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6.0 RESULTADOS

6.1 Ensayo de mutagénesis

La lampara de luz UV fue colocada a 10 cm de la suspensién de conidias. La
Figura 4 muestra la curva de sobrevivencia de B. bassiana al tratamiento; como
puede observarse, ¢l 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 despuds de
irradiacion con luz UV (254 nm). 4 m] de una suspensién de 1 X 107 a0, 2,4.6,8
y 10 min a 10 cm. Posterior a la irradiacién, las muestras fueron cultivadas en agar
YPD v contadas para asi seleccionar el tiempo de exposicion. El criterio de
seleccién del tiempo fue considerando aquel al cual se reduja 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 diametro de la colonia
y el halo de hidrélisis. 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 hidrélisis mayor que el de la cepa paterna, y fueron sembradas nuevamente en
cajas con AC y monitoreadas diariamente en cuanto al desarrolic del halo de
hidedlisis, asi como su estabilidad, algunas de ellas no fueron estables en el

desarrollo del halo de hidrdlisis, que fue disminuyende 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 Pial Dia2 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
i 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
2 5 1 D 8 1 D 14 1 D 28 15 C
3 5 05 D 6 1 D 13 1 D 27 15 C
4 4 15 C 7 15D 12 15 C 27 1 C
5 5 1 D 8 1 D 14 1 D 22 25 C
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 0 - 6 05D 17 2 C
9 4 1 D 7 15 C 13 1 C 27 15 C
10 3 1 C g 1 € 13 15 C 29 15 C
11 6 1 C 9 1 ¢ 13 1 ¢C 23 2 C
12 4 14 C § 15 C 13 1 C 23 25 C
13 4 1 D 6 15D 11 1 D 2 Y C
14 5 1 D 9 15 D 14 15 C 27 2 C
15 5 15 D 0 1 D 14 05 D 26 15 C
16 4 0.5 D 5 1 D 7 1.5 C 22 1 C

* Una suspension de 4 ml (1 x 10 esporas / ml} fue irradiada. inoculados en AC e incubada
7 dias a 28°C en la oscuridad, Las cepas mutantes fueron seleccionadas por el tamafo de halo
de hidrélisis, formacidn de zonas claras alrededor de la colonia. Col- Colonia. H- Halo, A-
Apariencia del hailo (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 tamaiic 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 hidrolisis 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 cultive. Panel A, mutantes; Panel B, Paterna.
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TABLA 5

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 S5C1 SC2 SC3 SC4 SCsS

Paterna 2.5 2.3 3.0 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 esporulacién. La mutantes
M-24 y M-82, presentaron crecimiento limitado y la mutante M-82 presento una
esporulacion muy pobre, pero estas cepas fueron unas de las que presentaron los

halos de hidrdlisis més grandes al cultivarlas en AC.

6.4 Determinacion de proteina

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

posterior aumenio 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-382 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).
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Figura 6- Proteina total de la cepa patema y mutantes. La proteina fue guantificada direciamente
de los filtrados de los cultivos mediante el mélodo de Bradford (Bradford, 1976). utilizando
Albumina de Suero Bovinoe (BSA) como estandar. Puede observarse que el contenido de proteina
en todas las cepas es muy similar al de la cepa paterna. - ¢ - Cepa Paterna, —+-M7, -&- M24, - A-
M25.-+-M 36; -0= M41 y -O-- M82. Proteina total a las 72h.
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Figura 7 Actividad enzimética (UAE) de las cepas paternas y mutantes. La actividad enzimatica fue
hecha utilizando azecaseina como sustrate (Secades y CGujarro. 1999). La mayor actividad
enzimatica se detectd a las 72 h en todas las cepas excepto en la cepa mutante M 82. la cual se
detecto a las 48 h.-#- Cepa Paterna, -+- M7, -&- M24, - A-M25,-+-M 36; -o- M4l v -<3-- M82,
UAE — Unidades de Actividad enzimdtica. Acuividad enzimatica a Jas 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, siendo las cepas mutantes M-25, M-
7 y M-36 las que presentaron una mayor actividad especifica, encontrandose esta 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).
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Figura 8 Actividad especitica (AE) de las cepas paterna y mutantes. Puede observarse que todas las
mutantes presentan una mayor actividad especifica que la cepa paterma -#- Cepa Paterna. -+- M7. -
A- M24, -A-M25-+- M36, -0- M4l v -C-- M82ZUAE = Unidades de Actividad Enzimatica.
Actividad enzimatica a las 72 h

6.6 Perfil de produccion de proteasas

El perfil de produccion de proteasas, es decir €l 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, el cual revelé que el perfii
de produccion de proteasas en algunas mutantes, tales como M7, M36 vy 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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2 3 4.5 6 7 8

1

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 produccidn de proteasas diferentes al de la cepa paterna. Carriles:
1, Paterna; 2, M-7; 3, M-24: 4, control negativo; 8, 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 quimictripsina
(Figura 11) y tipo elastasa (Figura 11) usando sustratos sintéticos. Ninguna de las

proteasas producidas por las diferentes cepas presenté actividad tipo tripsina.

