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Resumen

El anhelo de una menor dependencia de los plaguicidas quimicos alimenta el interés en medios
alternativos para el control de plagas, como el uso de patégenos de origen natural para el control
de plagas que son responsables de millones de muertes y pérdidas econémicas significativas en
todo el mundo. Beauveria, Metarhizium e Isaria son los hongos entomopatégenos (HE) o
patégenos de insectos mas ampliamente estudiados, tienen una amplia gama de objetivos que
abarcan la mayoria de los érdenes de insectos (Lepidoptera, Coleoptera, Himendpteros, Diptera y
otros) y algunos aracnidos (garrapatas y acaros) (Ruiz-Corral et al., 2013; Alatorre-Rosas, 2007).
La eficiencia en campo de estos HE se ve afecta principalmente por las condiciones climaticas a
las que se les expone (temperatura, humedad, radiacién ultravioleta), por lo que los avances
recientes se han enfocado en la ingenieria genética de estos hongos con el objetivo de aumentar
su virulencia y resistencia a factores abioticos (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Dado que los conidios
de estos HE son las unidades infectivas, se han utilizado estrategias para mejorar la produccion
de conidios, como la utilizacién de sistemas en cultivo solido, implementacién de texturizantés y,
en nuestro grupo de trabajo, se han implantado la modificacién atmosférica en la produccion de
conidios de HE, que ha mejorado la produccién de conidios y mantenido la calidad de los mismos
(Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Mufiz-Paredes et al, 2017).

En este proyecto se evaluo el efecto que tiene enriquecer con O la atmédsfera de cultivos en estado
sélido de Isaria javanica CHE-CNRCB303, Beauveria bassiana Tac-1.1 y Metarhizium robertsii
Xoch-8.1. Se encontrd que la produccién de conidios en cultivo sélido con 26% de O, (atmosfera
enriquecida) de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii fue mayor con respecto a la produccion
obtenida con 21% de O, (atmosfera normal). El efecto del tratamiento no afecto la calidad de los
conidios, pues en ambas condiciones experimentales no hubo diferencia significativa en la
germinacion de los conidios (P > 0.05). El efecto de la atm6sfera modificada sobre la viabilidad
de los conidios fue diferente para cada cepa: en el caso de I. javanica la viabilidad no se ve
afectada por efecto de los pulsos oxidantes (P > 0.05), se observo incremento en la viabilidad de
conidios de M. robertsii obtenidos en atmésfera oxidante (P < 0.05), mientras que en el caso de B.
bassiana los pulsos oxidantes mejoran la viabilidad de los conidios respecto a los conidios
obtenidos en atmésfera normal s6lo cuando estos se cosechan a las 192 h de cultivo (P < 0.05),
y no se observan diferencias significativas para esta cepa cuando los conidios se cosechan a las
144 h. En cuanto a la infectividad de los conidios, los conidios producidos con 26% de O; afecto el
tiempo en que alcanza el 50% de mortalidad (TLso) siendo mejor con 21% de Oz en las tres cepas

de HE (P < 0.05), pero la sobrevivencia final fue igual en ambos tratamientos (P > 0.05).



Es notable que la produccién de conidios de I. javanica cultivados en atmdésfera modificada
aumenté mas de un orden de magnitud sin alterar los pardmetros de calidad (germinacion,
viabilidad y infectividad ) con respecto a los conidios obtenidos bajo una atmésfera normal; por
estas razones se eligié a este hongo para estudiar la via de formaciéon de conidios de este
patégeno de insectos en condiciones con atmésfera normal y enriquecida en oxigeno, con el
objetivo de comprender las bases moleculares subyacentes al incremento en la produccion de
conidios observado cuando se les cultiva en estado sélido bajo una atmésfera oxidante, y lograr
mejorar la produccién de conidios ain mas. Para esto se realiz6 un analisis de los niveles de

expresion de genes reguladores de la conidiacion en . javanica.

Se identificaron los genes ortdlogas a los genes brlA y abaA (reportados como genes reguladores
de la conidiacion en Apergillus nidulans y en B. bassiana) en el genoma de |. javanica (porcentaje
de identidad de 81% y 76% respectivamente), y se determinaron sus niveles de expresion bajo
condiciones de atmésfera normal y atmoésfera enriquecida en oxigeno. Bajo condiciones de
atmosfera normal, los niveles de expresion de los genes brlA y abaA concuerdan con las etapas
de desarrollo de este HE: a las 68 h, cuando ya se observa abundancia de conidios (2.6x10’
conidios/gssi) en el medio, ya era alta la expresidn de brlA y abaA; a las 96 h de cultivo, donde ya
se observa mayor abundancia de conidios que de micelio, se encontré la maxima expresion de
brlA y abaA (cuatro veces mas que a las 68h en condiciones normales de O;); alas 144 h de
cultivo, en donde se observa la maxima produccion conidios en condiciones normales de O (2.
6x108 conidios/gssi), y a las 192 h, tiempo en el que ya esta reportado la presencia de conidi6foros
y conidios maduros en este HE (Castillo-Minjares, 2015), la expresion de estos genes comenzo a
descender (nivel de transcripcion relativa de 0.1). Por otro lado, cuando el HE se cultiva bajo una
atmasfera oxidante, se observd que los maximos niveles de expresion de los genes brlA y abaA
se desplazaron hasta las 144 h y la maxima produccion de conidios (2.4 6x10° conidios/gssi),
también se desplaz6 hasta las 192 h. Se encontré que los pulsos de oxigeno aplicados no
incrementaron la expresion de los genes reguladores de la conidiacién, dado que la expresion de
brlA disminuyo 13.4 veces y abaA se mantiene a los mismos niveles de expresion que los niveles
de expresion observados antes de aplicar los pulsos de oxigeno es decir a las 68 h (por lo que se
sugiere la activacion de un inhibidor de la conidiacién en respuesta al estrés), sin embargo si

podrian estar correlacionados con el aumento de la produccién como se presenta en este trabajo.
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1. Introduccidén

1.1 Control biolégico

A principios de 1970 surgi6 el concepto de manejo integrado de plagas (MIP), en respuesta
a la contaminacion del medio ambiente y a la afectacién de comunidades causadas por el
uso de los plaguicidas. De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), el MIP se define como las técnicas que ayudan a
combatir las plagas, disminuyendo el desarrollo de estas poblaciones, que son
econémicamente rentables y que a su vez no tengan repercusiones en la salud humana
ni el ambiente (Fischbein, 2013; Unlu-Levent et al., 2012). Una de las técnicas aprobadas
para el control de plagas es el control biologico (CB), que es una alternativa viable para
sustituir el uso de plaguicidas que estan ocasionando severos dafios al ambiente,
incluyendo la contaminacion del agua, suelo y aire, muerte de organismos benéficos, dafo
a los seres humanos y un nuevo problema que es el constante incremento de plagas

resistentes a estos plaguicidas quimicos (Hernandez-Antonio et al., 2011).

El CB se puede definir como el uso de organismos vivos (agentes de control biolégico)
gue se consideran enemigos naturales (patdgenos, parasitos, depredadores, etc.) de un
organismo plaga, con el objetivo de reducir la densidad de poblacién o el impacto de un
organismo plaga especifico, haciéndolo menos abundante o menos dafiino (Eilenberg et
al., 2001). El CB es una técnica eficiente para el control de plagas tanto a mediano como
a largo plazo y tiene un bajo riesgo ambiental, ademas de que no tiene ningun efecto
adverso sobre la salud humana. Los agentes de control biolégico son altamente
especificos a una plaga particular, la resistencia de las plagas al control biolégico es muy
rara y la relacion costo/beneficio es muy favorable; sin embargo, la eficiencia de estos
agentes de control biolégico depende de las propiedades bioldgicas y de la especificidad
hacia el insecto plaga, asi como también de las condiciones ambientales donde sean

implementados (Summy y French, 1988; Manley et al., 2001; Jiménez-Edgardo,2009).



Entre los agentes de control biologico mas utilizados para el control de plagas se
encuentran organismo como parasitos, depredadores y patdégenos del organismo plaga
gue se desea combatir (Alatorre-Rosas, 2007); hablando de organismo patégenos, se
tiene conocimiento de que existen alrededor de 2,000 especies de microorganismos
entomopatdgenos, entre los que se encuentran 750 especies de hongos (Candas y Bulla,
2003). La implementacion de estos microorganismos entomopatdégenos como agentes de
control biolégico es una estrategia valida para restaurar la biodiversidad funcional en
ecosistemas agricolas (Barrera, 2007). El presente trabajo estara enfocado en el estudio
de organismos patdgenos, especificamente en hongos patégenos de insectos o

entomopatégenos (HE).

1.2 Hongos entomopatégenos

El comercio mundial de productos agricolas se calcula en unos 100 mil millones de délares
al ano, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) (2015), y el 80%
de esta cifra son alimentos que suelen sufrir afectaciones por plagas o enfermedades de
las plantas. Tan solo en México se pierde el 37% de los alimentos que se producen en el
campo a causa de insectos, plagas, malezas y hongos, lo que se traduce en 10 millones
431 mil toneladas de alimentos desperdiciados al afio de acuerdo alo publicado por Matias
Correch responsable de la Division Crop Science de Bayer de México (Roci6-Méndez,
2016).

Los HE son una alternativa viable para regular plagas debido a que existe una gran
variedad de especies de insectos plaga de importancia econdmica, que son susceptibles
a infecciones por estos hongos. Algunos ejemplos de insectos de importancia econémica
en México que son susceptibles a HE son: la mosquita blanca, mosca de la fruta, picudo
del chile, pulgdn del algodon, picudo negro, gusano de la raiz del maiz, chicharritas y
chinches (Ruiz-Corral et al., 2013; Alatorre-Rosas, 2007). La implementacién de hongos
entomopatdgenos para el control de plagas no soélo ayudaria a reducir el uso de quimicos
para el control de plagas, si ho también reduciria el porcentaje de pérdidas de alimentos

que se tienen en nuestro pais.



