biologicos (Ignoffo et al., 1979). A nivel de
laboratorio, existe riesgo de que caracteristicas como crecimiento, esporulacién y
virulencia de una cepa disminuya o se pierda debido a la repeticion de cultivos a que
se somete para su conservacion y/o manejo. Sin embargo, esta se¢ puede recuperar
reaislando las cepas después de atacar, matar y reemerger del insecto blanco (Hayden
et al., 1994; Feng et al., 1994) 6 mediante la obtencién de cultivos monoespora, con
lo cual una cepa puede mantenerse estable hasta por 80 subcultivos (Samsinakova y
Kalalova, 1983; Hall, 1980).

4.2.1. El ciclo de vida de B. bassiana

B. bassiana presenta un modo dimérfico de crecimiento. En ausencia de una
hospedero especifico, Beauveria pasa a través de un ciclo de vida vegetativo asexual
que incluye germinacion, crecimiento micelial y la formacion de conidias (Fig. 2).

En presencia de su hospedero, Beauveria cambia al ciclo de vida patégeno. Las
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conidiosporas germinan en la superficie de la cuticula y los tubos germinativos

penetran el integumento del insecto directamente.
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Figura 2. Modo de crecimiento dimérfico de B. bassiana. (A) Fase parasitica en
forma de levadura cuando infecta a la especie susceptible. (B) Fase saprofita
muestra hifas filamentosas.

Cuando han penetrado la cuticula, el hongo altera su morfologia de
crecimiento a una fase de crecimiento de levadura y produce cuerpos hifales, los
cuales circulan en Ja hemolinfa y proliferan por gemacion (Fig. 3). En seguida de la
muerte del insecto, el crecimiento del hongo regresa a la forma tipica de hifa (etapa
saprofita). La habilidad de pasar por la etapa de crecimiento de levadura,

probablemente sea un prerrequisito para la patogenicidad.
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Figura 3. Modo de accion de los hongos entomopatdgenos.
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4.3 Patogénesis de los Hifomicetos

Entre los entomopatogenos solamente fos hongos han adquirido la habilidad
para invadir a sus hospederos a través de la cuticula externa, ya que el modo de
accibn de otros microorganismos entomopatdégenos como virus, bacterias,

protozoarios y nemétodos, esta limitado a que sea ingerido por el hospedero.

4.4 Modo de accién de los hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatégenos, como la mayoria de los hongos patdgenos de
plantas y vertebrados, infectan a sus huéspedes a través de la cuticula externa
(Ferrén, 1978); este modo de infeccién es tnico y caracteristico de los hongos, ya
que todos los otros microorganismos entomopatégenos, incluyendo neméatodos, virus
y bacterias, tienen el inconveniente que deben ingresar al huésped, por alguna via,
normalmente oral, anal y/o orificios de respiracién. Sin embargo los hongos pueden
penetrar por todas las vias mencionadas asi como a través de la cuticula externa
(Yanagita, 1987; Miranpuri y Khachatourians, 1991, Siebeneicher et al., 1992; Clark
et al., 1968).

El desarrollo de la enfermedad o micosis puede ser separado en tres fases: a)
adhesion y germinacion de la espora; b) penetracién en el hemocele y ¢) desarrollo
del hongo, lo cual generalmente resuita en la muerte del hospedero (Charmnley. 1992;
Goettel y Johnson. 1992).

4.4.1 Adhesién y germinacion

El contacto espora-hospedero es el principal requisito para desarrollar una
micosis y el éxito de este contacto dependera de varios factores, entre los que se
encuentran mecanismos pasivos relacionados con la secrecion de un material
mucilaginoso y estructuras superficiales (Boucias y Pendland, 1991; Rath ef al,

1995). Las conidias secas de los Deuteromicetos en cambio, poseen fasciculos o
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surcos; en estos casos, la union es debida a la hidrofobicidad de los surcos y la

cuticula del insecto (Boucias et al., 1988, Jeffs y Khachatourians, 1997).

La germinacién, por su parte, depende, en gran medida, de las condiciones
ambientales principalmente temperatura y humedad (Ignoffo. 1992; St. Leger, 1991).
Este evento de unién pude depender también de aspectos bioquimicos y topograficos
y se ha demostrado que los micropliegues de la epicuticula juegan un papel
importante en la germinacion (St. Leger ef al., 1991), Una vez que la conidia se ha
colacado sobre la epicuticula del hospedero, ésta sufte cambios morfologicos

importantes para iniciar la germinacion y penetracion.

4.4.2 Penetracion de la cuticula

Una vez que la espora germina, el tubo germinativo resultante puede penetrar
la cuticula directamente o producir un apresorio del cual se desarrolla una clavija de
infeccion en la cuticula del insecto (Zacharuk. 1981). La epicuticula es una barrera
formada por varias capas y cada una posee propiedades muy particulares, en la
mayoria de los insectos, la capa externa es fragil y ¢s rota por fuerzas mecénicas,
evento que es facilitado por la secrecidon de enzimas hidroliticas, como proteasas,
quitinasas, lipasas, esterasas y aminopeptidasas, favoreciendo la penetracion (St.
Leger et al,, 1987; Hemdndez-Torres er al., 2004). La capa media consiste de
polimeros de lipoproteina estabilizada por quinonas y e¢s mds resistente que la capa
externa, pero es hidrolizada por varias exoenzimas del patégeno (Charnley y St
Leger, 1991). El ejemplo més conocido de la penetracion estd dado en M. anisopliae,
quien sintetiza una proteasa llamada Prl, la cual es secretada por el apresorio del
hongo sobre la cuticula de Manduca sexta para poder penetrarla. Y de cuyos estudios
se concluyo que esta proteasa es el factor clave en la penetracion la cuticula del
insecto por el hongo (St. Leger ef al., 1988). La cuticula esta formada en un 70%
aproximadamente de proteinas, lo que explica que sean las proteasas mas

importantes que las quitinasas en el proceso de penetracion.

La digestion enzimatica, ademds de la presion celular presentada por los
extremos de las hifas, culmina con el rompimiento de la barrera cuticular, una vez

que la epicuticula ha sido rota, inicia el proceso de penetracion, el cual puede ser por
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medio de hifas o estructuras que se extienden lateralmente. La penetracion lateral
puede causar fracturas que favorecen la penetracion y facilita la dispersion del
patogeno por la produccion de exoenzimas y otros compuestos que facilitan la
invasion del hospedero. El grado de resistencia de la epicuticula a la accién de las
exoenzimas, depende del grosor, la tension y grado de esclerotizacion de la cuticula.
Los insectos con segmentos altamente esclerotizados son invadidos via espirdculos
y/o membranas atroidales (Charnley, 1989). El dafio en la cuticula desarrolla un
proceso de melanizacién, como mecanismo de defensa, pero frecuentemente, esto
ocurre tarde o en magnitud insuficiente para detener el crecimiento del patégeno
(Hajek y St. Leger, 1994).

4.4.2.1 Produccién de toxinas

Cuando el hongo alcanza la hemolinfa del insecto, puede crecer como
blastosporas o cuerpos hifales. Esto puede facilitar la dispersion y colonizacién del
hemocele, optimiza la asimilacion de nutrientes y a pesar de los esfuerzos del sistema
inmune. Esta respuesta inmune pude ser humoral (fenoloxidasas, lectinas) y/o celular

(fagocitosis, encapsulacion).

Antes de que ¢! hongo pueda proliferar en el hemocele, generalmente supera
la respucsta inmune del insecto mediante la produccién de toxinas. B. bassiana
produce varios compuestos toxicos que incluyen beauvericina, bassianolida y
oosporeina y M. anisoplige produce varios depsipéptidos ciclicos Ilamados
destruxinas, los cuales producen una inmunosupresion o una paralisis (Bradfish e:
al., 1990). La muerte del insecto puede resultar de una combinacion de acciones tales
como son la falta de nutrientes, obstruccién fisica o la invasion de los érganos y

toxtcosis.

4.4.3 Desarrollo del horgo

Después de cruzar la barrera que represenia el integumento, el hongo se

desarrolla en el hemocele en presencia de reacciones defensivas celulares, los
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plasmocitos, poco es conocido acerca del reconocimiento del hongo por la respuesta
inmune del insecto. Se ha sugerido que la fenoloxidasa, sin embargo, el principal
mecanismo de defensa celular contra el hongo es la encapsulacion de éste. La
importancia de estos mecanismos, depende del hospedero y del patdogeno. La
morfologia del proceso de infeccién ha sido bien estudiada, pero el proceso
bioquimico y fisiolégico que determina la susceptibilidad o resistencia, esta muy
poco comprendido. Algunos entomopatégenos sintetizan metabolitos que actian
interfiriendo algiin sistema metabdlico del hospedero o bien, dafiando directamente la
permeabilidad celular. Uno de estos ejemplos mds claros es la dextruxina sintetizada
por M. anisopliae. Este tipo de metabolito puede afectar varios organelos, paraliza
las células y causa disfuncion en el intestino medio, titbulos de Malpighi, homocitos
y tejido muscular (Samuels et al., 1988). En el caso de B. bassiana o Verticillium
lecanii, estos producen toxinas tipo depsipéptidos ciclicos como la beauvericina, las
cuales erosionan el granuloma y permiten a las blastosporas invadir el hemocele. Sin
embargo, el hospedero también puede sintetizar compuestos que inhiban el

crecimiento del hongo, previniendo la infeccion letal.

Esta demostrada la actividad antibacteriana de “Cordicepin”, también en
Beauveria “Oosporein”, un pigmento rojo responsable del cambio de color del
cadaver, tiene actividad bactericida (Eyal ef al., 1994). La colonizacion de los
diferentes organos se produce en la siguiente secuencia: cuerpos grasosos, sistema

digestivo, tubos de Malpigui, hipodermis, sistema nervioso, misculos y traqueas.

La muerte del insecto marca el fin de la fase parasitica del hongo, pero el
resultado letal de la enfermedad es solamente un aspecto de la infeccion, ya que se
han observado disturbios secundarios en la fecundidad, sobrevivencia en diapausa y

resistencia al frio en insectos que sobreviven a la infeccion (Tanada y Kaya, 1993).

4.5 Enzimas extracelulares

Muchos patégenos pueden producir un espectro de enzimas degradadotas de
cuticula, correspondientes a los diferentes polimeros de la cuticula de los insectos,

proteina, quitina y lipidos (St Leger e al, 1986; Charnley y St. Leger, 1991).
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Cuando M. anisopliae, B. bassiana y V. lecanii son crecidos en medios liquidos
conteniendo cuticula, secretan secuencialmente esterasas y enzimas proteoliticas
{endoproteasa, aminopeptidasa y carboxipeptidasa) (<24 h), seguida de N-acetil
glucosaminidasa y finalmente quitinasa y lipasa (3-5 dias después). El orden de
aparicion de las enzimas se produce de acuerdo a los constituyentes solubilizados en
¢l medio de cultivo. La quitinasa es una enzima inducible y en [a cuticula la quitina
s¢ encuentra dentro de una matriz de proteina, por lo que la aparicion de la quitinasa
es el resultado de la induccién por quitina después de la degradacion de las proteinas
cuticulares. La deteccién de lipasa puede ser debido al hecho de que la enzima esta

generalmente unida a la pared en cultivos jovenes (St. Leger et af., 1986 a, b y ¢),

La principal enzima producida por M. anisopliae in vitro durante la
formacién del apresorio es Prl. Prl también tiene una buena actividad general de
proteasa contra un amplio espectro de proteinas (caseina, elastina, albimina de suero
bovino, coldgeno) y cuticula de insecto (St. Leger et al., 1987 b). La unién de Prl a
grupos de la cuticula cargados negativamente, esta ligada a su naturaleza bisica.
Después de la absorcion, los sitios activos se ponen en contacto con uniones
peptidicas susceptibles y entonces los péptidos solubilizados son posteriormente

degradados hasta una cadena de alrededor de § péptidos.

Prl se produce alrededor de las 24 h, pero los niveles de produccion de Pri
pueden mejorarse suplementando los cultivos con cuticula de insecto u otros
polimeros insolubles, en cantidad no suficiente para producir represion catabélica. La
adicion de metabolitos mas ficilmente utilizables como por ejemplo glucosa o
alanina reprimen la produccion de la protcasa extracelular. Por lo tanto la produccion
de esta enzima es constitutiva pero reprimible (St. Leger et al., 1988a). De manera
similar la adicion de metabolitos ficilmente utilizables durante el crecimiento de M.
anisopliae sobre cuticula de insecto, previene la sintesis de Prl y por lo tanto la
penetracion del hongo. Es probable entonces que la falta de nutrientes sea una seiial
para el cambio de un modo de crecimiento saprofitito a un modo de crecimiento

patogénico después de que los nutrientes se han agotado en la cuticula del insecto.
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4.6 Metarhizium anisopliae

M. anisopliae es hasta ahora el hongo entomopatégeno mejor estudiado y
varios factores de virulencia involucrados en el proceso de patogénesis han sido
identificados (Clarkson y Charnley, 1996). Una proteasa tipo subtilisina, denominada
PR1 ha sido clonada y caracterizada (St Leger er al,, 1992). PR1 es sintetizada como
un precursor grande que contiene un péptido sefial de 18 aminodcidos y un
propeptido de 89 residuos y la proteina madura (28.6 kDa) contienc 281. La
secuencia presenta similitudes considerables con otras enzimas de la clase subtilisina
de las serino endoproteasas. En particular, los residuos de serina, histidina y aspartico
que comprenden el sitio activo de estas proteasas se encuentran conservados en PR1.
PR1 posee una amplia especificidad primaria por aminoacidos con un grupo lateral
hidrofébico en el segundo atomo de carbdn (por ejemplo, fenilalanina, metionina y
alanina), pero también posee una especificidad secundaria por cadenas peptidicas
hidrofobicas grandes con el sitio activo reconociendo al menos cinco subsitios. Esta
no especificidad relativa puede ser causa de su actividad contra un gran nimero de
proteinas (cascina, elastina, albimina de suero bovino, colageno) y cuticula de
insecto (St. Leger ef al., 1987 b). Para M. anisopliae, parece ser que PRI es facior
determinante en la patogénesis en virtud de su habilidad de degradar la cuticula y su
produccién a niveles altos por €l patdgeno in situ durante la infeccion. (St Leger ef
al., 1987). Ademas, la adicion de multiples copias de prl bajo el control de un
promotor constitutivo incrementa la virulencia de las transformantes (St Leger ef al.,
1996). El mecanismo de degradacion de la cuticula pot PR1 de M. anisopliae fue
sugerido como sigue (St Leger er al,, 1987):

1) PR1 se absorbe en la cuticula via fuerzas electrostaticas no especificas

2) El sitio activo se pone en contacto con cualquier parte de una proteina
cuticular y bajo las condiciones apropiadas, por e¢jemplo, temperatura,
corta péptidos susceptibles lo cual liberal as proteinas cunicuiares

3) Las proteinas solubilizadas son posteriormente degradadas hasta que el

largo de cadena se de alrededor de S residuos).
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Ademds de PRI, otras endoproteasas, proteasa con actividad tipo tripsina
(PR2), ha sido caracterizada también de M. anisopliae, pero su papel no esta claro (St
Leger, 1996).