M1 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 Patemna; 2, M-7; 3, M-24; 4, M-25; 5, M-36;
6, M-41;7, M-82.
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Figura 11 Determinacion de actividad enzimdtica tipo quimiotripsina con
mitrocelulosa 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, M—41; 7, M-82.

Figura 12 Determinaci6n de actividad enzimdtica tipo elastasa con nitrocelulosa como
soporte.] Marcadores de peso molecular M, Marcadores de peso molecular
(Kaleidoscope BIORADY); 1, Cepa Patemna; 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 diferenies

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

M 12 34 5 6 7T 8 9

Figura 13 Determinacién de la inhibicién de la actividad enzimética por PMSF con
nitrocelulosa como soporte. M, Marcadores de peso moelecular (Kaleidoscope
BIORADY): 1, Control Positivo; 2, Cepa Paterna; 3, M-7; 4, M-24; 5, M-25; 6, M-36;
7, M-41; 8, M-82.

6.9 Represion bioquimica de la produccion de proteasas

Los ensayos de induccion y represién fue realizado solo para las cepas
paterna y M-82 en el medio inductor. El tiempo de duplicacion 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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Pesc seco mg/ml

Tiempo (h})
Figura I14. Produccién de biomasa de cepa paterna y M-82 en medio inductor

compuesto por NaCl. K:HPQ,, MgS0,.7H:0 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1.0%. -e-
Cepa Paterna,  --=-- M 82.

La Figura 15 representa como se comportd 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 alas 120 h, casi al final de la cinética.

Peso seco mg/ml

Tiempo {h)

Figura 15. Comportamiento del pH durante la cinética de crecimiento de Beawveria
bassiana, Cepa Paterna en medio inductor compuesto por NaCl, K-HPQ,,
Mg$0,.7H-0 (0.3 2/l cada uno) y Gelatina al 1°q. -~ Peso seco, --a--pH.

160630
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El pH de la cepa mutante en medic 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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Figura 16. Variacion del pH durante |a cinética de crecimiento de M-82 en medio inducto
compuesto por NaCl, K.HPO,. MgS0,.7H,0 (0.3 2/ cada uno) y Gelatina al 1%s. -e- Pest
s5eco, --==-pH.

En la Figura 17 se muestra la concentracion de esporas/ml que tuvieron la
cepa paterna 'y M-82 en el medio inductor. La cepa paterna tuvo una produccion de

esporas de 12.6x10° esporas/ml a las 96 h, y M-82 15x10°a las 120 h.
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Figura 17 Produccion de esporas de la cepa paterna y M-82 en medio inductor
compuesto por NaCl, K-HPQ,, MgS0,.7H,0 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al |%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/mli, ambas a las 120 h

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

respectivamente.

Peso seco mgiml

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

NHNO,, 3 g/l Glucosa 10 g/l. MgSQ,.7H20, NaCl, K.l1PO, (0.3 g/l cada uno) y
Gelatina al 1.0%.-#- Cepa Paterna,  --=-- M 82,

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

cingtica se detuvo en Jos 2.25 g/ml con la cepa paterna {Fig. 19).

g/ml

Peso seco mgimi

T T T 0
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Figura 19. Consumo de glucosa (g/ml) durante la cinética de crecimiento de cepa paterna

en medio represor compueste por NH{NOs. 3 g/, Glucosa 10 g/l. MgSO4.7H.0. NaCl.
K-HPO, (0.3 g/l cada uno) v Gelatina al 1%. -e- Peso seco. --=--Glucosa.

53



M.C. Andrea Alcdzar Pizadia 6.0 Resultados

Durante esta cinética, el pH cambi6 de 6.48 al tiempo 0 a 3.3 al final de la
cinética, siendo el pH mas bajo (Fig. 20). Al final de la cinética de crecimiento de la

cepa mutante en medio represor se observo un restante de glucosa de 4.8 g/ml (Fig.
20), y se observo un pH final de 3.82 (Fig. 21).
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Figura. 20. Comportamiento del consume de glucosa por la cepa mulante en medio represor

compuesto por NHNQ;, 3 g/l, Glucosa 10 g/1, Mg80,.7H,0, NaCl, K;HPO; (0.3 g/l cada uno) ¥
Gelatina al 1.0%.-e- Peso seco, --=--(ilucasa
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Figura 21. Variacién del pH durante la propagacion de M-82 en medio represor

compuesto por NH;NOs, 3 g/, Glucosa 10 g/1, MgSQ,.7H,0, NaCl, K,HPO, (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 paterna y mutante en medio
represor compuesio por NHyNO;, 3 g/, Glucosa 10 g/, Mg30,7H;0, NaCl,
K;HPO4 (0.3 g/l cada uno) y Gelatina al 1.0%. -e- Cepa Paterna, --=--M 82H.