Se han encontrado alrededor de 700 especies de hongos entomopatdégenos reunidas en
100 géneros. Solamente cerca de 12 especies o subespecies de los hongos se han
utilizado como ingredientes activos de micoinsecticidas (productos formulados con HE)
(Fariay Wraight, 2007; Carballo y Guharay, 2004; Muiiz-Paredes et al., 2017). De acuerdo
a Candas y Bulla (2003), los tres principales géneros de HE usados en la actualidad para
el control de insectos plagas son Beauveria, Metarhizium e Isaria. En la Tabla 1 se muestra
la clasificacion taxondmica de los hongos entomopatdégenos mas comercializados

pertenecientes a estos géneros los cuales son objeto de estudio de este trabajo.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de M. robertsii, |. javanica y B. bassiana de acuerdo al Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en ingles).

Division Clase Orden Familia Genero Especie
Ascomycota  Sordariomycetes  Hypocreales Clavicipitaceae Metarhizium robertsii

Ascomycota  Sordariomycetes  Hypocreales  Cordycipitaceae Isaria javanica

Ascomycota  Sordariomycetes  Hypocreales  Cordycipitaceae Beauveria bassiana

Los hongos entomopatdgenos, a diferencia de otros agentes entomopatdégenos, no
necesitan ser ingeridos por el insecto para ejercer su efecto insecticida (Pucheta-Diaz et
al., 2006). El proceso infectivo del hongo entomopatogeno (Figura 1) inicia cuando los
conidios entran en contacto con un insecto susceptible; cuando los conidios tienen las
condiciones climaticas (temperatura, humedad, radiacion ultravioleta) y nutricionales
adecuadas, asi como un hospedero susceptible de ser infectado, los conidios comienzan
su ciclo de desarrollo; en términos generales éste inicia con la adhesion de los conidios a
la cuticula de insecto para luego germinar y penetrar al interior del cuerpo del insecto;
posteriormente comienza la colonizacion y reproducciéon del HE, ademas de la produccion
de toxinas que provocan la muerte del insecto; finalmente, ocurre la liberacién de nuevos

conidios y se repite el ciclo (Tanada y Kaya, 1993; Thomas y Read, 2007).



El primer paso del ciclo de infeccion de los HE comienza con la adhesion de los conidios
a la cuticula del insecto plaga, mediada por interacciones hidrofébicas entre la superficie
del insecto y la pared celular de los conidios, esto se logra porque las paredes de los
conidios son &speras, gruesas y frecuentemente tienen presencia de proteinas
hidrofobinas, adhesinas y - glucanos (Wang y Leger, 2007; Ibrahim et al., 2002; Mufiiz-
Paredes, 2016). Se ha observado que cuando los conidios se producen utilizando cultivos
sélidos o bifasicos, estos presentan mayor hidrofobicidad (Holder et al., 2007; Lopez-
Perez et al., 2015). Las adhesinas se unen de forma especificas a la cuticula del insecto,
se ha visto que su eliminacién provoca una disminucion en la infectividad del conidio, por
lo que las adhesinas son consideradas como factores de virulencia (Wang y Leger, 2007,
Mufiz-Paredes, 2016).

Una vez que el conidio se ha adherido comienza el proceso de germinacion, que es el
crecimiento de un tubo germinativo sobre la superficie de la cuticula. La rapida
germinacion de los conidios puede ser una ventaja, ya que evita la exposicion del hongo
a ambientes que pueden ser adversos para €l y reduce la posibilidad de ser atacados por
el sistema inmune del el insecto (Tanada y Kaya, 1993; Humber, 2009). El proceso de
penetracion del tubo germinativo en el hospedero se da por la segregacion de una gran
variedad de enzimas liticas que debilitan la estructura de la cuticula, y se suman a la
presidbn mecanica ejercida por el extremo de una hifa invasiva que forma un botén de
penetracion (apresorio) que deforma la capa cuticular debido a la presién ejercida por el
tubulo germinativo. Entre las proteinas liticas que se han identificado se encuentran
esterasas, proteasas, quitinasas, lipasas y lipooxigenasas (Kershaw y Talbot 1998;
Monzon, 2001, Montesinos-Matias et al., 2011). Tanto la adhesién de los conidios a la
cuticula del insecto, como la germinacion del conidio pueden ser afectadas por factores

abioticos como la temperatura, la humedad y la luz solar (Ortiz-Urquiza et al., 2015).

Por ultimo viene la fase de colonizacion y reproduccién, en esta fase del ciclo las hifas se
hinchan y ramifican dentro del tejido del insecto hasta llegar al hemocele, donde se da la
colonizacion en forma de blastosporas que germinan y forman pequefias colonias; se da
la liberacion de toxinas lo que provoca la muerte del insecto (Garcia-Garcia et al., 2008).

El papel de las toxinas en el proceso de patogénesis es entre otros actuar como



inhibidores de las reacciones de defensa del hospedero (Lépez et al., 1994). Después de
muerto el insecto y al agotarse los nutrientes disponibles, los hongos emergen al exterior
a través de la cuticula y esporulan sobre el cadaver del insecto produciendo indculo para
infectar a otros insectos (Lomer et al., 2001).

Conidio S Ap resorio
Epicuticula ___—— ° B

Invasion de la cuticula

L....JLM

Fig 1. Proceso infectivo de los hongos entomopatdgenos (Zhao et al., 2016 modificada).

Intestino medio

El uso de hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico puede ser tan
prometedor como el uso de cualquier otro insecticida, incluso mejor ya que al ser
productos basados en organismos vivos, no contaminan el ambiente, tampoco producen
riesgo de intoxicaciones para los agricultores, ni a animales domésticos como lo hacen los
productos quimicos convencionales. Ademas los HE de control son especificos contra las
plagas y permiten obtener productos agricolas libres de residuos toxicos; finalmente, el
uso de HE para el control de plagas puede resultar menos costoso que el uso de agentes

guimicos, tanto para el pais como para los usuarios (Khan-Sehroon et al., 2012).



1.3 Produccién de conidios de hongos entomopatdégenos

Como se mencioné antes, el primer paso del ciclo de infeccidén de los HE es la adhesion
de sus unidades infectivas, los conidios, a la cuticula del insecto. La eficacia de la adhesién
de los conidios depende de sus caracteristicas fenotipicas y éstas a su vez estan
determinadas por las condiciones de produccion. Estas unidades infectivas pueden
producirse tanto en medio sélido como en medio liquido. Existen varios problemas
asociados con la produccion de conidios en medio liquido, incluyendo la baja resistencia
de éstos, los conidios, a temperaturas altas (factor abidtico importante), la sensibilidad a
los procesos de secado y la vida util corta, por estas razones los conidios de HE son
principalmente producidos en cultivo en medio solido (CMS) (Miranda-Hernandez et al.,
2017), en donde se han logrado obtener rendimientos maximos de 10° conidios por gramo
de sustrato seco (Holder et al., 2007; Lopez-Perez et al., 2015; Mufiz-Paredes et al.,
2017). La produccion de conidios en CMS presenta varias ventajas comparado con cultivo
en medio liquido; por ejemplo, el CMS tiene un bajo requerimiento de energia, se asemeja
a las condiciones de crecimiento natural de los HE, permite una alta recuperacion de
conidios, y los factores abidticos como temperatura, pH, oxigenacion son mas sencillos de
controlar, lo que favorece el crecimiento de estos organismos; otras ventajas son que en
el CMS no se requiere maquinaria compleja y ademas se reduce considerablemente el
riesgo de contaminacién ebido a que la actividad de agua es menor (con respecto al cultivo
liquido) (Pandey, 2003; Tunga et al., 1998; Ruiz-Leza et al., 2007).

El CMS implica el crecimiento de microorganismo sobre particulas de sustrato sélido que
actian como soporte y como fuente de carbono; el sustrato mas utilizado para la
produccion de conidios de HE ha sido el arroz, muchas veces combinado con otros
sustratos naturales para brindar el equilibrio nutricional que requieren los HE (Mitchell et
al., 2000; Bhargav et al., 2008; Jenkins et al., 1998). Sin embargo, también se han utilizado

algunos otros sustratos solidos como se muestran en la Tabla 2.



Tabla 2. Algunos sustratos sélidos que se utilizan para CMS.

Sustrato sélido Hongo Rendimiento de
entomopatégenos conidios
Salvado de trigo y paja de arroz 1.2 x10%0+* Kang et al., 2005
Arroz ) . 9.4 x 108 Jongjangklang et al., 2011
Residuos de papa y bagazo de Beauveria bassiana 1.0 x 100+ Dalla-Santa et al., 2004
cafa
Arroz precocido Metarhizium anisopliae 2.7 x 10% Angel-Cuapio, 2011
Arroz y avena 1.9 x 10 Gomez-Preciado, 2014
Arroz y avena Isaria javanica 2.6 x 10% Mufiiz-Paredes, 2016

*Conidios por gramo de sustrato seco inicial

**Conidios por gramo de sustrato hUmedo

En cuanto a la comercializacion la mayoria de los micoinsecticidas comercialmente

disponibles se basan principalmente en cuatro especies: M. anisopliae, B. bassiana, I.

fumosorosea y B. brongniartii (Faria y Wraight, 2007; Miranda-Hernandez et al., 2017). En

nuestro pais, es cada vez mas amplia la comercializacion y uso de bioinsecticidas basados

en hongos entomopatdégenos. En la Tabla 3 se enlistan algunos ejemplos de ellos.