4.7 Mecanismo de defensa del insecto

La defensa celular y humoral que poseen los insectos contra heridas u
organismos invasores, consiste principalmente en reconocimiento, agregacion de
hemocitos, formacion de nédulos, fagocitosis y melanizacién ¢ lisis de las células

invasoras (Gupta, 1986; Hung et ai., 1993).

Los hemocitos, fenoloxidasas, quinonas y opsoninas, participan en ¢l
reconocimiento de las heridas y defensa contra organismos invasores (Gunnarsson,
1988; Pendland er al., 1988; Schmit et al., 1977). Cuando la cuticula del insecto sufre
dafio, los hemocitos comienzan a cumularse y a agregarse dentro y alrededor de la
herida, penetran la membrana celular cambiando la apariencia de las células
(Gunnarsson, 1988). La defensa celular del insecto huésped, dependerd de la
capacidad de los hemocitos para encapsular las esporas del hongo (Schmit et al.,
1977; Huxam et af., 1989b). Los granulocitos, la clase mas abundante de hemocitos,
fagocitan al hongo y posteriormente, los plasmocitos forman un pseudotejido en
capas concéntricas, para originar un granuloma que posteriormente es melanizado, y

el hongo puede suftir lisis (Hajek y St. Leger, 1994).

Un componente importante del sistema de defensa interna del insecto es la
fenoloxidasa, que ademas del reconocimiento, participa en la melanizacién de sitios
dafiados en la cuticula y de células invasoras (Schmit ez al., 1977). Dicha enzima esta
presente en los hemocitos como profenoloxidasa y en su activacion en cascada
intervienen componentes de la pared celular del hongo como peptidoglicano, beta-
1,3-glucano, lipopolisacaridos y laminarinas (Marmaras et al, 1996; Soderhall y
Smith, 1986) 6 activadores endégenos como serinas-proteasas de las células
invasoras (Saul y Sugumaran, 1987). Sin embargo, las células micopatogenas pueden
superar la defensa del insecto mediante estrategias como: tolerancia al sistema de

defensa, neutralidad a hemocitos 0 enmascaramiento por proteinas del insecto
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huésped (Hung y Boucias, 1992; Hung ef al., 1993), y produccién de metabolitos
secundarios como destruxinas, bauvericinas y enantinas que suprimen dicho sistema
de defensa, disminuyendo la formacién de agregados hemociticos alrededor de las
c€lulas del hongo (Huxman et al, 198%9a). Una vez que la infeccion progresa, la
congentracién de granulocitos se reduce y el huésped es incapaz de formar
granulomas en cantidad suficiente, entonces el hongo supera la encapsulaciéon y

continta creciendo y proliferando (Hung y Boucias, 1992).

4.8 Factores que afectan la actividad de Beauveria bassiana

La virulencia de cualquier microorganismo entomopatogeno, depende
principalmente de tres condiciones: 1) el huésped, 2) el patogeno y 3) €] ambiente en

que ocurre la relacién huésped-patégeno.

4.8.1 El huésped

Del huésped influyen su naturaleza genética, estadio de desarrollo, estado
nutricional y de salud y los habitos alimenticios del insecto (Sanchez, 1996). La
susceptibilidad de un insecto plaga para ser atacado, depende del estadio de
desarrollo en que se encuentra, ya que todos los microorganismos patégenos pueden
atacar los diferentes estadios de desarrollo, pero no lo hacen con la misma virulencia;
asi, algunos géneros de hongos entomopatdgenos, en los que se incluye el genero
Beauveria puede presentar mayor eficacia para el control de los primeros estadios

larvales de muchos géneros del orden Coledptero.

En cuanto al estado nutricional y de salud del insecto, asi como los habitos
alimenticios, serdn mds susceptibles al atague de microorganismos patogenos,
aquellos insectos que se encuentran bajo estrés, por ejemplo, debilitados por otros

patdgenos o con baja calidad en la alimentacién (Tanada, 1993)
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4.8.2 El patégeno

Del patégeno influyen su naturaleza genética, la cantidad de ingrediente
activo presente, asi como su vigor. De 12 misma manera en que el huésped solo
puede ser atacado por ciertas cepas de patogenos, estos a su vez, solo pueden atacar 3
ciertos tipos de insectos (Sdnchez, 1996).

De esta forma B. bassiana, ataca Hypothenemus hempei en cafeto, mosquitas

blancas y dfidos en hortalizas, bruquidos del frijol en granos almacenados.
(Herndandez, 1997).

4.8.3 Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales particularmente temperatura, humedad relativa y
luz solar, ademas del movimiento del aire son muy importantes en la infeccién y

esporulacién de hongos entomopatogenos.

Los requerimientos de temperatura varian con la especie de hongo y el nicho
ecoldgico. Los deuteromicetos encontrados en dreas tropicales y subtropicales tienen
una temperatura 6ptima de germinacion sobre los 25°C; la rapidez del desarrolio
micelial y evolucién de la infeccion también dependen de la temperatura. Para B.

bassiana la temperatura dptima se encuentra sobre los 25°C.

La radiaci6n solar puede actuar sobre la germinacion de los conidios o sobre
los estados iniciales del crecimiento del tubo germinativo; asi se ha demostrado que
los rayos ultravioleta tienen el mayor efecto negativo sobre conidios de B. bassiana y

M. anisopliae, entre otros (Hernandez, 1996).

4.9 Produccion de hongos entomopatigenos

La produccion de hongos entomopatogenos, como en el caso de B. bassiana,
se ha realizado durante varios afios en cultivo semisolido con resultados de

patogenicidad satisfactorios, pero con bajos rendimientos de produccion; por lo que,
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su uso y aplicacién como insecticida biolégico, se encuentra limitado a la capacidad
de propagacion del microorganismo en un cultivo sumergido que proporcione la
alternativa de escalarlo a un proceso industrial, con alios rendimientos de produccion
pero sin alterar su capacidad patogénica, esta ultima, se ve afectada notablemente

cuando el hongo se propaga en medio de cultivo liquido.

En funcion de la forma de propagacién de hongos entomopatogenos, se
pueden obtener diferentes tipos de productos; masa micelial dispersa, agregados
miceliales en forma de esférulas, blastosporas, conidios aéreos y conidios en cultivos
sumergidos semejantes a los conidios aéreos, Las formas infectivas de los hongos
entomopatogenos son las blastosporas y los conidios. El micelio que no es infectivo,
se utiliza en el control de algunas plagas, para que con [a humedad ambiental forme
conidios acreos. La produccion de conidios puede hacerse en medio sélido, liquido y

empleando un sistema mixto (Hernandez-Velazquez, 1996).

Con la propagacion en medio solido se obtienen conidios aéreos,
generalmente en granos de cereal precocido (arroz, trigo, salvado). Los hongos
también pueden ser propagados en medios liquidos que contengan una fuente de
carbono y sales organicas, en fermentadores de 1 hasta 300 6 500 litros; en estos
medios, crecen formando micelio que genera blastosporas. Una ventaja del uso de
medios liquidos es que estos involucran una tecnologia de propagacion del hongo en
tanques agitados que es bien conocida en la industria farmacéutica, y este
conocimiento puede ser aplicado a la produccién de blastosporas de hongos

entomopatogenos (Humphreys et al., 1990).

4.10 Ingenieria Genética de Horgos Entomopatogenos

La propagacion del uso de hongos como agentes de control bioldgico
dependerd de las mejoras de las cepas silvestres, combinando caracteristicas de

diferentes cepas y mutantes. Se pueden considerar dos tipos de mejoras

1) Mejorando la eficacia del bioinsecticida, por ejemplo, reduciendo la dosis

necesaria para matar insectos, reduciendo el tiempo de muerte del insecto
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o disminuyendo el dafio a los cultivos por la reduccién del tiempo de
alimentacion.

2) Expandiendo el rango de hospederos. El completo entendimiento del
proceso de patogénesis es esencial para el desarrollo de cepas

hipervirulentas

La biologia molecular provee las herramientas necesarias para elucidar los
mecanismos de patogénesis y para en un futuro, producir organismos recombinantes
con caracteristicas nuevas. Algunos esfuerzos para lograr estos objetivos se han
realizado con M. anisopliae y en mucho menos nivel con B. bassiana (Hegedus,
1991). Han sido establecidos los sistemas de transformacién genética in vitro ¢ in
vive, los cuales son una parte esencial de la investigacion moderna de hongos, y son
necesarios para la manipulacion experimental de genes de virulencia (Goettel y St
Leger, 1990). El éxito en el uso de estos procedimientos, depende de Ia
disponibilidad de marcadores de transformacion seleccionables. Las técnicas de
transformacion han sido utilizadas para aislar genes patdgenos especificos, investigar
determinantes de virulencia M, anisoplice, y para producir ¢epas con mas alta

virulencia.

4.11 Mutagénesis

La definicion que dio De Vries de la mutacion era la de cualquier cambio
heredable en el material hereditario que no se puede explicar mediante segregacién o

recombinacion.

Por ofra parte, la definicion de mutacion a partir del conocimiento de que el
material hereditario es el ADN y de la propuesta de la Doble Hélice para explicar la
estructura del material hereditario, seria que una mutacion es cualguier cambio en la

secuencia de nucledtidos del ADN.

La mutacién es la fuente primaria de variabilidad genética en las poblaciones,
mientras que la recombinacidn al crear nuevas combinaciones a partir de las

generadas por la mutacion, es la fuente secundaria de variabilidad genética. Una
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mutacion puede comprender la sustitucion de un solo par de bases, la delacién o la
inserciéon de uno o de mas pares de bases, o puede constituir una alteracién

importante de la estructura de un cromosoma.

Las mutaciones suelen producirse dentro de las regiones de un gen que
codifica la proteina y en regiones externas a los genes que afectan su expresion, o en
otros sitios del DNA. Por lo cual, las mutaciones pueden acarrear un cambio
fenatipico que puede ser detectable o no. Debido a la gran variedad de tipos y efectos

de las mutaciones, estas se han clasificado de diversas formas.

1) Mutaciones al azar, estas pueden ser espontdneas; si se producen
de manera natural y se supone, en general, que son debidas a
cambios aleatorios de la secuencia nucleotidica de los genes. O
inducidas, cuando se utiliza algiin agente fisico (radiaciones, luz
ultravicleta) o quimico (analogos de bases, agentes que reaccionen
con el DNA, agentes intercalantes) que pueden inducir mutaciones.

2) Mutaciones dirigidas. El objetivo de la mutagénesis dirigida es
modificar una proteina al cambiar un residuo aminoacidico por
otro, al eliminar una parte, o afnadir otra. El punto inicial es tener
el gen que codifica para la proteina de interés en un vector. El
desarrollo de la tecnologia génica ha conducido a nuevos métodos
revolucionarios que hacen posible aislar mutantes de genes
especificos de interés (Shortle ez al., 1981; Winnacker, 1985; Old y
Primrose, 1985; Saunders y Saunders, 1987).

4.12 Mutagénesis en hongos

En hongos entomopatdgenos se ha utilizado a la mutagénesis como vn medio
para definir los factores que afectan la patogenicidad {Al-Aidroos y Roberts, 1976,
Smith y Grula, 1983; El-Sayed ef a/., 1989). El mutigeno mas utilizado en hongos es
la luz ultravioleta (UV), la cual causa mutaciones puntuales el tipo més frecuente de
fuente de radiacion UV que se usa para mutagénesis es la lampara microbicida que

emite grandes dosis de radiacién UV en [a regién de 260 nm, Se suele utilizar una
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dosis de radiacion UV que produzea un 90% - 95% de muerte en la poblacion
buscandose posteriormente, entre los supervivientes, los mutantes; aunque también
se han empleado otros agentes como el etano-metano-sulfonato (St. Leger et al.,
1993). También, la modificacion genética en hongos puede realizarse mediante el
aislamiento, fusion y transformacidén y regeneracion de protoplastos (Pendland y
Boucias, 1984; Messias et al., 1986; Shimizu y Hayata, 1990; Pfeifer y
Khachatourians, 1992).

4.13 Proteasas

Las proteasa son la unica clase de enzimas que ocupan una posicién
importante con respecto a su aplicacion en los campos comercial y biologico. Las
enzimas proteoliticas catalizan el rompimiento de los enlaces peptidicos en otras
proteinas, son enzimas degradativas las cuales catalizan la hidrélisis total de
proteinas y representan uno de los tres grupos mas grandes de enzimas industriales y
cuentan con alrededor de un 60% de la venta mundial de enzimas. Los
microorganismos representan una excelente fuente de enzimas, estas representan el

40% de la venta mundial de enzimas (Godfrey y West, 1996).

4.13.1 Proteasas de origen microbiano

Los microorganismos representan una excelente fuente de enzimas debido a
si gran diversidad bioquimica y su susceptibilidad a la manipulacién genética. Las
proteasas microbianas representan aproximadamente el 40% de la venta total de

enzimas en el mundo (Rao ez al., 1998).

4.13.1.1Bacterias

Las proteasas mas comerciales son producidas por microorganismos
alrededor del género Bacillus. Las proteasas neutras de bacterias son activas en un

rango de pH de 5.0 a 8.0 y ticnen relativamente baja tolerancia. Debido a su
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intermediario rango de reaccion, las proteasas neutras generan menos amargor en
comidas hidrolizadas, que las proteinas animales. Las proteasas ncutras de origen
bacteriano estan caracterizadas por su alta afinidad por aminoécidos hidrofébicos. Su
termotolerancia es una ventaja para controlar su reactividad durante la produccion de

hidrolizados alimenticios can bajo grado de hidrélisis.

Las proteasas alcalinas se caracterizan por su alta actividad a pH alcalino. Su
temperatura Optima es alrededor de los 60 °C. Estas propiedades de las proteasas

bacterianas alcalinas las hacen apropiadas para su uso en la industria de detergentes.