No se detect actividad enzimadtica 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

————Tiempo (horas)

Tiempo (horas)j———

Figura 23. Zimogramas de caseina. Cepa paterna (A) y mutanie M-82 (B) en medio
YPD.
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—— Tiempo P06 00
= (horas)

'F'igura 24. Zimogramas de caseina.. Cepa paterna (A) y mutante (B) en medio
represorcompuesto por NHyNO,, 3 g/, Glucosa 10 g/, MgS0,.7H,0, NaCl, K;HPG, (0.3
g/l cada uno) v 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
deteccidn) y 96 h (Fig. 25 A), mientras que la mutante la presenté a las 24, 48
(m4xima deteccién), y 72 h (Fig. 25 B).

—_— Tiempo —
A | (horas) _|

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

En el medio inductor se detectd actividad tipo quimiotripsina y elastasa en la
cepa paterna, a las 48, 72 y 96 h (Figura 26 A y B); 1a 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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————Tiempo (horas}——— —————Tiempo (horas}
Ay 96 94 - - 48
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;HPG,, MgS80,.7H-0 (0.3 g/ cada

uno) y Gelatina al 1%. Actividad tipo elastasa de cepa paterna (A) y mulante (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 decidid disefiar iniciadores en base a la secuencia mas conocida, Prl, Al
ver la similitud de las proteinas, la identificacién del tipo de proteasas presentes en
las cepas paterna y mutantes, comenzd con el disefio de iniciadores, basados en la

secuencia del gen de la proteasa Prl, reportada por Joshi et af. (1995)
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VSGTSDGHERGTHCASTIGSKTYGVARKAY TFGVRVLEDSGSGSL SeVIAGMDFVATDRKSRSCSKGTVASMSLGGGYSA 240
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= & AP TGLLSTWNN 1
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TVNOAAARLOA SGVFVAVAAGNDNRDAAQT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSTF SNFGRAVD IFAPGTGILSTWNNGGINT 320
TVNQAMARLOASGVFVAVAAGNDNRDAAQT SPASEPSVCTVGATD SSDRRSSF SNFGRAVDIFAPGTGITL.STWNNGGTNT 318
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Figura 27 Comparacién de la secuencia de amincdcidos por medio del programa LaserGene
(DNAstar ver. 4.05) utilizando Clustal W, para cuatro proweinas degradadoras de proteasas,
producidas por el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana, Prl {Joshi et al,, 1995); Bsnl
(Kim et al., 1999); CDEP-1(Fang et al. 2001} y CDEP-2(Zeng ez al, 2006).

En la Figura 28 se muestra la localizacion 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 posicién +1230a+1257, esta regién se

encuenira 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 region. La Figura 29 muestra la localizacién de los

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

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' 3!
L] L ) L] —_— prf -_— L] —— —-_—
Pr1A PriB
1256 pb

Figura 28, Localizacién esquematica de los iniciadores Pr1A y PriB sobre el gen prf de 8.
bassiana.

ATG TAA
S m = - Pri ettt d
AAPL AAP2,
1555 ph

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

El fragmento esperado de 1151 pb, no amplificé 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 del codon de inicio y el primer reverso AAP3r en la posicion +505-+524
(Figura 30); el iniciador AAP4f localizado en la posicién +990-1012 y el iniciador

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

ATG Bassiasina 1 (bsn1) TAA

L —_— — —_————

AP A&Pﬂ
L 519pb

Figura 30 Localizacion esquemadtica de los iniciadores AAP3f y AAP3r sobre el gen bsn/
de B passiana
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ATG Bassiasina 1 (bsa1) T“]‘A
5_ _ _ - —- —
T P -
AAPAF Aﬂ.
L s58gph —

Figura 31 Localizacién esquemdtica de los iniciadores AAP4f v 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 AAP3fy AAP3r.

600 pb

500 ob

Figura 32. PCR con los iniciadores AAP3f ¥y AAP3r. M, Hyperladder IV
(BIOLINE); 1, Cepa patemna; 2, M-82; 7-3, M-25; 4, M-306; 5, M-36; 6. M-82.
Electroforests en gel de agarosa al 1.0% en buiffer TAE.

Los iniciadores AAP4f y AAP4r no amplificaron el fragmento esperado de
401 pb. Hasta aqui, ningdn par de iniciadores disefiados a partir de la secuencia de
mRNA de Prl amplificé el producio esperado, solo un par de iniciadores
identificados como AAP3f y AAP3r y disefados a partir de la secuencia del gen
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completo de Bsnl, amplificaron el producto esperado por lo que fue necesario hacer

una ¢omparacion de la secuencia nucleotidica de las diferentes proteasas, utilizando

el programa Clustal W (Fig. 33).

