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Resumen

Los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana y Paccilomyces fumosoroseus
(Deuteromycotina: Hyphomycetes), son microorganismos con gran potencial para
utilizarse como insecticidas microbiales en ¢l biocontrol de plagas economicamente
importantes, como la “"mosquita blanca” (Bemisia tabaci). Con el fin de evaluar la
variabilidad genética en estos hongos, seleccionamos 7 cepas de B. bassiana y 9
cepas de P. fumosoroseus las cuales poseen diferente hospedero y origen geografico.
Se utilizaron iniciadores de 10 bases con secuencia aleatoria para generar marcadores
mediante la técnica de Amplificacion al Azar de DNA Polimorfico (RAPDs) , los
cuales nos permitieron identificar estos entomopatégenos. De las 16 cepas 4 fueron
aisladas en México. 9 en E.U.A. y 3 son mutantes obtenidas de P. fumosoroseus cepa
P.fr. 612. Disefiamos un método simple y rapido para la extraccion de DNA en estos
hongos, modificando ia concentracidn de sal de 1.0 M a 0.0-240 mM. Los ensayos de
amplificacion fueron realizados probando 20 distintos iniciadores (10 bases), el
patrén de amplificacion fue consistente y reproducible con 8 iniciadores, los cuales
generaron de 4 a 17 bandas por iniciador variando en tamaiios de 0.1 a 4.0 kpb. Cada
aislado generd un genotipo distinto, tanto en nimero como en tamafio de bandas. El
analisis del Valor de Disimilitud (1-F) entre cepas, mostré que las cepas de P.
Jfumosoroseus presentaron un valor promedio 1-F de 0. 48, mientras que B. bassiana
presentd un valor de disimilitud de 0.55, mostrandose que estas cepas poseen un
grado de divergencia genética aun mas alto que las cepas de P .fumosoroseus, esto
podria estar relacionado con el hecho de que cada cepa de B. bassiana fue aislada de
distinto hospedero, mientras que la mayoria de las cepas de P fumosoroseus se
aislaron a partir de Bemisia tabaci. Finalmente se realizé un analisis de
agrupamiento, para observar similitud y construir un dendograma. Mediante este
andlisis se logro agrupar las cepas, segiin su origen geografico, u hospedero del cual
fue aislado. asi mismo se logré separar en un grupo definido a la cepa P.f1.612 y sus

mutantes.



Introduccion

El impacto adverso de las plagas y enfermedades en la produccion agricola y forestal es.
comunmente, disminuido por el uso de agentes quimicos. Se ha estimado que el ataque de
insectos, malezas y algunos microorganismos causan pérdidas de alrededor del 40% de los
cultivos en precosecha, y un 40% adicional tendra el mismo futuro en el almacén si no se aplican
plaguicidas. Sin embargo, el uso intensivo de éstos ha traido consigo contaminacion de los
mantos friaticos, suelos y actividad contra organismos no blanco. Ademas, se han incrementado
los problemas con la aparicion de resistencia en cerca de 500 artropodos plaga (Whitten. 1990).
Entre las alternativas para disminuir el efecto nocivo de estos agentes, se encuentra el control

biologico (Samsinakova. 1981).

El control biolégico utiliza enemigos naturales de los insectos plaga, dividiéndose en
entomofagos y entomopatogenos, de los cuales los entomopatégenos son los de mayor éxito
comercial sobresaliendo bacterias, hongos v virus. Recientemente, con el advenimiento de las
técnicas de biologia molecular, el control bioldgico se ha definido como el uso de organismos
naturales o modificados genéticamente, genes o sus productos para reducir el efecto nocivo de un

organismo en favor de otro (Gabriel y Cook. 1990).

El uso de entomofagos o entomopatégenos depende de muchas consideraciones, entre las
que se encuentran: 1) ecologia del patogeno v su blanco, espectro de accion 2) accesibilidad del
agente de control a la plaga, 3) conocimiento basico del modo de accion y 4) disponibilidad de
tecnologias de produccion, formulacion y aplicacion del entomopatdgeno (Khachatiurians. 1986:
Samson ef al., 1988a; Lisansky. 1989). En este sentido uno de los organismos de mayor potencial
biotecnologico son los hongos, estos constituyen la poblacion mas numerosa en cuanto a
microorganismos patogenos de insectos y sus enfermedades estin ampliamente distribuidas
causando frecuentemente epizootias (Whitten. 1990). Se puede decir que virtualmente, todos los
ordenes de insectos son susceptibles al ataque de una o varias especies. A pesar de ello, de las 700
especies conocidas de hongos entomopatogenos (distribuidas en seis grupos taxonoémicos),

solamente 10 especies han sido utilizadas en programas de biocontrol, sobresaliendo los



pertenecientes a los Deuteromycetos (Samson ef al,, 1988a). Dentro de los Deuteromycetos se
encuentran varios géneros como Beauveria vy Paecilomyces los cuales. debido a su capacidad
para infectar insectos. estan siendo desarrollados como insecticidas microbiales para el control de
la “mosquita blanca™ (Bemisiu tabaci), entre otros (Storey. 1992). Estos hongos parecen ser la
mejor opcion para el control bioldgico de este insecto, y gracias al uso de estos enemigos

naturales. se ha disminuido la aplicacion de insecticidas quimicos (Jackson. 1996).

El uso de hongos entomopatogenos para el control de insectos plaga requiere de un
conocimiento bdsico sobre estos agentes. v ahora que éstos se producen comercialmente, se
necesitan sistemas de deteccion y seleccion altamente especificos y sensibles para distinguir entre
biotipos y patotipos, sobre todo porque el evento de micosis en los insectos, depende de
multiples factores, requiriéndose de adhesién de las conidias al insecto. produccion de
exoenzimas, tubo germinativo, etc, y por otra parte la variabilidad genética de los hongos
entomopatogenos es grande. lo que hace que la seleccion de cepas virulentas se convierta en un

sistema laborioso y costoso (Bidochka. 1994).

Tradicionalmente, la deteccion e identificacion de los hongos se basaba en caracteristicas
bioquimicas y morfolégicas, como la produccién de conidias, morfologia colonial, enzimas
hidroliticas, isoenzimas y reacciones inmunoldgicas. Sin embargo, estos métodos dificilmente
pueden discriminar entre cepas con estrecha relacion pero diferente especificidad o virulencia,

una alternativa a estos métodos es el uso de marcadores genéticos (Hedegus. 1993).

El manejo de estos marcadores tienen grandes ventajas sobre las técnicas tradicionales, la
principal radica en su poder discriminatorio y sensibilidad para distinguir entre cepas, biotipos y
patotipos (Faber. 1996). Este tipo de tecnologia se ha utilizado en mapeo genético, diagndstico,

taxonomia molecular. identificacion, estudios evolutivos y variacidn genética.

Recientemente, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con iniciadores (primers)
al azar, también conocida como Amplificacion al Azar de DNA Polimoérfico (RAPD), se ha

utilizado para estudiar variabilidad genética entre poblaciones de hongos (Williams. 1993).



Esta técnica es la mas adecuada para poder disefiar sistemas que nos permitan encontrar
un marcador genético que nos indique virulencia y/o especificidad. ya que el establecimiento de
RAPD con varios iniciadores, permite el analisis de cepas de diverso origen y especificidad. De
esta manera, podriamos analizar un gran numero de aislados, someterlos a la prueba y predecir el

resultado de virulencia o especificidad.

Es indiscutible que el futuro de los entomopatdgenos es promisorio, pero aun existen
limitantes culturales y biotecnoldgicas que han impedido el avance a pasos mas acelerados. El
progreso en la fisiologia del patdégeno y los estudios de genética y ecologia de la relacion
patégeno-insecto. traera grandes beneficios en el corto plazo. Este beneficio redundara en tener

un tipo de control de plagas mas compatible con el medio ambiente y con nosotros mismos.



Hipotesis
El uso de la amplificacion al azar de DNA polimorfico nos permitira diferenciar entre

cepas de Beauveria bassiana 'y Paccilomyces fumosoroseus.

Objetivo General

Desarrollar un sistema de identificacién de los hongos entomopatégenos Beauwveria

bassiana y Paccilomyces fumosoroseus utilizando marcadores genéticos.

Objetivos Particulares

1. Desarrollar un método rapido y eficiente de extraccidon de DNA a partir de Beauveria

bassiana y Paecilomyces fumosoroseus.

2. Disenar un sistema de Amplificacion al Azar de ADN Polimérfico (RAPD-PCR) para 8.

bassiana y P. fumosoroseus.

3. Seleccionar marcadores genéticos que nos permitan evaluar variabilidad genética en B.

bassiana y P. fumosoroseus.



Antecedentes

I. E) uso generalizado del control quimico

El impacto adverso de las plagas y enfermedades en la produccién agricola y forestal es,
comunmente, aligerado por el control quimico, el cual es utilizado desde 1940. Se ha estimado
que alrededor del 40% de los cultivos en precosecha se pierde debido al ataque de insectos,
malezas, y algunos microorganismos, y el 40% adicional tendra el mismo futuro sin la aplicacién
de un plaguicida. Sin embargo, el uso intensivo de los plaguicidas ha traido consigo
contaminacion de los mantos friaticos, suelos y actividad contra organismos no blanco y la
aparicion de resistencia, la cual se ha incrementado sensiblemente. Se ha estimado que
actualmente existen cerca de 500 artropodos que han desarrollado resistencia a algin tipo de
insecticida (Whitten. 1990). Entre las alternativas para disminuir el efecto nocivo de estos

agentes, se encuentra el control biolégico (Samsinakova. 1981).

I1. Control Biolégico como alternativa al control quimico

Entre los métodos alternativos para controlar los insectos plaga se encuentran el cultural,
etiolégico, legal y biologico, este ultimo emerge como un método cientifico al final de la centuria
pasada (Tejada. 1993). El control biolégico se define, segin Smith, como el uso de enemigos
naturales, introducidos en una nueva zona o bien manipulados, con el objeto de controlar las
plagas. Actualmente, se ha convertido en una ciencia practica muy aceptada, ya que es un método
selectivo, compatible y no contamina. Ademas con las nuevas técnicas de produccion y
aplicaciéon aunado a un mayor entendimiento de la fisiologia del insecto y el patogeno han dado a
los insecticidas biologicos la capacidad de competir de mejor manera con los tradicionales

plaguicidas quimicos (Samson. 1993).

Se ha observado que, los insectos son blanco al ataque de una gran variedad de
microorganismos entre los que destacan virus, bacterias, hongos y protozoarios. Actualmente se
conocen mas de 100,000 especies de microorganismos destacandose como entomopatdgenos

alrededor de 750 especies de hongos, 700 de virus, 300 de protozoarios y cerca de 100 especies



de bacterias. Estos microorganismos se usan en el control microbiolégico de poblaciones de

insectos plaga de importancia agricola, forestal, ornamental y salud publica (Feng et al., 1992).

I11. Hongos entomopatogenos dentro del control bioldgico

Los hongos constituyen la poblacion mas numerosa en cuanto a microorganismos
patogenos de insectos (Tabla 1) y muchos de estos son importantes en el control natural de plagas
de insectos como abejas, “chapulines”, larvas de escarabajos, y otros (Whitten. 1990). También se
han asociado a insectos de diversos habitats incluyendo rios, suelo, superficies de suelo y aire. En
Cuba, Montes y col. (1981) encontraron que hongos, bacterias y nematodos fueron causa
predominante de mortalidad en adultos, larvas y pupas de Pachnaeus lilus y que cerca del 50% de
los insectos murieron debido al hongo Metarhizium anisopliae. La posibilidad de utilizar hongos
entomopatogenos para el control de insectos plaga fueron consideradas por primera vez en la
ultima parte del siglo XIX. La idea se volvié muy popular durante ese periodo, y por varias
décadas se hicieron intentos a través de todo el mundo para reducir la poblacidon de insectos
mediante la distribucion artificial de hongos patogenos. Algunos de estos intentos tuvieron éxito,
indicando que las enfermedades fungosas podrian ser utilizadas ventajosamente. Sin embargo se
tuvieron muchas fallas, debido a que no se comprendian las condiciones optimas necesarias para
una actividad del hongo.

En 1958 Baaird indico cuales son los factores que regulan la efectividad de un hongo en el
control biolégico.
Estos incluyen:
- Condiciones climaticas para la época de aplicacion
- Densidad de poblaciéon del huésped
- Micro-habitat del patégeno y huésped
- Virulencia del hongo y Resistencia del huésped
- Punto de saturacién del patégeno en el medio ambiente
- Facilidad de propagacion artificial y distribucién del hongo
- Capacidad del hongo para sobrevivir y diseminarse en una poblacion de insectos
- Efecto del patogeno sobre otros agentes biolégicos de control

- Valor econdémico de tales medidas de control



Tabla 1. Principales grupos de hongos entomopatdgenos.

Chytridiomycota-Chytridiales
Coelomycidium
Myiophagus

Blastocladiales
Coelomomyces

Oomvcota-Lagenidiales
Lagenidium

Oomycota-Saprolegniales
Leptolegnia conchia

Zygomycota-Mucorales
Sporodiniella

Zygomycota-Entomophthorales

Conidiobolus
Entomophaga
Entomopththora
Erynia
Massospora
Meristacrum
Neozygites

Ascomycota
Ascosphaera
Atricordyceps
'Calonectria’
Cordycepioideus
Cordyceps
Hypocrella
Myriangium
Nectria
Podonectria
Torrubiella

Deuteromycota
Acremonium
Akanthomyces
Aschersonia
Aspergillus
Beauveria
Culicinomyces
Engyodontium
Funicularis
Fusarium
Gibellula
Hirsutella
Hymenostilbe
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Paraisaria
Pleurodesmospora
Polycephalomyces
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix
‘Stilbella’
Tetracrium
Tetranacrium
Tilachlidium
Tolypocladium
Verticillium

*Adaptada de Samson Robert A. , Evans Harry C. 1988




Se ha reportado que existen alrededor de 500 tipos de hongos asociados con insectos v
algunos de ellos causan verdaderas epizootias en una amplia gama de inscctos de los ordenes
Lepidoptera (palomillas y mariposas). Homoptera (afidos e insectos trepadores), Hymenoptera
(abejas y avispas), Coledptera (escarabajos) y Diptera (moscas y mosquitos). En realidad algunos
de estos hongos tienen un espectro de hospedero muy amplio. Entre estos hongos se encuentran
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Verticillium lecanii, todos ellos teniendo una
distribucién mundial. Algunos otros hongos son asociados con tipos particulares de huéspedes:
por ejemplo Hirsutella thompsonii con acaros (Arachnida) y el hongo acuatico Coelomomyces v

Culicinimyces sp. con mosquitos.