4.13.1.2 Hongos

Los hongos elaboran una gran variedad de enzimas que las bacterias. Por
ejemplo, Aspergillus oryzae produce proteasas dcidas, basicas y neutras. Las
proteasas fingicas son activas en un amplio rango de pH 4.0 a 11.0; y exhiben una
amplia especificidad de sustrato. Sin embargo, tienen menos rango de reaccion y
menos tolerancia al calor que las enzimas bacterianas. Las enzimas filngicas se
pueden producir convenientemente en una fermentacion en estado sélido. Las
proteasas dcidas tienen un pH optimo entre 4.0 y 4.5 y son estables entre 2.5 y 6.0.
Son particularmente Gtiles en industria quesera debido a sus especificaciones de pH y
temperatura. Las proteasas neutras son metaloproteasas activas a pH 7.0 y son
inhibidas por agentes quelantes. Las proteasas alcalinas se usan en la industria de

transformacion de alimentos.

4,13.1.3 Virus

Las proteasas virales han ganado importancia debido a su papel en el proceso
de cuasar ciertas enfermedades como SIDA y céncer. Serin, aspértico, y cistein
peptidasas se encuentran en varios virus.

A pesar de que las proteasas estan dispersas en la naturaleza, los microbios
sirven de fuente principal por su rdpido crecimiento, su limitado espacio requerido

para €l cultivo y la facilidad con la que se pueden manipular genéticamente para
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generar nuevas enzimas con propiedades alteradas que son deseables para distintas

aplicaciones (Rao ez al,, 1998).

4.14 Clasificacion de las proteasas

De acuerdo al Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular, las proteasas estan clasificadas en el subgrupo 4
del grupo 3 (hidrolasas). Las proteasas se clasifican en base a ftres criterios
principales (Barett, 1994):

1. El tipo de reaccién que catalizan
2. La naturaleza quimica del sitio catalitico y

3. Larelacion de evolucion con respecto a su estructura.

Son divididas a su vez en dos grandes subgrupos: exopeptidasas y
Endopeptidasas. Las exopeptidasas actian en los enlaces peptidicos en las regiones
cercanas a los grupos amino y carboxilo terminales del sustrato, mientras que las
endopeptidasas lo hacen en la region de la cadena polipeptidica lejos de los N y C
terminales del sustrato. Basado en el grupo funcional presente en el sitio activo, las

proteasas se dividen en cuatro grupos principales (Hartley, 1960):

1. Proteasas séricas
Proteasas asparticas

Cistein proteasas

P 12

Metaloproteasas

Los mecanismos de accion de las proteasas han sido de gran interés para los
investigadores. La purificacidn de estas enzimas es un pre-requisito para estudiar su
mecanismo de accion. Un gran nimero de procedimientos de purificacién para
proteasas han sido bien documentados, estos involucran cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio i6nico y técnicas de filtracion en gel (Phadarate et al.,
1992).

Las proteasas secretadas (mas de 100; Cox y Wills, 1987), durante las

primeras etapas de penetracidn (Bidochka y Khachatourians, 1990), son consideradas
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como el factor de virulencia mds importante debido a que la proteina es el
constituyente mas abundante de la cuticula (61-70%) (Hepburn, 1985; Bidochka,
1989) ademés de que se encuentra rodeando las microfibrillas de quitina (Blackwell
y Weih, 1980). Samsinakova et al., (1971), mostraron que las quitinasas eran
efectivas contra la cuticula de larvas de Galleria mellonella solamente si se aplicaban
después que las proteasas, de manera similar, Smith y col (1981), demostraron que la
hidrélisis completa de la cuticula de larvas de Heliothis zea, con preparaciones

comerciales, fue lograda con una secuencia de proteasas seguida de quitinasas.

Los organismos entomopatdgenos poseen mecanismos para suprimir o evitar
las respuestas inmunes dentro del insecto, infectando y produciendo enzimas, las
cuales ayudan a extraer nutrientes del cuerpo del insecto. Los hongos
entomopatdgenos utilizan enzimas proteoliticas, las cuales les permiten infectar
hospederos susceptibles directamente via el exoesqueleto, mientras que las proteasas
digieren las proteinas de la cuticula (Clarkson y Charnley, 1996). Las proteasas
extracelulares producidas por B. dassiana o M. anisopliae, parecen participar en la
supresion de la respuesta inmune celular dentro de la hemolinfa de larvas infectadas
de Galleria mellonella (Griesch y Vilcinskas, 1998)

4.15 Regulacién enzimatica

Las proteasas son un grupo complejo de enzimas que difieren en sus
propiedades como especificidad de sustrato, sitio activo y mecanismo catalitico.
pH y sustrato. Las diferentes aplicaciones para las proteasas requieren pH especificos
y éptimos para su mejor rendimiento. Las propiedades necesarias para su aplicacion
industrial difieren de sus propiedades fisiolégicas. A pesar de los muchos estudios
sobre proteasas, relativamente es muy poco lo que se sabe acerca de los factores que

controlan sus especificaciones de sustratos no fisiologicos

Los hongos entomopatdgenos, al invadir al hospedero, comienzan a producir una
serie de enzimas para lograr la infeccion. La degradacién de la cuticula del
hospedero puede resultar de enzimas extracelulares o similares, que actuan sobre la

pared celular del insecto.
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Hiiber (1958), estudié a B. bassiana, M. anisopliae y Cordyceps militaris y
report6 la produccion de quitinasas y proteasas en sus fluidos extracelulares. Gabriel
(1968) también reportd que E. epiculata, E. thaxteriana, E. virulenta y cuatro cepas
de E. coronata producian quitinasas, lipasas y proieasas en respuesta a sustancias
inductoras adicionadas al medio. Enzimas extracelulares producidas por hongos
entomopatdgenos como lo son proteasas, quitinasas y lipasas son correspondientes a
los constituyente principales de [a cuticula de los insectos, por €jemplo proteinas,
quitina y lipidos, han sido detectadas en distintos hongos, entre ellos B. bassiana. (St
Leger 1986).

Leopold y Samsinakava (1970) cuantificaron la produccién de quitinasas de B.
bassiana, que también produce lipasas y proteasas. Primero observaron un fenomeno
comun, la produccion de quitinasa no siempre era correlacionado a la virulencia.
Esto se comprueba con los trabajos de Smith er al, (1981), que prepar6
exoesqueletos limpios de larvas de Heliothis zea. Los analisis quimicos mostraron
que los exoesqueletos tenian quitina agrupada en capas proteicas. No habia hoyos por
donde pudieran pasar las hifas del hongo, esto se observé mediante SEM. Los hoyos
aparecieron después de tratar los exoesqueletos con proteasas y después con
quitinasas, y no viceversa, lo que sugiere que ese es el orden natural de aparicion de

las enzimas al momento de invadir al insecto.

Bidochka y Khachatourians (1990) también concluyen que la produccion de
proteasas es un factor de virulencia, al demostrar que la ésta se produce en las
primeras fases de la infeccion, en un estudio de B. bassiana contra un chapulin

(Melanoplus sanguinipes)

Después se continué con trabajos en los que se comenzé la caracterizacion de las
enzimas. Kucera (1981) aisl6é dos proteasas, P1 (proteasa tipo serina con masa de 35
kDa, pH éptimo de 7.25) y P2 (enzima tipo SH con masa de 71 kDa, pH optimo 9.0),

que determiné toxica por su efecto en G. mellonela.

St. Leger, en 1936, reportd una serie de investigaciones sobre la naturaleza de las
enzimas secretadas por hongos y su rol en el proceso de infeccién. M. anisapliae, B.

bassiana y V. lacanii fueron crecidas en un medio con cuticula, lo que terminaba con
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la produccién de enzimas, es decir, eran inducibles. Por ejemplo, segin Smith y
Grula (1983), la quitinasa es una enzima inducible en B. bassiana, ya que observaron
que con N-acetilglucosamina, glucosamina libre y quitobiosa, existia una induccion
en cuanto produccion de quiotinasa se refiere. De ahi surgié la importancia de
entender el mecanismo de regulacién de las proteinas, al relacionarlo con los

mecanismos de infeccion.

Existen diferentes parametros que regulan la produccion de enzimas de los
microorganismos, por ejemplo el pH y la disponibilidad de nutrientes. En el caso de
los hongos estos factores son muy importantes, por no decir prescindibles.

Genes identificados de Aspergillus nidulans regulados por ambientes de pH
pueden ser clasificados en tres categorias: aquellos que codifican enzimas secretadas,
los que codifican permeasas y aquellos involucrados en la sintesis de metabolitos de

exportacion,

Muchos microorganismos, particularmente si pueden crecer en distintos
valores de pH, expresan genes de acuerdo al pH de su entorno. Los genes cuya
expresion parece estar influenciada por el pH incluyen aquellos involucrados en la
provision de enzimas de secrecién, permeasas y metabolitos de exportacién. (Arst y
Pefialva, 2002)

Los genes regulados por pH que codifican enzimas de secrecién incluyen a
pacA que codifica para fosfatasa dcida (Caddick y Arst, 1986), xinB codifica
xylanasa (MacCabe er af., 1998), abfB de a-L-arabinofuranosidasa (Gielkens et al.,
1999), y otros mas, que preferentemente se expresan bajo condiciones Acidas. Otro
gen es, por gjemplo, prid que codifica una proteasa alacalina, que se expresa de

preferencia en condiciones de medio alcalino (MacCabe ef af., 1998).

En cuanto al medio de crecimiento, es bien conocido que el amonio es
preferido como fuente de nitrogeno para Saccharomyces cerevisiae, dando un
crecimiento mas rdpido que, por ejemplo, prolina o urea, y que los componentes del
metabolismo del nitrégeno estin regulados a nivel de expresion genética y actividad
enzimdatica (Magasanik, 1992).
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Si la concentracién de amonio es un regulador, esto puede implicar que

Saccharomyces cerevisiae tiene un sensor de amonio (Dever et al,, 1992).

Estudios en Colleotrichum truncatum muestran que la concentracion de
carbono y la proporcion de nitrogeno y carbono son importantes factores
nutricionales que regulan la esporulacion del hongo en cultivo sumergido (Jackson y
Bothast, 1990).

En 1986 St. Leger er al., reportaron una serie de investigaciones de la
naturaleza de las enzimas secretadas por hongos y su papel en el proceso infectivo.
M. anisopliae, B. bassiana, y V. lecanii fueron cultivados en medio con cuticula
lavada. La atencion se enfocé en un aislade de M. anisopliae que produjo una

endoproteasa, quitinasa y N-acetil-D-glucosaminidasa.

Trabajos con B. bassiana demuestran que la sintesis de proteasas esta
regulada por un circuito multirregulatorio en donde ciertas fuentes de carbono junto
con amonio reprimen la sintesis de proteasas (Bidochka y Khachatourians, 1988).
Investigaciones después, se observé que N-acetil glucosalina, un componente
importante de la cuticula del insecto, también reprimia la sintesis (Bidochka y
Khachatourians, 1988).

Ulhoa y Peberdy en 1991, demostraron que la formacidn inductiva de
quitinasas en wmicelio lavado de Trichoderma harzianum se veia afectada
notablemente por la adicion de glucosa o N-acetilglucosamina, lo que sugiere que
una represion catabélica esta envuelta en la regulacion de la sintesis de quitinasa. En
otro estudio, Kucera y Samsinakova (1968) reportaron proteasas de alto y bajo peso
molecular producidas por una cepa de Beauveria bassiana. Estas proteasas fueron
toxicas cuando fueron inyectadas en insectos. Ademds, se demostrd que la

produccion de éstas proteasas se veia influenciada por el tipo de fuente de nitrégeno.

En Aspergillus nidulans la produccién de proteasas extracelulares esta sujeta
al menos a 4 mecanismos regulatorios: carbon, nitrégeno, y represion de metabolitos
de sulfuros y control de pH. Un quinto mecanismo de regulacién es induccion por

una proteina exdgena, presente en Aspergilius Niger (Jarai y Buxton 1994).
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Con los antecedentes descritos, algunos autores proponen el modelo del
operdn lac como explicacion a la regulacion enzimatica de las proteasas producidas
por los hongos. El operdn esta formado por los genes estructurales Z Yy 4, y por las
secuencias adyacentes de ADN conocidas como region operadora. El gen Laci
produce una molécula represora que regula la ftranscripcion de los genes

estructurales.

El funcionamiento de este operon depende de la presencia o ausencia de
lactosa en el medio. Cuando este azucar no esta presente en el medio, se produce la
molécula represora y se une al operador del operon, por lo que se bloquea la
transcripcion de los genes estructurales ya que la polimerasa no puede avanzar; no se
producen enzimas. Por el contrario, de haber lactosa presente, el sitio de uni6n de la
molécula represora se altera cuando se une a la lactosa, el operador queda libre y

entonces la polimerasa tiene la via libre para iniciar la trascripcion.

Cuando hay glucosa, interviene la proteina activadora por catabolito (CAP).
La represién por catabolito es el reflejo de la mayor facilidad de metabolizar la
glucosa que la lactosa. Las células “preficren” la glucosa, y si esta presente, no
activan €l operdn lac, aun cuando también dispongan de lactosa. Cuando no hay
glucosa, CAP ejerce un control positivo uniéndose al sitio de unién de CAP, lo que
facilita que la RNA polimerasa se una al promotor y en consecuencia, inicie la
transcripcion. Para que la transcripcion sea maxima, el represor debe estar unido a la
lactosa (para que no reprima la expresion del operén), y CAP debe estar unido al

sitio de union de CAP.

En presencia de glucosa, CAP no puede unirse eficientemente a su sitio de
unién porque no sufre su cambio conformacional, y entonces no se estimula la

transcripcion.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepa y conservacion

La cepa Beauveria bassiana BbChl, considerada como paterna, fue
proporcionada por el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB),
Tecoman, Colima (Tabla 2). La cepa paterna fue cultivada y conservada en medio

YPD y en YPD con aceite mineral, y se almacené a 4 °C hasta su uso.

La composicién de los medios de cultivo, asi como la forma de preparacion

de las diferentes soluciones y Buffers, se muestran en los apéndices A y B,

respectivamente.
TABLA 2
Informacion general del microorganismo utilizado
Clave Patégeno Huésped Cultivo Origen
BbChl  Beauveria bassiana  Brachystola magna Maiz Durango

5.2 Ensaye mutagénesis: Determinacion del tiempo de exposicion

La mutagénesis fue realizada con una lampara marca UVP, modelo UVG,
longitud de onda de 254 am. El primer pardmetro medible fue ¢l tiempo de
exposicion. Los ensayos fueron realizados a diferentes tiempos con una distancia
constante de 10 cm. Para determinar el mejor tiempo, medimos la viabilidad celular
después de cada ensayo. En breve: Preparar una suspension de 1 X 107, preparado a
partir de un cukivo de 15 dias de edad, 10 ml de esta suspensioén fueron irradiados
con luz UV durante diferentes tiempos exposicion 0, 2 4, 6, 8 y 10 min.