10 20 30 10 50 60 70 80

Prl - mRNA.seq CoOCT ATy e YoV Ye TAC - - —ARATCCTCARRTTC TCATCACCTTGTCARA TR 74
bsnl  rna.SEQ C---TTCATCCAGCAAGCAAAGTCTTTTCGACAACTTACTTACAAAATCCTCARATTCTCATCACCTTGTCARATATECG 77
CDER 2 DRNA. S~ ATG0G 5

A T AR TCA TG TECCGCTCTTCCCCTEGCCATTGOGGCTOC GG TCGTTGAGCCTGCTCCTCTCATOGAGECCCECGE

100 110 120 130 140 150 160
ISR Yo R TCTAT CAATCATCGCTGCCE COCTEGCCATTGCGECTCCGETCETTEAGCCTGCTCCTCTCATCGAGGCCCGCG 154
bsnl  rna.SEQ TCTATCANTCATCGCTGCCGCTCTTCCCCTEGCCATTGUGECTCCGETORTTGAGCCTGCTCCTCTCATOGAGGCC0GCE 157
CDEP 2 mRNA.S TCTATCAATCATTGCTGCCGCTCTTCCCCTRGCCATTGC6GCTOCGETORTTEAGCCTGCTCCTCTCATOGAGGCCOGG 85

GGCAGACCATTCCCGRCARGTACAT TG AAGC T ARG GACACCGCGACCATTEETATCATGGATGCTGOGTCCARGETG

170 180 190 200 210 220 230 240
Prl mRNA.seq GECAGACCATIGCCGRCAAGTACATTGTCAAGCTCAAGGACACCGCGACCATTGGTATCATGGATECTEOSTCCARGGTG 234
bsnl rna.SEQ GGCAGACTATTGCCGACAAGTACATTGTCARGC TCAAGGACANCGCGACCATTGGTATCATGEATECTGCRTCCARGGTT 237
CDEP 2 mRNA.S GGCAGACCATTGCCGACAAGCACATTTCAAGCTCAAGGACACTGCGACCATTGETATCATCRATCCTGCGTCCARGETG 165

CC GAACACGTCTATGAARATCTCC TCAAGGGATTCTC C 2CG
250 260 270 280 290 300 310 320
Pr1  mRNA.seq CCCAACACCGAACACGTCTATGAAAATGTOCTCAAGGGATTCTUGGGCACCCTCAACCAAGAN AACTTCACCETCTOCG 314

bsnl  rna.SEQ CCCAACACCGAACACGTCTATGARAATGTOCTCAAGGGATTCTOGECCACCCTTAACC ANGAR AACTTRACCRTCTECG 317
CDEP 2 mRNA.S CCCAARCACCGAACACGTCTATGAAAATGTCCTCAAGSGATTCTCGGCCACTCTTAACCAGGARCAACTTGACCGTCTECG 245

TS e e AR AR RS ERe Srlii RS e
mmcmmmmmmmmﬂmmmw TCCCT

330 340 350 360 370 380 390 400

Prl mRNA.seq CCACGACCCTGATGTOGAGTCCATCGAGCAGGATCCCATTGTTAGCATCARC GCOGTTGTCCGECAAGCOGGAGCTCCCT 394
bsnl rna.SEQ CCACGACCCTGATGTCGAGTCCATCGAGCAGGATECCATTG TTRAGCATC ARCGCCATTETCCGACAACCCEGAGCTOCCT 397
CDEP 2 mRNA.S CCACGATCCTGATGTCGAGTCCATCGAGCAGGATGCCATTGTTAGCATCAACGCCGTTGTCCGECARGCOGGAGCTCCCT 325

GGGETCTAGGTCGCATC TCGCACA GG ACGAGGCOCGACCACGTATCACTACGACTCGAGCGOCGGCE0GEETACATES

T T T T DU . e ]
410 420 430 440 450 460 470 480

Prl mRNA.seq GGEGTCTAGGTCGCATCTCGCACAGGECACGAGGCGCGACCACGTTTEACTACGACTC GAGCCCGGCGOGEETACATGE 474
bsnl rna.SEQ GGGGTCTAGGTCGCATCTCGCACAGGGCACCAGGCOCGACCACCTATEACTACGACTCGAGCGOCGGCGOGGEETACATEC 477
ZDEP 2 mRNA.S GGGEETCTAGGTCGCATCTCGCACAGGGCACGAGGCOCGACCACGTATCACTACGACTGAGCGOCGGCGOGEETACATGC 405

GTATATGTCATTCACACTGGCGTCTATGACTC TCACCCTGATTTTGARGGAC CTGC CAAGCARATCARARACCTTTGTCAC
450 500 510 520 530 540 550 560

Prl mRNA.seq GTATATGTCATTGACACTGGCGTTGATGCCTC TCACCTAATTTIGATGEACGTGCCARGCARATCARARCCTTTGICAC 554
bsnl rna.SEQ GTATATGTCATTGACACTGGCGTCTATGACHERIR T TTGAAGCACGTGCCAAGCARATCARANCCTTTGTCAS 557
ZDEP 2 mRNA.S wmmmmmmmmmwmm 485