El modo de infeccion de estos hongos es complejo y multifactorial, inicidandose por la
penetracion de la cuticula del hospedero y el simple movimiento del insecto susceptible a través
del suelo inoculado es suficiente para iniciar el proceso. Este modo de infeccién hace a los
hongos ma$ convenientes para el ataque de insectos del suelo, que los virus, protozoarios, o
bacterias. ya que estos microorganismos; necesariamente. tienen que ser ingeridos por el insecto

y penetrar al hospedero a través del tracto digestivo (Storev. 1992).

Debido a esto, los hongos son los principales patogenos de insectos con aparato bucal
picador-chupador, ya que no pueden ingerir otros patogenos que infectan a través del tracto
digestivo. Ademas, son los mas importantes en el control de coledpteros, donde no son comunes
las enfermedades virales y bacterianas (Hajek. 1994). Lo anterior entre otras cosas, ha logrado
que el interés por los hongos entomopatégenos como substituto potencial para los insecticidas
quimicos se haya incrementado en afnos recientes (Samsinakova. 1981). Y aunque
individualmente muchos hongos son altamente especificos para un solo hospedero, el gran
numero de hongos patogenos de insectos permiten que un alto nimero de plagas sean atacadas
con micoinsecticidas (Whitten. 1990).De hecho cualquier orden de insectos puede ser susceptible

a una enfermedad causada por un hongo (Hajek. 1994).

A pesar de esto, solo unos cuantos hongos se han producido comercialmente. La razén

principal por la que todavia se piensa en los micoinsecticidas con cierto escepticismo es debido a



su pobre accion en campo, frecuentemente se piensa que se requiere de altos niveles de humedad
relativa (IHR) en campo, para poder lograr persistencia e infectividad. esta idea se basa
probablemente en la observacion casual de una mayor incidencia aparente de hongos después de
las lluvias. Esto restringiria su uso solo a insectos acuaticos o de ambientes muy himedos; sin
embargo. los trabajos que han examinado metddicamente este requerimiento indican que los

niveles permisivos de HR son en varios casos menores que 100% (Sanchez. 1993).

De esta manera Ferrdn (1977), reportd infeccion por B.bassiana en el escarabajo
Acanthoscelides obtectus a cualquier nivel de HR. Por otro lado Ramoska (1984). observo niveles
similares de mortalidad en la chinche Blissus leucopterus a una humedad entre el 30 y 100%. En
cuanto al tiempo tan largo (72 h) para matar al insecto, se podria lograr alguna mejoria por
seleccion de variantes naturales y su posterior incorporacion a cepas comerciales por medio de
fusion de protoplastos. Ha sido dificil incrementar la toxicidad mediante ingenieria genética, ya
que no se tiene muy claro qué genes deben de ser transferidos, esto debido a lo poco que se
conoce de las bases moleculares y genéticas de la interaccion hospedero-patogeno. Sin embargo,
a pesar de estas dificultades. los hongos han sido utilizados exitosamente en algunos casos y han

sido usados mas frecuentemente en el bloque Soviético que en el Oeste (Tabla 2).

Atencion especial ha sido dada a su papel de controlar afidos e insectos trepadores,
debido a que estas plagas casi nunca son infectados por otros microorganismos y algunos afidos

desarrolian multiple resistencia a los insecticidas utilizados (Whitten.1990).

IV. Proceso de infeccion y produccion de metabolitos
El modo de accion de los entomopatdgenos es determinado por la invasion del hospedero
por ¢l hongo y. en muchos casos, de la sintesis de metabolitos secundarios que pueden
actuar como toxinas. Durante el proceso patogénico, se llevan a cabo diversos cambios
bioquimicos, diferenciacién celular y formacion de estructuras especializadas. La

patogénesis de los hongos entomopatdgenos se inicia con la adhesion de la conidia (espora)

a la cuticula del insecto.
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Tabla 2.- Ejemplos exitosos de control biologico por hongos entomopatogenos.

Hongo Patogeno Insectos Huésped

Entomopthora aulicae Larvas de la palomilla de la cola café
(Nygmia phaeorrhoea)

Entomophthora sp. Chinche verde del manzano (Lygus comunis
var. novascotiensis knight)

Chupador de la manzana (Psylla mali)

Beauveria bassiana Escarabajo de la papa de Colorado
Hirsutella thompsonii Acaro de los citricos

Metarhizium anisopliae Saltador de la rana (caiia de azucar)
Verticillium lecanii Afidos (cultivos de invernaderos)

Mosca blanca (cultivos de invernadero)

En la mayoria de las micosis. este proceso es totaimente al azar y el éxito de este contacto
dependera de la secrecion de una sustancia mucosa. inicidndose interacciones hidrofébicas entre
la conidia y la epicuticula (Boucias y Pendlann. 1991). Esta infeccién puede ser abortada en la
epicuticula si llegase a faltar algin factor esencial en la fase de adhesion, en el desarrollo
microbiano, o falta de patogenicidad (Hajek. 1994). Este evento de union puede depender de
aspectos bioquimicos y/0 topograficos donde se ha demostrado que los micropliegues de la
epicuticula juegan un papel importante en la germinacion (St.Leger et al., 1991).

Durante el paso de la epicuticula hacia el hemocele, el hongo se encuentra con Ia
presencia de componentes cuticulares como: proteinas, quitina, lipidos, ceras, quinonas,
melanina, difenoles. carbohidratos y otros. Algunos pueden ser utilizados como fuente de energia
para los hongos; mientras que otros por el contrario pueden inhibir su crecimiento, tal es el caso
de los difenoles, lipidos y quinonas (Wen-Feng. 1992). Sin embargo, solo algunas evidencias

indican que estos compuestos puedan estar involucrados en la resistencia de algunos insectos a la
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enfermedad (Hajek.1994). Una vez que la conidia se ha colocado sobre la epicuticula del
hospedero. ésta sufre cambios morfoldégicos importantes para iniciar la germinacion y
penetracion.

Durante la penetracion de la cuticula del insecto, los hongos producen algunos
metabolitos propios, como enzimas que degradan la cuticula, que inhiben procesos selectivos o
algunas enzimas del hospedero. ademas de que interfieran con sistemas regulatorios del insecto.
Tales dafios, pueden estar asociados a los sintomas de la enfermedad, y pueden ser producidos
por enzimas del patégeno o por sus metabolitos de bajo peso molecular (toxinas). Uno de los
gjemplos mas claros es la destruxina sintetizada por M. anisopliae. Este tipo de metabolitos
pueden afectar varios organelos {mitocondria, reticulo endoplasmatico y membrana nuclear),
paraliza las células v causa disfuncion del intestino medio, tibulos de Malpighium. hemocitos y

tejido muscular (Samuels et al., 1988: Vey y Quiot. 1989).

Otras toxinas tipo depsipéptidos ciclicos como la beauvericina, producida por Verticillium
lecanii, 1a basionalida. producida por B. bassiana funcionan como idonoforos endocelulares y las
citocalasinas las cuales pueden paralizar al hospedero (Tabla 3). Sin duda alguna, muchas
enzimas producidas por los patdgenos son determinantes de virulencia importantes ya que
permiten que el patégeno coexista con el metabolismo tan cambiante del hospedero enfermo. Sin
embargo. se tiene muy poca informacion acerca de el papel particular que juegan las enzimas o
toxinas dentro de la virulencia de los hongos (Hajek.1994). A la fecha, se han identificado varias
toxinas, pero se requiere comprobar que estas moléculas se producen durante la infeccion, por
ejemplo se ha observado que la muerte de larvas de H zea debida a B. bassiana, no implica la
accion de ninguna toxina (Cheung. 1982). Muchos hongos tienen la capacidad de producirlas, sin
embargo aun y cuando algunas de estas han sido descritas quimicamente, los estudios
toxicologicos no dejan claro su papel en la patogénesis. Finalmente, después de la penetracion del
hongo. el éxito de la infeccién dependerd del potencial genético que tenga el hongo para crecer
rapidamente, evadir las barreras inducidas por é€l, y la resistencia a las sustancias toxicas que
produce el insecto, ya que el hospedero también es capaz de sintetizar compuestos que inhiban el

crecimiento del hongo, previniendo la infeccidn letal.



Tabla 3.- Compuestos toxicos producidos por algunos hongos entomopatdgenos.

Hongo Producto Tipo de molécula Modo de Accion
Beauveria bassiana Beauvericina Depsipéptido ciclico londforo
Bassionalida Depsipéptido ciclico [onoéforo
Exoenzimas Lipasas, proteasas, quitinasas,

quitinobiasa, esterasas,
N-acetil-glucosaminidasa

Entomophtora coronata | Exoenzimas Lipasas, proteasas, quitinasas.
Fusarium solani Eniantinas Depsipéptido ciclico Ionéforo
Metarhizium anisopliae | Exoenzimas P1 (Serino-proteasa)

P2 (Cisteinil-proteasa)
Quitinasa y quitinobiasa
Pr 1 (Quitinoelasatasas)
Lipasas.esterasas
N-acetil-glucosaminidasa

Destruccina Depsipéptido ciclico Paralizan las células
Citocalasinas Depsipéptido ciclico del hospedero
Ionoéforo
Paecilomyces sp. Leucinostatinas | Péptido lineal
Ionoforo
Tolypocladium sp. Efrapeptinas Péptido lineal
Inmunosupresores

Tolypocladium inflatum | Ciclosporinas | Undecapéptidos ciclicos
lonéforo

Verticillium lecanii Beauvericina Depsipéptido ciclico

Uno de esos compuestos es una pequefia proteina de 67 aminoacidos producida por
Sarcophaga peregrina, la cual facilita la acc16n de muchas otras proteinas en el reconocimiento y

eliminacion del hongo (Hajek.1994).
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Como hemos visto, el éxito de una micosis es multifactorial. donde se involucran desde
aspectos topograficos de la cuticula del insecto hasta la sintesis de toxinas. Por esta razon, la
mayoria de los estuerzos biotecnologicos de produccion de hongos entomopatégenos esta
dirigido hacia la produccion masiva de conidias. Aun existen algunos problemas por resolver
acerca de como producir cepas con patogenicidad incrementada, asi como de formulacion,
aplicacion y comercializacion de los micoinsecticidas, ya que ninguno de los productos que ha
alcanzado el nivel de uso, ha logrado competir con los insecticidas quimicos. Sin embargo la
lista de ventajas que apoyan el uso de hongos entomopatégenos como control biologico es
impresionante:

-Seguro. al compararse con el método quimico

-Afectan generalmente todos los estadios de desarrollo de sus huéspedes
-Tienen un amplio espectro de huéspedes

-No altera el medio ambiente, ya que no desequilibra el balance ecologico
-Generalmente persistente

-Compatible con otros agentes de control

-Menos posibilidad de crear resistencia, al compararse con insecticidas quimicos

-Manipulable genéticamente (Samson. 1988).

V. Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus como insecticidas microbiales

Existen wvarios grupos principales de hongos entomopatégenos. Dentro de los
Deuteromycetes, se encuentran un gran numero de géneros como Aschersonia, Verticillium,
Metarhizium, Nomuraea, Beauveria y Paecilomyces de gran importancia en control natural y
bioldgico (Sanchez. 1993). Los dos ultimos debido a su compatibilidad para infectar insectos.
estan siendo desarrollados como insecticidas microbiales para el control de Bemisia tabaci

(mosquita blanca de la papa y el algoddn) ( Storey. 1992).

Se ha reportado que B. tabaci ataca alrededor de 600 tipos distintos de plantas en climas

humedos e invernaderos de todo el mundo. Esta plaga ha sido controlada con B. bassiana y P.
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Sfumosoroseus evitando asi, la reiterada aplicacion de insecticidas quimicos en cultivos atacados

por la mosquita blanca (Jackson. 1996).

B. bussiana se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y puede infectar a mas
de 70 especies de insectos (Alyeshina. 1978). Es, ademas, el patdégeno mas frecuentemente
aislado de cadaveres de insectos o insectos moribundos en la naturaleza (Khachatourians.1987).
B. bassiana produce varias enzimas extracelulares. incluyendo proteinasas, lipasas y quitinasas.
Las proteinasas y quitinasas actuan en secuencia y son necesarias para que el tubo germinativo
penetre en el tegumento (Smith. 1981). Este paso es de primordial importancia en la
patogenicidad del hongo. debido a las funciones que realiza como barrera fisica a la penetracién

de las hifas (Smith. 1983).

Por otro lado P. fumosoroseus es una especie ampliamente distribuida en el mundo, la
cual puede infectar diversos ordenes de insectos en todos los estadios de desarrollo. Considerando
su gran virulencia a muchas plagas agricolas, incluyendo la mosquita blanca, se esta
desarrollando comercialmente en los Estados Unidos de América para utilizarlo como
bioplaguicida (Tigano-Milani. 1992). Esta cepa presenta varias caracteristicas, que no estan
asociadas normalmente con los hongos entomopatdgenos como son: rapida mortalidad del insecto
blanco asi como tolerancia a la mayoria de los fungicidas utilizados en invernaderos, haciéndolo

compatible con practicas culturales.