Posteriormente, las esporas irradiadas, fueron inoculadas cultivadas en medio de agar
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YPD (St. Leger et al., 1999), e incubadas durante siete dias a 30 °C en obscuridad, al
término de este tiempo las colonias crecidas fueron contadas para asi seleccionar el
tiempo de exposicion. El criterio de seleccion del tiempo fue considerando aquel al

cual se redujo la viabilidad en un 60-70%.

5.3 Deteccion y seleccion de mutantes

Una vez seleccionado el mejor tiempo de exposicion, una suspension de 4 ml
(1 x 107 esporas / ml) fueron irradiados, inoculados en AC e incubada por 7 dias a
28°C en la oscuridad. Las cepas mutantes fueron seleccionadas por el tamafio de halo
de hidrolisis, formacién de zonas claras alrededor de la colonia y sembradas

nuevamente en agar caseina y agar YPD.

5.4 Estabilidad de las cepas mutantes

Para probar la estabilidad de las cepas mutantes, éstas fueron cultivadas en
forma sucesiva y alternada durante seis subcultives en agar YPD y en AC, durante

dichos cultivos, el halo de hidrélisis de las cepas fue verificado.

5.6 Obtencion de cultivo monoespora

La obtencién de cultivos monoespora a partir de la cepa paterna y de las
cepas mutantes, fue realizada, con algunas modificaciones a la metodologia
desarrollada por Veen (1967), de la siguiente manera: En puntos previamente
marcados en ¢l exterior de la caja Petri conteniendo agar Y PD se depositaron 2 pl de
una suspensidn de 1 x 10 esporas/ml. Posteriormente la cantidad de esporas por
punto y su germinacion a las 12 h, fue determinado bajo microscopio de contraste de
fases (10 X), remarcando aquellos puntos con una sola espora. Las fracciones de agar
YPD junto con la espora germinada, fueron colocadas en diferentes cajas Petri con el
mismo medio de cultivo, para su crecimiento a 26 °C., con la ayuda de una

micropipeta con puntilla (1 ml) recortada y estéril.
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5.6 Determinacién de proteina.

La determinacion de proteina soluble fue realizada con el método de Bradford

(Bradford, 1976), con albimina de suero bovino (BSA) como estandar.

5.7 Induecion de la actividad enzimatica.

Para la induccion de la sintesis de las enzimas proteasas, las cepas paterna y
mutantes de B, bassiana fueron inoculadas al 5% con una suspension de esporas (10
esporas/ml) en caldo YPD durante 72 h. Posteriormente el micelio resultante de 20
ml, filirado a través de una membrana de 0.45 um y lavado dos veces con agua
bidestilada estéril, fue transferido a matraces Erlenmeyer de 500 m| conteniendo 100
m! de Medio minimo de sales (MMS). El medio minimo de sales consiste de
gelatina al 1% (w/v) en medio minimo de sales (pH 7.0), (Bidochka, 1987) y los
cuales fueron incubados a 180 rpm y 28°C tomando una muestra cada 24 horas.
Después de cuatro dias de crecimiento, los cultivos fueron filtrados a través de una

membrana de 0.45 um y los sobrenadantes almacenados a -20°C hasta su andlisis.

5.8 Determinacion de actividad general de proteasa

Las enzimas proteoliticas fueron obtenidas del medio MMS. La actividad
enzimatica fue determinada de la manera siguiente: 120 pl de enzima se agregan a
480 pl de azocaseina (1% p/v) en buffer Tris 25 Mm con MgCl; (concentracion final
5 mM), la mezcla incubada a 30 °C por 30 minutos. La reaccion fue detenida al
adicionar 600 pl de é4cido tricloroacético 10% (v/p) e incubar 30 min en hielo. Los
tubos fueron centrifugados 10 min a 15 000 g / 4°C. El sobrenadante, 800 pl, fueron
neutralizados con 200 ul de NaOH 1.8 N. La absorbancia fue leida a 420 nm. Una
unidad de actividad enzimatica es definida como la cantidad que da un incremento
en Ago de 0.01 en 30 minutos a 30°C (Secades y Guijarro, 1999).
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5.9 Zimogramas.

El perfil de proteasas de las cepas mutante y patermna, fue determinado en
geles de poliacrilamida al 10.0% y separadas a 4°C con el sistema de buffer descrito
por Laemmli (1970). El gel fue incubado en una solucién de caseina al 1.0% (p/v) en
buffer Tris 0.1 M por 2 h a 4 °C. Despu¢s, lavado dos veces con agua bidestilada y
con buffer Tris 0.1 M, e incubado por 2 h a 30 °C. La actividad de proteasa {zonas
claras) fue revelada en los geles tifiéndolos con azul brillante de Coomasie. La

cantidad de proteina total de los geles ajustada a 3 pg.

5.10 Actividad enzimdtica en soporte.

La produccién y tipo de actividad proteolitica de las cepas mutante y paterna
fue determinada mediante la utilizacién de los sustratos sintéticos (SIGMA): N-
Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe  p-nitroanilide  (SAAPPpNA, actividad  tipo
quimiotripsina), N-benzoyl-L-arginine p-nitroanilide (BApNA, actividad tipo
tripsina) y N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilide (SAAPLpNA, actividad tipo
elastasa); utilizando ia técnica descrita en literatura (Vinokurov et al,, 2005), en la

que se utiliza membrana de nitrocelulosa como soporte.

El procedimiento consiste en lo siguiente: Saturar la membrana de
nitrocelulosa en buffer PBS 1X durante 15 min y dejar secar. Incubar con el sustrato
30 °C/3h en agitacion a 100 rpm. Las muestras fueron corridas en un gel de
poliacrilamida al 10%, después de esto, incubado con la membrana por 2h/ 30 °C.
Para revelar la actividad enzimética (diazociar), agregar nitrato de sodio (0.1% en
HCI IN). Agitar 5 min, y enjuagar con agua bidestilada. Adicionar suficiente {(30-40
ml) de sulfamato de amonio (0.5% en HCl IN) ¢ incubar 5 min en agitacion.
Enjuagar con agua bidestilada. Finalmente, agregar solucion de N-(1-naphthyl)
ethylenediamine (0.05% en alcohol etilico al 50%) y esperar aparicién de color,

indicative de hidrdlisis de los sustratos.
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5.11 Ensayos de inhibicion enzimatica en soporte

Para el ensayo de inhibicién enzimatica se partié de el hecho de que todas las
proteasas degradadoras de cuticula producidas por B. bassiana reportadas pertenecen
a las serino proteasas, por lo que se utilizé un inhibidor de esta clase de enzimas

como lo es el Fluoruro de Fenil Sulfonil Metano (PMSF).

El protocolo es el siguiente: Antes de la electroforesis en gel de
poliacrilamida (8%), incubar las muestsas con el inhibidor de serino proteasas PMSF
(concentracion final 3M; SIGMA) por 15 min. Después de la electroforesis, transferir
¢l gel a upa membrana de nitrocelulosa, previamente saturada con el sustrato, para
después incubarla y revelar la actividad de la misma manera que para el ensayo de

determinacion de actividad enzimatica en soporte solido.

5.12 Estudios de Induccion-Represion de la produccion de proteasas

5.12.1 Cinéticas de erecimiento

Se realizaron cinéticas con cuatro medios diferentes: YPD (extracto de
levadura 3g/l. peptona 10 g/l, glucosa 20 g/i), medio no inductor (Bidochka, 1987),
medio inductor y como medio represor el reportado segtin Bidochka en 1987, con
adicion de gelatina al 1%, Cada cinética se realizd por triplicado. Se utilizaron 20
matraces de 250 ml por cindtica, en agitacion constante a 180 rpm, 30 °C. Las
muestras fueron tomadas a las 0, 4, 8 y 12 h, después cada 24 h, hasta la obtener dos
valores iguales en el peso seco (fase estacionaria de crecimiento del
microorganismo). La medicion de pH se realiz6 de manera convencional. La
cuantificacion de esporas se realizd en camara de Neubauer con la técnica de conteo

de eritrocitos (Catwell y Cantelo 1979)
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5.12.2 Determinacion de peso seco:

La determinacion de peso seco fue realizada filtrando los sobrenadantes y
micelio de los cultivos, con filtro Whatman No. 2. La biomasa se estima por medio
del peso seco del micelio, sometiendo la muestra a secado a 80 °C, durante 24 h y la

muestra se pesa en una balanza analitica

5.12.3 Determinacion de azucares reductores.

La concentracion de glucosa se estimé usando el método del 4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) para azicares reductores (Miller, 1959). Procedimiento: Se
prepara un estandar de glucosa para curva de calibracion. Se coloca | ml de muestra
en un tubo de ensayo y se le afiade 1 ml de DNS. Se pone a bafio maria 5 min.
Enfriar en hielo. Agregar 2 ml de agua bidestilada fria y agitar en vortex. Leer en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm.

5.13 Identificacion del tipo de proteasas por PCR

5.13.1 Extraccién de DNA

Con el fin de determinar el tipo de proteasa presente tanto en la cepa paterna

como en las mutantes, realizar extracciones de DNA, de la siguiente manera.

Inocular las cepas patema y mutantes de B. bassiana (107 esporas) en un
matraz Erlenmeyer de 500 mi conteniendo 100 ml de medio de cultivo YPD, los
cuales fueron incubados a 180 rpm vy 28°C por 3 dias. Las extracciones de DNA
fueron realizadas mediante la metodologia reportada por Cenis (1992), la cual
consiste en lo siguiente: Lavar dos veces el micelio resultante de 3 ml de medio de
cultivo con buffer TE, pH 8.0 (Tris 10 mM y EDTA | mM), posteriormente macerar
por algunos minutos y agregar el buffer de extraccion (Tris, 200 mM; NaCl, 250
mM; EDTA, 25 mM y SDS 5.0%), macerar por otro minuto mas y agregar 30 ul de
acetato de sodio 3 M, pH 5.2. incubar a -20°C por 10 min, centrifugar 5 min a 14
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rpm, para luego transferir el sobrenadante a tubos nuevos y agregar un volumen igual
de isopropanol. Precipitar toda la noche a -20°C, centrifugar 5 min a 14000 rpm,
decantar el sobrenadante y lavar con etanol al 70%, centrifugar nuevamente y dejar
secar ¢l DNA en una campana de bioseguridad por 20 min, resuspender en agua

bidestilada y almacenar a -20°C hasta su uso.

La integridad del DNA fue verificada mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1.0% teiiido con bromuro de etidio y la concentracion determinada en un

espectrofotdmetro a una absorbancia de 260nm (Waldschmith er al., 1997).

5.13.2 Diseno de iniciadores

Para llevar a cabo la PCR y determinar el tipo de proteasa presente en las
cepas paterna y mutantes, fueron disefiados iniciadores, tomando como base
secuencias bien caracterizadas, registradas en la base de datos del Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), los iniciadores que se disefiaron fueron los siguientes

TABLA 3

[nformacion general de los iniciadores disefiados en base a secuencias registradas en
la base de datos del Genbank (http://www.nebi.nlm.nih.gov)

Clave de
Iniciader Secuencia (5’ - 37%) Posicion Tamaino Aceeso/
(pb) Nombre
AAPI CCAGCAAGCAAAGTCTTTCG -60/-34
AAP2 GCTATTTATTAACCTCAGCGT +1069/+109} 1151 U16305/Pr1
PriA ATGCGTCAATCAATCATCGCTGCCGC +1/426
PriR GGGTACCGTGGACTATTCAACGGGT +1230/+1257 1257 U16305/Pri
AAP3f  CTATCAATCATCGCTGCCGCTCTT +6/+30
AAP3Ir  TCTCACCCTGTAAGCCCAC +505/4524 519 AF154118/
Bsn 1
AAP4f  CTGACCGCCGCTCCACCTTCTC +990/+1012
AAP4r  ATAAGGTCGGTTTTTGATGCG 1369/+1391 400 AF154118/
Bsn 1
CGSr TACCTGGCATTTAACGGCGC +1114/+1143 EF195164/C
EDP-2
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5.14 Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR fue realizada en tubos eppendorf de 200 ul, el volumen total de la
reaccidn fue de 50 pl. La mezcla de reaccion para llevar a cabo la amplificacion de
los fragmentos fue la siguiente: DNA, 500 ng; Buffer SX (Green Go Taq reaction
buffer, PROMEGA), mezcla de nucleétidos trifosfatos (dNTP’s), 400uM; 2.0 uM de
cada iniciador y 1.5 U de Tag DNA polimerasa (Go Tag, PROMEGA).

La PCR fue llevada a cabo en un termociclador, Perkin-Elmer Geneamp
2400, de la siguiente manera: 3 minutos de desnaturalizacién inicial a 94° C seguida
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/l min; alineamiento a 58°C/Imin y
extension a 72°C/1min, al terminar estos ciclos un tiempo de extension adicional de
10 min a 72°C. Los productos fueron visualizados mediante una electroforesis en gel

de agarosa al 1.0% tefiido con bromuro de etidio.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Ensayo de mutagénesis

La lampara de luz UV fue colocada a 10 cm de la suspension de conidias. La
Figura 4 muestra la curva de sobrevivencia de B. bassiana al tratamiento; como
puede observarse, el tiempo al cual hubo menos del 1% de sobrevivencia, es decir,
menos de 30 colonias, fueron 4 min, tiempo que fue seleccionado para llevar a cabo

la mutagénesis y asi poder seleccionar las colonias mutantes.
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Figura 4. Porcentaje de sobrevivencia de B. bassiana cepa BbChl después de
irradiacion con luz UV (254 nm). 4 m| de una suspension de 1 X 107 a0.2,4,6.8
y 10 min a 10 cm. Posterior a la irradiacidn, las muestras fueron cultivadas en agar
YPD y contadas para asi seleccionar el tiempo de exposicion. El criterio de
seleccidn del tiempo fue considerando aquel al cual se redujo la viabilidad en un
60-70%. Puede observarse que a 4 min el porcentaje de sobrevivencia es menor al
1°0. Los datos de la grafica muestran la media de tres repeticiones diferentes.
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6.2 Seleccion de las cepas mutantes

Después de la exposicién a la luz ultravioleta fueron obtenidas alrededor de
10000 colonias mutantes, de las cuales, fueron seleccionadas 136 colonias mutantes,
que fueron sembradas en cajas con AC, diariamente se hicieron observaciones en
cuanto al crecimiento, asi mismo, también fueron medidos el didmetro de la colonia
y el halo de hidrdlisis. Ejemplo de ello se puede observar en la Tabla 4. El resto de
las colonias se enlistan en el apéndice C. Las cepas mutantes fueron seleccionadas
por su habilidad de producir halos de hidrélisis alrededor de la colonia, cuando las
cepas fueron crecidas en cajas con agar suplementado de leche descremada (AC). De
estas 136 colonias se hizo una seleccion inicial de 36, las cuales presentaron un halo
de hidrotisis mayor que el de la cepa paterna, y fueron sembradas nuevamente en
cajas con AC y monitoreadas diariamente en cuanto al desarrollo del halo de
hidedlisis, asi como su estabilidad, algunas de ellas no fueron estables en el

desarrollo del halo de hidrélisis, que fue disminuyendo conforme las resiembras.