Tabla 3. Hongos entomopatdgenos comercializados en México (Mufiz-Paredes et al, 2016;
Miranda-Hernandez et al., 2017)

Agente de control
biol6égico

Compaiia productora

Beauveria bassiana

Isaria fumosorosea
Lecanicillium sp.

Metarhizium
anisopliae
Mix B. bassiana, M.
anisopliae, 1.
fumosorosea

Nombre del Huéspedes
producto
Bea-Sin Lepidopteros
Pae-Sin Mosquita blanca
Verti-Sin Afididos, Thripidae
Fitosan-M Phyllophaga spp.
Tri-Sin Psilidos

Agrobionsa (Sinaloa)

Agrobionsa (Sinaloa)

Agrobionsa (Sinaloa)

Centro de Sanidad Vegetal de

Guanajuato
Agrobionsa (Sinaloa)




Actualmente la industria de biopesticidas (especie de plaguicida basada en el uso de
microorganismos o productos naturales) representa una fraccion muy pequefia del
mercado mundial de pesticidas, puesto que sélo el 2% de los cultivos globales utiliza
biopesticidas para el control de plagas. En México la baja comercializacion de
biopesticidas se debe al poco interés en el uso de productos biolégicos en lugar de
productos quimicos. Para incrementar el consumo de biopesticidas se requiere de mayor
investigacion cientifica que logre una oferta de productos biol6gicos mas eficientes en las
condiciones de uso y genere una alternativa real a la problemética del uso excesivo de
compuestos quimicos en la agricultura (McDougall, 2010; Miranda-Hernandez et al.,
2017).

1.4 Estrés oxidante

Cualquier organismo vivo requiere factores ambientales 6ptimos (pH, presion atmosférica,
radiacion, temperatura, osmolaridad, disponibilidad o no de oxigeno, entre otros) que
garanticen su crecimiento. Cuando se somete un organismo vivo a un estrés, es decir un
cambio pequefio o extremo en cualquiera de estos factores, pone en peligro su desarrollo
e incluso su supervivencia, esto es puede aumentar o disminuir la tasa de crecimiento
(Ruis y Schiiller, 1995).

Uno de los factores ambientales criticos para el desarrollo de los microorganismos es el
oxigeno, elemento presente en forma de dioxigeno (O2) al 21% en la atmosfera. En la
célula, el oxigeno entra por difusion y es reducido casi por completo a agua (H:20).
Mientras se mantiene un equilibrio entre la entrada de oxigeno y su reduccion, el estado
de crecimiento es estable; sin embargo, cuando la célula no puede reducir todo el oxigeno
intracelular se genera un estado hiperoxidante, provocado por un desequilibrio entre
agentes oxidantes y la capacidad de los organismos para eliminarlos, denominado estrés
oxidante (Hansberg, 2002). Bajo condiciones fisiolégicas normales, aproximadamente 1-
5% del oxigeno consumido por la mitocondria es convertido a aniones superoxido,

peroxido de hidrégeno y otras especies reactivas de oxigeno (ERO) (Breyer, 2011);



cuando se produce un incremento significativo en la cantidad de ERO o ROS (por sus
siglas en inglés) dentro de la célula, causado principalmente por un desbalance de la
capacidad antioxidante o por una deficiencia en los sistemas antioxidantes que controlan
los niveles de ERO, se genera un estado de estrés oxidante (Kim et al., 2009). Los
sistemas antioxidantes que controlan o evitan el dafio que provocan las ERO a la célula
pueden ser tanto enzimaticos como no enzimaticos. Dentro de los mecanismos
enzimaticos se encuentran la superéxido dismutasas (SOD) y las catalasas. En cuanto a
las respuestas no enzimaticas existen moléculas que secuestran a las ERO, tales como
algunos carotenoides (B-caroteno, licopeno), el acido ascorbico (vitamina C), manitol,
entre otros compuestos organicos (Aguirre et al., 2005; Kim et al., 2009).

Los hongos continuamente estan expuestos a un estrés oxidante en su entorno, dado que
la limitacion de nutrientes, toxinas quimicas, los cambios bruscos de temperatura, la
oxigenacion y su propio metabolismo causan un incremento de las condiciones oxidantes
gue aumentan las ERO (Aguirre et al., 2005); sin embargo la generacion de ERO no solo
esta asociada a dafio celular, sino que bajo ciertas concentraciones estas ERO funcionan
como sefalizadores de regulacion en diversos procesos celulares asociadas a la

diferenciacion, muerte y proliferacion (Beltran-Garcia et al., 2006; Bedard y Krause, 2007).

El efecto de las ERO ha sido muy estudiado en Neurospora crassa, en el cual se observo
gue al inicio de las diferentes fases de su desarrollo ocurren cambios en el estado redox
gue contribuye directamente en la germinacion de las esporas, la formacion del micelio
aéreo y de las estructuras reproductivas del hongo (Hansberg et al., 1993). En HE se ha
estudiado, desde el punto de vista de la biotecnologia, el efecto del estrés oxidante
ocasionado por las condiciones ricas en oxigeno y se ha asociado con el incremento en
la produccion, la germinacién, viabilidad, infectividad y algunos otros parametros de los
conidios, como resistencia a la temperatura. Por ejemplo, Miranda-Hernandez (2014)
encontré que “la atmésfera (enriquecida) con 26% O causo efectos en la calidad de los
hongos entomopatégenos”, en |. fumosorosea la atmdsfera enriquecida propicid un

incremento en la infectividad, resistencia a altas temperaturas, germinacién y resistencia



a condiciones de hiperosmolaridad, mientras que en M. anisopliae los conidios producidos
bajo atmdsfera enriquecida en oxigeno tuvieron mayor resistencia a altas temperaturas, y
los conidios de B. bassiana eran resistentes a condiciones de hiperosmolaridad e
hiperoxidantes. Garcia-Ortiz (2016) observé que el incremento en la concentracion de
oxigeno aplicado al cultivo de M. anisopliae “provocd cambios en el proteoma intracelular”
asociados con los cambios en la calidad de los conidios producidos, es decir que las
proteinas presentes en los conidios obtenidos con atmosfera enriquecida en oxigeno
fueron diferentes a las presentes en conidios cultivados bajo una atmésfera normal (21 %
02). Garza-Lépez et al 2012, también encontraron cambios en conidiacion y germinacion,
asi como estrés oxidante bajo condiciones hipo e hiperoxidantes.

1.5 Proceso de conidiacion

La esporulacion asexual es el modo de reproduccion mas comun de los hongos; el
proceso, esta perfectamente sincronizado y genéticamente programado, implica una
estrecha comunicacion intercelular, la regulacion temporal y espacial de la expresion
geénica, y la diferenciacion celular especializada (Adams et al., 1998; Ni et al., 2010). En el
proceso de esporulacion se producen esporas no-moviles llamados conidios o
conidiosporas, estas se forman desde el vértice del conidioforo a través de la mitosis
seguido de divisiones asimétricas. En el caso de Aspergillus nidulans (uno de los
organismos en los que se ha estudiado la esporulacion con mayor detalle) la formacion de
conidiéforos comienza con la ramificacion de las células de paredes gruesas del pie del
conidiéforo para formar un tallo aéreo, la punta del tallo comienza a hincharse, de manera
gue se forma una vesicula, luego en la superficie de esta vesicula se forman dos capas
de esterigmas (métulas y fialides), y por altimo en las fidlides se da una division mitotica
para generar cadenas de conidios, que luego experimentan un proceso de maduracion
como modificacién de la pared conidial (Figura 2) (Adams et al., 1998; Ebbole, 2010; Yu,
2010).
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K- ]— conidio maduro

'— conidio inmaduro
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| [ —— pie

Conidi6foro
Fig 2. Conidioforo de Aspergillus nidulans (Park y Yu, 2012).

La esporulacion asexual esté controlada por diversos reguladores que dirigen la expresion
de genes asociados con la formacion conidiéforo y la biogénesis de los conidios. Todo el
proceso de produccion de conidiéforos esta regulado genéticamente por multiples
activadores y represores que controlan la expresion coordinada de distintos conjuntos de
genes, necesarios para la progresion de cada etapa de la conidiacion (Yu, 2010; Park y
Yu, 2016); en A. nidulans se ha propuesto una via de regulacion central que coordina todo
el proceso de conidiacion (Yu, 2010; Ni et al., 2010; Alkhayyat et al., 2015), que contiene
tres elementos clave, los genes brlA, abaA y wetA que controlan la expresion génica de la
conidiacion y determinan el orden de activacion de genes durante la formacion de

conidiéforos y la maduracion de conidios.

El gen brlA se expresa especificamente durante la fase temprana de conidiaciéon y la
activacion de su transcripcion es un paso esencial para la formacion de conidioforos. Las
mutantes nulas de brlA forman estructuras en forma de pelos o cerdas que producen un
tallo alargado y no desarrollan vesiculas o cualquier otra estructura posterior, por esta
razon se les denominé “cepas bristle” (cerda, en espafiol) (Mahy Yu, 2006; Alkhayyat et
al., 2015). Por el contrario, la sobreexpresion del gen brlA en las células vegetativas
conduce al cese del crecimiento y la formacién de conidios viables directamente de las
puntas de las hifas, lo que sugiere que el producto génico de brlA es esencial para la
iniciacion de la formacion del tallo e hinchazén de la vesicula del conidiéforo (Yu et al.,

2010). Se ha demostrado que la expresion de brlA es necesaria y suficiente para inducir
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la conidiacion. La proteina BrlA contiene dos dominios de dedo de zinc; se localiza
principalmente en vesiculas y esterigma pero no en hifas o conidios, actia como un
activador transcripcional que controla los genes reguladores del desarrollo temprano (Yu
et al., 2010).