Un requerimiento primario para el empleo de un hongo entomopatdgeno como insecticida
biologico es p(;r una parte la susceptibilidad del insecto hospedero y por otro la virulencia del
hongo (Samsinakova. 1983). Roberts y Yendol (1971) sefialaron que una sola especie fungica,
puede contener cepas que son muy divergentes en su virulencia y fisiologia. B. bassiana ha sido
reportado en cientos de especies de insectos y aunque la mayoria de los aislados de son
morfologicamente indistinguibles, las cepas difieren considerablemente en su actividad contra un

determinado insecto (Tan. 1991).
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Por otro lado se ha observado que las cepas de Paecilomyces sp. pueden diferir en su
virulencia hacia el insecto (Joseph. 1993). Estas diferencias son de crucial importancia; ya que
es indispensable seleccionar, dentro de una especie morfologica, las cepas o patotipos mas
agresivos hacia determinados hospederos para su utilizacion en control biologico (Sanchez.

1993).

VL. Identificacion de Hongos mediante técnicas tradicionales

Muchas especies de entomopatégenos flingicos estan compuestas por un grupo diverso de
cepas. pero esas ¢epas generalmente no pueden ser diferenciadas mediante criterios morfologicos.
(Hajek.1994). Debido a lo anterior vy para considerar su potencial econdmico, se requiere
implementar un método estandar para su identificacién. Antes del advenimiento de las técnicas
moleculares, la deteccion y clasificacién de los hongos entomopatogenos se basaban en

caracteristicas bioquimicas y morfologicas.

Refiriéndose esto a la produccion de conidias, morfologia colonial. enzimas hidroliticas,
isoenzimas y reacciones inmunolégicas. Se han empleado anticuerpos dirigidos contra ciertas
proteinas fungicas para diferenciar especies (Hajek et al., 1991): sin embargo, estos anticuerpos
frecuentemente son incapaces de discriminar a nivel de subespecie o para asociar con
especificidad o virulencia. Por otra parte, la deteccion de aloenzimas gener6 los primeros
marcadores no ambiguos en cantidad suficiente para efectuar estudios genéticos confiables
(Boucias et al., 1982; Soper et al., 1983). Uno de los inconvenientes de esta técnica, es la
propagacion del hongo bajo condiciones ambientales y nutricionales estrictas o el uso de métodos
analiticos estandarizados, ademas de estar limitadas para discriminar a nivel se subespecie
(Hedegus. 1993; Hajek. 1994). Esta clasificacion taxondmica es cuestionable, y ahora que varios
de estos hongos estan siendo producidos comercialmente, se requieren de sistemas de deteccion

altamente especificos y sensibles (Bidochka. 1994).
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VII. Técnicas moleculares genéticas aplicadas a hongos
Las técnicas moleculares para el uso de marcadores genéticos tienen grandes ventajas
sobre las técnicas tradicionales, la principal es su poder discriminatorio, ¥ su capacidad para

distinguir entre cepas muy cercanas (Faber. 1996).

Hasta 1980, existia muy poca informacion referente a la genética de los hongos
entomopatdgenos, excepto en lo concerniente a la variacién en la patogenicidad de distintas
cepas. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares, el conocimiento sobre la

variabilidad intraespecifica ha aumentado rapidamente.

Se han desarrollado marcadores para los analisis poblacionales utilizando polimorfismos
en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP: “Restriction Fragment Length
Polimorphism™) a partir del DNA total (Hajek er al., 1990, 1991b; Walsh er al., 1990). Otras
técnicas aplicadas recientemente incluyven el analisis de secuencias del ARNr (Rakotonirainy ef
al., 1991), y el andlisis electroforético de cromosomas mediante la técnica de fraccionamiento en
campo eléctrico homogéneo de contorno asegurado (CHEF, Contour-clamped Homogeneous

Electric Field) (Shimizu er al., 1992).

Mediante analisis de RFLP se ha evaluado la identificacion de cepas comercialmente
importantes (Wieland. 1992). Empleando esta técnica, se logro diferenciar entre una cepa
virulenta y una mutante menos virulenta de B. bassiana (Kosir. 1991). El analisis del DNA
mitocondrial de cinco géneros de hongos reveld. cierto polimorfismo el cual puede ser utilizado
en identificaciéon (Hedegus. 1993). Con esta técnica fue posible observar un alto grado de
polimorfismo al analizar la variacion en el gen del DNA ribosomal del género Beauveria,

pudiendo agrupar el total de 28 cepas analizadas en 7 grupos distintos (Neuveglise. 1994).

El analisis de los RFLPs han sido usados para evaluar cepas del complejo de especies E.
aulicae causales de epizootias en el noreste de EUA en poblaciones de la “palomilla gitana™ (L.
dispar). Este hongo jamas habia sido reportado antes en la palomilla gitana en EUA, aunque hubo

un intento para introducirlo como agente de control biolégico en 1910-1911 (Speare v Colley.

17



1912). Como hemos visto, el evento de micosis en los inscctos. depende de multiples factores. y
la variabilidad genética de los entomopatogenos es grande, ademas el proceso de seleccion de un
entomopatogeno es largo y costoso, ya que es necesario realizar bioensayos contra varios tipos de

plagas.

Por esta razdn, es imperioso disefiar sistemas que nos permitan encontrar un marcador

genético que nos indique virulencia y/o especificidad.

VIII. Principio de la técnica de Amplificacion al Azar de DNA polimorfico

Welsh v McClelland (1990) y Williams et al.. (1990) describieron un método para evaluar
variabilidad genética basada en la amplificacion aleatoria de DNA polimoérfico utilizando
iniciadores (“primers”) de secuencia al azar (RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA™).
Los polimorfismos genéticos obtenidos han sido llamados marcadores RAPD, los cuales se han
empleado en la identificacidon y evaluacién de variabilidad genética en plantas, animales,

parasitos, y microorganismos, entre ellos hongos entomopatogenos.

Existen varias ventajas en ¢l uso de RAPD-PCR para detectar polimorfismos de DNA
sobre otros ensayvos moleculares, por ejemplo:
a) No se requiere informacion del DNA templado para obtener una amplificacion exitosa; b) se
requiere de un solo iniciador al azar en la reaccidn; ¢) el patrén de bandas que se producen son
altamente especificos de especie; d) el proceso requiere de pequefias cantidades de DNA; e) el
analisis completo se lleva a cabo en menos de 24 h y f) no requiere materiales radioactivos o
hibridizaciones (Knudson, 1994). Ademas los RAPD son relativamente ficiles de realizar y

reproducibles (Tigano-Milani. 1995).

El protocolo de amplificacion de los RAPD’s difiere de la PCR normal, en dos puntos: 1)
se utiliza un solo iniciador (primer), y 2) no se requiere conocer ¢l DNA en estudio. Los
iniciadores que se utilizan son cortos (decameros), asi que existe una alta probabilidad de que el
genoma contenga varios sitios complementarios al iniciador, cercanos entre ellos y en orientacion

invertida. La técnica esencialmente rastrea el genoma en busca de estas secuencias y amplifica



scgmentos de DNA de diferentes largos. El patron de amplificacion de los productos de PCR,
dependen de la combinacion templado-primer (Figura 1) y este es reproducible para cualquier

combinacion (Hadrys. 1992).

Organismo 1 Organismo 2
DNA blanco
1 2 3 / 1 \ 2 3
— — — — — -—
i ] L B
-— -— J—
4 5 5
Reaccion de PCR Reaccion de PCR
—/ T | C—
Producto A Producto B Producto B

Figura 1. Esquema general de una reaccién de RAPD-PCR.

Las flechas y numeros representan copias del iniciador (todos ios iniciadores tienen la misma secuencia). La direccion de la
flecha indica en que direccion se llevara a cabo la sintesis del DNA. El producto A se forma por Ia amplificacion del DNA que se
encuentra entre los iniciadores 1 y 4. Note que el organismo 2 perdid el sitio de union 4, por lo tanto no se da la amplificacion en
ese punto. El producto B se forma por la amplificacion del DNA que se encuentra entre los iniciadores 3 y 5. No existe
amplificacion con los iniciadores unidos en ia posicion 2 y 4 debide a que no se encuentran en la orientados correctamente. No
existe amplificacion con los iniciadores unides en la posicion 2 y 5 debido a que se encuentran a una distancia en la cual no se
lleva a cabo la reaccion de PCR.

[X. Antecedentes de los RAPDs como marcadores genéticos
[.os marcadores obtenidos mediante los RAPD desde su primer reporte se han aplicado en
estudios de mapeo genético, diagndstico, taxonomia molecular, identificacidon, estudios

evolutivos y variacion genética.

Se pueden emplear en la identificacién de mosquitos de importancia médica como Aedes

aegypti, en estudios epidemiolégicos relacionados con dinamicas de poblacion y movimiento de
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los vectores. Se han utilizado para diferenciar poblaciones de mosquitos basindose en los
polimortismos de DNA obtenidos. observandose que estos resultados pueden ser empleados en
estudios de taxonomia molecular relacionados con poblaciones geogrificas y movimiento de

vectores (Ballinger. 1992).

De igual manera los marcadores RAPDs se pueden emplear en la industria alimentaria y
de la salud. espéciﬁcamente en epidemiologia molecular. va que permite investigar brotes de
enfermedades. asi como rastrear la diseminacion de estos patdgenos en los procesos y delimitar
de forma estricta los focos infecciosos de contaminacién. Se realizd un estudio en donde se
compararon ensayos de antibiograma. perfil de plasmidos. andlisis de enzimas de restriccion
(REA) y RAPDs, con el fin de caracterizar dos cepas de Staphylococcus epidermidis y ocho cepas
de S. aurcus. Se encontrd que los andlisis de RAPDs y REA proporcionaron los mejores
resultados. permitiendo una buena discriminacidn entre las dos especies y aun entre cada cepa

(Damiani. 1996).

Este método también probd ser muy confiable con otros microorganismos como
Salmonella sp. Se examinaron 29 aislados de Salmonella enteritidis, los cuales fueron
caracterizados utilizando otras técnicas de tipificacidn, al conjuntar los resultados de estas tres se
obtuvieron 20 subtipos diferentes de S. enteritidis; sin embargo al utilizar solamente el método
de RAPD se obtuvieron 14 subtipos. mostrando con esto que esta técnica posee un grado mayor
de discriminacién entre cepas y que puede detectar una mayor diversidad genética que otros

meétodos de clasificacion de bacterias ( Lin. 1996).

En el area de la salud, Ruma ez al, en 1996 reportaron que mediante la amplificacion al
azar de DNA. se logro separar entre dos variedades de Cryptococcus neoformans, los serotipos A,
D, AD (C. neoformans var. neoformans) y los serotipos B 6 C (C. neoformans var.gattii), ademas
se definieron subtipos dentro de cada serotipo, estos se pudieron asociar con su localizacion

geografica y el cuadro clinico que presentaron.
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De la misma manera se utilizaron los marcadores RAPD’s para realizar un andlisis de
variabilidad genética entre cepas de Candida albicans atsladas de diterentes regiones geograficas
y se comparo con el analisis REA. en este caso los resultados de los analisis de RAPDs mostraron

un grado mayor de variabilidad genética que los analisis REA (Clemons. 1997).

Esta técnica puede también ser aplicada a los ceparios de la industria cervecera,
vitivinicola. ldacteas o panaderas. con el fin de obtener marcadores genéticos que les puedan
distinguir entre cepas contaminantes o bien para tener un genotipo bien identificado en el caso de
requerir una patente. Se empleo la técnica de amplificacion al azar, entre otras para evaluar
diversidad genética entre 15 cepas de Succharomyces cerevisiae aisladas de vino vy cerveza. En
este caso con los marcadores RAPD se obtuvo un grado mayor de diversidad genética, que con

los analisis de enzimas de restriccion ( Couto. 1996).

Mediante RAPD-PCR se logro diferenciar entre Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
pentosus. los cuales se habian ubicado en un mismo grupo, debido a su perfil de proteinas y a que
presentan reacciones semejantes de fermentacion a azucares, sin embargo cada una de estas
especies origind un patron de marcadores RAPDs distinto concluyéndose con esto que se tratan

de dos especies genéticamente distintas (Van Reenen. 1996).

El area de la fitopatologia se ha visto grandemente beneficiada con el uso de esta técnica,
se ha utilizado para estimar la diversidad intraespecifica de diversos aislados de T. harzianum |,
pudiéndose separar en tres grupos distintos, los cuales difieren en su patogenicidad, esto fue
apoyado por andlisis RFLP. (Muthumeenakshi.1994). En 1994, Schafer, pudo dividir
Leptosphaeria maculans en dos patotipos, designados como agresivos y no agresivos. Se ha
empleado también para analizar cepas de Fusarium moniliforme, con el fin de detectar su
capacidad para producir giberelinas (GA), y poder asociar esta capacidad con algin marcador
RAPD, se encontré que las cepas productoras de GA mostraron un patrén casi idéntico de
amplificacién, de esta forma se pueden utilizar los RAPDs en la identificacion de cepas de
productoras y no productoras de GA (Voigt. 1995). Por otra parte, esta técnica arrojé buenos

resultados en la busqueda de variabilidad genética tan fina como lo es la relacién planta-
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hospedero entre especies de Xumtomonas, donde se logrd identificar y diferenciar cinco cepas de
Xanthomonas albilineans, aisladas de diferentes regiones geograficas. Se observé que existe una
grado alto de variabilidad entre cepas, esto fue apoyado por los resultados obtenidos con el perfil
de proteinas. propiedades seroldgicas y sensibilidad a bacteriofagos (Permaul.1996). Esta técnica
ha sido aplicada también en cepas de Colletotrichum lindemuthianum aisladas en diferentes
cultivos de frijol comun (Phaseolus vulgaris) en México. Ecuador y Argentina, encontrandose
que los aislados de México mostraron mas polimorfismo que las de Ecuador y Argentina y que
los marcadores moleculares encontrados en estas cepas estaban presentes también en las cepas de

México sugiriendo que las cepas de Ecuador y Argentina provienen de las Mesoamericanas

(Sicard. 1997).