TABLA 4
Ejemplo del desarrollo del halo de hidrolisis de las cepas mutantes obtenidas por
medio de luz ultravioleta. Observacion en medio de agar caseina*.

Colonia Pia l Dia 2 Dia 3 Diz 6
Col H A Col H A Col H A Col H A
Paterna 6 05 D 9 1 D 14 15 D 19 4 C
1 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
2 5 ] D 8 1 D 14 1 D 28 135 C
3 5 0.5 D 6 1 D 13 D 27 15 C
4 4 15 C 7 15 D 12 15 €C 27 1 C
5 5 1 D 8 1D Jal D AR/ DR\ 50E
6 6 1 C 10 15 C 14 15 C 26 4 C
7 6 1 C 9 1 C 12 1 € 27 35 C
8 5 0 - 5 0o - 6 05 D 17 2 C
9 4 | D 7 15 C 13 1 C 27 1.5 C
10 5 1 C ] 1 € 13 15 € 29 15 C
11 6 1 G 9 i ¢ 13 t C 23 2 C
12 4 14 C 8 15 C 13 1 C 23 25 C
13 4 1 D 6 15 D 11 I D 25 I C
14 5 i D 9 15D 14 15 C 27 2 C
15 5 1.5 D 9 |1 D 14 05 D 26 15 C
16 4 0.5 D 5 1 D 7 5 C 22 1V C

* Una suspension de 4 ml (1 x 10" esporas / m1) fue irradiada. inoculados en AC e incubada
7 dias a 28°C en la oscuridad. Las cepas mutantes fueron seleccionadas por el tama@o de halo
de hidrélisis, formacion de zonas claras alrededor de la colonia. Col- Colonia. H- Halo, A-
Apariencia del halo (C-Claro. D-Difuso).
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6.3 Estabilidad de las cepas mutantes

La estabilidad de las mutantes fue determinada realizando cultivos sucesivos
y alternados en agar YPD y AC. De las 36 colonias seleccionadas previamente, 6
cepas fueron estables al menos a 5 subcultivos alternados en agar YPD y AC. En la
tabla 6 se presenta el tamaiio del halo de hidrélisis durante los 5 subcultivos de las 6
colonias seleccionadas, en AC, asi como también en la figura 5 se muestra la imagen
del halo formado por las diferentes cepas crecidas en agar caseina, en esta imagen
puede observarse que los halos de hidr6lisis de las cepas mutantes designadas como
M-7, M-24, M-25, M-36, M-41y M-82, son mayores al de la cepa paterna,

Figura 5 Desarrollo del halo de hidrélisis de las cepas Paterna y mutantes crecidas en
Agar Caseina y medidas a los 5 dias de cultivo. Panel A, mutantes; Panel B, Paterna.
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TABLA S

Tamaiio del halo de hidrolisis, en AC, durante los cinco subcultivos sucesivos y
alternados en AC y agar YPD. Medida a los cinco dias de cultivo.

Cepa SC1 SC2 SC3 SC4 SC5

Paterna 2.5 2.5 30 3.0 3.0
M7 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
M24 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
M25 4.0 3.5 4.5 4.0 4.5
M36 3.0 35 4.0 4.0 4.0
M4l 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
M82 4.0 4.5 4,5 4.5 4,5

SC= Subcultivo

La morfologia colonial de las cepas mutantes fue muy similar a la de la cepa
paterna, con colonias de color blanco a crema y abundante esporulacion. La mutantes
M-24 y M-82, presentaron crecimiento limitado y la mutante M-82 presento una
esporulacion muy pobre, pero estas ¢epas fucron unas de las que presentaron los

halos de hidrélisis mas grandes al cultivarlas en AC.

6.4 Determinacién de proteina

Nuestros resultados sobre el contenido de proteina soluble en las cepas
mutantes seleccionadas, fue mayor después de 72 h dia, en donde en ¢l contenido de
proteina es muy similar al de la cepa paterna, con un descenso a las 48 h y un

posterior aumento a las 72 h y con muy poco aumento a las 96 h (Fig. 4).

6.5 Induccion de la actividad proteasa

La actividad general de proteasa fue determinado cada 24 h. Cuando las

diferentes cepas de B. bassiana fueron crecidas en el medio minimo de sales
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adicionada con 1% de gelatina, la méxima actividad fue detectada al tercer dia (72 h)
en todas las cepas excepto en la mutante M-82 que se detectd a las 48 h y con una

mayor actividad que la de la cepa paterna, al menos de dos veces, en todas las cepas

mutantes (Figura 7).

0.07
E
(o)
E
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Q
=
©
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4
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o 1 T 1 T
0 24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura 6- Proteina total de la cepa patema y mutantes. La proteina fue cuantificada direciamente
de los filtrados de los cultivos mediante el mélodo de Bradford (Bradford, 1976). utilizando
Albimina de Suero Bovino (BSA) como estandar. Puede observarse que el contenido de proteina
en todas las cepas €s muy similar al de la cepa paterna. - - Cepa Paterna, —+-M7, -&- M24, -A-
M25.-4-M 36, -0~ Md1 y -O-- M82. Proteina total a las 72h.

18

UAE

0 24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura 7 Actividad enzimatica (UAE) de las cepas paternas y mutantes, La actividad enzimatica fue
hecha utilizando azocaseina como sustrato (Secades y Gujarro. 1999). La mayor actividad
enzimatica se detecto a las 72 h en todas las cepas encepto en la cepa mutante M 82. la cual se
detecto a las 48 h.-¢- Cepa Paterna, -+- M7. -A- M24, -A-M25.-+-M 36; -a- M4l y -$-- M82.
UAE — Unidades de Actividad enzimdtica. Actividad enzimatica a las 72 h.
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En cuanto a la actividad especifica, todas las cepas presentaron una actividad
especifica mayor o igual a la de la cepa paterna, siende las cepas mutantes M-23, M-
7 y M-36 las que presentaron una mayor actividad especifica, encontrandose csta en
diferentes tiempos durante la cinética, la mutante M-25 presento la mayor actividad
especifica a las 48 h, asi como también la M-82, mientras que todas las demds cepas

la presentaron a las 72 h (Figura 8).

600

AE (UAE/mg de proteina total)

0 24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura 8 Actividad especifica (AE) de las cepas paterna y mutantes. Puede observarse que todas las
mutantes presentan una mayor actividad especifica que la cepa patema -¢- Cepa Paterna, -+- M7. -
A- M24, -A-M25,-+- M36, -0- M4l y -O-- MB2UAE = Unidades de Actividad Enzimatica.
Actividad enzimatica a las 72 h

6.6 Perfil de produccién de proteasas

El perfil de produccion de proteasas, es decir el numero y el tamafio de las
proteasa extracelulares producidas tanto por la cepa paterna como por las cepas
mutantes, fue evaluado mediante zimogramas de caseina, ¢l cual revelé que el perfii
de produccion de proteasas en algunas mutantes, tales como M7, M36 y M82 fue
diferente al producido por la cepa paterna (Figura 9), pero todas las cepas mostraron
una banda de actividad principal de actividad proteolitica de un peso molecular de

entre los 29 y 36 kDa.
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i1 2 3 4 5 6 7 8

=N -

Figura 9 Determinacién del perfil de produccién de proteasas por las cepas paterna y
mutantes mediante un zimograma de caseina al 1.0%. Algunas de las cepas mutantes
muestran un perfil de produccion de proteasas diferentes al de la cepa patemna. Carriles:
1, Paterna; 2, M-7; 3, M-24; 4, control negativo; 5, M-25; 6, M-36; 7, M-41; 8, M-82.

6.7 Tipo de actividad

Como la mayoria de las proteasas reportadas son, principalmente de tres
tipos, determinamos el tipo de actividad, tipo tripsina (Figura 10); tipo quimiotripsina
(Figura 11) y tipo elastasa (Figura 11) usando sustratos sintéticos. Ninguna de las

proteasas producidas por las diferentes cepas presenté actividad tipo tripsina.

M 1 2 3 4 5 6 7

Figura 10 Determinacion de actividad tipo tripsina. Ninguna de las cepas mostré
este tipo de actividad con el sustrato BApNA M, Marcadores de peso molecular
(Kaleidoscope BIORAD); 1, Cepa Paterna; 2, M-7; 3, M-24; 4, M-25; 5, M-36;
6, M-41;7, M-82.
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Figura 11 Determinacién de actividad enzimitica tipo quimiotripsina con
nitrocelulosa como soporte.  M.-Marcadores de peso molecular (Kaleidoscope
BIORAD); 1, Cepa Paterna; 2, M-7: 3, M-24; 4, M-25; 5, M-36; 6, M41; 7, M-82.

)AD AUTON OMA DE ’\J[

JnN GE’N’E‘EAL DE BTBLIC

B
: B

Figura 12 Determinaci6n de actividad enzimdtica tipo elastasa con nitrocelulosa como

soporte.| Marcadores de peso molecular M, Marcadores de peso molecular
(Kaleidoscope BIORAD); 1, Cepa Patema; 2, M-7; 3, M-24; 4, M-25; 5, M-36; 6, M-
41,7, M-82.
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6.8 Ensayo de inhibicién en soporte

Fue realizado un ensayo de inhibicién utilizando PMSF, un inhibidor
especifico para serino proteasas, todas las proteasas producidas por las diferentes

cepas, paterna y mutantes fueron inhibidas por el PMSF (Figura 13).

M 12 3 4 5 6 7 8 9

Figura 13 Determinacién de la inhibicién de la actividad enzimatica por PMSF con
nitrocelulosa como soporte. M, Marcadores de peso molecular (Kaleidoscope
BIORADY): 1, Control Positivo: 2, Cepa Paterna; 3, M-7; 4, M-24; §, M-25; 6, M-36;
7, M-41; 8, M-32.

6.9 Represion bioquimica de la produccion de proteasas

Los ensayos de induccién y represion fue realizado solo para las cepas
paterna y M-82 en el medio inductor. El tiempo de duplicacién de fue muy similar,
16 h y 14 h para la paterna y M-82, respectivamente. Con respecto a la biomasa
(micelio), se presentd una cantidad de 1.55 mg/ml en la cepa paterna y 1.63 mg/ml

en la cepa mutante (Fig. 14).
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Peso seco mg/ml

Tiempo (h)
Figura 14. Produccién de biomasa de cepa paterna y M-82 en medio inductor

compuesto por NaCl. K;HPO;, Mg804.7H,0 (0.3 @/l cada uno) y Gelatina al 1.0%. -e-
Cepa Paterna.  --=--M 82.

La Figura 15 representa como se comporté el y el pH de la cepa paterna en el
medio inductor. El pH tuvo una variacién de 6.66 al momento 0 h, hasta un pH de

3.37 a las 120 h, casi al final de la cinética.

Peso seco mg/ml

Tiempo {h)

Figura 15. Comportamiento de] pH durante la cinética de crecimiento de Beauveria

bassiana, Cepa Paterna en medio inductor compuesto por NaCl, KaHPO,.
MgS0,.7H-0 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1%. -e- Peso seco. --=--pH.

160630
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El pH de la cepa mutante en medio inductor no tuvo una variacion muy

marcada, de 7.22 al momento O h, hasta un pH = 8.86 a las 72 h (Fig. 16).
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1.6 T ] m— — ." — 9
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0 2 72 % 120 144
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Figura 16. Variacion del pH durante la cinética de crecimiento de M-82 en medio inducto
compuesto por NaCl, KsaHPO,. MgS0,.7H-O (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1%0. -e- Pes
5€C0, ~===<pH.

En la Figura 17 se muestra la concentracién de esporas/ml que tuvieron la

cepa paterna y M-82 en el medio inductor. La cepa paterna tuvo una produccion de
12.6x10° esporas/ml a las 96 h, y M-82 15x10°a las 120 h,

esporas de

Esporas (1045)/ml

20

18 |
16 -
14

72 96 120 144
Tiempo (h)

Figura 17 Produccion de esporas de la cepa paterma ¥ M-82 en medio inductor
compuesto por NaCl, K-HPO,, MgS0,.7H,0 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1%o.-e-
Cepa Paterna.  —=— M 82.
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6.10 Cinéticas de crecimiento en medio represor

La cepa paterna tuvo 6.33 mg/ml y la mutante 4.5 mg/ml, ambas a las 120 h

(Fig. 18). Los tiempos de duplicacion fueron de 21 h y 16 h para las cepas,

respectivamente.

Peso seco mg/ml

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h})
Figura 18. Biomasa de cepa paterna y M-82 en medio represor compuesio por

NH NG5, 3 2/l Glucosa 10 g/l. M2S0,.7TH,0. NaCl. K,HPO, (0.3 g/l cada uno) y
Gelatina al 1.0%.-e- Cepa Paterna,  «-=-- M 82.