La expresion del gen abaA es un factor clave para diferenciacion y funcién de fialides, y
es activado por BrlA durante las etapas intermedias de desarrollo del conidi6foro después
de la diferenciacion de métulas. Un mutante nulo del gen abaA muestra un fenotipo
denominado “abacus” (abaco, en espafiol), de hecho la ausencia de abaA causa la
formacién de conidiéforos atipicos que tienen largas cadenas de células tipo cilindro sin
conidios. EI RNAm abaA se incrementa durante la fase media de desarrollo asexual y
desaparece después de la formacion de las fialides. AbaA contiene un dominio de unién
al ADN (ATTS/TEA) que regula la expresion de genes asociados con la fase tardia de la
conidiacion, incluyendo el gen wetA, por esta razon AbaA se considera un factor de
transcripcion (FT) de la fase tardia de la conidiacion (Clutterbuck, 1969; Sewall, 1990; Park
y Yu 2012).

La expresion del gen wetA es esencial para la finalizacion de la conidiacion, este gen es
inducido por AbaA en la fase media y tardia de la conidiacion y su ARNm se acumula en
conidios, lo que implica que wetA esté relacionado principalmente con la maduracion de
los conidios. La ausencia de wetA resulta en la formacion de los conidios sin pigmentos
con una pared celular defectuosa, un fenotipo denominado “wet-white”, ademas de que
los conidios tienen baja viabilidad y tolerancia al estrés, lo que sugiere que wetA
desempeiia un papel critico en la maduracion de éstos (Sewall, 1990; Park y Yu, 2016,
2012). Es importante destacar que las funciones especificas de BrlA, AbaA y WetA en la

conidiogénesis se conservan en muchos (si no todos) Aspergillus (Park y Yu, 2012).
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En resumen, la expresion de brlA en las células vegetativas causa la terminacion del
crecimiento vegetativo para dar comienzo con el proceso de conidiacion. El gen brlA es
activado por elementos de induccion temprana (“fluffy”) y codifica para un factor de
transcripcion (activador BrlA); las secuencias consenso (5'-(C/A)(G/A)AGGG(G/A) -3') de
los sitios de unién de este factor de transcripcion (FT), estan presentes en las regiones
promotoras de los genes abaA y wetA, lo que sugiere que BrlA directamente activa al gen
abaA, por lo que la expresion de abaA depende de la activacion de brlA (Adams et al.,
1998). Sin embargo, se piensa que abaA y wetA de alguna manera regulan negativamente
a brlA, puesto que en mutantes de AabaA o AwetA, el RNAm de brlA se acumula (Niy Yu
2007; Aguirre, 1993). La regulacién negativa de brlA podria implicar a la proteina velvet
VosA (proteina de terciopelo), un regulador multifuncional que es activado por AbaA y
una de sus funciones es la retroalimentacion negativa de brlA. EI FT AbaA se une a una
secuencia consenso (5-CATTCY-3') que tienen algunos genes reguladores de la
conidiacion en las regiones promotoras incluyendo wetA y brlA, por lo que se sugiere que
abaA induce la expresion de brlA en ciertos momentos de desarrollo; sin embargo, la
interaccion genética entre abaA y brlA sigue siendo compleja. La sobreexpresion de abaA
activa a la expresion de wetA y la sobre expresion de wetA no da lugar a la activacion de

brlA o conduce a una conidiacién precoz (Figura 3) (Yu, 2010, Fang et al., 2015).

VOSA
Activador — Conidiacion
fase temprana fase media fase tardia

Fig 3. Via de regulacion central de la conidiacion en A. nidulans, donde las flechas indican activacion, las

lineas con barras indican inhibicién y los circulos el producto proteico del gen.
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En B. bassiana se han estudiado los perfiles de transcripcion de esta via de regulacién
central (Fang et al., 2015), y se encontr6é que la sobreexpresion de brlA activa a abaA y
gue ambos genes se mantienen transcripcionalmente activos durante el desarrollo
asexual, de manera similar a lo observado para A. nidulans (Park y Yu, 2016, 2012); sin
embargo, wetA se activo junto con brlA, es decir durante la fase temprana de conidiacion,
lo que indica que la sobreexpresion de abaA no controla la activacion de wetA como ocurre
en A. nidulans. La compresion de los mecanismos de regulacidén genética de la conidiacion
en HE inspirara nuevos enfoques para el desarrollo de micoinsecticidas, logrando
productos de calidad basados en HE.

1.6 Cuantificacion de la expresion diferencial de genes

El control de la expresion genética es el mecanismo por el cual un organismo regula los
genes que se deben expresar en un momento dado, en respuesta a los requerimientos
del organismo y a los cambios en el medio ambiente a los que se debe enfrentar. Para
lograr esto existen varios mecanismos de regulacion que controlan la expresion genética
a diferentes niveles: desde la transcripcion de genes y la maduracion de los ARN
mensajeros, hasta la sintesis de proteinas y sus modificaciones postraduccionales. La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa y en tiempo real (QPCR por sus siglas
en inglés) se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas en las areas de la
microbiologia, la investigacion médica, la biotecnologia y las ciencias forenses para la
deteccion y cuantificacion de variaciones en la expresion genética, a nivel de transcripcion,

en respuesta a un estimulo dado (Reboucas-Emanuela et al., 2013).

La gPCR es una reaccién enzimatica in vitro que permite amplificar millones de veces una
secuencia especifica de ARN mensajero (ARN mensajero) o ADN complementario (ADNCc,
obtenido por retrotranscripcion de ARN mensajero, técnica que se le conoce como RT-
gPCR) durante varios ciclos repetidos, en los que la secuencia blanco o de interés se
copia eficientemente, y el nimero de copias de la secuencia especifica se puede detectar

y cuantificar mediante el uso de reporteros fluorescentes en la reaccion, debido a que la

14



fluorescencia emitida en cada ciclo es proporcional al nimero de copias de la secuencia
de interés (Mullis, 1990; Tamay et al., 2012). Por esta razén esta técnica permite evaluar
y comparar la expresion diferencial de genes de manera cuantitativa o semi-cuantitativa
bajo diferentes condiciones (Derveaux-Stefaan et al.,, 2009) y ha sido aplicada
ampliamente en el estudio de la expresion génica en hongos entomopatdégenos en
distintas fases de su ciclo de vida (como germinacién, conidiogénesis y patogénesis
(Carneiro-Leao et al,. 2011), en diversos medios de cultivo (Fang et al., 2015) y en la

respuesta al estrés oxidante (Garza-Lopez et al., 2015).

Por ejemplo, Garza-L6pez et al. (2015) midié mediante qPCR, la expresion los genes mpd
y bbrgsl, que estan implicados en las respuesta antioxidante y esporulacion de conidios
de B. bassiana, respectivamente. La respuesta antioxidante es una proteccion ante las
especies reactivas de oxigeno o ERO, que son una sefial de inicio de la esporulacion y
como todo organismo tienen una respuesta ante estas ERO, una es la formacion de
manitol que sirve como aceptor de electrones, el gen mpd codifica la manitol-1-P
deshidrogenasa enzima que participa en la biosintesis de manitol. EI gen bbrgsl codifica
para una proteina G que se encarga de la percepcidon de estimulos ambientales y esta
relacionada con la conidiacion de este HE; las proteinas G estan implicadas en una via de
sefalizacion que regula los genes relacionados con la conidiacion en hongos
filamentosos. La expresion de estos genes fue medida bajo distintas condiciones de
cultivo, una en cultivos incubados en atmosfera normal (21% Oy), y otras variando las
condiciones atmosféricas, con concentraciones de oxigeno superiores e inferiores al 21%
O2 (atmosfera normal), encontrando que la concentracion de manitol se correlaciond
positivamente con la expresion diferencial del gen mdp y esta correlacion fue mas fuerte
con atmésferas modificada, es decir, a mayor concentracion de O, mayor induccién del
gen mdp y por el contrario, la modificacion de la atmosfera afectd negativamente la
expresion del gen bbrgsl, lo que confirma una correlacion negativa entre la produccion de

conidios y la expresion del gen bbrgsl.
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Otra aplicacidn de esta técnica en HE, es el estudio que realizé Fang et al., (2015), donde
midieron la expresion de genes reguladores de la conidiacion (wetA, brlA, abaA y VosA)
en B. bassiana en diferentes medios de cultivo, utilizando gPCR. Carneiro-Leao et al.
(2011) utilizaron esta técnica para medir el nivel de expresién relativa del gen cag8 que
estd relacionado con la esporulacion de M. anisopliae, durante la germinacion,

conidiogénesis y patogénesis.

El objetivo de la qPCR es detectar y cuantificar las secuencias especificas de acidos
nucleicos amplificadas en cada ciclo mediante el uso de reporteros fluorescentes en la
reaccion; estos reporteros fluorescentes pueden ser moléculas intercalantes como el
SYBR Green, que tienen afinidad por el ADN (Acido desoxirribonucleico) de doble cadena
y que al ser oxidado generan una sefial fluorescente que se capta en cada ciclo de la
reaccion, siendo proporcional al nimero de copias de ADN de doble cadena obtenidas en
cada ciclo de la PCR. También se usan las sondas de oligonucleotidos etiquetados con
un reportero fluorescente y un quencher, (inhibidor de la fluorescencia del reportero a corta
distancia), que se encuentran en estrecha union mientras la sonda no hibride a su
secuencia blanco. Cuando se produce la hibridacion, ocurren cambios conformacionales
en el reportero y el quencher, lo cual permite que la actividad exonucleasa 5’-3’ de la Taq
polimerasa rompa esta union, logrando que la fluorescencia emitida por el reportero sea

liberada y capturada en los sensores del equipo (Tamay et al., 2012).