Se ha empleado ademds para estudiar la relacién ¥ estructura genética que existe entre una
poblacion de 55 aislados de Eutypa lata, obteniendo un genotipo para cada cepa, confirmando
con esto que cada aislado es genéticamente distinto (Péros. 1997). Ahora que algunos hongos
entomopatdgenos estan siendo producidos comercialmente, se requieren de sistemas de detecciéon
altamente especificos y sensibles (Bidochka. 1994), v con la amplificacion al azar de DNA
polimorfico se han obtenido buenos resultados, estos se han empleado para separar variedades de
los hongos Hirsutella longicolla y M. anisopliae (Hegedus. 1993). Fegan en 1993 encontré que
los marcadores RAPD, revelan un alto grado de diversidad genética en 31 aislados de M.
anisopliae. pudiendo agrupar los aislados segin el area geogrifica del cual se aislo, la

especificidad del hospedero, asi como la patogenicidad de los grupos.

Los RAPD se utilizaron para evaluar la variabilidad genética entre 24 aislados de hongos
Deuteromycetos, pudiendo distinguir entre géneros y aun observar variedad interespecifica
(Bidochka.1994). En 1995, Tigano-Milani separé 28 aislados de Pacilomyces liliacinus,
obteniendo un genotipo distinto para cada aislado, y encontré que estos hongos presentan una

alto grado de variabilidad entre genotipos, y que solo presentan un 63.5 % de similitud.

Por otro lado se observd diversidad genética entre 15 aislados de Paecilomyces

fumosoroseus los cuales fueron obtenidos del mismo hospedero (Bemisia tabaci), pudiéndose
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ubicar en dos grupos distintos. se observaron diferentes genotipos aun y cuando estas cepas
fueron aisladas en una epizootia. Ademas se logrd clasificar a siete cepas que presentaban
problemas para ubicarse en un grupo segun sus caracteristicas morfologicas, estos datos sugieren
que una taxonomia basada en criterios morfologicos produce datos muy ambiguos acerca de las

especies, y quizas en algunos casos hasta el nivel de género dentro de estos hongos imperfectos

(Tigano-Milani. 1995).

Este sistema parece el mas adecuado para realizar patrones de DNA para cepas de B.
bassiana y P. fumosoroscus. v poder relacionar genotipos particulares definidos por estos
patrones. con grupos patogeénicos particulares, y de esta manera realizar una determinacion

-

precisa de cuales cepas serdn capaces de matar al hospedero bajo condiciones de campo.



Materiales y Métodos

I. Cepas y condiciones de cultivo

En la tabla 4 se presentan las especies y cepas de los hongos que fueron utilizados en este
trabajo, asi como su hospedero y lugar de procedencia. Las cepas de B. bassiana y P.

fumosoroseus se mantuvieron en agar YPD (Apéndice 1.1) con aceite mineral a 4°C hasta su uso.

Tabla 4. Cepas de los hongos a utilizar en este trabajo.

HSsDecie o 1 ONor

SARL 76 (ARSEF 3663) Bemisia tabaci Calexico, Cal.
SARL 114 Bemisia tabaci Weslaco, Tx.
SARL 11 Bemisia tabaci Weslaco, Tx.
270/97 (260297) TS 11 Bemisia tabaci Culiacan,Sin.
UAN-7 Pf. Musca domestica Saltillo, Coah.
P.fr. 612 Bemisia argentifolli Weslaco, Tx.
M-84 Mutantes obtenidas de la

M-84-6 cepa P.fr.612

M-32

Beauveria bassiana

SARL 137 (ARSEF 2879) Diuraphis noxia Parma, Idaho

SARL 139 (ARSEF 2882) Diuraphis noxia Parma, Idaho

SARL 141 (ARSEF 3216) Thrips calcaratus Rusk Country
SARL 142 (ARSEF 3385) Myzus persicae Yakima, Washington
BB GHA (Mycotech) Propietario

291/95 (260297) Ino II Bemisia tabaci Culiacan, Sin.

BB 2 (310895) Atta sp. El Fuerte, Sin.

Todas las cepas en estudio fueron proporcionadas por el Departamento de Agricultura de

los Estados Unidos (USDA) de Weslaco, Tx.., excepto las cepas mexicanas y las mutantes,
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Para obtener el micelio necesario para la extraccion de DNA, las cepas se hicieron crecer
primeramente en agar YPD, posteriormente se transfiridé una azada a 3 ml de caldo YPD.
incubandose en agitacion constante a 150 rpm a 25 °C durante 3 dias. Es importante hacer notar
el tiempo de incubacion. ya que a medida que el cultivo avanza la pared celular se vuelve mas

rigida y dificulta su ruptura durante la extraccion de DNA (Pfeifer. 1993).

11. Purificacion de DNA

El DNA se purificd esencialmente de acuerdo a lo reportado por Cenis (1994), con
algunas modificaciones. El paquete celular obtenido de los 3 ml del cultivo, fue lavado con 500ul
de buffer TE (Apéndice 1.2), una vez lavado, afiadimos 300ul de buffer de extraccion (Apéndice
[.2) y se macerd con la ayuda de un tubo conico (eléctrico) en hielo durante varios minutos,
posteriormente adicionamos 30ul de Acetato de Sodio 3.0 M pH 5.2. La mezcla se incubd 10 min
a -20°C, se centrifugd 5 min a 14,000 rpm, transfiriendo el sobrenadante a un tubo limpio, al cual
se le agregé un volumen de isopropanol y se incubd 30 min a -20°C. El precipitado fue lavado

| con Etanol al 70% y secado durante 20 min a T°® maxima en un concentrador tipo “Savant”. El
DNA fue resuspendido en 50 ul de Agua mili Q estéril. Al DNA se le agregd 1 pl de RNasa (10
mg ml ') y se incub6 1 h/ 37°C. El DNA se cuantificé realizando lecturas en el espectrofotémetro
UV a 260 nm, y se prepararon soluciones de trabajo a una concentracion de 100 ng/ul en agua

mili Q estéril las cuales fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

III. Iniciadores

Todos los iniciadores utilizados fueron decameros de secuencia aleatoria, con 60-70 % de
G+C (Operon Technologies. Alameda, CA). Se probaron los 20 iniciadores de la serie OPA con
el fin de evaluar el patrén de amplificacion. Cada iniciador se probo con las cepas P fr. 612 de P.
Jfumosoroseus y la BB GHA de B. bassiara. Seleccionaron 8 iniciadores para este estudio, con los

cuales se obtuvieron patrones consistentes y facilmente distinguibles ( Tabla 5 ).
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IV. RAPD-PCR

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo de acuerdo al protocolo reportado por

Williams y otros (1994). Las modificaciones son mostradas en la Tabla 6.

Tabla 5.- Clave, secuencia y porcentaje de G+C de los iniciadores
utilizados en los RAPDs.

OPA-02 TGCCGAGCTG 70

OPA-03 AGTCAGCCAC 60
OPA-04 AATCGGGCTG 60
OPA-09 GGGTAACGCC 70
OPA-11 CAATCGCCGT 60
OPA-13 CAGCACCCAC 70
OPA-18 AGGTGACCGT 60
OPA-19 CAAACGTCGG 60

Tabla 6.- Condiciones de ensayo para una muestra

DNA templado 500 ng 50

Buffer (10X) 1X 5.0
dNTP's (Boehringer) 400 pM 2.0
Iniciador (OPA) 2 uM 3.0
MgCl, 2.5mM 5.0
Taq DNA polimerasa 15U 0.3
Agua mili Q estéril ¢.s.p. 50ul 29.7
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Los tubos fueron centrifugados 2 seg/10,000 rpm. La mezcla de reaccion se cubrid con
aceite mineral estéril (50p!) con el fin de evitar evaporacion durante los ciclos de la PCR. Antes
de agregar la enzima AmpliTaq DNA polimerasa, la mezcla de reaccion se calentd 5 min/94°C
para desnaturalizar el DNA y evitar la amplificacién de productos inespecificos. Se adicionaron
1.5 U de la enzima depositandola por debajo de la capa de aceite mineral, y los tubos se colocaron

en un Termociclador (MJ Research).

[.a amplificacién se llevé a cabo utilizando el siguiente programa: 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C/1 min; alineamiento a 36°C/1.5 min, y extensién a 72°C/2 min. Al
finalizar estos ciclos se dio un tiempo de extension adicional de 8 min a 72°C, para que se
completara la extension de los productos amplificados. Los productos de amplificacion se

almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

V.- Analisis de los Resultados

Los productos amplificados de DNA fueron separados y analizados mediante
electroforésis en geles de agarosa al 1.5% en buffer de TAE 1X, durante 1 ha 10 V/em. Los geles
se tifieron con bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de UV. Posteriormente
los productos de la amplificacién se corrieron en geles de poliacrilamida al 3.5% durante 2 ha 5
V/cm, con el fin de obtener una mayor resolucion. Estos geles se fotografiaron para su posterior
analisis. Solo las bandas evidentes se tomaron en consideracion. Las tallas moleculares de dichas
bandas, expresadas en pares de bases, se calcularon usando una regresién lineal tomando como
referencia marcadores de talla molecular (A-DNA digerido con Hindlll y EcoRlI). El patrén y la
talla molecular de los productos, se determino al comparar la tallas calculadas de una misma
banda en diferentes geles. Los fragmentos que migraron en la misma posicion en los geles de
poliacrilamida al 3.5% , se consideraron como homologos y la presencia o ausencia de cada

fragmento se consideré como un caracter independiente.
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El grado de similitud entre las cepas tue calculado de acuerdo a la ecuacion propuesta por

Nei & L1 (1979);

F=2m,,/(m,+m,)

donde m, y m, representan €l numero de bandas amplificadas por cada cepa y m,, es el nimero
de bandas compartidas entre las cepas. Posteriormente se obtuvieron los valores de disimilitud
Vd= (1-F), comparando cada cepa contra el resto, este valor indica el grado de variabilidad del
grupo. Finalmente se realizé un Andlisis de agrupamiento (Cluster Analysis), para construir un
dendograma y un Analisis de Componentes Principales también para observar similitud entre
cepas, todo esto utilizando el programa estadistico SPSS (por sus siglas en ingles: Statical

Package for the Social Science).
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Resultados

El analisis de variabilidad genética es una herramienta que ha tomado mucha
importancia en los organismos de interés biotecnologico. En este estudio evaluamos la
variabilidad genética en 2 hongos patégenos a la “mosquita blanca” (B. fabaci), 7 cepas de
B. bassiana y 9 de P. fumosoroseus procedentes de diferentes zonas geograficas, ademas 3
de estas cepas son mutantes obtenidas a partir de la cepa P.fr. 612 de P. fumosoroseus
(Tabla 4 ). Una de las etapas criticas en este tipo de ensayos es la extraccion del DNA, ya
que se requiere obtener no solo una buena cantidad de DNA sino también de buena calidad.
En este trabajo realizamos algunas modificaciones al método reportado por Cenis (1994), el
cual es simple y rapido: La principal adecuacién consistié en eliminar el acetato de sodio,
ya que al utilizar las cantidades reportadas (1.0 M) se tuvo problemas con la amplificacion
genética. Por tal motivo, se extrajo el DNA variando las cantidades de acetato y se observé
que la concentracién de material genético no variaba de manera significativa (Fig. 2). Lo
mas importante fue el hecho que la amplificacién génica no se modificé al disminuir la

concentracion de sal, no encontrando diferencias entre 0.0-240 mM (Fig. 3).

Ronde Soiads ¢ D 00

Figura 2.- Efecto de ia concentracién de acetato de sodio sobre la concentracién de DNA a partir de
P. fumosoroseus cepa SARL 115. Carril 1, 0.0; carril 2, 270 mM; carrii 3, 500 mM; carril 4, 630 mM;
carril 5, 850 mM ; carril 6, 1000 mM.

Con este método de extraccion se obtuvo suficiente DNA para realizar

aproximadamente 100 reacciones de amplificacion, con una pureza de 2.01 esto se observo
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tanto en B. hassiuna como con P. fumosoroseus. Los productos de amplificacion obtenidos

fueron reproducibles, aun después de almacenar el DNA durante mas de 4 meses a -20 °C.

2.03
1.90
1.58
37
0.95
0.83

0.56 -

Figura 3.- Productos def RAPD usando DNA de P. fumosoroseus cepa SARL 115 (carriles 1y 2) y
B. bassiana cepa BB GHA ( carriles 3 y 4) extraidos con 0.0 y 270 mM de acetato de sodio, usando
el iniciador OPA-13. Carril 1y 3, 0.0 mM ; carriles 2 y 4 con 270 mm. M, marcadores de talla
molecular ( 2-Aindll-£caR1). Los nimeros a la derecha indican |a talla expresada en kpb.