TGECACTTCAGATGETCACGECCACGGCACACAC TECGCCGGRAAC TAT TG TCCAAGAC TTACGGCGTAGCGAAGARGG
—_—
5%0 600

570 580 610 620 630 640
Prl mRNA.seq TGECCATTCAGATGGACACGECCACGGAACACAC T GCCGGRAC TATTGEC TCCARGTCTTACGGCGTAGCGAAGRAGS 634
bsnl rna.SEQ TGECACTACAGATGGTCACGGECCACGGCACACACTECGCCGEARCTATTEECTCCAAGACTTACGGCGTAGCGAAGARGG 637
CDEP Z mRNA.S TGECACTTCAGATGGTCACGGCOSCGGCACACACTEGCCGGARC TATTGEC TCCAAGACTTACGGCGTAGCCAAGARGE 565
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O AT T TGGGC G TCAAGG TG TCGAACACAGTORC T GGG TCCTCAGCEECGTCATTGOCGEAATGGACTTTGTE
i T S T T e e e A e e e e
650 660 670 680 690 700 710 720

Prl  mRNA.seq CGTCCATTTIGEGCGTCAAGGTCTCERARACACTGEGTORGGTTCGCTCAGCEE0STCATTECCGGAATGEACTTIGTC 714
bsnl rna.SEQ CGTCCATTTTIGGG0GTCAAGG TCTCGAMGACACTORCTCGEETTCCCTCAGCGECGTCATTGODGRARTGGACTTTGTC 717
CDEP Z mRNA.S CGTACATTTTTGGCGTCAAGGTGCTCEARGACAGTEECTCGEETTCGCTCAGCOGCGTCATAGCCGGARTGGACTTTGIC 645

B TACGGAC CGGAAN T T CATGCAGCARAG A TGO CAGCATETCCC TGO GG TGECTACTC GGCCACTGT
RN P e s e e ] e e
730 140 150 760 170 780 790 800

Prl  mRNA.seq GCTACGGACCGGARATCCCGCCCATGCAGAAAACGCACCGTCRCCAGCATETCCCTIGRCGETEETTACTCGETCACCGT 794
bsnl  rna.SEQ GCTACGGACCGGARATCCCGTCCATGCAGTARAGGCACCETCRICAGCATGTCCCTTCECGETAGCTACTCGECCACCGT 797
CDEP 2 mRNA.S GCTACGGACOGGARATCCCGTTCATGCAGCAANCGCACCGTTACCAGCATGTCCCTTEACGETEECTACTOGGECCACTGT 725

GANCCAGGCOGCCECRCETC TECAGG T TOSGGCETTTT TS TOGCCCTCE0CGOCGECARC GACAATAGGEATGCCRCCE
- 0 —_————
810 820 830 840 850 860 870 880

Prl mRNA.seq GAACCAGGCOGCCGCGUGTCTGAAGGCTTOREGCGTTTTGRTCGCCETCACCGCCGECARCGAARATAAGEATGCOGCCC 874
bsnl  rna.SEQ GAACCAGGCORCCGCECGTCTHCAGGCTTORGGCGTTTTTGTCECCETCRCCECCGATARCGAAATAGGGATGCCATCC 877
CDEP 2 mRNA.S GAACCAGGCOGCCGOGCGTCTGCAGGCTTOG6CCTTTTIGTOGCCGTCRCCGCCECAMCGACAATAGGGATGCCRCCE 805

AGACCTCACOCGCCTORGAGCCETCCETCTRCACCETCEGAGCTACCGACTCETC TRACCGCCACTCCAGCTTCTCCAAC
850 900 910 920 930 940 950 960

Prl mRNA.seq AGRTCTCGCCCGCCTOGGAGCCGTCCRTCTRCACCETCGEAGCTACCGACTCATC TRACCGCOGCTCCAGCTTTTOCAAC 954
bsnl  rna.SEQ AGACCTCGCOCGCCTOSGAGCCGTCCGTCTECACCGTOGGAGCTACCGACTOC THIE TR E R C e TR uOIsCAAC 957
CDEP 2 mRNA.S AGACCTCGCCCGCCTOGGAGCCGICCGTCTECACCETCGEAGCTACCGACTCETCTACCGLCGLTCCAGCTICTCCAAC 885

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

Prl mRNA.seq TATGGAAGAGTTGTTGACATTTICGCACCTGACAC TRGCATTCTGICTACCTRGATTGETGETRSGACTAATACCATCTS 1030
bsnl  rna.SEQ TTTGGRARAGCTTCRACATTTTICGCACCTGACAC TRGCATTCTGTOGACCTGGAATAATGACGGCACTARTACCATCTC 1030
CDEP 2 mRNA,S TTTGGARARGCTGTTGACRTTTTCRCACCTGTAC TRGCATTCTETCGACCTGGRATARTGRCGECACTAATACCATCTC 965