Una ventaja de usar sondas especificas como sondas Tagman para la deteccién de
productos amplificados es que permite amplificar simultaneamente en una Unica reaccion
de PCR diferentes secuencias de interés, dado que se pueden combinar varias sondas
cada una marcada con un reportero con espectro de fluorescencia diferente al de los
demas, lo que permite detectar paralelamente los niveles de expresion de diferentes
genes de interés en una sola reaccion; esto se conoce como multiplex gPCR y multiplex
RT-gPCR si se parte de ADNCc.
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2. Antecedentes

Los hongos entomopatdégenos mas utilizados y comercializados para el control de plagas
son M. anisopliae, B. bassiana e |. fumosorosea (Alatorre-Rosas, 2007; Muiiz-Paredes
et al., 2017). Se han estudiado y evaluado diversos medios de cultivo como superficial y
solido con el fin de incrementar la produccién y calidad de los conidios de los hongos
entomopatdégenos. En estos estudios ha destacado la implementacion de medios de
cultivo sélido como un sistema de produccién de conidios, que a pesar de la
heterogeneidad de los sustratos solidos, con la utilizacion de medios de cultivo sélido se
pueden obtener rendimientos competitivos de conidios que facilitan su aplicacion en
campo (Mitchell et al., 2000); por ejemplo, para B. bassiana cultivada sobre sustratos
solidos se han reportado valores maximos de produccién de alrededor de 10° conidios por
gramo de sustrato seco (Lopez-Pérez et al., 2015).

Las condiciones de estrés moderado también han sido objeto de estudio para la
produccion de conidios; en el afio 2010 se publicé el primer estudio cientifico en el que se
evalud la respuesta de un hongo entomopatdégeno a una atmoésfera rica en oxigeno
(Tlecuitl-Beristain et al., 2010). En él se reporté un mejora en la produccion de conidios de
M. anisopliae, al aumentar la concentracion de oxigeno (26% O2) en cultivo superficial,
esto comparado con la produccion de conidios de este mismo hongo en una atmdésfera
normal (21% O2), ademas este incremento en produccion de conidios no alteré los
parametros de calidad tales como la germinaciéon y la infectividad de los conidios.
Siguiendo con la implementacién de pulsos oxidantes, Miranda-Hernandez (2010), estudio
el efecto de pulsos de 26% Oz en la produccion y calidad de los conidios de cuatro hongos
entomopatdégenos en medio superficial de harina de avena, encontrando que para M.
anisopliae y uno de los aislados de |. fumosorosea ARSEF 3302, el tratamiento con 26%
de O propicié una mayor produccion de conidios respecto al tratamiento con atmosfera
normal mientras que B. bassiana y el otro aislado de I. fumosorosea CNRCBL1 tuvieron
rendimientos mas bajos en el tratamiento con atmdsfera enriquecida en oxigeno respecto

a la produccion con atmésfera normal.
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En una investigacién reciente por Mufiiz-Paredes (2016), se determind que la relacion
entre el volumen del biorreactor y la cantidad de sustrato sélido es un factor importante a
considerar, no sélo para cubrir la demanda de oxigeno y evitar alteraciones en los
rendimientos de conidios, sino para poder estimular la produccion de conidios de hongos
entomopatdégenos con pulsos de 26% O». Por lo anterior, para tener un efecto positivo en
los rendimientos de conidiacion en cultivos solidos, esta relacion entre sustrato y espacio
de cabeza considera una cantidad maxima de sustrato (48 mL de volumen por cada gramo
de sustrato seco inicial), lo cual se tomara en cuenta para el presente proyecto.

En cuanto a los hongos entomopatogenos, la base molecular de las alteraciones en la
produccion y calidad de conidios no es tan clara debido a los pocos estudios que se han
realizado. Los genes brlA, abaA y wetA se han propuestos como una via de regulacion
central que coordina la expresion de los genes involucrados en la formacién y maduracion
de conidios y determinan el orden de activacion de dichos genes durante la formacion de
conidiéforos en el hongo filamentoso A. nidulans (Park y Yu, 2012). Por otra parte Fang et
al., (2015) determinaron que wetA, brlA, abaA y la proteina VosA, son indispensables para
la formacion y maduracion de conidios de B. bassiana, ademas de que VosA y WetA estan
implicados en la calidad de conidios, por lo que el estudio del orden de activacion y los
niveles de expresion de todos estos genes podrian tener un impacto en la efectividad del

control bioldgico utilizando hongos filamentosos entomopatdégenos contra insectos plaga.
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3. Justificacion

El consumo indiscriminado de sustancias quimicas para el control de plagas representa
un riesgo para la salud humana y para el ambiente, debido a la contaminacion de suelos,
agua, sedimentos y aire (Hernandez-Antonio y Hansen-Anne, 2011). Ante esta
problematica, surge el desarrollo de programas de control biolégico con hongos
entomopatdégenos como B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea que, ademas de ser
amigables con el ambiente y no tener repercusiones en la salud del ser humano, resuelven
el creciente problema de la resistencia que han adquirido muchos insectos plaga a los

insecticidas quimicos.

Hasta ahora se tiene conocimiento de que los principales factores que afectan la
produccion y calidad de conidios de hongos entomopatdégenos son el tipo de sistema de
produccion, la oxigenacion y las variables de cultivo tales como la composicion del medio
de cultivo, contenido de humedad y pH de los sustratos (Rodriguez-Gémez et al., 2015:
Miranda-Hernandez et al., 2016). La mayor parte de estudios, donde se ha probado el
efecto positivo de los pulsos de oxigeno en la produccion o calidad de conidios, se han
realizado en cultivos superficiales usando medios con agar, aptos para la propagacion y
para la obtencion de cultivos semilla (Tlecuitl-Beristain et al., 2010; Miranda-Hernandez et
al., 2014), pero hay muy pocos estudios sobre el efecto de los pulsos oxidantes en la
produccion y calidad de conidios de HE en cultivo solido (cultivo mas utilizado para la
produccion de conidios a nivel industrial), y tampoco hay estudios dirigidos a la
identificacion de genes involucrados en dichos efectos y que podrian conducir al desarrollo
de procesos de optimizacion por mutagénesis dirigida de genes especificos (LOpez-Pérez
et al., 2015).

Por lo anterior, la importancia de este trabajo radica en generar conocimiento acerca del
efecto del estado oxidante sobre la produccién y calidad de conidios de hongos
entomopatdégenos obtenidos en cultivos solidos (donde se obtienen los conidios de hongos
entomopatdégenos para su formulacion y aplicacion en campo), asi como de los cambios
en los niveles de expresion de genes reguladores de la conidiacion. Los resultados

ayudaran al desarrollo de un proceso de produccién de conidios con la calidad requerida,
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que contribuir4 a que los hongos entomopatégenos, aislados y aclimatados a las zonas
agricolas de la Ciudad de México, se usen como agentes de control biolégico, y de esta

forma disminuir el uso excesivo de insecticidas quimicos.

4. Hipotesis

Los pulsos oxidantes (26% de O) aplicados al cultivo sélido de hongos
entomopatdégenos incrementan la produccion de conidios mediante el incremento en

los niveles de expresion de los genes reguladores de la conidiacion, brla, abaA y wetA.

5. Objetivos
5.1 0Objetivo general

Determinar el efecto del estado oxidante en la produccion y calidad de conidios de cepas
de hongos entomopatdgenos en cultivo solido, asi como los niveles de expresion de genes

involucrados en la regulacion de la conidiacion.

5.20bjetivos particulares

e Determinar el efecto de los pulsos oxidantes en cultivo sélido sobre la
produccién de conidios, usando distintas cepas de hongos entomopatégenos
aisladas de la Ciudad de México (CDMX).

e Evaluar el efecto de los pulsos oxidantes sobre la calidad de los conidios.

e Determinar las variaciones en los niveles de expresidn de genes reguladores de

la conidiacion.
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7. Metodologia

7.1Microorganismos

Las cepas utilizadas fueron B. bassiana Tac-1.1 aislada de cultivo de maiz en la
delegacion Tldhuac, CDMX, M. robertsii Xoch-8.1 obtenida de suelo de cultivo de maiz en
la delegacion Xochimilco, CDMX (Estefes Chavez, 2015) y por ultimo I. fumosorosea
CNRCBL1 perteneciente al Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico (CNRCB)
en Colima, México; cabe destacar que esta Ultima cepa fue recientemente identificada por
Gallou et al. (2016) como . javanica CHE-CNRCB303, y asi es como se presenta en este

trabajo.

7.2Conservacion de las cepas

Las cepas fueron sembradas en cajas Petri con Agar Dextrosa Sabouraud (ADS marca
Bioxon) a 28 £ 1°C, por 48 h con fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h (Garza-Lépez et
al., 2012; Montesinos-Matias, 2008). Pasado el tiempo de incubacidn se recortaron
colonias aisladas y se colocaron en cajas Petri con ADS durante 8 dias, a 28 = 1°C con
fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h. Una vez obtenido el crecimiento radial, se recortaron
trozos de agar de aproximadamente 5 mm?, los cuales se depositaron en viales de vidrio

con 4 mL de agua desionizada estéril y se almacenaron a 4°C (LOpez-Lastra et al., 2002).