La seleccion del iniciador (“primer™)} es, tal vez, la variable mas importante a
considerar en los RAPD’s ya que este determinara que regiones del genoma seran
amplificados y cuanta variabilidad genética se podra detectar (Haymer. 1994). Inicialmente
se probaron 20 primers, en una cepa representativa de cada género en estudio, la Pfr. 612 de
P. fumosoroseus y la BBGHA de B. bassiana. En base al nimero e intensidad de las bandas
amplificadas, seleccionamos ocho iniciadores; OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-09. OPA-
11, OPA-13, OPA-18 y OPA-19, estos se emplearon en ¢l andlisis del resto de las cepas, a

una concentracion constante de 2.0 uM.
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Como en cualquier reaccion de amplificacion, la concentracion de DNA templado
en los RAPDs puede afectar el niimero e intensidad de los productos amplificados, con un
exceso de DNA obtuvimos un barrido o ausencia de bandas bien definidas en el gel, y con
una baja concentracion de DNA los RAPDs no fueron repetitivos. En general a una
concentracion de 1.0 pg de DNA por reaccidon se obtuvieron resultados reproducibles en
una amplia variedad de organismos. sin embargo para este uipo de hongos se observé que
con 500 ng d¢ DNA se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a reproducibilidad en
numero e intensidad de bandas (Fig. 4).

Se ha reportado que la concentracion optima de MgCl, al utilizar 400uM de
dNTP’s se enguentra entre 2 v 3 mM, nosotros utilizamos una concentracion de 2.5 mM.

con la cual se obtuvieron patrones constantes y bandas intensas.

i B i mod i St Rdl M R
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Figura 4.- Efecto de la concentracion de DNA sobre el patrdn de amplificacion a partir de 2.
fumosoroseus (carriles 2-5) y B. bassiana ( carriles 6-9), usando el iniciador OPA-13. Carril 1,
Marcadores de talla molecular (A- Hindll- EcoRlI); carriles 2 y 6, 100 ng; carriles 3 y 7, 500 ng;
carriles 4 y 8, 1000 ng; carriles 5 y 9, 2500 ng.
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Aunque los patrones de amplificacion fueron siempre reproducibles, se realizaron
dos andlisis RAPD, utilizando DNA extraido en diferentes ocasiones. Esto se aplico para
todas las cepas de este estudio empleando el iniciador OPA-13. Se observo que los
productos de amplificacion fueron altamente reproducibles ya que no se vieron
modificados drasticamente al utilizar diferentes fuentes de DNA. tal vez alguna banda tenue
aparecio o desaparecid. sin embargo las bandas intensas que son las que se toman en
consideraciéon permanecieron constantes, esto se pudo observar también con el resto de los
iniciadores al probarse con las cepas; P.fr. 612, M84, M84-6 v M32 de P. fumosoroseus y
las cepas de B. bassiana BBGHA v SARL 142.

Las figuras 5 y 6 muestran un egjemplo de los productos obtenidos para dos cepas
de B. bassiana v P. fumosoroscus. respectivamente. El resultado del resto, se muestra en los
apéndices A y B. En promedio cada iniciador gener6 entre 4 y 17 bandas variando las tallas
entre 0.1 y 4.0 kpb, pero claramente se observdo que las cepas de P. jfumosoroseus
amplificaron un numero mayor de bandas que las cepas de B. bassiana. Los valores
obtenidos en las cepas Pfr. 612 , UAN-7 P.f. de P. fumosoroseus y BBGHA, SARL 142 de
B. bassiana se muestran en las Tablas 7 y 8 (Ver Apéndice C y D para el resto de las
cepas}). Utilizando esta técnica fuimos capaces de distinguir entre dos hongos del mismo
grupo de los Deuteromycetos, B. bassiana y P. fumosoroseus. ya que cada uno presenté un

patron de bandas muy distinto.

Con el fin de evaluar el grado de variabilidad genética entre las cepas de estos
hongos. se calculd el Valor de disimilitud 1-F (Tabla 9). Este parametro nos indica la
divergencia que existe entre el patron de bandas entre dos cepas y entre mas alto sea indica
una mayor divergencia genética. Se observo que las cepas de B. bassiana mostraron en
promedio un valor 1-F de 0.55 . lo que nos indica que estas cepas poseen un alto grado de
variabilidad genética. Con OPA-13 se obtuvo el valor mas alto de disimilitud entre estas
cepas (0.62). esto nos indica que este innciador es capaz de darnos una mayor separacion

entre las cepas de B. bassiana.
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Figura 5.- Patron de amplificacién genética de 8. bassiana cepas BB GHA (panel A) y SARL 142
(panel B). M, Marcadores de talla molecular; carril 1, OPA-02 ; carmil 2, OPA-03 ; carril 3, OPA-04,
carril 4, OPA-09 ; carril 5, OPA-11, carril 6, OPA-13 ; carril 7, OPA-18 ; carril 8, OPA-19,
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Tabla 7 .- Talla Molecular (pares de bases) de los productos de RAPD'’s obtenidos con
varios iniciadores a partir de 8. bass/ana cepas BB GHA y SARL 142.

B.bassiana cepa BB GHA

319.97 | 1116.27 255.69 413.71 863.88 309.88 22493 281.48
426.91 485.28 784.71 1190.14 455.16 588.14 501.08
569.60 569.60 1442.40 534.24 712.80 736.01
68056 712.80 1748.12 712.80 836.64 921.05
1485.93 892.01 2118.63 1081.07 921.05 1116.27
1537.85 1013.97 2258.84 1485.93 1081.07 | 1639.61
1639.61 1190.14 1537.85 1268.90
1863.80 1310.21 2051.83 1863.80
2737.60 1639.61 2187.61 | 2051.83

2332.38

2537.41

B.bassiana cepa SARL 142

311.88 | 1032.76 | 224.38 341.19 1064.14 679.20 205.11 | 1823.89
534.56 | 135207 | 260.61 373.25 1667.24 1199.49 534.56 | 1129.79
659.17 | 1524.05 302.69 721.10 1936.42 1002.30
1129.79 | 1667.24 | 460.25 1164.12
1273.50 | 1826.15 534.56 1312.19
1524.05 | 1995.26 639.73 1667.24
1618.08 721.10 2118.36
812.83
1199.49
1479.10
1667.24
1826.15
2118.36

271332
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Figura 6.- Patron de amplificacion genética de P.fumosoroseus cepas Pfr. 612 (panel A) y UAN-
7(panel B). M, Marcadores de talla molecular; carril 1, OPA-02 ; carmil 2, OPA-03 ; carril 3, OPA-04,
carril 4, OPA-09 ; carril 5, OPA-11, carril 6, OPA-13 ; camil 7, OPA-18 ; carmil 8, OPA-19.



Tabla 8 .- Talla Molecular (pares de bases) de los productos de RAPD's obtenidos con
varios iniciadores a partir de P. fumosoroseus cepas Pfr. 612 y UAN-7.

P. fumosoroseus cepa Pfr. 612

153.61 |352.48 135.18 281.85 485.14 352.48 375.73 1581.91
272.99 |606.71 375.73 734.89 646.74 979.68 569.16 1855.87
1149.34 |1186.65 [758.74 835.06 783.37 1437.35 979.68 2554.35
126494 |1978.31 [979.68 919.04 835.06 1916.11 1149.34 2902.51
1532.18 |4258.46 [1186.65 |1484.00 [979.68 2108.83 1581.91
1567.76 1484.00 [1686.27 [1186.65 (2722.87 1855.87
1855.87 1567.76 {1855.87 |1264.94 2108.83
2247.96 2320.92  |1437.35 2554 .35
2396.26 2722.87 |1532.18 2811.26

1633.26 3869.31

1978.31

2722.87

3515.71

P.fumosoroseus cepa UAN-7

170.50 |[338.85 452.48 308.46 562.07 308.46 469.13 1438.64
42092 1673.41 542.11 673.41 966.65 522.87
649.51 |778.17 806.82 1158.14 1387.56 836.54
778.17 |1723.63 |867.31 1244.96 2065.07 1244.96
93233 |1787.07 [966.65 1438.64 2141.09 1491.59
1002.23 (2141.09 [1039.12 |2141.09 1921.05
1338.30 (2301.61 |1117.02 [2757.55 2141.09
1787.09 (2565.23  [1290.79 2474.16
1603.42
1991.76
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Por otro lado con las cepas de P. fumosoroscus se obtuvo en promedio un
VD=0.48. mostrandonos que estas cepas poseen cierto grado de divergencia gendtica, sin
embargo no tan alto como ¢l que presentan las cepas de B. bassiana. en este caso con OPA-
11 fue el que nos presento un valor mas alto (0.68) de variabilidad entre cepas. Se logro
establecer diferencias entre las cepas de ambos géneros. debido a que cada una mostré un
genotipo distinto. tanto en niamero como en tamano de bandas. sin embargo las cepas

amplificaron algunas bandas en comun.

Las cepas de B. bassiana compartieron una banda de 1032-1186 pb con OPA-03.
una de 721-784 pb con OPA-09 y una de 1667-1785 pb con OPA-11.

Tabla 9.- Valores de disimilitud (Vd) genética entre B, bassianay P. fumosorosevus.

B.bassiana P.fumosoroseus
Cepa ) vd Cepa | vd
0.63 0.45

0.59 0.46

0.53 0.48

0.51 0.67

0.57 0.46

0.53 0.49

0.52 0.49

0.55 0.48

0.49

0.48

Por el contrario, con las cepas de P. fumosoroseus se obtuvieron patrones de
amplificacion mas constantes y el nimero de bandas compartidas fue mayor. Entre las mas
evidentes se encuentra una banda de 524-591pb amplificada con OPA-03, una de 1077-
1186 pb con OPA-04 y las de 1406-1484 pb con OPA-09, de 1656-1743 pb con el OPA-11,
una de 1404-1555pb con OPA-13, una de 1497-1581 pb y una de 1808-1877 pb con OPA-
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19. Estas bandas pudieran ser utilizadas para identificar especificamente cepas que

pcrtenezcan a estos gél]CI‘OS.

Esta técnica tue capaz de diterenciar las cepas mutantes producidas en el
laboratorio a partir de la P.fr. 612, ya que al analizar su patron de amplificacion se observo
que algunas bandas desaparecieron (684.23pb con OPA-02, en las cepas 84.84- 6 y 32) o

por el contrario se amplificaron nuevas bandas (2504.50pb. en la cepa 84 con OPA-11).

El anilisis de agrupamiento (Cluster Analysis) realizade con los marcadores
RAPDs mostrd que las cepas de B. bassiana se pueden separar en tres grupos. Esto se
observo de manera similar en el Andlisis de Componentes Principales (Fig. 7). El grupo 1
formado por las cepas BB2 v SARL 137. presentaron un Vd=0.43, entre estas dos cepas no
existe ninguna relacion en cuanto a hospedero o su origen geografico, y sin embargo se
comporiaron de manera muy similar tanto en su crecimiento como en la extraccion de
DNA. En el grupo 2 con un valor de disimilitud de 0.37 se encontraron las cepas SARL
139 v SARL 142, estas cepas difieren también en su hospedero y procedencia, sin embargo
con todos los iniciadores utilizados mostraron patrones muy similares. El tercer grupo esta
formado las cepas BB GHA y 291/95 con un Vd=0.43, y al igual que en los grupos
anteriores estas cepas no tienen relacién en cuanto a hospedero y procedencia, sin embargo
presentan dos caracteristicas importantes. ambas son utilizadas a nivel comercial, BB GHA
en EUA y 291/95 en México y en su crecimiento presentan casi en su totalidad puras
esporas. Por otro lado, la cepa SARL 141 se observé muy alejada del resto de las cepas. v

no se logro incluir en ninguno de {os gruros mencionados.

De manera semejante, el analisis logro separar las cepas de P. fumosoroseus en tres
grupos segin su dendograma (Fig. 8). El grupo 1 integrado por la cepas, 270/97, Pf 612 v
sus mutantes M84 . M84-6 y M32, el grupo 2 se formo con las cepas SARL 114 y SARL
115 las cuales presentaron un Vd=0.35. ambas cepas fueron aisladas de B. tabaci en
Weslaco. Tx..y el grupo 3 se formo con las cepas SARL 76 y UAN-7, las cuales mostraron

una mayor divergencia con respecto a' resto de las cepas. En especial la cepa UAN-7 posee



dos caracteristicas importantes ya que fue aislada de AL domestica. y es de procedencia

mexicana.
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El analisis tridimensional (Fig. 8) en este caso revelé mayor informacion para las
cepas de P. fumosoroseus que el dendograma. Se observo que las mutantes M84 y M32 sc
encuentran mas cercanas a la cepa paterna P.f. 612 de la que provienen, que la M84-6, y
que esta se relaciona de manera mas cercana con la cepa SARL 114. Al igual que el
dendograma. este analisis mostrd que las cepas SARL 76 y UAN-7 forman un grupo muy
separado del resto de las cepas de P. fumosoroseus. En este caso las cepas SARL 115y la

270/97 formaron un grupo cercano.

Se realizaron asi mismo dendogramas, utilizando los marcadores obtenidos con un
solo iniciador (Apéndice E). para esto se eligieron los iniciadores que revelaron una mayor
variabilidad genética. Al utilizar OPA-02 en B. bassiana se logrd relacionar las cepas
291/95 y BB 2, ambas cepas son mexicanas del estado de Sinaloa, pero no comparten el
mismo hospedero. Con este iniciador se amplificé una banda unica para estas cepas de 794-
813 pb, sin embargo esta se presentd muy débil en la cepa BB 2, de igual manera se
observod similitud con OPA-18. En este caso las cepas presentaron un patrén casi idéntico, y
se diferenciaron en una banda de 2033 pb que solo amplificé la cepa 291/95. Por otra parte,
se logrd identificar estas cepas con OPA-13 ya que no amplificaron la banda de 700 pb, la
cual estuvo presente el resto de las cepas en estudio. Al emplear OPA-09 se formé un grupo
con las cepas BB GHA y 291/95, las cuales presentaron exactamente el mismo patron de

amplificacion. una banda de 389-413pb

El analisis tridimensional (Fig. 8) en este caso reveld mayor informacion para las
cepas de P. fumosoroseus que el dendograma. Se observd que las mutantes M84 y M32 se
encuentran mas cercanas a la cepa paterna P.f. 612 de la que provienen, que la M84-6, y

que esta se relaciona de manera mas cercana con la cepa SARL 114.