El consumo de la fuente de carbono del medio represor al término de la

cinética se detuvo en los 2.25 g/ml con la cepa paterna (Fig. 19).
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Figura 19. Consumo de glucosa (g/ml) durante la cinética de crecimiento de cepa paterna
en medio represor compuesto por NH{NOy. 3 g, Glucosa 10 g/l. MgSO;.7H,0. NaCl.
K-HPO4 (0.3 ¢/1 cada una) v Gelatina al 1%. -9~ Peso seco. --=--Glucosa,
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Durante esta cinética, el pH cambi¢ de 6.48 al tiempo 0 a 3.3 al final de la
cinética, siendo el pH més bajo (Fig. 20). Al final de la cinética de ¢crecimiento de la

cepa mutante en medio represor se observd un restante de glucosa de 4.8 g/m! (Fig.
20), y se observé un pH final de 3.82 (Fig. 21).
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Figura. 20. Comportamiento del consumo de glucosa por la cepa mutanie en medio represor

compuesto por NH{NO;, 3 g/l, Glucosa 10 g/l, MgS0,.7H,0, NaCl, K;HPO, (0.3 g/l cada uno) y
Gelatina al 1.0%.-e- Peso seco, --==-Glucosa
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Figura 21. Variacion del pH durante la propagacion de M-82 en medio represor

compuesto por NH NOs, 3 g/l, Glucosa 10 g/1, MgS0,.7H,0, NaCl, K;HPO4 (0.3 g/l
cada uno) y Gelatina al 1.0%. -e- Peso seco, --=--pH.
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La produccién de esporas de la cepa paterna fue de 33.83x10° a las 96 h y de
la mutante 21.16x10° a las 120 h, (Fig. 22).
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Figura 22. Produccion de esporas/ ml de la cepa patema y mutante en medio
represor compuesto por NHyNO;, 3 g/1, Glucosa 10 g/l, MgS0,.7H,0, NaCl,
K;HPO, (0.3 g/ cada uno) y Gelatina al 1.0%. -e- Cepa Paterna, --=--M 82H.

No se detect6 actividad enzimdtica en las cepas paterna y mutante en el medio
YPD (Figura 23 A y B) ni en medio represor (Figura 24 A y B).

A B
———Tiempo (horas} :

Tiempo (horasy———

Figura 23. Zimogramas de caseina. Cepa paterna (A) y mutante M-82 (B) en medio
YPD.
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A

— Tiempo —— B
(horas) ]

Tiempo ———
(horas)

Yigura 24. Zimogramas de caseina.. Cepa paterna (A) y mutante (B) en medio
represorcompuesto por NH;NOs, 3 g/, Glucosa 10 g/, MgS04.7H,0, NaCl, K,HPO, (0.3

g/l cada uno) y Gelatina al 1%. (+)Mutante en medio inductor a las 72 h. (M) Marcador
kD, SDS-7

Las cepas en el medio inductor si mostraron actividad (halo). La banda
observada oscila entre los 29 y 36 kDa. La cepa patema a las 48, 72 (méxima

deteccién) y 96 h (Fig. 25 A), mientras que la mutante la presenté a las 24, 48
(mdxima deteccién), y 72 h (Fig. 25 B).

Figura 25. Zimogramas de caseina. Cepa patemna (A) y mutante (B) en medio inductor
compuesto por NaCl, K,HPO,, MgS0,4.7H,0 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1%. (M)

RMavanda- OO 7

En el medio inductor se detecté actividad tipo quimiotripsina y elastasa en la
cepa paterna, a las 48, 72 y 96 h (Figura 26 A y B); la cepa paterna también presenté
los mismos tipos de actividad a las 24, 48 y 72 h (Figura 26 C y D).
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e Tiempo (horas)- — — ’—Tiempo (horas}———

8 122 %| 24 a _
A B

48 72 96 24 48 72

C D

Figura 26. Actividad enzimdlica en soporte. Actividad tipo quimiotripsina de cepa paterna {A)
y mutante (B) en medio inductor compuesto por NaCl, K;HPO,, MgS0,.7H,0 (0.3 g/l cada
uno) y Gelatina al 1%. Actividad tipo elastasa de cepa paterna (A) y mutante (B) en medio
inductor.

6.9 Identificacion de las proteasas por PCR

La secuencia de aminodcidos de diversas proteasas degradadoras de cuticula
producidas por B. bassiana fue comparada. Los resultados de esta comparacién
muestran que las tres proteasas comparadas son muy parecidas entre si (Figura 27),
por lo que se decidié diseiiar iniciadores en base a la secuencia méas conocida, Prl. Al
ver la similitud de las proteinas, la identificacién del tipo de proteasas presentes en
las cepas paterna y mutantes, comenz6 con el disefio de iniciadores, basados en la

secuencia del gen de la proteasa Prl, reportada por Joshi et al. (1995)
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bsn 1.PRO
CDEP 1.PRO
ICDEP 2.PRO
lprl. PRO

Lsn 1.PRO

CDEP 1.PRO
CDEP 2. PRO
prl. PRO

bsn 1.PRO
CDEP 1.PRO
CDEP 2.PRO
brl. PRO

bsn 1.PRO
ICDEP '1.PRO
CDEP 2 .PRO
Iprl. PRO

bsn 1.PRO
CDEP 1.PRO
ICDEP 2.PRO
prl. PRO

y: AS DS [DRASRPC SRCTVASMSLGGEYSA
170 180 190 200 210 220 230 240
VSGTTDGHGHGTHCAGTIGSRTYGVARRAST LGVKVLED SGSGSL SGVIAGMDFVATDRKSRPCSKGTVASMSLGGGYSA 240
VSGT SDGHEHGETHCAGTIG SKTYGVARKAST FGVRVLED SGSGSL SGVIAGMDFVATDRKSRPC SKGTVASMSLGGGYSA 238
VSGT SDGHGRGTHCASTIGSKTYGVARKAY T FGVRVLEDSGSGSL SGVIAGMDFVATDRKSRSCSKETVASMSLGGGYSA 240
VIGD SDGHGHETHCAGT IGSKEYGVAKKA ST LGVKVLED SGSGSL SGVIAGMDFVATDRKSRPCRKGTVASMSLGGGYSV 240

250 260 270 280 290 300 310 320
TVNGAAARLOASGVFVAVAAGNDNRDAAQT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSTF SNFGRAVDIFAPGTGILSTWNNGGINT 320
TVNGAAARLQASGVFVAVAAGNDNRDAAQT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSSF SNFGRAVDIFAPGTGILSTWNNGGTNT 318
TVNQAAARLOASGVEVAVAAGNDNRDAACT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSSF SNFGKAVDIFAPGTGI LSTWNNGGTNT 320
TVNGIMARLKASGVLVAVAAGNENKDAAQT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSSF SNYGRVWDIFAPGTGILSTWIGGGTNT 320

I8GTSMATPHIAGLGAYLLALGKGTAGNLCQT TQTLSTRNVLTGVPSGTVNYLAF NGAT 379
T1SGTSMATEHIAGLGAY LLALGRGTAGNLCQT TRTLSTKNVL TGVPSGTVNYLAFNGAT 377
ISGTSMATEHIAGLGAYLLALGRETAGNLOUT T QTLSTRNVL TGVESGTVNYLAFNGAT 379
TSGTMATE- - --—-—- ELRRDPIDIVALRFRRPRENELSTTL R~ ——- -~ RG 360

Figura 27 Comparacién de la secuencia de amincdcidos por medio del programa LaserGene
(DNAstar ver. 4.05) utilizando Clustal W, para cuatro prowinas degradadoras de proteasas,
producidas por el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana, Prl (Joshi et al., 1995); Bsnl
(Kimet al., 1999); CDEP-1(Fang et a/. 2001) y CDEP-2(Zeng ez al, 2006).

En la Figura 28 se muestra la localizacién de los iniciadores en el gen, el
iniciador Prl A se localiza desde el coddn de inicio ATG hasta el nucledtido +26; el
iniciador reverso Pr1 B se localiza en la posicion +1230a+1257, esta region se

encuentra después del codén de término. La utilizacién de estos iniciadores no

amplificé el fragmento esperado de 1257 pb, por lo que fueron disefiaron unos

nuevos iniciadores en diferente regién. La Figura 29 muestra la localizacion de los

nuevos iniciadores sobre el gen pri. El iniciador AAP1 se localiza en la posicién -

60-(-34), antes del coddn de inicio y el iniciador reverso en la posicién +1069-1091

y abarca 12 pares de bases después del codén de término.
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ATG TAA
5 L 3
-— L] L — pd -_—" =——3 -_ -—
Pr1A PriB
1256 phb

Figura 28. Localizacion esquematica de los iniciadores PelA y Pr1B sobre el gen prf de 8.
bassiana.

ATG TAA
B oy b= A Pri adalalatts
AAP1 AAP2
1555 ph

Figura 29 Localizacion esquematica de los iniciadores AAP1 y AAP2 sobre el gen pri de
B. bassiana,

El fragmento esperado de 1151 pb, no amplific6 con el uso de estos
iniciadores, por lo que fueron disefiados nuevos iniciadores, tomando la secuencia de
DNA reportada de otra proteasa producida por B, bassiana denominada Bassiasina |
(Kim et al., 1999). Los dos pares de iniciadores disefiados; AAP3 y los AAP4 en dos
regiones diferentes del DNA, el iniciador AAP3f, localizado en la posicion +6-+30
después ded coddn de inicio y el primer reverso AAP3r en la posicién +505-+524
(Figura 30); el iniciador AAP4f localizado en la posicién +990-1012 y el iniciador

reverso AAP4r en +1369-+1391, después del codén de término (Figura 31).

ATG Bazsiasina 1 (bsni) TAA

< — — —_— — s s

Aozt Agpzi
’_'
L s19pb

Figura 30 Localizacion esquemdltica de los iniciadores AAP3f y AAP3r sobre el gen bsn/
de B bassiana
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Figura 31 Localizacidn esquemdtica de los iniciadores AAP4f y AAP4r sobre el gen bsnl
de B. bussiana.

Un fragmento esperado de 519 pb, fue visualizado en gel de agarosa al 1.0%
con Buffer TAE (Fig. 32) con los iniciadores AAP3{ y AAP3r.

600 pb

500 pb

Figura 32. PCR con los iniciadores AAP3f y AAP3r. M, Hyperladder 1V
(BIOLINE); 1, Cepa patema; 2, M-82; 7-3, M-25; 4, M-36; 5. M-36; 6, M-32.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% en buffer TAE.

Los iniciadores AAP4f y AAP4r no amplificaron el fragmento esperado de
401 pb. Hasta aqui, ningin par de iniciadores disefiados a partir de la secuencia de
mRNA de Prl amplificé el producto esperado, solo un par de iniciadores

identificados como AAP3f y AAP3r y disefiados a partir de la secuencia del gen

60



M.C. Andrea Alcizar Pizarnia

6.0 Resultados
completo de Bsnl, amplificaron el producto esperado por lo que fue necesario hacer

una comparacién de la secuencia nucleotidica de las diferentes proteasas, utilizando
el programa Clustal W (Fig. 33)
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Figura 33 Comparacién de la secuencia de nucledtidos por medio del programa Clustal W; para
cuatro proteinas degradadoras de proteasas, producidas por el hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana, Pri (Joshi et al., 1995); Bsnl (Kim et al., 1999) y CDEP-1(Zeng er al., 2006).

El anterior andlisis dio como resultado que las cuatro proteasas comparadas
en su secuencia nucleotidica, son esencialmente iguales en la parte inicial del gen,
con diferencias contrastantes en la parte final (Fig. 33). Para comprobara lo anterior,
los iniciadores AAPI (Prl) y AAP3r (Bsnl) que abarca la regién del promaotor del

gen se emplearon para realizar una amplificacién; con las cepas Patema y M-82 fue
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obtenido un fragmento esperado de de 589 pb, el cual fue visualizado mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.0% con Buffer TAE (Fig. 34).

M 1 2 M

Figura 34 PCR con los iniciadores AAP| y AAP3r. M, Hyperladder 1V (BIOLINE),
1, Cepa Paterna; 2, M-82. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% en buffer TAE.

No hubo ningiin fragmento al tratar de amplificar utilizando los iniciadores
AAP1 y el iniciador reverso AAP4r, , por lo que fue disefiado un nuevo iniciador a
partir de la secuencia de cDNA reportada para la proteasa CDEP-2 localizado al
final del gen, en la posicion +1114-+1143 después del codén de inicio cuatro

nucleétidos antes del codén de término (Fig. 35).

ATG TAA
5 L————— ¥
— o — — wp¥2 — e = =
AAP 1 casi
N 1203 phy/==<+-oos-omosenonnmaentes ak

Figura 35: Localizacién esquemitica del iniciador CGS | sobre el gen cdep-2 de B.
hassiana.
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La amplificacién con los iniciadores AAP1 y CGS1, fue obtenido un
fragmento esperado de 1398 pb y visualizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.0% en buffer TAE (Fig. 36).

Ml 1 2 3 4 Ml M2

1398 pb

-

1000 pb-

Figura 36 PCR con los iniciadores AAP1l y CGS1. M1.- Hyperladder 1V (BIOLINE),
M2.- Hyperlader I (BIOLINE). 1.-Cepa Paterna, 2.- Mutante 7., 3.- Mutante 36, 4.-
Mutante 82. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% en buffer TAE

Por dltimo al realizar una comparacion entre las secuencias nucleotidicas de
las proteinas Bsnl, CDEP-1 y CDEP-2 (Fig. 37), resultaron ser muy similares entre

si, con muy pocas variaciones.
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Figura 37 Comparacién de la secuencia de nucledtidos por medio del programa LaseGene
(DNAstar ver. 4.05) utilizando Clustal W; para cuatro proteinas degradadoras de proteasas,
producidas por el hongo entomopatogeno Beauveria bassiana, Bsnl (Kim et al., 1999);
CDEP-1(Fang et al., 2001) y CDEP-2(Zeng et al., 2006).
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7.0 DISCUSION

En el presente trabajo el hongo entomopatogeno Beauveria bassiana cepa
BbCh 1, fue expuesto a luz ultravioleta, obteniéndose colonias mutantes (136), de las
cuales fueron seleccionaron 6 cepas mutantes que mostraron mayor actividad
proteasa gue la cepa paterna. La estabilidad bioquimica y genética fue verificada
mediante resiembras sucesivas y alternadas en agar caseina y agar YPD, asi como
también la produccion de proteina y actividad enzimética al crecerlas en un medio
inductor de proteasas, su perfil de produccitn de proteasas y el tipo de actividad, por
ultimo, fue determinada por medio de PCR la presencia y tipo de proteasa en las

cepas paterna y mutante M82.

Los datos de sobrevivencia del 1.0 % obtenidos a 4 min de exposicion a la luz
UV, resultaron ser mds bajos al 3 y 10% obtenidos con ofras cepas de B. bassiana
(Okino et al., 1978; Vasseur et al, 1990; Hegedus y Khachatourians, 1994) y

Paecilomyces fumosoroseus {Hernandez-Torres, et al., 2004), respectivamente.