7.3Propagacion de las cepas

Para cada experimento se utilizo un vial, al cual se le adicion6 0.5 mL de Tween al 0.05%,
este se agito en el vortex por 1 min y se tomé una alicuota de 250 pL para inocular 30 mL
de medio harina de avena contenido en un matraz de 250 mL (Harina de avena 33.3 g/L,
agar bacterioldgico 15 g/L (Bioxon) y peptona de carne (Bioxon) 10 g/L) (Tlecuitl-Beristain
et al., 2010). Posteriormente éstos se incubaron a 28 + 1°C, por 8 dias con fotoperiodo
luz-oscuridad de 12:12 h. Pasado el tiempo de incubacién se obtuvieron suspensiones de

conidios con una solucion estéril de Tween 80 al 0.05% (20 mL) y agitacién por 5 min.
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7.4 Cultivo soélido

La produccion en cultivo solido se hizo en botellas serologicas de 125 mL, a las cuales se
les coloco el sustrato sélido que fue una mezcla de 1.25 g de arroz precocido (marca Verde
Valle) y 1.25 g de avena (marca 1) y después esterilizadas a 121°C durante 15 min (Mufiiz-
Paredes, 2016). Por otra parte se preparé una suspension estandar de 1x107 conidios/mL
que equivale a 1x10° conidios por gramo de sustrato seco (conidios/gssi) a partir de las
obtenidas en las seccion anterior (Propagacion de las cepas); se tomaron alicuotas de 250
ML para inocular las botellas serologicas, por ultimo se ajusto la humedad al 40 % con
agua destilada y se colocaron tapones de algodon en las botellas y se incubaron durante
8 dias a 28° = 1°C con un fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 h (Garza-Lépez et al., 2012;
Mufiz-Paredes et al., 2016).

7.5Modificacion atmosférica

El procedimiento se realiz6 tal cual se menciono en el apartado de cultivo solido, con la
diferencia de que al tercer dia de incubacién de los cultivos en las botellas serolégicas con
el sustrato solido (arroz-avena), se sustituy6 el tapon de algodon por uno de goma para
poder modificar la atmosfera a 26% O». Posteriormente se colocaron dos agujas, una para
facilitar la salida de los gases y la segunda conectada al tanque que contenia la mezcla
de 26% de O (Praxair, México) y se administré esta muestra gaseosa a los cultivos con
flujo de 20 cm?/s durante 1 min (Garza-Lépez et al., 2012; Tlecuitl-Beristain et al., 2010).
Los recambios gaseosos se realizaron con intervalos de 12 h. Los cultivos se incubaron
durante 8 dias a 28° = 1°C con un fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 h (Mufiz-Paredes et
al., 2016).
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7.6 Producciéon de conidios

La medicion de la produccion de conidios en cultivos con 21% de O> y 26% de O2 se
realizé alas 68, 96, 144 y 192 h de incubacion. Se obtuvieron suspensiones de las botellas
serologicas con 20 mL de solucion Tween 80 al 0.05% con agitacion por 10 min,
posteriormente se hizo un filtrado con gasas (eliminacién del sustrato sélido), finalmente
se realizo el conteo de conidios en camara de Neubauer para determinar la concentracion

de conidios (conidios/mL) y la produccién de conidios/gssi (Mufiiz-Paredes et al., 2016).

7.7Pruebas de calidad de conidios

7.7.1 Germinacion

Se determino el porcentaje de germinacion a los conidios producidos bajo 21% O2 y 26%
O2 y cosechados a las 144 y 192 h de incubacion. Para esta prueba se utilizaron cajas
Petri que contenian 15 mL de 1.5% de Agar-Agua estéril (Samuels et al., 1989); se
inocularon con 100 pL de las suspensiones de conidios con una concentracién de 1x10°

conidios/mL, para después dejarlas en incubacién por 14 h a 28° + 1°C (Miranda-
Hernandez et al., 2014; Mufiz-Paredes et al., 2016 con modificaciones en la concentracion
de conidios). Se cortaron pequefios trozos de agar (2 cm?) y se realizé el conteo de al
menos 100 conidios para determinar el porcentaje de germinacion, considerando un
conidio germinado si la longitud del tubo germinal fue mayor que el didmetro de conidios
(Ibrahim et al., 2002).

7.7.2 Viabilidad

De igual forma la viabilidad de los conidios cosechados bajo 21% O: y 26% O, se
determind a las 144 y 192 h. Para esta prueba se utilizaron cajas Petri con Agar Dextrosa
Sabouraud adicionado con 0.5 g/L desoxicolato de sodio las cuales fueron inoculadas con
30 pL de las suspensiones de conidios con una concentracion 1x10* conidios/mL

(equivalente a 300 conidios) y después incubadas a 28 °C durante 72 h con fotoperiodos
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luz-oscuridad 12:12 h. Pasado el tiempo de incubacion se hizo el conteo de las unidades
formadoras de colonias (UFC) y el resultado se expres6 como % de viabilidad (Tlecuitl-
Beristain et al., 2010; Miranda-Hernandez, 2010).

7.7.3 Bioensayo

La prueba de infectividad se realiz6 con conidios obtenidos a las 144 h de cultivo,
ajustados en una suspensiéon de 5x107 conidios/mL. Para M. robertsii y B. bassiana se
utilizaron grupos de 12 larvas de Tenebrio molitor, para I. javanica grupos de 12 larvas de
Galleria mellonella. Cada grupo de larvas fue sumergido en 20 mL de las suspensiones
de conidios durante 15 s y depositadas en cajas Petri con alimento estéril, las cuales se
colocaron en una caja de plastico transparente con papel filtro himedo y estéril (camara
humeda) y se incubaron a 28°C con fotoperiodos luz-oscuridad 12:12 h. Como tratamiento
testigo, un grupo de larvas se sumergieron en Tween 80 al 0.05% (Mufiz-Paredes et al.,
2016). El porcentaje de sobrevivencia se registré cada 24 h durante 10 dias. Se corroboro
gue la muerte de la larva fuese ocasionada por la infeccion de los HE, colocando los
insectos muertos en otras cajas Petri e incubadas bajo las mismas condiciones (28°C con
foto periodos luz-oscuridad 12:12 h en camara de humedad), para promover el crecimiento
del HE y poder confirmar la muerte de las larvas por micosis. Por ultimo los resultados del
porcentaje de sobrevivencia con respecto al tiempo de infeccion en dias (d) se ajustaron

a un modelo de decaimiento exponencial:

Y = (100 — S)e k-t 4 §
Donde:

Y = sobrevivencia en el tiempo t (%)

k = tasa especifica de muerte (d?)

to = tiempo de retardo en el que ocurre la primera muerte (d)
S =sobrevivencia final (%)

A partir del modelo se estimaron parametros de calidad tales como: el tiempo en el que se
alcanza el 50% de mortalidad (TLso), la velocidad especifica de muerte (k) y el tiempo de

retardo de muerte (to) (Rodriguez-Gomez et al., 2009).



7.8 Andlisis de expresion diferencial

7.8.1 Busqueda in silico de genes reguladores de la conidiacion en
hongos

Se realiz6 un andlisis in silico para encontrar la secuencia de nucle6tidos de los genes
ortélogos a los genes wetA, brlA y abaA, reportados como genes reguladores de la
conidiacion en A. nidulans y en B.bassiana (Anexo 1) en el genoma |. javanica. Las
secuencias de las proteinas codificadas por los genes reguladores de la conidiacion en A.
nidulans y de B. bassiana se obtuvieron de la base de datos del Genebank, y se usaron
para identificar la secuencia de nucleétidos de los genes reguladores de la conidiacion en
l. javanica por medio del programa tBLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

7.8.2 Diseiio in silico de oligonucledétidos y sondas para multiplex
RT-qPCR

El disefio de los oligonucleétidos se realizé utilizando las herramientas en linea del
Genscript (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool)
(Anexo 2) y el disefio de las sondas para multiplex RT-qPCR se realizé utilizando las

herramientas de Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com) (Anexo 4).

7.8.3 Extraccion de ARN y Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Se realizo la extraccion de los conidios a partir de cultivos de HE cultivados con atmdsfera
normal y enriquecida a las 68, 96, 144 y 192 h, como se describe en el apartado de
determinacién de la produccién de conidios; una vez obtenidas las suspensiones se
centrifugaron a 8000 rpm por 15 min a -4°C y se desecho el sobrenadante. Posteriormente
la lisis del paquete de conidios se realiz6 con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino
y se procedio a la extraccion y purificacion del ARN con el RNeasy Plant Mini Kit (cat. #
74904, QIAGEN) de acuerdo al protocolo del fabricante.
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La integridad del ARN se corrobor6 mediante electroforesis en gel de agarosa (Aranda
Patrick et al., 2012). EI ADNc se sintetiz6 utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription
(cat. # 205310, QIAGEN), que comprende dos pasos principales: eliminacion del ADN
gendmico y transcripcion inversa. Se partio de una solucion de ARN de 500 ng/mL y se
siguid el protocolo del fabricante; una vez sintetizado el ADNc, se cuantificé su
concentracion y pureza en un equipo NanoDrop 2000 (Thermo ScientificTM) y se

almacend a -20°C para su posterior uso.

7.8.4 Multiplex RT-qPCR

La determinacion de la expresion diferencial de los genes brlA, abaA y wetA se hizo
mediante RT-gPCR multiplex, para esto se utilizd el kit comercial Rotor-Gene Multiplex
RT-PCR (cat. # 204772, QIAGEN); cabe mencionar que la cuantificacion de la expresion
de los genes en ambas condiciones experimentales fue relativa, utilizando como gen de
referencia (gen housekeeping) el de beta-tubulina (BTub), disefiado por Miranda-
Hernandez (2014). Los componentes de la reaccion de acuerdo al protocolo del fabricante

para una multiplex g°PCR de dos pasos, se muestran en la siguiente tabla (Tabla 4):

Tabla 4. Componente de cada reaccién de qPCR.