Por otro lado, se observd que tal vez estas cepas pudieran identificarse con los
iniciadores OPA-02 y OPA-04 , ya que con estos se obtuvo un patrén de amplificacién
muy semejante, sin embargo con ambos iniciadores las bandas fueron siempre tenues en la

cepa SARL 137. Se observd que las cepas SARL 142 y la BB 2 formaron un grupo muy
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homogéneo con las cepas SARL 137 y SARL 139. Aun y cuando estas cepas provienen de

diferente origen geografico y hospedero, se presentd mucha similitud en especial con los

iniciadores OPA-02 y OPA-11.
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Figura 8.- Andlisis de Componentes Principales (panel A) y Dendograma (panel B) de P.
fumosoroseus, utilizando los iniciadores OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-09, OPA-11, OPA-13,
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Por otro lado, se abservd que tal vez estas cepas pudieran identificarse con OPA-02
y OPA-04 | va que con estos se obtuvo un patrén de amplificaciéon muy semejante. sin
embargo con ambos iniciadores las bandas fueron siempre tenues en la cepa SARL 137, Se
observd que las cepas SARL 142 v la BB 2 formaron un grupo muy homogéneo con las
cepas SARL 137 y SARL 139. Aun y cuando estas cepas provienen de diferente origen
geografico y hospedero, se presenté mucha similitud en especial con OPA-02 v OPA-11.
Con los iniciadores OPA-02, OPA- 03, OPA- 11, OPA- 18 y OPA- 19, la cepa SARL 141
se observd muy distante del resto. no obstante a que en sus patrones de amplificacion
compartia algunas de las bandas importantes presentes en el resto de las cepas (1098-1135

pb con OPA-03; 521-599 pb en OPA-04; 721-784 pb en OPA-09).

Todas las cepas de B.bassiana empleadas en este estudio amplifican varias bandas
(255-294 pb, 492-569 pb, 812-892 pb y 1176-1224 pb) con OPA-04 las cuales comparten
entre si, de manera semejante. con OPA-18 las cepas SARL 142, BB GHA. SARL 139,

| 291/95 y BB 2 presentan un patron muy caracteristico en donde comparten una banda de
538-588 pb y una de 959-10079 pb. presenténdose en todos los casos mas intensa la de 538-

588 pb. estas bandas pudieran ser utiles en la identificacidn de esta especie en particular.

En el caso de P. fumosoroseus (Apéndice F) se observd que el patrén de bandas
obtenido con OPA-11 en las cepas 290/97 y UAN-7, fue muy similar, aun y cuando fueron
aisladas de diferente organismo, pero comparten zona geografica (Sinaloa). Con este
iniciador se amplifico una banda de 362-577 pb exclusiva de las cepas mexicanas. la cual se
presenté mucho mas intensa en la cepa UAN-7. Ademas con este iniciador, estas cepas se
distinguen porque no presentan la banda de 2016-2145pb amplificada por el resto de las
cepas, de manera similar se observo esto con el iniciador OPA-09, ya que las cepas 290/97
y UAN-7 no amplificaron la banda intensa de 1195-1256 pb que presentaron el resto de las

cepas de P. fumosoroseus utilizadas en este estudio.

En genera! las cepas SARL 114 y SARL 115 fueron muy similares con casi todos

los iniciadores en especiai con el OPA-03,0PA-09,0PA-11,0PA-18 y OPA-19 con los
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cuales se obtuvo el mismo patron de amplificacidn, estas cepas poscen el mismo hospedero

y origen geogrifico.

Al emplear el iniciador OPA-03 las cepas SARL 115 y SARL 76 se encontraron
muy cercanas con un valor de disimilitud de 0.28 (Tabla 9), con este iniciador se obtuvo un
patron de amplificacion mu, similar al igual que con la cepa SARI. 114, estas tres cepas
fueron aisladas de Bemisia tabaci. la cepa 270/97 también fue aislada de este hospedero sin

embargo esta cepa siempre mostro patrones de amplificacion muy distintos.

En general las cepas mutantes originadas a partir de la cepa Pf 612 mostraron
patrones semejantes a la cepa de la cual provienen, sin embargo esta técnica fue capaz de
diferenciar estas cepas, ya que al analizar su patron de amplificacion se observo que algunas
bandas desaparecieron (405 pb con el iniciador OPA-0Q4. en las cepas 84, 84-6 y 32, la
. banda de 335 pb solo se conservo en la cepa32. de igral manera con ¢l iniciador OPA-13 se
perdieron las bandas de 224 y 301 pb en 84, 84-6 y 32). Con el iniciador OPA-19 se obtuvo
un patréon de bandas muy conservado entre las cepas de P. fumosoroscus las cuales
ampliticaron dos bandas intensas y constantes una de 1497-1581 pb y una de 1808-1877 pb,
esto se presentd en todas las cepas excepto la 290/97 la cual amplificé solo la banda de

1497-1581 pb y la UAN-7 la cual solo presento la de 1808-1877 pb.

Finalmente con el iniciador OPA-04 cada cepa se mostré muy distinta ya que este
analists las separd considerablemente una de la otra, lc cual nos indica que este iniciador

podria ser muy util en caso de requerir la separacion de cepas con relacion muy estrecha.
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Discusion

El objetivo principal de este trabajo fue ¢l aplicar la técnica de Amplificacion al
Azar de DNA Polimdrfico a los hongos entomopatégenos B. bassiana y P. fumosoroscus
con ¢l fin de analizar diferentes cepas y poder correlacionar genotipos con caracteristicas de
especificidad o virulencia. a pesar de que no existen muchos reportes con hongos, algunos
estudios recientes han demostrado la utilidad de los RAPDs para separar biotipos o cepas en
hongos. Uno de los principales obstaculos en este tipo de andlisis es la obtencién de un
DNA lo suficientemente puro. Debido a la rigidez de la pared celular, la lisis de las células
fungicas es ¢l principal contratiempo en los procedimientos de extraccion de DNA. La
mayoria de los métodos empleados requieren procedimientos complejos y/o con tiempos de
extraccion largos. Ademas algunos utilizan enzimas como Novozym 234 o células
liofilizadas, lo cual convierte a estos métodos en opciones muy caros v laboriosos. En este
caso para la extraccion del DNA de B. bassiara 'y P. fumosoroseus. se utilizé un método de
macerado mecanico (Cenis. 1992). el cual elimina el uso materiaj liofilizado y las
extracciones con fenol-cloroformo. El DNA total extraido con este método tuvo la calidad
para ser utilizado en ensayos de RAPD, y se ha observado que el DNA que se obtiene
mediante este tipo de protocolo puede ser empleado en ensayos mas finos como digestiones
con enzimas de restriccion o RFLP ( Pfeifer er al., 1989).

Con este método de extraccion se obtuvo un DNA con una pureza de 2.01
comparable a la obtenida con otros métodos de purificacion los cuales utilizan enzimas para
degradar la pared celular y extracciones con fenol-cloroformo (Pfeifer et al., 1993). Se ha
observado que este método de extraccion es altamente reproducible, y la variacion en
cuanto a la velocidad de crecimiento y cantidad de DNA obtenido por cada cepa se resuelve
al cuantificar y ajustar la concentracion de DNA usadas en la reaccion de PCR.

Para este estudio seleccionamos los iniciadores OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-
09, OPA-11, OPA-13, OPA-18 y OPA-19 del Kit A de Operon Technologies, los cuales
poseen entre 60 y 70 % de G+C (Tabla 5). Recientemente se ha reportado el uso de
iniciadores con un contenide de 80-100% de G+C en hongos (Kubelik. 1995): sin embargo

nosotros obtuvimos patrones de bandas rerroducibles. intensos e informativos con
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iniciadores de 60-70% de G+C. Asi mismo, los iniciadores utilizados poseen un residuo de
C en la posicidon 7-10. Estos iniciadores concuerdan con la tendencia general de usar
“primers  con estas caracteristicas. Los iniciadores usados difieren ligeramente en su
secuencia, al parecer no existe preferencia por la posicion de los nucieotidos, pero se ha
observado que mas del 76% de los primers citados poseen G o C en la posicion 10, existe
ademas una tendencia de utilizar miciadores con Citowina en las posicion 7, 8, 9 y 10

(Haymer. 1994),

La Amplificacion al Azar de DNA Polimorfico resultd ser un método eficiente
para detectar variabilidad genética entre 7 cepas de B. bassiana y 9 de P. fumosorseus.
aisladas de diferentes hospederos y zonas geograficas. Recientemente se habia demostrado
la utilidad de estos marcadores en la separacion de cepas en algunos de estos
entomopatogenos como M. anisopliae, P. fumosorseus. P. lilacinus y B. bassiana (Fegan.

1993: Bidochka et ai., 1994; Tigano et al.. 1995).

Al comparar los valores de disimilitud se observo que en este caso las cepas de
B.bassiana presentaron una mayor variabilidad a nivel genémico (Vd= 0.55) que las cepas
de P. fumosorseus (Vd= 0.48). Esto coincide con la gran variabilidad genética que se ha
reportado entre aislados de B. bassiana, especialmente los procedentes de distintas areas
geograficas (Kosir. 1991). En este estudio cada una de las cepas de B. bassiana fue aislada
de diferente zona geografica y diferente hospedero a excepcion de las cepas SARL 137 y
SARL 139 las cuales comparten ambas caracteristicas. Esto indica ademéas que los
marcadores morfologicos utilizados en la taxonomia de B. bassiana no es muy precisa al

definir grupos genéticamente uniformes.

En especial con el iniciador OPA-13 se observo una gran variabilidad entre las
cepas de B. bassiana, lo cual nos indica que este iniciador podria utilizarse en caso de tener
cepas que compartan varias caracteristicas como hospedero. origen geografico o virulencia.

A diferencia de las cepas de B. bassiana, todas las cepas de P. fumosorseus a excepciéon de
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la UAN-7 fueron aisladas del género Bemisia y en general mostraron patrones de

amplificacion similares.

Las cepas de ambos hongos amplificaron algunas bandas en comun {por ejemplo:
1032-1186 pb en B. bassiana con el iniciador OPA-03 y 524-591pb en P. fumosorseus con
¢l iniciador OPA-03). Durante algun tiempo se cucstiong’si estos fragmentos que migran a
la misma distancia, son realmente homologos, o representan simplemente bandas con una
talla molecular similar. Estudios de hibridacion realizados en B. bassiana, al 1gual que en
otros entomopatdgenos como M. anisopliae, y en hongos fitopatogenos como Eutypa lata
han confirmado la homologia de estos fragmentos co-migrantes (Bidochka ef al., 1994 ;
Peros. 1997). Asi pues, estas bandas comunes entre cepas pudieran emplearse en la

identificacion especifica de estos hongos.

Mediante el método de analisis de agrupamiento (Cluster Analysis) se logrd
separar las cepas de B. bassiana en tres grupos. el primero formado por las cepas BB2 y
SARL 137, estas cepas a pesar de que no comparten hospedero ni origen geografico se
comportaron de manera similar, ambas presentaron problemas al realizar la extraccion de
DNA y sus productos de amplificacion fueron muy pobres, tanto en nimero de fragmentos

amplificados como en su intensidad.

Un grupo bien definido se formo con las cepas BBGHA y 291/95. estos aislados
no comparten hospedero ni origen geograficc. sin embargo ambas cepas se utilizan
comercialmente y poseen la caracteristica de que en medio sélido su crecimiento vegetativo
se encuentra reprimido y se presentan casi en su totalidad como esporas, se ha observado
que estas cepas tienden a ser mas virulentas que las cepas con crecimiento aigodonoso
(Feng. 1994). Sin embargo, a pesar de que estos aislados comparten varios fragmentos con
la mayoria de los iniciadores, solo con el OPA-09 fue posible detectar un patron de
amplificacioén unico para estas cepas, el cual pudiera ser utilizado como marcador genético
en la busqueda de aislados con importancia ¢omercial. Probablemente el grupo con mayor

similitud fue el formado per 1as cepas SARL 27 y SARL 139 las cuales no poseen ninguna
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relacion en cuanto a sus caracteristicas de aislamicento, sin embargo con todos los

iniciadores presentaron patrones de amplificacion muy parecidos.

Solo al realizar dendogramas utilizando los marcadores obtenidos con un solo
iniciador, se logrd relacionar las cepas mexicanas de B. hassiana (BB2 y 291/95). esto se
observo con el inictador OPA-02 con el cual presentaron una banda comun de 794-813 pb y
con el OPA-18, se presentd un patrén casi idéntico a excepcion de un fragmento de 2033 pb
presente solo en la cepa 291/95 (Apéndice E). Estas bandas pudieran considerarse como
especificas en cepas aisladas de esta region geografica. ya que ambas cepas fueron aisladas
del estado de Sinaloa. Sin embargo seria necesario analizar un nimero mayor de cepas

originarias de esta zona para poder realizar esta afirmacion.

Con los iniciadores OPA-02 y OPA-04 se logroé asociar las cepas SARL 137 y
SARL 139, las cuales a pesar de compartir el mismo hospedero y origen geografico se
comportaron en todos aspectos de manera distinta, sin embargo con estos iniciadores fue
posible detectar patrones de amplificacidon semejantes aunque en ambos casos los
fragmentos presentados por la cepas SARL 137 fueron muy tenues. Es probable que no se
encontrara asociacion entre las cepas de B. bassiana aisladas de un mismo hospedero.
debido a la amplia gama de insectos que puede infectar (Bidochka et al., 1994). A pesar de
que morfologicamente la cepa SARL 141 esta clasificada como B. bassiana, esta resultd ser
muy divergente con respecto al resto de las cepas. lo cual se observé con los ocho
iniciadores utilizados. sin embargo ia cepa SARL 141 siempre amplificé bandas
caracteristicas de B. bassiana por lo cual nc se puede sugerir que esta cepa pudiera
representar otra especie. Estos resultados se apoyan en el hecho que estudios de isoenzimas
en B. bassiana han demostrado que las diferentes cepas presentan mucha homologia,
aunque existen algunos aislados muy divergentes que aun asi se incluyen en el mismo

género y especie (Hajek ef al., 1994).