TTECCEETCTOGETECCT!
1
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
Prl mRNR.seq GEGCACTTCGATGGCCACTOCOC- —-—-CCRAGCT-~ -~ G0 ————————-—----(CAGAGAT-CCGCTAGATATT 1080

bsnl rna.SEQ GEGCACTICGATGECCACTOCCCACAT TR EETC TG TR CTACCTT TG T  Te GG CARAGGCACTGCCGGCRACE 1110
CDEP 2 mRNA.S GEGCACTTCGATGGCCACTOCCCACATTR0CGGTC TOGGTACCTACCTTTTEECTCTOGGCAAAGGCACTECOGGCARCE 1040

1130 1140 1150 1160 11?0 1180 1190 1200
Prl mRNAR.seq GIUGC——-ATTGAGATIC———-MEAG—— ~GOCEAGG---~———CGARRACG—RATTRTC-GACAATT 1130

bsnl rna.SEQ mmmmmammmmm 1190
CDEP 2 mRNA.S TCTGCCARACTATCCAGACTCTCTOC A CAAGRATGTCC TTACTGECGTTCC T TCAGGCACDG T AACTACETOOCAT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

Prl mRNA.seq C-—TSTf-— BCAGKG- HEAGTCATOG———CGTATTTE506A 1180
bsnl rna.SEQ AACGGOGCCACCTRRTATTGACTAGCAGACTGTTT TG AG T e S S e SNy RN ER¥ TCTTOOL0GE05T 1270
CDEP 2 mRNA.S AADBGOBCCACCTRA 1140

62



M Bodron Bledzor Mg, N SResvliedns,

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

Prl mRNA.seq 06— -ATGEACTCACAGAACCAATCRG- - —CGCAAT-~COCARCRA-~CAGG-———GTAC-————————- 1220
bsnl  rna.SEQ CBGOCGTTOCANTGTAGCTACAGAACCTCACAGACCTOGTRG TTACCTGAGARRTCAGGAORGETATCATCTTTTIGATT 1350
CDEP 2 mRNA.S 1140

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

Prl mRNA.seq ——---—-GOCOCGOGOCGSTCTATEARACAACA  ————=—m e e oo A 1250
bsnl rna.SEQ TCATCTTTTGCTACACATTGATTTTCGARATAAGATTGCTTICAGTTATAC TATCACTGTGARTTAGTGAGACCTIGGEA 1430
CDEP 2 mRNA.S 1140

B T A TG OO D OO TG O CX S TX XTI OO0 UGN G OO CCAYO 000X GTXGAXTR
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
Prl  mRNA.seq MSGTGGOCATTATGGINTT-——-TECGO0GTTCT——-—AGO5——-ACGCAN-- —--GACTCOGTESeRapengr 1310

bsnl  rna.SEQ AMGTGACTATATTGTCGOCACAACTEORCTGTCGTOGTTGAGGGGATCATCATTC ATTTGSTTATATRCOGGTGERATA. 1510
CDEP 2 mRNA.S 1140

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

Prl mRNA.seq —----- - ——- e -8 —— -~ —TTGECCANACS 1330
bsnl rna.SEQ AMGGEGOGTGTTTACTACGAGTTAARTACAAAGATCARTGAGTTTTGTTAARAR AARANAAANARARACAARARARRARPA 1590
CDEP 2 mRNA.S 1140

L S T

hEEESRIEEEEEEN AL EIREPILEN S

BT Fes vt S

1610 1620 1630

Prl mRNA.seq 1330
bsnl  rna.SEQ ARARACRAARAARANAAARAPRAARARARNAR 1620
CDEP 2 mRNA.S 1140

1 AAPL S

B Prla

& Prlb

A AAp3f

5 AAP4r

B AAp2r

8 AAP3r (INCOMPLETO POR INTRON)

A CGs1

1y AAP4E

Figura 33 Comparacidn de la secwencia de nucledtidos por medio det programa Clustal W; para
cualre proteinas degradadoras de proteasas, producidas por el hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana, Pri (Joshi et al., 1995); Bsnl (Kim et af., 1999) y CDEP-1{Zeng ef al., 20006).

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 regidn del promotor 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 AAP1 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 ningtin fragmento al tratar de amplificar utilizando los iniciadores
AAPI y el iniciador reverso AAPAr, , 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
— — m— —_— : > @Hg.w e — e
At cest
--------------------------- 1203 pb -----~-----=-=commeemmnnend

Figura 35: Localizacién esquemdtica del iniciador CGS | sobre el gen cdep-2 de B.
bassiana.
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La amplificacién con los iniciadores AAP! 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 e 5 4 M1 M2

1398 pb

-

1000 pb-

Figura 36 PCR con los iniciadores AAP1 y CGS1. MI1.- Hyperladder IV (BIOLINE),
M2.- Hyperlader [ (BIOLINE). 1.-Cepa Paterna, 2.- Mutante 7., 3.- Mutante 36, 4.-
Mutante 82. Electroferesis 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