A pesar que este tipo de evento es aleatorio, el ensayo de mutagénesis reportd
alrededor de 10, 000 colonias mutantes que fueron examinadas en su produccion de
halos de hidrodlisis. Esta técnica resultd ser un buen método de seleccion, ya que
permite un rapido examen de cantidades grandes de colonias después de la
mutagénesis y asi evaluar, en una forma indirecta, la produccién de proteasa de una
cepa en particular, ademds, el espectro de proteasas producidas en este medio que
contiene leche descremada, es muy similar al obtenido en cultivos con cuticula de
insecto (St. Leger er al., 1987; 1994).

Las técnicas empleadas para llevar a cabo la mutagénesis junto con las
utilizadas para seleccionar las cepas mutantes sobreproductoras de proteasas, son

relativamente sencillas y con buenos porcentajes de recuperacion de mutantes, esto

69



M.C. Andrea G. Alcdzar Pizania 7.0 Discusion

debido a la habilidad de la [uz UV tiende a generar mutaciones puntuales en vez de
dafios mas grandes al DNA, tales como deleciones (Bidochka y Khachatourians,
1990; 1993).

Al comparar ¢! aspecto morfologico de las cepas mutantes, algunas cepas,
aunque presentaban un halo de hidrdlisis mayor al de la paterna, el crecimiento era
muy pobre, caso concreto ¢l de fas mutantes M-24 y M-82; todas las mutantes
seleccionadas presentaron abundante esporulacidn excepto la mutante M-82, cuya
esporulacion fue muy pobre, la decision de seguir trabajando con la mutante M-82, a
pesar de que el crecimiento y esporulacion pobre que presento, fue debido a que esta
cepa produjo uno de los mayores halos de hidrolisis, ademads, de que presentd un

perfil de produccién de proteasas muy diferente al de la cepa paterna.

Seis cepas mutantes produjeron los halos de hidrolisis mayores que ¢l de la
paterna cuando se crecieron en placas de AC y fueron estables al menos a 5
subcultivos en AC y agar YPD; las mutantes M-7, M-24, M-25, M-36, M-41 y M-82
las cuales fueron sembradas en un medio inductor de proteasas, ¢n el cual la
produccion de proteina fue muy similar para todas las cepas, en cuanto a la actividad
enzimatica, la maxima alcanzada a las 72 h en todas las cepas estudiadas, excepto en
la mutante M-82, que presentd la mayor actividad enzimdtica a las 48 h, hecho por
demds interesante v por lo cual se decidid, ademds del halo de hidrélisis que

v

producia, realizar los ensayos de regulacion en esta cepa.

Alguna de las cepas mutantes, mostraron un perfil de produccion de proteasa
diferente al de la cepa paterna. Las mutantes M-24 y M-41 presentaron &l mismo
perfil de produccién de proteasas que la cepa paterna, pero con una actividad mayor.
Las diferencias que muestran algunas de las cepas mutantes que obtuvimos, puede
deberse entre otras cosas, a la desregulacion de diversos genes de otro tipo de

proteasas, ya que la mutacion por luz UV es un evento completamente al azar,

Aunque algunas cepas mutantes presentan un numero mas elevado de
proteasas, esto no significa que todas sean toxicas contra insectos, porque aungue
Kueera y Samsinakova (1968) reportaron proteasas de alto y bajo peso molecular,
producidas por una cepa de 8. bassiana, Kucera (1971) reportd que la produccion de

dichas proteasas esta influenciada por el tipo de fuente de nitrdgeno; en todas las
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cepas puede observarse una banda de actividad principal de entre 29 y 36 kDa, que
corresponde a una proteasa reportada por, Bidochka y Khachatourians (1987), que
reportaron una sola proteasa producida por B, bassiana en cultivos con cuticula, con

un peso molecular de 36 kDa y la cual determinaron que era toxica contra insectos.

De acuerdo a los ensayos de actividad en soporte, las proteasas de las cepas
paterna, asi como también las de las cepas mutantes mostraron actividad tipo
quimiotripsina y tipo elastasa. Han sido aisladas quimioclestasas de varios fluidos de
cultivos de hongos, en aislados patdgenos de B. bassiana, V. lecanii, Nomuraea rileyi
y Aschersonia aleyrodis (St. Leger er al., 1987), indicando que este tipo de enzimas
se encuentran ampliamente distribtidas en la naturaleza. Cabe mencionar que
ninguna de las proteasas de ninguna cepa mostraron actividad tipo tripsina, ya que no
hidrolizaron el sustrato BApNA, estos resultados son similares a los reportados para
otras proteasas purificadas de B. bassiana (Bidochka y Khachatourians, 1987; St.
Leger et al., 1986; Urtz, 2000), en contraste con otras proteasa producidas por otros
hongos entomopatégenos, como Lagenidium gigantewn (Dean, 1983) y M

anisopliae (St. Leger, 1986).

Por otra parte, de acuerdo al ensayo de inhibicion enzimatica en soporte, el
tipo de actividad en la totalidad de las proteasas producidas por las diferentes
cepas, paterna y mutantes, fue inhibida al usar PMSF, indicando que hay un residuo
de serina en el sitio activo, por lo que las proteasas producidas por la cepa paterna y
las cepas mutantes, pertenecen a la familia de las serino proteasas En medios con
gelatina, como inductor, B. bassiana cepa GK 2016 produce una serino proteasa
extracelular de cerca de 35 kDa (Bidochka y Khachatourians, 1987). Las serino
proteasas se encuentran ampliamente distribuidas entre casi todas las especies de
hongos y casi todas ellas son extracelulares, sus pesos moleculares oscilan
comunmente en el rango de 18.5 a 35.0 kDa y su pH éptimo de actividad es alcalino
(Rao et al., 1998).

En los ensayos de induccion-represion bioguimica, en medio inductor, ambas
cepas presentaron una actividad notable, la cepa mutante 24 h antes que la cepa
paterna. M. anisoplice y B. bassiana regulan la produccion de sus proteasas por los
niveles de acetyl-D-glucosamina en el medio mediante una accién de induccion-

represion (Smith y Grula, 1983; St. Leger er al., 1986). Ademas, la adicion de nitrato
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de amonio a medios que contienen glucosa y gelatina reprimen la produccién de
proteasas por miligramo de peso seco {Bidochka y Khachatourians, 1988). Esto
sugiere que la produccion de proteasas por B. bassiang no solo es regulada por un
simple circuito de catabolismo de carbono como la glucosa. Una proteasa, que es una
glicoproteina, que ha sido extensamente estudiada en N. crassa (Abbot y Marlzuf,
1984), esta sujeta a un circuito de multirregulacidn, donde tres genes regulatorios
independientes estdn reprimidos por cisteina, glutamina y algunos productos de

glucosa (Hanson y Marlzuf, 1975).

La presencia ya sea de glucosa, manitol, glicerol o trehalosa, con amonio en
un medio conteniendo gelatina reprime la produccién de la proteasa. Algunos
experimentos muestran que cAMP (5 Mm) libera glucosa e induce la represion de la
produccion de la proteasa (Bidochka y Khachatourians, 1988) por lo tanto podemos
pensar que la produccién de proteasas esta sujeta a una represion por catabolito,
como ocurre con €l operdén lee. Como €l comportamiento en los diferentes medios
(inductor y represor) tanto de la cepa mutante como de la cepa paterna fue muy
similar en cuanto a la produccion de enzima, se puede decir que su sistema de
produccion de proteasa no esta desregulado, y que la mutacién no fue lo

suficientemente significante para este efecto.

Por altimo fue determinado el tipo de proteasa presente en las cepas, al hacer
una comparacion de la secuencia de aminoéacidos de tres proteasas reportadas (Prl,
Bsnl y CDEP-2. Figura 14), el analisis demostrd que las secuencias son muy
similares entre si, teniendo en algunas partes, algunas variactones, mismas que no
representan diferencias importantes, cabe mencionar que los residuos (D, H y S) del
sitio activo estéan conservados en todas las proteinas analizadas, asi como también los
sitios de procesamiento de propéptido y péptido maduro, tres de las proteinas son
mas parecidas mas entre si, Bsnl, CDEP-il y CDEP-2, Prl muestra algunas

diferencias con estas tres sobre todo en el extrerno carboxilo terminal.

La identificacion de proteasas comenzo con el disefio de iniciadores basados
en la secuencia nucleotidica de la proteasa Pri, que ha sido mas ampliamente
reportada y estudiada (Bidochka, 1987; Bidochka y Khachatourians, 1994; St Leger,

et al., 1987; Joshi et al., 1995). Se disefiaron dos pares de iniciadores basados en
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dicha secuencia, pero con ninguno de ello fue posible amplificar el fragmento

esperado.

Al no amplificar ningin fragmento con los iniciadores basados en la
secuencia nucleotidica de Pr| se disefiaron nuevos iniciadores para una secuencia de
una proteasa denominada Bsnl y reportada por Kim et al. (1999), estos iniciadores se
localizaron en la parte inicial del gen (+6-+524 pb) y llamados AAP3 y otro par en {a
parte final del gen (+990-+1391 pb), AAP4. Solo con los iniciadores AAP3, fue
posible amplificar un fragmento esperado de 519 pb, localizado en la parte inicial del

gen, mientras que al emplear los iniciadores AAP4 no amplifico ningin producto.

Al utilizar un iniciador basado en Prl, (AAPI, localizado en -60/-34) y otro
basado en Bsnl (AAP3r, localizado en +505/+524) fue posible amplificar un
fragmento de alrededor de 600 pb, pero al utilizar cualquier otro iniciador localizado
hacia el final de cualquiera de las dos secuencias reportadas, no amplificé ninglin

producto.

En base a estos resultados, se pensé entonces en la posibilidad de que se
tratara de una proteasa diferente a Prl y Bsn | y que por lo tanto las diferencias
importantes estaban localizadas en la parte final de la secuencia nucleotidica. En este
punto de la investigacion se buscaron nuevas secuencias reportadas para alguna
proteasa diferente a Prl y Bsnl, descubriendo en el GeneBank una nueva
secuencia reportada para una proteina degradadora de cuticula denominada CDEP-2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=124110803) en el
oltimo trimestre del 2006. por lo que se realizé una nueva comparacion tomando en
cuenta esta nueva secuencia reportada por medio del programa Clustal W. El andlisis
de dichas secuencias dio como resuliado el disefio del iniciador CGS 1, basado en la

secuencia de la proteina CDEP- 2.

La localizacion de los iniciadores puede observarse en la figura 20, es de
notarse que todos los iniciadores disefiados en las partes inicial de los genes (extremo
5°), pueden usarse arbitrariamente, ya que en esta parte, los genes que codifican las
tres proteinas son exactamente iguales, mientras que todos los iniciadores disefiados

hacia el final de la secuencia nucleotidica (extremo 3’) no, ya que es ahi donde se
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encuentran las mayores diferencias entre los genes; las secuencias de Bsnl, CDEP-2
y CDEP-1 fueron muy parecidas entre si, excepto la de Prl, que mostré las mayores
diferencias sobre todo en la parte final del gen, por dicha situacion no amplificé
ningun fragmento con los iniciadores disefiados en base a dicha secuencia,
concluyendo entonges, que las proteasas producidas por las cepas analizadas no son
del tipo Prl y que muy probablemente sean de la familia de las CDEP 6 Bsnl, esto
no lo podemos concluir, debido a que las secuencias de nucledtidos de estas tres
proteinas ¢s muy similar, ademas, que la comparacion no fue llevada a cabo de
manera completa, ya que para una de las proteinas CDEP, solamente existe reportada

la secuencia de mRNA.

En afios pasados muchas de las investigaciones sobre hongos
entomopatdégenos han sido enfocadas al mejor entendimiento del modo de accidn y
para determinar el rol preciso de cada una de las enzimas involucradas en el proceso
de infeccion, en especial de proteasas y quitinasas, El desarrollo mediante mutacion
con luz ultravioleta de cepas de B. bassiana deficientes en la produccion de proteasa,
ha sido una herramienta importante para determinar el papel que juegan las

proteasas en la patogenicidad (Bidochka y Khachatourians, 1990).

Por otro lado, es una buena herramienta para generar cepas mejoradas de
hongos entomopatégenos, Vasseur (1990) usd luz UV para producir mutantes
sobreproductoras de quitinasas de Aphanocladium album, Hemandez-Torres y
colaboradores (2004), obtuvo una cepa mutante sobreproductora de quitinasas de P.
Jfumosoroseus mediante el uso de luz UV ademds de correlacionarla con la virulencia
contra larvas del insecto Bemisia tabaci., ya que las cepas con actividad proteolitica
incrementada, pueden ser consideradas buenas herramientas para et control biologico
de insectos plaga, ya que como se mencioné anteriormente, las proteasas tienen un
papel muy importante en los eventos de penetracion de la cuticula (St. Leger et af,,
1987, 1995; Bidochka y Khachatourians, 1990), ademas que se ha demostrado que
utilizando cepas sobreproductoras de proteasas, se disminuye considerablemente el

tiempo de infeccidn y muerte del insecto (St. Leger et al., 1996).

74



M.C. Andrea Alcdzar Pizafia 8.0 Conclusiones

8.0 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante la presente investigacion y bajo las

condiciones en que se realizd, se concluye lo siguiente:

s Se establecid un sistema de mutagénesis y deteccién de

mutantes con mayor actividad proteolitica.

« Fueron aisladas 6 cepas mutantes (M-7, M-24, M-25, M-36,
M-41 y M-82), las cuales presentaron wayor actividad

enzimatica que la cepa paterna.

e La produccion de enzimas fue similar todas las cepas, salvo
que en la cepa mutante M 82, la aparicion de actividad se

presentd 24 h antes que en la paterna.

o Las mutantes M-7, M-36 y M-82 presentaron un perfil de

produccién de proteasas diferente al de la cepa paterna.

e Todas las proteasas de las cepas analizadas presentaron

actividad tipo quimiotripsina y tipo elastasa.
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8.0 Conclusiones

Ninguna de las proteasas producidas por las cepas analizadas

presento acrividad tipo tripsina.

Las proteasas producidas por las cepas paterna y mutantes
pertenecen a la familia de las serino proteasas al ser inhibida

su actividad por PMSF.

El mecanismo de regulacion de la proteasa de interes no fue

afectado por la mutacion.

La produccion de la proteasa presenta un mecanismo de

regulacion catabdlica.

Ninguna de las proteasas producidas por las cepas analizadas

son del tipo Prl.