Componentes Volumen/Reaccién Concentracion
(uL) Final
Master Mix 12.5 1x
brlA 1.25
Mezcla de iniciadores/sonda abaA 1.25
WetA 1.25 1x iniciador-sonda*

Btub 1.25

ADNC 5 100 ng/reaccion
Agua (para un volumen final de 25pL) 2.5

*1x iniciadores-sonda esta mezcla consiste en: 10 uM iniciador sentido, 10 uM

iniciador antisentido y 2.5 uM sonda.
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La reaccién que sirvi6 como control negativo tenia todos los componentes de las
reacciones a excepcion de ADNC y como control positivo ADN gendémico en vez de
ADNc. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el equipo Rotor-Gene Q (Series
Software version 2.3.1 (Build 49), las condiciones de temperatura fueron las siguientes: la
etapa de activacién a 90°C por 5 min seguido de 40 ciclos de amplificacion que incluian
una desnaturalizacion 15 s a 95°C y una alineacién 15 s a 57°C, la deteccién de la
fluorescencia fue el canal verde (para brlA), amarillo (abaA), anaranjado (wetA) y rojo
(Btub). EIl nivel de transcripcion relativa (NTR) de cada gen se calcul6 a las 68, 96, 144 y
192 h de cultivo sélido, bajo condiciones normales y modificadas de oxigeno, usando el
método 224Ct (Livak, 2001).

El NTR de cada gen se estim6 como el nivel transcripcion del gen en cuestion al tiempo
de cosecha de los conidios con respecto al nivel de transcripcion del mismo gen en
conidios cosechados a las 68 h de cultivo para atmésfera normal (Figura 11b.1) y para

atmosfera modificada (Figura 11b.2).

7.9Analisis estadistico

La comparacion de medias de los datos obtenidos de produccion y calidad de conidios se
analizé mediante una prueba de t de Student, utilizando el programa SPSS 18.0 version
para Windows. El andlisis estadistico para el ajuste de los datos al modelo logistico y de
decaimiento exponencial fueron realizados en el programa SPSS 18.0; la comparacion de
los parametros obtenidos de los modelos se hizo en el programa SigmaPlot 12.5 utilizando
una t de Student, mientras que el analisis estadistico de los niveles expresion relativos se
analizé mediante un ANOVA y una t de Student utilizando el programa SPSS 18.0 version

para Windows. Cabe mencionar que todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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8. Resultados

8.1Produccién de conidios

Se midi6é la produccién de conidios de I. javanica, B. bassiana y M. robertsii con el
propésito de determina el efecto que tiene el incremento de la concentracion de oxigeno
en la atmosfera en este parametro. En la Figura 4a.1 se muestra los resultados obtenidos
de la produccién de conidios (conidios/gss;) de |. javanica a las 68, 96, 144 y 192 h de
cultivo bajo atmdsfera normal (21% de O2) y atmdsfera enriquecida en oxigeno (26% de
02). Para esta cepa se observé que a las 92 h la produccion de conidios fue notoria con
ambos tratamientos, sin embargo no hay una diferencia significativa (P > 0.05) en la
produccion de conidios en las dos condiciones experimentales. Se logré observar una
diferencia significativa en la produccion de conidios a las 144 horas de cultivo, en donde
el hongo cultivado en la atmésfera modificada incremento su produccion en 3.77 veces
respecto al hongo cultivado en atmosfera normal. Esta diferencia fue ain mas notoria a
las 192 h de cultivo, en donde la produccion de conidios con atmdésfera modificada (2.35
x 10° conidios/gssi) aumenté mas de un orden de magnitud con respecto a la atmosfera
normal (9.22 x 107 conidios/gssi). Por otra parte el maximo de produccion con 21% de O
y 26 % de O: fue a las 144 (2.56 x 108 conidios/gssi) y 192 h (2.35 x 10° conidios/gss))

respectivamente.

El aumento en la produccion de conidios cuando se enriquece la atmésfera con pulsos de
26% de O2 se observo de igual forma en B. bassiana (Figura 4a.2); la produccion a las
192 h fue 2.6 veces mayor con atmosfera modificada con respecto a la atmosfera normal,
sin embargo, no se logré observar diferencia significativa (P > 0.05). En cuanto a la
produccion de conidios de M. robertsii (Figura 4a.3), se observo una diferencia
significativa en la produccion a las 192 h de cultivo, siendo 2.6 veces mayor con 26 % de
O2; el maximo de produccion con atmoésfera normal y atmosfera modificada fue a las 144
h (1.36 x 10° conidios/gssi) y 192 h (1.89 x 10° conidios/gssi) respectivamente, la

productividad (conidios/gssih) en estos puntos maximos de
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Fig 4. a) Produccién de conidios por gramo de sustrato seco inicial (ggsi) de I. javanica (lj Fig. al), M. robertsii (Mr Fig. a2) y B. bassiana
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produccién con atmdsfera normal y modificada de esta cepa son de 9.5 x 10° conidios/gssi
h y 9.9 x 108 conidios/gss h respectivamente, lo que esta indicando que con el sistema
con atmésfera enriquecida la productividad es ligeramente superior (cuatro porciento) con
respecto a la atmosfera normal en M. robertsii.

En estos resultados de produccién de conidios se puede observar que enriquecer la
atmosfera con pulsos con 26% de Oz incrementd la produccion de las unidades infectivas
de estos hongos, pero la magnitud del incremento varia dependiendo de la cepa; es decir,
si comparamos los puntos maximos de produccién de estos hongos con atmésfera
enriquecida a las 192 h la produccion de conidios en |. javanica es 1.24 veces mayor con
respecto a la producciéon de M. robertsii y con respecto a la produccion de B. bassiana es

1.19 veces mayor como se puede ver en la Figura 4b.

8.2 Pruebas de calidad de conidios

8.2.1 Germinacion y viabilidad

Se realizaron las pruebas de germinacion (Figura 5) y viabilidad (Figura 6) para verificar
gue el aumento en la produccién de conidios de I. javanica, M. robertsii y B. bassiana que
se logro con los pulsos oxidantes, no altero la calidad de los conidios producidos, ademas
de evaluar la calidad de los conidios producidos sobre cultivo de sobre arroz y avena. Las
pruebas se evaluaron a las 144 y 192 h de cultivo (puntos maximos de produccion de
conidios con atmoésfera normal y atmosfera modificada respectivamente). En |. javanica la
germinacién observada en los conidios en ambos tratamientos es de alrededor del 93 %,
sin diferencias significativas (P > 0.05) entre ambas condiciones experimentales ni entre
ambos tiempos. El mismo efecto se observé en la viabilidad de conidios, donde la
viabilidad no se afect6 por los pulsos oxidantes en los dos tiempos ensayados (P > 0.05).
En B. bassiana se logré alcanzar un porcentaje de germinaciéon en ambos tiempos del
81% y una viabilidad, en conidios cosechados a las 144 h de cultivo, del 60%; sin embargo,
la viabilidad en conidios de B. bassiana disminuy6 a las 192 h, siendo mayor la de

conidios
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obtenidos bajo atmésfera modificada (53%) que la de los obtenidos bajo atmdsfera normal
(32%). En cuanto a M. robertsii (Figura 5,6), se obtuvieron resultados similares en cuanto
al porcentaje de germinacién, siendo con atmdésfera normal y modificada del 84 %. En el
caso de la viabilidad a las 144 h se observé una mejor viabilidad de los conidios obtenidos
con pulsos enriquecidos en esta cepa, alcanz6 (78% con atmdésfera modificada, contra
52% observado con atmosfera normal) logrando aumentar la viabilidad de los conidios un
26%, por efecto de los pulsos de oxigeno, mientras que la viabilidad de los conidios
cosechados a la 192 h la viabilidad comienza a disminuir, sin diferencia significativa en

ambas condiciones (P > 0.05).

Los pulsos oxidantes aumentaron la produccion de conidios en las tres especies de
hongos entomopatdgenos utilizados en este estudio, sin afectar negativamente la
germinacion y la viabilidad de éstos, e incluso en algunos casos el tratamiento con los
pulsos oxidantes mejoré este parametro de calidad, comparado con la atmdésfera normal.
La germinacion de los tres hongos no fue afectada por el tratamiento con los pulsos
enriquecidos. Por otra parte la viabilidad de los conidios de I. javanica y B. bassiana no se
ve afectada por los pulsos enriquecidos con O: a las 144 h, sin embargo, la viabilidad de
los conidios de B. bassiana disminuyo 48 h despues de aplicar los pulsos, mientras que la
viabilidad de los conidios de M. robertssi a las 144 h mejora con los pulsos enriquecidos y
a las 144 h no se encuentra diferencia significativa (P > 0.05) entre ambas condiciones
experimentales. Por estas razones, se consideré que los pulsos oxidantes tienen un mayor
efecto positivo en la produccién y calidad de conidios I. javanica en comparacion con M.

robertsii y B. bassiana.
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8.2.2 Bioensayo

Para saber si los conidios producidos en ambas condiciones son capaces de parasitar los
insertos plaga, se realizaron los bioensayos sobre larvas de Tenebrio molitor para M.
robertsii y B. bassiana, mientras que para |. javanica se utilizaron larvas de Galleria
mellonella. Esta prueba de calidad se realiz6 con conidios cosechados a las 144 h de
cultivo, tiempo en que la germinacion y viabilidad de conidios fue mayor. Los datos
experimentales de sobrevivencia de las larvas a lo largo del tiempo se ajustaron al modelo
de decaimiento exponencial, con el que se obtuvieron los siguientes parametros: tasa
especifica de muerte (k [d]), tiempo de retardo en el que ocurre la primera muerte (to [d]),
sobrevivencia final (St [%]) y el tiempo en el que se alcanza el 50% de mortalidad (TLso
[d]). Los perfiles de sobrevivencia de larvas se muestran en la Figura 7a y los ajustes de
los datos experimentales al modelo de decaimiento exponencial se presentan en la Figura
7b. Para cada curva se determind el coeficiente de determinaciéon (R?) como se muestra
enla Figura 7b.1, 2y 3, el cual en todos los ajustes fue mayor al 90 %, por lo que el ajuste
de los datos a este modelo describe adecuadamente el proceso de infectividad de estas

cepas de HE alo largo del tiempo y en relacidon a la concentracion de O en la atmdsfera.