$i, con muy pocas variaciones.
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bsnl
CDEP
CDEP 2

bsnl

CDEP 1

CDEP 2

bsnl
CDEP
CDEP

bsnl
CDEP
CDEP 2

bsnl
CDEP
CDEP

bsnl ¢
CDEP
CDEP

bsnl
CDEP
CDEP

bsnl
CDEP
CLEP

A T A A A T C T T T A A AT T T TAXA AR T TCARATTCTCATCACC TS TCARATATGOCTCT
A B S R e e

10 20 30 40 50 60 10 80

completo CTTCATOCAG ARG ARAGTC T TIOGACAA T TACTTACAAAATOCTCARATTCTCATCAOCTTCTCARATATAOSICT 80
1 COMPLE OO A A ARG TC T T TTOGA AA TTA T TAGAARAT CTCARATTCT A TCACC TTGTCARATATGOGTCT 80
2 mRNA. Sf - RTEGTCT 8

90 100 110 120 130 UIu 150 60
completo ATCAATCATOR TEOGL e IO TaE AT TE0GEC TCORETOR TGS T TOC T TCATOGASGC0CE00GE. 160
COMPLE AT AT AT N TGO T T O TR AT TO0 3O AR TG TS TCTCATORAGECO0R0EEC. 160
2 MRNA. St AN AN AT TG TRC0G R T OO TG A0 AT TG TC03ATOCT TR TR TOCTCTCATORAG IO I 28

170 l*ﬂ 150 200 210 220 230 240

completo AACTATTOCCOGCAAGTACAT TG ARG T AAGCACA O ANCATTGETATCATGEATG TGORTOCAAGATTON. 240
1 COMPLE! AGAOCA oG AT A A TSI ARG A AAGGACACT A CATTR S TATC AT AT TG0CTOCARGETGOC 240
2 mRNA. St AGAOCAT TG EG ARG ACA T AN AR ACA T ACCAT TG TATCATGEATACTGETO RAGRTENC 168

[1 260 "70 280 290 Jﬂu 370 320
completo M"Oﬁ%k" T AT GAARA TGO T AR GAT TCTC 0 A TTARCARGAN AR TTGACOSTCTOOGA 320
l COMPLE! AA ACORAC TS TCTATGAARAT G TOCTCAAGGAATTCTCGICACTCTTAACAGRARCAR TIGAYCSTCTCOGEA 320
2 mRNA. 51 AR OGRACA T TA AR AT S T TCARGH AT TC TG AT TTAA RGN AR " TTAOOETCTOOOA 248

[ L) Eenes PRI (e
s e e ) P B ——— T
330 340 350 360 370 380 390 400

completo CAOOCTEATGTARC T30 TG T IO TORGAC T T T TT TG T GAC TTC T T TAC TRAT GAAATCGTGTO ACGOGARTAGS 400
1 COMPLE" QRTCCTGATGT——GOCTGITCT T T T TTCTGIGAC T TTATTACTARTVRAATCGTOCCCACGORARTAGS 396
2 mRNA. SEORATCCTERTGT 261

i AR SN S RN TGN KN SRS SR e
410 420 430 440 450 470

460 430
ompleto TOGAGTOCATORA S AGEA T CAT TG T TAG AT AR AT TS T 066 AR OB AGCTON TAGGTCTAGGION 480
1 COMPLE' TOGAGA AT CGAG AT AT TS T TAG AT AR 0BT TE TON G 2GR TONCTREEEICTAGRTON: 4746
2 mRNA. S} -CGAGETCCATOGAG AGER TG AT TG TAGCATCAA UG T TG TONEE ARG GEAGCTONCTGEEGTCTAGGTO. 339

490 L"" 510 520 530 540 550 560
cemplato ATCTCGCACAGEE A EAGE A0 ANE TAT A TA A TORRE0EC0GE0G053ETACATG GTATATCICATTG 560
1 COMPLE! AT A A A A A A G TA TG TAAC TR G000 GEIACATGORTATATETCATIGR. 556
2 mRNA. SIATCTOECACAEGE AR A G AT A T A G TOEAGG A0 SEETACATGGTATATGICATTG 419

completo mm*mrﬂmnfmﬂmmmmmmm 640
1 COMPLE (ACTGE0GTCTATGACTCTCACOC TG TRAGO0 A A ATACTNGOGAT000000 - A RAGAAA A TCATTCAIGCA. 635
2 mRNA. S} CACTRROGTCTATGACTCTCACOCTG 446
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T T A T G AN AR AT AR AT T TGO TR0 A TTCAGATGG T AOGG0 ARG ACAD
650 660 670 630 690 100 710 720
bsnl completo ToAATAGGAS T TCAAGGAS TG AR ARATCAARA T TTCTCACTO AL TACACATCRTCACHOCACGGACAC 7