Nuestros resultados sugieren que la proteasa encontrada en la
cepa paterna y en la mutante M-82 pertenece al grupo de las

proteasas CDEP.
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APENDICE A

SOLUCIONES Y MEDIOS

Tween 80 1%

* Disolver 1% (vol/vol) de Tween 80 en agua bidestilada,

Medio YPD

Pesar y diluir en agua bidestilada:

Extracto de levadura 3g/l

Peptona 10 g/l

Glucosa 20 g/l
Medio Inductor

Pesar y diluir en agua bidestilada:

NaCl 0.3 g/l
KoHPO4 0.3 g/l
MgS04.7H0 0.3 g/
Gelatina 10 g/l
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Medio Represor

Pesar y diluir en agua bidestilada:

NH4NO; 3gn
Glucosa i0g1
Gelatina 10 g/l
NaCl 0.3 g/l
K>HPO, 0.3 g/l
MgS0,.7H;0O 0.3 g/l
DNS

Solucién A:

Mezclar 150 g de tartrato de sodio y potasio en 250 ml de agua bidestilada.

Solucion B:

Calentar y diluir 5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico en 100 ml de NaOH 2N.

Mezclar la solucién A y By aforar a 500 ml.

Caseina 1% para zimogramas

Disolver 10 g/l de caseina en buffer Tris 0.1M.
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Solucién de Tincion

Metanol 20 ml
Acido acético 3.6 ml

Agua bidestilada 26 ml

Agregar y mezclar colerante Coomasie (.012 g

Solucién de Destincién

Metanol 100 m!

Acido acético 20 ml

Agua bidestilada 80 ml

Buffer de Carga no desnaturalizante

Buffer Tris IM(pH 6.8)  0.31 ml

SDS 2.0ml
Glicerol 1.0 ml
Agua bidestilada 1.34 ml
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Buffer de Electroforésis de Proteinas 1X

Tris 3.75 g/l

Glicina 18 g/l

SDS 1.25 g/l
Azocaseina

Pesar y diluir azocaseina al 15 % p/v en buffer de reaccién.

Buffer de reaccion:

Pesar y diluir MgCl, en buffer Tris 25 mM pH 7.6; concentracidn final SmM

Poliacrilamida 10%

Geles de Tris Glicina SDS-poliacrilamida

Smi 10 ml 15ml 20 ml 25ml 30 ml 40 ml 50 ml
H;0 2.0 4.0 5.9 7.9 9.9 1.9 15.8 19.8
Acrilamida 30%" 1.7 33 5.0 6.7 83 10.0 133 16.7
Tris £.5M (pH 8.8) 13 25 38 5.0 6.3 7.5 10.0 12.5
SDS 10%" 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 04 0.5
APS 10%* 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.0 0012 9.016 Q.02

Comunmente: *Acrilamida 29.2%, N,N-metil-bis-acrilamida 0.8%: ®Dodecil Sulfato

de Sodio: “Persulfato de amonio; “N.N.N,N-Tetrametilendiamina.
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APENDICE B

BUFFERS

Buffer Tris 1.5 M (pH 8.8)

Tris 181.5g/L

Ajustar el pH con HCI

Buffer Tris 1.0 M (pH 6.8)

Tris 121.1 giL

Ajustar el pH con HCI

Persulfato de amonio 10 % APS

Disolver 1 gramo en 9 ml de H,O bidestilada

SDS 10%

Disolver 10 gramos de SDS en 90 mi de H,O bidestilada
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Buffer Tris 25 mM

Tris 30.2 g/L

Buffer Tris 0.1 M

Tris 12.1 g/L
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Desarrollo del halo de hidrolisis de las cepas mutantes obtenidas por medio de luz

APENDICE C

ultravioleta. Observacion en medio de agar caseina.

Colonia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 6

Col | H A |Col|]H|A|Col| H|A|Col| H|A
Paterna 6 0.5 D 9 1 (D| 14 [15|D]| 19| 4 |C
1 5 - - 5 - /-1 35 - (-1 5 - |-
2 5 i D 8 1 |D[14]| 1 |D|28 |15(C
3 S |05 D 6 1 D131 |D|27|151C
4 4 1.5 C 7 115D} 12 [15|C| 27 1 |C
5 5 1 D 8 1 (D41 ID}22 (25(|C
6 6 i C 10 |15)C|l 14 |15|C|26]| 4 |C
7 6 1 C 9 1 |1ClI12| 1 |C| 27 (35]|C
8 b 0 - 510 |-]6 [05|D|17]| 2 |C
9 4 1 D 7 [15{C|13] 1 |C|27T|15(C
10 5 1 C 9 1 |1C113|15]|C| 29 ]1.5|C
11 6 1 6 9 Il |Cl113 )1 ]C)y23 12 |C
12 4 1.4 C 8 |15|C| 13 1 |C| 23 [25)C
13 4 1 D 6 |15|D(11 |1 D251 |C
14 5 | D 9 [15|D]| 14 )15)C| 27| 2 |C
15 3 1.5 D 9 1 (D| 14 |05|D| 26 [15]|C
16 4 |105| D 5 18D 7.5 |Gl 28| 8| C
17 4 1 C 9 (05D 131 |C{30 (15(C
18 4 0 - 6 1 |C| 11 |15|D| 25 |25|C
19 3 .S C 0] 2 |C| 16 1 |C| 28 [25]|C
20 5 | C 7 |151C| 15 1 [C| 28 1 |C
21 6.5 1 C 10 (05{Cl 15 1 1C}]22 |2 |C
22 6 0 - 9 |1.5|Cl14 |2 |C|25(3 |C
23 5 0.5 7 [15|C| 15 I |C| 24 1 )C
24 5 1 C 8 [ 2 |ClI13 [15(C| 25| 3 |C
25 4 |125] C 812 |1Clis)2|C|23|4|C
26 5 1 C 8 |15|C| 12 |25(C|25{35]|C
27 5 1 C 9 |05|C|[ 13 (05|C| 29 1 {C
28 4 0 - 6 1 |C| 7 [05{C126 | 1 |C
29 6 0 - 9 1 D11 |1 D|29(1 |C
30 6 0 - 8 I (D] 12 ] 1 |D| 24 |25(C
31 7 2 C 15| ClI15] 2 |C)29 |25(C
32 6 1 D 9 I |D] 14 1 |D) 28 |15]|C
33 4 {05] D 7 115|C|l13 |1 [C|21]|3]|C
34 4 05| D 7 105|Df1211 |D|23]1|C
35 5 0 - 7 1 |D| 12 1 |D] 28 |15]|C
36 6 0 - 9 1 |[Cli13(|151C|25]| 3 |C
37 4 | D 7 1 (D13 |1 [C|27]|1]C
38 4 1 D 9 l1sicl 4 )15)1C1 27| 2 |C
39 4 2 C 9 |15|C1 13 [15|1C 126 )| 2 |C
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(Continuacion)

Colonia Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 6

Col | H A [Coll H|A|Coll H[A[Col| H [A
40 4 0 - 7 I |D 2 1 |C| 26 1 (C
41 5 2.5 C 10115]1C| 15 1 |C| 28 (25|C
42 5 15| C 8 [15]|C| 13| 2 |(C|28)] 3 |C
43 6 0 - 8 1 {C| 14 1 |C| 29 1 | C
44 5 ] D 9 ] |DJ| 13 1 |C| 26 1 |C
45 4 2.5 C 9 { {C| 12 1 |C|251|15]C
46 5 ] D 10 (05|D| 14 1 )D| 29 1 | C
47 4 0 - 7 1 |C| 11 2 1C1 22 3 |C
48 5 2 C 9 |15)|C{ 14 1 |C) 26| 2 |C
49 4 | D 9 {15|C|15]|051C{30(LsS(C
50 5 0.5 D 9O 1151C{ 14 |105|C | 28 1 |C
51 5 1 C 1011 |1Cl 1411 1CJ220 1 (C
52 4 1.5 C 7 1 |C| I3 1 |C| 28 1 31C
53 4 0.5 D 8 I |D] 11 2 |Cy23125]C
54 5 | D 10 1 |Cl12[15(C| 27 |15]|C
55 5 1 C 9 ' |Cl 16| 1 |C| 31 1 {C
56 5 1 C 9 1 {D]| 16 1 {C] 31 1 1C
57 4 ] C 8§ |05|D} 13 |051Cl26]|15]|C
58 4 0 - 7 1 |D]f 12 1 (C] 26 |15]C
59 4 ] C 5 P JCris1sici29t 2 |C
60 7 1.5 C 10 |1.5)|C| 14 1 | C |BZ% 1 |C
6l 4 0 - 6 1 |[D| 9 1 (D20 (15|D
62 4 0 - 5 0(-19 0(-122]111(D
63 5 0 - 7 O |-111 1 |D|25|L5(D
64 6 0 - 7 0 (-] 9 1 {D|[ 24 1 | D
65 6 0.5 D 7 (05D 11 1 |D| 25 1 |C
66 6 0 - 9 1 (D] 14 315D 27 [25]|C
67 6 1.5 C 9 115|1C| 16 1 [C| 30 (15]|C
68 6 1 D 9 1 |D| 4 1 {D}| 29 I |C
69 6 | D 8 1 |D}| 14 |1 D[ 28 - (| ©
70 4 1 D 9 1 |D) 13 1 1D} 29 i [C
n 6 1 C 10 |05|C | 14 1 [C|30[15)|C
72 5 0.7 D 7 1 |C| 10 1 |C| 25 1 |C
73 4 | C 8 [IS[Cl I3 [15]C)30) 1 |C
74 5 1 C g [I15|Cl13|15]|]C|26]| 2 |C
5 5 | C 101 |Cl14a)151CY3l(15]|C
76 6 1.5 D 1011 [C]| 15 1 |C|130| 1 )C
77 5 0 - 8 |05]CY 12 1 {C| 25 2 | €
78 5 ] D 9 [05|C| 14 1 |C| 27| 3 |C
79 5 i D 10 1 1C] 16 1 YC| 30 | [C
80 6 | D 10 1 |C| 16 1 |1C|29]| 2 |C
8! 6 0.5 C 9 1 1CH 14 1 1C 29 1 1 C
82 6 0.5 C 8 1 {Cl10| 2 |C| 18| 4 |C
83 6.5 | 05 C 9 1 JC| 15 1 [C| 29 1 |C
84 7 1 C 10 1 |C| 15 1 |C| 28 |15(C
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(Continuacién)

Colonia Dial Dia 2 Dia3 Dia 6

Cal | H A |Col) H[A|Col| H]JA[Col|H [A
85 7 15 C 10| 2 |C[15) 2 |C|27]45]|C
86 7 0 - 9 [0S(D{I15 [ 1 |D]|30|15]C
87 7 |]05] D 10 [05ID| 1411 {D{28 [ 1 {C
88 7 0 - 9 I {DYIs| 1 |D]28 [15]C
89 6 1 | C |1 JCc|15)15]C)30[1.5)C
90 6 [05] C ] 1|Cli1s5] 1 |]CJ129[15)|C
91 6 1 C S |2 )1CJ10 1351C1 19[4 |C
92 7 1.3 C 101 [CJI5S[15](Cl30]15]|C
93 6 1 D {2 Jclt7z(3|C|28(3(C
94 6 151 D 10 |25(C1 15[ 3 )C129)13 [C
95 6 1 D 10 [25§Ci 18| 3 1C|27]31C
96 6 1 D 9 |2 |DJIS|S5 |C[31]3]|C
97 6 ] C 10 ([25)1C| 17 ] 5 |C|26) 3 [C
98 6 2 D 7 123|D)]18) 5 |[C]25 |25(€
99 7 ] D 8§ |2 |Dl18) 7 |C|25] 3 |C
100 7 1.5 D 102 D|]19| 5 ([C|]26]| 4 [C
101 7 ] D 9 I D] 18] 5 |C|124)3 \C
102 6 i C 9 125]1C 114 ] 6 |C[24 [35(C
103 6 13/ D 9 l15{Dl6 |6 |C|29] 3 |(C
104 6 5] C 112 ]1Cl21]6 |C|l27]|3|C
105 6 2 C 9 | 30CIA S [RGB [ 3| C
106 3 1 D 9 |2 D]17]6 |C|28 |35(C
107 7 1.5 D 8§ 125|Cl1 18] 6 |1C| 23| 4 |C
108 7 ] D 6 | 2 |C| 195 |C|23 |3 |C
109 7 2 ¢ 9 {3 [DlI9|5]|C[26] 3 |C
110 7 ! & 9 |2 |D|15|6|C|22]4|C
111 & TNZANT NI (AAE WA NE T T 2N\ 2D
112 5 1 D 9 12 |D|17)]353)C|26[35]|C
113 6 1 D 6 |25|D| I3[ 6 JCJ26] 3 |C
114 6 [ 3 | B 10 12 [Cl20) 5 1Cl260( 3 |C
115 6 | D 7 |2 |Dj4|S5|Cl26]| 3 |[C
116 7 [15] D 012 |C|lI18 |5 [|C|28[]4]C
117 6 151 C 913 1ClI6]| 5 |C|29 |35|C
118 S 1 D 7 |22 | D] 15 [ 5 1€] 23 435 €
119 5 1 D g 12]1Cj121 6 (C{221 2 {C
120 5 | D 8§ |33 |ClI1l[5)1C|23)3]|C
121 6 0 - 8 |1 D11 [ 1 [D{29| 1 [C
122 6 1 D 9 125|CJI13 [ S1Cl30LS5 |C
123 7 1 D 6 [1S|D{16(4(C|22]4]|C
124 7 1 D 9 |15[D|I5]4]C|29] 4 |C
125 7 1 D 8 125|1C1 135 [C[28)5 )C
126 6 | D | 112 ]Cl19]|s5|1C|25| 5 ]C
127 6 2 C 9 |3 |ClI18|]6|C|26]| 6 |C
128 6 | C 713 |Cl12{5(|C128|5]|C
129 5 151 D 712 (Dllo])4|C|2]|3|D
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(Continuacion)

Colonta Dia Dia 2 Dia 3 Dia 6

Col | H A |Col|] H|A|Coli H jA]Col| H A
130 6 I C 712 |ClI1lI|3]|]C|25]3]|C
131 5 2 C 9 [1.5(Cl 13 |15|C|126]| 2 |C
132 6 1 D 9 12 D125 (Cl271 5 |{C
133 6 [25| C 10 (1LS|Cl 15| 1 [C|28([25]|C
134 6 1 D 1013 (|C|13)] 4 |C|28]| 4 ]|C
135 6 1 D 10 125|(C|12 ] 6 |[C|25] 4 |C
136 3 2 C 8§ | 3 |Cl[I11]|6 |C|27| 5 |C
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