Con anterioridad se repnvo una correlacidén entre genotipos particulares y

especificidad hacia hospedero en otros entomopatbégenos como M. anisopliae (Fegan.
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1993), pero en las cepas de P. fumosoroseus aisladas de B. rabaci no se habia encontrado
relacion entre hospedero y patron de amplificacion. al emplear los iniciadores OPA-09,
OPA-10. OPA-13.0PA-14 vy OPA-17 (Tigano ¢f al.. 1995). En este trabajo se logro separar
las cepas de P. fumosoroscus aisladas de B. tabaci al utilizar el iniciador OPA-03, ya que a
excepcion de la cepa mexicana 270/97 todas las cepas aisladas de “mosquita blanca™

formaron claramente un grupo con este iniciador.

A_§fi mismo, logramos relacionar de manera notable las cepas SARL 114 y SARL
115 las cuales fueron aisladas en Weslaco, Tx. de B.rabaci. estas cepas mostraron patrones
de amplificacion casi idénticos. y tal vez se pueda asumir que estas dos cepas sean una
misma. Al igual que en B.bassiana, las cepas mexicanas 290/97 v la UAN-7 no presentaron
mucha similitud y solo se logré asociarlas con el iniciador OPA-11, con el cual
compartieron una sola banda de 562-577 pb (Fig. 7). De hecho estas cepas se diferenciaron
porque no amplificaron bandas caracteristicas en resto de las cepas de P. fumosoroseus, la
ausencia de un fragmento se puede deber a mutaciones puntuales en uno o ambos sitios de
alineamiento del iniciador. o a inserciones que pudieran separar los sitios de alineamiento a
una distancia a la que va no ocurre la amplificacion (Black. 1993). Sin embargo en este tipo
de ensayos la ausencia de una fragmento no se considera como indicador de similitud.

Un aspecto de llamar la atencion es que la cepa mexicana UAN-7 se mostré muy
distinta al resto de los aislados, v no se logré asociarla con un grupo definido, esto
probablemente se deba a que posee hospedero y origen geografico diferente del resto de las
cepas, y por el contrario la cepa 290/97 aun y cuando fue aislada también en México posee

el mismo hospedero y presenta cierta similitud con el resto de las cepas.

En este estudio no encontramos un marcador especifico para diferenciar las
mutantes de P. fumosoroseus, las cuales presentaron mucha similitud con respecto a la cepa
Pfr. 612 (paterna). Estas cepas solo se diferenciaron en un par de fragmentos, los cuales no
pueden considerarse como marcadores importantes. esto nos indica que tal vez las

modificaciones a nivel de DNA fueron tan peyuefias que nos son detectables. En B.
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hassiana se han empleado analisis de RFLP  para ideatificar mutantes de las silvestres
(Kosir. 1991). Quiza sea necesario utilizar otra serie de iniciadores los cuales scan capaces
de detectar estas regiones modificadas de DNA. va que se ha observado que los marcadores
RAPD revelan un mayor polimorfismo que otras técnicas como el andlisis de isoenzimas.

debido a que rastrean una mayor parte del genoma (Tigano et al., 1995).

Por otro lado, se observo que las cepas mutantes se mantuvieron muy cercanas
entre ellas con todos los iniciadores, agrupandose ademas al igual que la cepa paterna P.fr.
612 con el resto de las cepas aisladas del género Bemisia originarias de Weslaco. Tx. Este
estudio revela un alto grado de variabilidad intraespecifica no solo dentro de estas especies.
sino también en cepas aisladas del mismo hospedero y area geografica. Asi mismo.
muestra que la variabilidad genética revelada por los marcadores RAPD podrian tomarse
como ayuda para realizar una taxonomia mas {ina que la basada en caracteres morfoldgicos
como la observacion de conidias, las cuales comunmente son utilizadas para la

identificacion a nivel de género.

Es definitivo que antes de utilizar cepas especificas como agentes de biocontrol, es
necesario demostrar su efectividad, para esto se requiere de una determinacion precisa de
cuales cepas seran capaces de matar al hospedero bajo condiciones de campo. Nuestros
datos resaltan la importancia de evaluar la variabilidad genética entre los aislados que se
encuentran en poblaciones endémicas, con respecto al las cepas potencialmente usadas
como inoculo, antes de iniciar estudios de liberacion. Se requiere una buena identificacion
de los aislados introducidos, cuando se encuentran presente aislados que son genéticamente

similares.
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Conclusiones

El acetato de sodio afecta de manera importante la amplificaciéon de DNA en los

ensayos tipo RAPD.

El analisis de los marcadores RAPD revelaron mayor polimorfismo en B. bassiana

que en P. fumosoroseus

El iniciador OPA-13 reveldo gran variabilidad genética entre las cepas de B.

bassiana.

Las cepas comerciales BBGHA y 291/95 de B.bassiana presentaron un patron de

amplificacion unico con el iniciador OPA-09.

Los iniciadores OPA-02 y OPA-18 relacionaron las cepas mexicanas BB2 y

291/95 de B. bassiana.

Las cepas de P. fumosoroseus aisladas de B. tabaci se agruparon al utilizar el

inictador OPA-03.

La cepa mexicana UAN-7 aislada de Musca domestica no se asocid a ningun

grupo definido de P. fumosoroseus.

Las cepas mutantes de P. fumosoroseus se mantuvieron cercanas entre ellas con

todos los iniciadores empleados.

[.as mutantes obtenidas de P. fumosoroseus se agruparon con el resto de las cepas

aisladas del género Bemisia.
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Apéndice A

Talla Molecular (pares de bases) de los productos de RAPD's obtenidos con
diferentes iniciadores a partir de las cepas de B.bassiana .

B.bassiana cepa 141

538.58 1199.30 |221.70 |339.47 |179.16 |391.27 |221.70 |[450.98

1020.98 |316.20 (294.52 [519.80 [690.54 |467.28 |284.25 |578.22
391.27 |[599.12 [666.46 [1057.36 |599.12 1405.41 |917.37
620.77 |1176.20 |741.36 (1308.40 |795.92 |[538.58 |1677.55
768.15 [1619.04 |854.49 |1508.06 [984.88 |643.21
885.37 |2003.43 |1135.17 |1562.56 (1404.69 {984.88
1135.17 1508.06 {2003.43 |1619.04 [1218.71
1308.40 1619.04 |12568.67 [1933.54 |1455.45
1404.69 1866.10 {2960.65 (2075.83 (1619.04
1562.56 2075.83 1738.18
1677.55 2857.37 1866.10
1801.01 2309.14
1933.54 2857.37
2075.83

B.bassiana cepa 137

288.84 |1100.69 |307.84 [620.39 [620.39 |727.50 |[216.85 [661.20
307.84 |[1375.62 |480.83 |751.04 (853.10 |1250.25 [582.10 (1823.89
546.17 |1420.14 |853.10 |1100.69 |1774.87 [1513.56

661.20 909.21 [1250.25 1774.87

1173.09 1250.25

1250.25

1562.54

1665.32
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OPAZ02]

528.09

B.bassiana cepa 139

374.49 |291.66 |374.49 |579.98 |511.84 265.57
657.19 |544.85 |466.04 |598.39 |792.70 |699.57 |544.85 |(562.14
959.15 [1083.44 |636.97 |744.68 (1083.44 [843.82 |843.82 |1626.32
1153.30 [1348.31 |843.82 |1050.11 [1677.94 {1017.80 |959.15 |1786.14
1183.62 [1435.25 |1227.67 |1153.30 1189.90
1527.81 |1677.94 1626.36 1266.63
1626.32 |1901.32 1786.14 1435.25
2099.97 2023.92 1731.19
212133 2154.43 1901.32

B.bassiana cepa 291/95

675.63 |847.64 (272.71 |389.49 (654.09 |521.36 |224.53 |272.70
794.45 11098.46 |521.36 |764.23 [847.64 [1063.44 |574.58 |556.27
934.17 |1334.17 [675.63 1172.00 (1210.59 |1134.63 [1134.63
1172.00 [1518.79 {847.64 1470.37 (1291.64 |2033.02
1518.79 |1728.96 [1134.63 1785.90 {1518.79
1673.84 |1844.71 11250.46 1905.46 |1673.84
1785.90 2033.02 [1518.79 2169.13 {1785.90

2240.56 |1728.96 2810.97 (2033.02

2721.35 |2099.97 2240.56

2999.16 |2240.56 2390.56

3526.60
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B.bassiana cepa BB 2

316.85 |433.89 (270.76 (394.84 (204.04 22422
557.97 [632.73 1(492.03 |613.15 [652.94 575.78
594.17 |866.46 |717.51 |[866.46 |813.66 1079.74
632.73 |952.15 |866.46 {1263.52 [952.15

813.66 [1046.32 |1224.42 |1478.58 [1525.80

922.68 |1186.52 1785.51

1114.22 (1525.80

1525.80 |2089.42

1624.82
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Talla Molecular (pares de bases) de los productos de RAPD’s obtenidos con

Apéndice B

diferentes iniciadores a partir de las cepas de P. fumosoroseus .

P.fumosoroseus cepa 115

149.63 |307.49 (350.52 (278.73 [412.86 |967.16 |374.24 |744.30
261.06 |328.30 |412.86 |697.12 (470.63 |1432.60 [572.79 |1633.05
1139.18 |591.85 |[905.86 |(821.11 [999.35 |[1861.55|1177.09 [1923.50
1216.27 [769.07 |967.16 [1256.75 [1177.09 |2582.63 |1298.58 (2341.02
1580.41 [936.01 [1077.09 (1432.60 [1743.56 1633.05 2757.40
1687.40 [1102.49 |1480.27 (1687.40 (2122.02 1801.59
2053.67 |1177.09 {1743.56 |2265.62 |2341.02 212202
2265.62 |1529.54 2499.44 (2849.17 2582.63
2418.93 [1633.05 2668.58

1987.52 3825.49

4360.76

P.fumosoroseus cepa 76

115.79 [308.17 |99.60 [168.73 [1029.59 |320.00 |358.26 |1029.59
245.86 |[584.45 |1108.40 {196.15 |[1195.08 [953.45 |562.85 |1108.40
562.85 |732.57 (1240.93 {255.29 |2182.72 |1389.31 |851.62 [1497.95
851.62 (953.45 |1741.40 |401.09 (2266.47 [1555.42 [990.03 |1877.58
1029.59 |1108.40 [2024.41 |630.15 1741.40 [1108.40 |2266.47
1150.93 |1288.54 (2266.47 |705.50 2182.72 (1497.95 [2634.81
1240.93 (1741.40 |3429.25 |884.30 2735.89 |1555.42
1497.93 [1877.58 1195.08 2949.85 |1808.21
1741.40 (2182.72 1497.95 2024.41
1877.58 [2353.42 1741.40 2182.72
2024.41 {4139.52 1877.58 2443.71
2443.71 2024.41
2735.89 3180.53
3180.53
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229.26

P.fumosoroseus cepa

107.06 90.73 214.57 |364.42 (289.04 (32997 |061.28
200.82 |261.72 |683.54 |618.92 |416.02 (75491 |(507.43 |920.78
47492 |524.50 |806.58 |730.33 |951.77 [920.78 {806.58 |1415.98
661.28 |833.73 [920.78 |806.58 11123.10 [1369.87 (951.77 |1616.46
1016.92 (890.80 |1123.10 |1199.97 [1727.10 [1785.23 {1123.10 {1907.43
1123.10 [1016.92 [1325.26 [1415.98 [2037.99 |2037.99 [1240.36 (2326.53
1463.64 |1086.53 [1415.98 |1670.86 |2326.33 |2250.78 |1616.46 (2837.72
1616.46 |1463.64 {1512.90 |1970.43 {2933.24 |2837.72 [1785.23

1786.23 (1907.43 |1670.86 |2655.93 2037.99

1907.43 14510.72 {1907.43 2655.93

2177.49 2037.99 4084.28

2485.78 | 2177.49

2933.24 2837.72

3239.51 3461.24

115.67

P fumosoroseus cepa 270/97

276.44 [96.81 233.80 |577.77 |308.46 1745.76
1129.29 |540.32 (305.68 [638.87 (923.6]1 [966.65 2523.82
1380.76 [1092.07 |807.76 (1427.81 |1092.07 |1387.56 2984.15
1745.76 (1207.56 |1129.29 1380.76 (2065.07
2064.17 1745.76 1632.60 |2141.09
2282.45
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133.85

< r'."«"':-, _i‘i‘]}-“l‘.f"!n A RO

275.88

P.fumosoroseus

117.71

256.63

410.65

cepa M-84

342.72

368.43

681.30

230.24

296.57

846.39

657.11

457.70

978.12

548.42

943.38

510.15

548.42

943.38

846.39

657.11

1404.24

611.26

1354.37

732.40

909.87

1130.35

978.12

759.37

1808.74

846.39

1509.56

1051.48

1014.14

1306.26

1215.13

1014.14

2016.00

978.12

1808.74

1130.55

1130.35

1404.24

1404.24

1130.35

2167.21

1130.35

1455.05

1455.95

1509.56

1622.78

1215.13

2504.50

1565.15

1622.78

1565.15

1682.54

1744.50

1682.54

2596.72

1808.74

1808.74

162278

1875.34

2016.00

2791.48

2016.00

1875.34

1875.34

1944.40

2247.01

2504.50

1944.40

2090.24

2504.50

3727.99

2167.21

2329.76

P fumosoroseus cepa M-846
!‘-‘\ i‘,‘:_r'-'gl g .