CDEP 1 COMPLE! TCANTAG AT T AN A TGO ARG AR T ARATO T TS TC T T AL T T AGATOGTCRORCCACEGACKS 715
CDEP 2 mRNA. 8! —---—— AT TOGAAAAOCT ARG A AA T AR A TO T TTSTCTC TR AT AGATR TRACGO0R0CACAC 517

730 740 750 760 770 180 790 800

bsnl completo ACTGGAA TATIGE TOCAARCTTA G S TAAAGRA S TOCATTTISoE0CTCAAGSTGCTOGRAGS 800
CDEP 1 COMPLE! ACTG)G00GGAACTATIGaC IO AAGAC TTACRE0GTAGCCAAGARGAOS AT TT T TCAAGCTOCTOGAAGEE. 795
CDEP 2 mRNA. SE AT GO0aARCTAT TS ARG ARG TAG O AN ARG T ATTTTTOCTCAAMG TOCTORAGA:. 597

§10 820 830 840 850 860 870 880
ompleto AGTGECTCRCT oG TCAGCR3C S AT TGO GEAR TR T T TOGC TAC RO 2ARTONOG T CATGCAGCAR. 850
COMP L AGTGA TGO TG TCA T IO GRAR TG A T TGO GO TAGACCEARATONCTOCATRCAGCAR 875
mMRNA . St AGTaECTOGAE T IO T A G0 TCATAG U AR TR T T TG TAO A S ARATOCOGTICATRCAGCAR 677

bsnl
CDEP
CDEP

2= 0

T B e R P S SN A e T ¥ SR
ERYEE IR P s PR, TR RS T TR PR
890 950

900 910 520 930 940 960
bsnl completo AGECACHETON AN ATC OO T TEa0GETBA  TAC TR A IGAR GRG0 IC TG AGECTIOR: 960
CDEP 1 COMPLE! AGE A 0e G0 A MO0 T TEE0GE TG T IO A UG TAAC A G G00G0GGICTRCAGECTTOR 955
CDEP 2 mRNA. SIAGGACOCT a0 AG AT 000 T TEE056 I6aC TAC OG0 AT GAR A GOSGTCIGCAGCTION 757

AL IUS
10 880 4450 1000 1010 1020 1030 1040
0T CE00E A AN AR TAGECATA OO0 AEACC T COGOCTORRAGCOGTCORTCTRE 104!

bsnl completo.GOGTTTTIG
CDEP 1 COMPLE'G OG0B AACGA AR TAGG AT BC0CARO TR0 TOGRGOCETCORTCT: 103!

CDEP 2 mRNA. SEGCGTTTTTGTCECa 000 E ARG AR TAGG AT GO CCAGACCTO 0RO T EAGCGTOORTCTE: 837

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
bsnl completo. AOCATOAEAGCTACOAC TORTC TR0 T A T T IO A TT TG EARRAG TETORACATTTTORCACCTG 1120
CDEP 1 COMPLE AQOCTCaaAGCTACCAN MG T TEAOA0 A T TIC TOCAA T T T ARARG TG T RACATTTICACACCTS 1117
CDEP 2 mRNA. SEACCEIOGEAG TACOA TG A I A T AR T TORARARGC TETTRACATTTIOCACTES 617

1130 1140 1150 1760 1170 1180 1180 1200
bsnl completo. CACTGE AT TG A G AR AR TCE G A T TAGT TIC TG TT T AT ACSCOSTICARATARRACCTOR 1201
CDEP 1 COMPLE' CACT33 AT N NG To A TAACG A0 A IO TAGT TTCToT T T T AN ACGC TR T T ARATARRACCTOA 119!

CDEP

bsnl completo. AGCTTACTTTTT T TaCCATCCTAGART A AT T aCAC T A G A T A AT TGCOGETCTORGTROCT 1251
CDEP 1 COMPLE'AXTG T - O AT O T AR A A T TS ECAC T TORA TGO CAC T T ACAT TGO ETCTORETRCT 127!

CDEP 2 mRNA.SI ARTACCATCTOGRAACT TOA TGO ACTOOCACATIACAGTCTORGTECT. 100
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ACTTTT dl‘f‘i‘:'.JXAAFﬁEmCT-_ m‘:ﬁ_’“@z‘e.‘. CT .LOATM"‘SI\. CTTECT

: o
li%ur _3.1'1 1310 1320 1330 ;.34“ ’5” 1360

1370 1380 1300 1400 1410 140 1430 1440
A A TR TR T AT ARG ACCTAATAT TR TR ‘

CDEP 1 COMPLE! GA0GTIOCTICAGY AOGT AR TAC TG3 AT TTRA G0 CA, C TAAGAT TG TAG A TGTTTCT
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Figura 37 Comparacion 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 honge entomopatdgeno Beauveria bassiana, Bsnl (Kim er al., 1999);
CDEP-1(Fang er al., 2001) y COEP-2(Zeng et al., 2006),
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