: j1d

137.90 [306.70 [121.34 [261.38 1378.29 [359.86 |1617.22
528.16 |563.04 |750.78 |383.63 1708.03 (545.32 |1837.86
1067.22 [939.10 |800.93 |800.93 2226.53 |826.36
1174.66 {1137.70 |1001.11 {1378.29 2530.29 [969.61
1517.05 |1334.92 (1174.66 |1423.07 1137.70
1669.77 |1517.05 |1334.92 11669.77 1566.33
1724.02 |1669.77 |1378.29 11837.86 1708.03
1837.86 |1897.57 |1469.31 12022.88 2022.88
2022.88 1566.33 2530.29
2298.86 1724.02 3713.64
2450.67 1959.23

2022 88

2226.53
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P fumosoroseus cepa M-32
DPA-(4 10O 3¢

116.34 |243.22 97.61 226.72 |411.86 |(345.54 |333.61 |1510.08
218.90 |270.24 |300.26 [627.69 [923.63 (457.61 |508.45 |1799.90
990.83 |526.62 [697.42 |802.60 [1619.94 |923.63 |564.93

1100.90 [860.99 [802.60 |1140.24 |1999.86 |1359.09 [802.60

1407.66 |1062.91 |891.76 [1359.09 |2145.35 {1799.90 |923.63

1619.94 |1510.08 [110.90 (1619.94 2648.50 (1062.91

1737.80 [1864.23 |1359.09 |1737.80 1564.04

1864.20 14180.70 {1619.94 1737.80

2145.35 1864.23 1996.86

2301.44 2071.33 2468.88

2841.18 2557.11

3269.64
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Apéndice C.- Patrén de amplificacién genética de las cepas de B. bassiana

A
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D

M.l 2 3488 25 .§

2.03
1.90
1.58
137
0.95
0.83

0.56

0.12

M.l.2. 3 4. 5. 6. 1. 8

2.03
1.90
1.58
1.37
0.95
0.83

0.56

0.12

Patron de amplificacion genética de 5. bassiana cepas SARL 137 (panel A) , SARL 139 (panel B), SARL 141 (panel C), 291/ 95 (pane! D), BB 2
{panel E). M, Marcadores de talla molecular (A- Hindlll- EcaRl); carril 1, OPA-02 ; carril 2, OPA-03 ; carril 3, OPA-04, carril 4, OPA-09 ; carril 5,

QPA-11, carril 6, OPA-13 : carril 7, OPA-18 ; carril 8, OPA-19.
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Apéndice D.- Patrén de amplificacién genética de las cepas de P. fumosoroseus
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2.03
2.03 150
1.90 158
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Patron de amplificacion genética de £. fumosoroseus cepas SARL 76 (panel A) , SARL 114 (panel B), SARL 115 (panel C), 270/ 97 {panel D), M-84
(panel E), M-846 (panel F), M-32 (panel G). M, Marcadores de talla molecular (A- Hindll- £caR1); carril 1, OPA-02 ; carril 2, OPA-03 ; carril 3, OPA-

04, carril 4, OPA-09 : carril 5, OPA-11, carril 6, OPA-13 ; carril 7, OPA-18 ; carril 8, OPA-19.
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Apéndice E.-Dendograma de las cepas de B. bassiana.

A

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
Rescaled Distance Cluster Combine

CASE 0 5 190 15 20 25
Label Num +=——————=—- e o —————— += 4= -+

Sp2
sP3
s5p2
sP10
SFll
SPe
SP1

AV WN
]

B

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
Rescaled Distance Cluster Combine

CASE ] 5 10 15 20 25
Label N

SP2
Sr8
SP9
SP3
5P10
SP1l1
5Pl

HYaWuan §

C

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
Rescaled Distance Cluster Combine

CASE o] 5 10 15 20 25
Label NUm == cmram—— o e e L mmm—————— +

I

SpP9
SP1ll
]
SP1
SF10
sP8
SP3

W mHN W




D

Dendrogram using Average Linkage {Within Group)

SpP8
SP10
sp2
SP11
3P3
SP1l
EP9

VR WANO-

o - +

Rescaled Distance Cluster Combine

4] 5 10 15 20 25

+ ——

E

Dendrogram using Average Linkage (Within Group}

CASE
Label

SP3
SP9
spP2
SP11
SPB
SP10
SP1

Num

R dN W

Rescaled Distance Cluster Combine

o 5 10 15 20 25

e 2 o e B + -

_I J—_

— 1

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

CASE
Label

SP3
SFP11
SpP2
SP9
SP10
SP1l
5pP8

Num

=RV N W

Rescaled Distance Cluster Combine

0 ] 10 15 20 25

i e o e i ————— e
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G

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

Rescaled Distance Cluster Combine

L]

Wl

N
HaUNO W

H

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

Rescaled Distance Cluster Combine

SP3
S5P11
SP10
sp2
5p9
3p8
SFPl

HarNg W E
L

Dendograma de 8. bassiana usando los iniciadores OPA-02 (panel A), OPA-03 (panel B), OPA-04 (panel -
C), OPA-09 (panel D), OPA-11 (panel E), OPA-13 (pane! F), OPA-18 (panel G), OPA-19 (panel H).
Simbologia : SP 2 = SARL 137 ; SP 9= SARL 139; SP 1 = SARL 141 ; SP 3=142; SP 8 =BB GHA ; SP
10=291/95;SP11=8B 2.
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Apéndice F.- Dendograma de las cepas de P. fumosoroscus

A

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

CASE

Labe]

SP14
SP32
SP8d
SP13
sP12
SEG4_6
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SP7?
SPS

NWHD&WPDIR

Rescaled Distance Cluster Combine

5 10 15 20 25

- -— —t— -——— - -

] F_____

’.___.

B

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
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Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
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VRO N®&Y

Rescaled Distance Cluster Combine
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D

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
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Dendrogram using Average Linkage (Within Group)
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Dendrogram using Average Linkage {Within Group)

CASE
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G

SP12
SP13

WaSdh-dNY @D

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

Rescaled Distance Cluster Combine

g - 10 15 20 25

H

NWoDH&gY §

Dendrogram using Average Linkage (Within Group)

Rescaled Distance Cluster Combine

Dendograma de A.fumosoroseus usando los iniciadores OPA-02 (panel A), OPA-03 (panel B), OPA-04
(panel C), OPA-09 (panel D), OPA-11 (panel E), OPA-13 (panel F), OPA-18 (panel G), OPA-19 {(panel H).
Simbologia : SP 5 = SARL 76 ; SP 7 = SARL 114 ; SP 4 = SARL 115; SP 12 = 270/97 ; SP 13 = UAN-7 ;
SP 14 =Pfr. 612 ; SP 84 = M-84 ; SP 846 = M-846 ; SP 32 = M-32.
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Apéndice G
Cuantificacion de DNA (Medicion espectrofotométrica)

1. Colocar 1 ml de agua bidestilada en un tubo eppendorf de 1.5 ml, afadir 1pl de la muestra
y mezclar por inversion.

2. Colocar en la celda para UV 1 ml de agua bidestilada, para calibrar a cero el
espectrofotometro.

3. Realizar lecturas de las muestras a una absorbancia de 260 y 280 nm.
4. Para determinar la concentracion de DNA se realiza el siguiente calculo :
Factor de dilucion : Volumen total en la celda

Volumen de la muestra

Concentracion de DNA

(Factor de dilucion) (Factor de Conversion a ng/pl = 50) (Lectura a 260nm).

1 La concentracion de DNA estara dada en ng/ul , ¥ su calidad se determina dividiendo la
lectura a 260 nm entre la lectura a 280 nm. Un DNA de buena calidad debera dar un valor

entre 1.8 y 2.0.
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10.

Apéndice H

Electroforésis horizontal en geles de agarosa

Disolver la agarosa 1% (P'\) o 1.5% preparada en buffer TAE 1X en una plancha
térmica. Dejar enfriar a mids o menos 50 °C y verter el volumen apropiado para formar una
capa de 5 mm en el molde. Previamente el molde debe haberse montado segin las
especificaciones del fabricante. Colocar el peine para formar los pozos donde se colocan
las muestras, dejando un espacio de 1 mm entre el borde inferior del peine v la base del
molde. Dejar gelificar completamente la agarosa (alrededor de 20 min). Retirar el peine y
lavar los pozos con buffer TAE o agua bidestilada para eliminar restos de agarosa no
gelificada.

Colocar el gel con todo v su base en la camara de electroforésis horizontal (Hoetfer), y
llenar el deposito con el volumen de buffer TAE 1X necesario para cubrir el gel con un
exceso de aproximadamente | o 2 mm por encima del mismo.

Mezclar la cantidad de solucion de DNA que se desee observar con 0.2 volumenes de
buffer de carga. Usar la puntilla de la micropipeta para mezclar bien.

Depositar el volumen de DN A deseado en cada pozo, usando una micropipeta Pipetman.

Colocar la tapa de la camara v conectar los cables de los electrodos de tal forma que el
negativo quede atrds de las muestras y el positivo en el extremo opuesto. Conectar los
cables a la fuente de poder v dejar correr el gel a 100V hasta que el indicador azul de
bromofenol (azul mas intenso) llegue a % del gel (aprox. 45-60 min)

Apagar la fuente de poder y entonces retirar la tapa y sacar el gel con todo y su base.
Colocar el gel en una charola de plastico y agregar un volumen de brumuro de etidio
suficiente para cubrirlo completamente. El bromuro de etidio es un potente carcinégeno,
de aqui en delante el gel debe de manejarse con guantes de latex y con las precauciones
necesarias para evitar que entre en contacto directo con la piel. Dejar tefitr por 5 min.

Devolver el bromuro de etidio a su contenedor y lavar el gel con abundante agua corriente.

Agregar al gel un volumen de buffer TAE 1X, para eliminar el exceso de bromuro de
etidio, y abrillantar las bandas. Dejar el gel en esta solucion durante cinco minutos.

Colocar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta para observar el DNA que aparece

como bandas color anaranjado fosforescente. El DNA se desplaza mas lejos del polo
negativo conforme sea mas pequeiio 0 mas compacto.
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10.

11.

12.

Electroforésis en geles de poliacrilamida

Preparar ¢l molde para formar los geles de poliacrilamida segun las recomendaciones del
fabricante.

Preparar la acrilamida al 3.5%

Vaciar la poliacrilamida sin polimerizar al molde. colocar rapidamente el peine para
formar los pozos y esperar alrededor de 20 min para que se forme el gel.

Enjuagar el gel con agua bidestilada para eliminar el exceso de poliacrilamida que halla
quedado sin polimerizar.

Montar el molde con los geles en la camara de electroforésis, previamente llenar con
buffer TAE 1X.

Colocar 5ul de cada muestra en los pozos del gel.

Agregar buffer TAE 1X en el deposito superior de la camara y conectar los cables
alimentadores de corriente.

Correr la electroforésis a 50V hasta que el colorante de referencia llegue al borde inferior
del gel (alrededor de 2 h).

Sacar el gel del molde y colocarlo en una charola de plastico y agregar un volumen de
brumuro de etidio suficiente para cubrirlo completamente. El bromuro de etidio es un
potente carcindgeno, de aqui en delante el gel debe de manejarse con guantes de latex y

con las precauciones necesarias para evitar que entre en contacto directo con la piel. Dejar
tefiir por 5 min.

Devolver el bromuro de etidio a su contenedor y lavar el gel con abundante agua corriente.

Agregar al gel un volumen de buffer TAE 1X, para eliminar el exceso de bromuro de
etidio, y abrillantar las bandas. Dejar el gel en esta solucion durante cinco minutos.

Colocar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta para observar el DNA que aparece

como bandas color anaranjado fosforescente. El DNA se desplaza mas lejos del polo
negativo conforme sea mas pequefio 0 mas compacto.
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Apéndice I
Medios de cultivo y soluciones
I.1. Medios de cultivo

Nota : Todos los medios de cultivo se esterilizan en autoclave a 15 lb/pulg?
durante 20 min.

Caldo YPD
Extracto de Levadura 3.0¢g/1
Peptona de Caseina 10.0 g/l
Dextrosa 20.0 g/l
Agar YPD
Extracto de Levadura 3.0g/1
Peptona de Caseina 10.0 g/l
Dextrosa 20.0 g/l
Agar-agar 20.0 g/1

72



I. 2. Soluciones

Nota : Todas las soluciones se preparan con agua bidestilada en los volimenes indicados.
Los buffers Tris se ajustan a pH 8.0 y se filtran en membranas millipore de 0.45 pm al
igual que las soluciones marcadas con asterisco.

Buffer TAE 10X

Tris-base 48.4 g/
Acido Acético Glacial 57.1 ml
EDTA 0.5 M (pH 8.0) 100 ml

Buffer de Carga

Azul de Bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25%
Glicerol 30%

Persulfato de Amonio al 10%

Persulfato de Amonio 10 g
Agua bidestilada cbp 100 ml

Etanol al 70%

Etanol Absoluto 70 ml
Agua bidestilada 30 ml

Agarosa al 1%

Agarosa lg
Buffer TAE 1X cbp 100 ml
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Agarosa al 1.5%

Agarosa 1.5g
Buffer TAE 1X cbp 100 ml

Acrilamida-Bisacrilamida

30%*
Acrilamida 29 ¢
Bisacrilamida g
Agua bidestilada 100 ml

Buffer TE (pH 8.0)

Tris base 10mM
EDTA ImM

Buffer de extraccion

Tns-HCI (pH 8.5) 200mM
NaC(l 250mM
EDTA 25mM
SDS 0.5 %

Acetato de Sodio 3M (pH 5.2)

Acetato de Sodio 408.24 g/l
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