Como se puede ver en la Tabla 5 no se observaron diferencias significativas (P > 0.05)
en to, y k entre tratamientos en ninguna de las cepas de HE. El t, promedio de los
tratamientos para el caso de I. javanica es de 1.9 d, para el caso de B. bassiana es de 3.1
d y para M. robertsii en promedio se requiere 2.5 d para que ocurra la primer muerte. La k
promedio de los tratamientos de |. javanica, B. bassiana y M. robertsii es de 0.2, 0.3y 0.3
d? respectivamente, mostrando que después de la infeccién todos los conidios fueron
capaces de matar a las larvas a una tasa menor a 0.3 d. Solo se encontr6 diferencia
significativa en la TLso (P < 0.05), obteniendo que los conidios cultivados bajo atmosfera
modificada para el caso de |. javanica, B. bassiana y M. robertsii requieren 2.33, 2.37 y
1.36 d mas para para matar el 50% de larvas con respecto a los conidios cultivados bajo
condiciones normales, pero aunque al TLso sea mayor con atmoésfera modificada, los

conidios cultivados bajo ambas condiciones tuvieron una Stigual a cero.
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Tabla 5. Parametros de infectividad de I. javanica, B. bassiana y M. robertssi, donde las letras minUsculas distintas representan

diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) entre tratamientos. La Sten las cepas y en ambos tratamientos fue cero.

Cepa Atmosfera t, (d) k(d!) TL,, (d)
L. javanica 21% de O, 1.41+043 a 0.18+0.08 a 534+0.39a
26% de 02 232+046 a 0.13+£0.02 a 7.67+£0.82b
B. bassiana 21% de 02 3.11+£0.16 a 0.34+0.09 a 5.18+0.13 a
26% de 02 301+£047 a 0.15+£0.14 a 755 £0.19b
M. robertsii 21% de 02 237+0.14a 0.35+0.78 a 436+0.13 a
26% de 02 263+027a 022+0.11a 5.72+040Db




8.3 Analisis de expresion diferencial

Para esta segunda etapa se eligi6 a |. javanica para realizar el andlisis de la expresion de
los genes brlA, abaA y wetA, reportados como genes reguladores de la conidiacién en A.
nidulans y en B. bassiana, dado que la produccién de conidios en atmésfera modificada
aumentd mas de un orden de magnitud en esta cepa, con respecto a la produccion
obtenida bajo atmdsfera normal (21% O- Figura 4b), sin afectar la calidad de los conidios.
Por ejemplo, la germinacion observada en los conidios de ambos tratamientos estuvo
alrededor del 93 % y la viabilidad de conidios, no se afectd por los pulsos oxidantes. En
cuanto al bioensayo con ambos tratamientos no se encontré diferencia significativa en la
sobrevivencia final sobre larvas de Galleria mellonella (Tabla 5). Por estas razones se
eligi6 a este hongo entomopatdgeno para esta segunda etapa y se buscaron en el genoma
de I. javanica a los genes ortélogos a los genes brlA, abaA y wetA utilizando como plantilla
de busqueda las secuencias ya reportadas en B. bassiana. Los resultados se presentan a

continuacion.

8.3.1 Busqueda in silico de genes reguladores de la conidiacion en
hongos

Los resultados de los tBlastn se muestran en la Figura 8, el cual permitié obtener las
secuencias de los genes brlA (Figura 8a), abaA (Figura 8b) y wetA (Figura 8c) de I.
javanica, utilizando como plantilla de busqueda las secuencias de los genes reguladores
de la conidiacion reportadas en B. bassiana (Fang et al., 2015). Como se muestra el valor
E en todos los casos es 0.0 (Fig 8) lo que nos indica que la probabilidad de que el
alineamiento entre la plantilla y la secuencia identificada ocurra al azar o por casualidad
es de 0.0; por otra parte el porcentaje de identidad para el caso de brlA es del 81%, es
decir que la proteina brlA tiene 365 aminoacidos de longitud, se pudo alinear el 96% de la
proteina con la secuencia identificada (Query cover), pero solo el 81% de la alineacion es

idéntico. Para el caso de abaA, la identidad fue del 76% y para wetA fue del 54%.
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Ident Accession

a) Max | Total |Query
score  score | cover | value '

Description

[) Isaria fumosorosea ARSEF 2679 Zinc finger. C2H2-typelintegrase, DNA-binding protein partial mRNA 586 586 96% 0.0 81% XM 0188528401

CER S (@Y Ident Accession

b) Description
score | score | cover | value '

) Isaria fumosorosea ARSEF 2679 transcription factor AbaA partial mRNA 1386 1386 100% 0.0 76% XM_018853014.1

Max | Total Query E

) Description Ident|  Accession
score | score | cover | value
[ lsaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRNA 548 548 100% 00 54% XM_018850497.1

Fig 8. Resultados de los tBlastn para los genes involucrados en la conidiacion. a) gen brlA, b)
gen abaA y c) gen wetA.

8.3.2 Diseiio de oligonucleotidos y sondas para multiplex RT-gPCR

Una vez identificadas las secuencias de los genes (brlA, abaA y wetA), se procedio a
realizar el disefio de los oligonucleétidos (como se mencion6 en el apartado de
metodologia). El disefio de cebadores o iniciadores y sondas es uno de los aspectos mas
importantes para realizar RT-gPCR multiplex, ya que los cebadores mal disefiados pueden
amplificar otros fragmentos de ADN o ADNc distintos a los buscados (amplificacion
inespecifica), mientras que las sondas con fluor6foros iguales no permitirian identificar la
expresion de diferentes genes. Los cebadores y sondas disefiados para los genes

involucrados en la conidiacién y para el gen de referencia se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Cebadores (Sentido y antisentido) y sondas (PROVE) para RT-gPCR multiplex.

Gen Oligo Secuencia (5°-3")
brlA | Sentido GAGACACAAGCAGACGTTCC
Antisentido | GCGGTGGTTGTTGAGATTGT

Sonda /56-FAM/CCGCAGAAC/ZEN/TCACACGAGAAACGGT/3IABKFQ/
abaA | Sentido AAGATGCCTTCGTCGACTCT

Antisentido | CCCATCTGCTCAATGCTGTC

Sonda /SHEX/CCTCACATG/ZEN/GGCCGCCGCAA/3IABKFQ/
wetA | Sentido AGTTTGACGACCCATTTGGC

Antisentido | TTGGCTGTAGTACCGCATCT

Sonda /5Cy3/TCCAACACACGCGCCGCCAC /3IAbRQSp/
ptub | Sentido GCTTCTGACCTCCGTAAC

Antisentido | TCCTCAACCTCCTTCATG

Sonda /5CyS/ACCTGACCTGCTCTGCCATT/3IAbRQSp/

*ZEN™es un inhibidor de fluorescencia (quencher) interno, acorta la distancia entre el colorante
y el inhibdor de fluorescencia del extremo 3", y en combinacion con este, proporciona un mayor

Dado que el disefio de los iniciadores y sondas es crucial para este proyecto se comprobo
su funcionalidad; se muestra en la Figura 9a el resultado de la electroforesis en gel de
agarosa de los productos amplificados de ADN, en los carriles 3, 4, 6 y 7 se observan
amplicones de menos de 250 pb que corresponden al tamafio del amplicon con los
cebadores del gen brlAy abaA, 103y 187 pb, respectivamente, y su control negativo (carril
2 y 5) que era la mezcla de todos los componentes de la reaccion excepto ADN. En la
Figura 9b se observa algo similar, bandas menores de 250 pb que corresponden al tamafio
del amplicon de los iniciadores del gen wetA y ptub, 104 y 100 pb, respectivamente, y sus

controles negativos en el carril 2 y 5, en estos controles no se observa bandas que es lo

grado de inactivacion y reduce el fondo inicial.

esperado ya que comprueba la funcionalidad de los iniciadores disefiados.
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Fig 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados.

8.3.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario (ADNc)

La calidad del ARN extraido de los conidios de I. javanica cultivados, con atmosfera normal
y enriguecida con oxigeno, alas 68, 96, 144 y 192 h, se evalué mediante electroforesis en
gel desnaturalizante de agarosa. Se observo la presencia de dos bandas distintas en todas
las muestras y en sus respectivos triplicados (Figura 10). La primer banda (banda superior)
corresponde a la subunidad grande del ribosoma 28S y la segunda banda (banda inferior)
corresponde la subunidad pequefia del ribosoma 18S, y no se observé barrido en ninguna

de las muestras, por lo que se logré extraer el ARN total y se confirmd su integridad.

68 h 96 h 144 h 192 h

21% de O, 21% de O, 26% de O2  21% de O, 26% de O, 21% de O; 26% de O2

Fig 10.Electroferesis en geles desnaturalizantes de agarosa donde se muestra la integridad del
ARN purificado de la cepa I. javanica de las dos condiciones atmosféricas (21% de O,y 26% de O)
alas68h,96 h, 144 hy 192 h.

40



8.3.4 Multiplex RT-gPCR

La expresion relativa de los genes brlA'y abaA en |. javanica, evaluada en distintos puntos
a lo largo de 192 h de cultivo, en cultivo sélido con atmoésfera normal y atmésfera
modificada se muestran en la Figura 11a. Los niveles relativos de transcripcion (NRT) del
gen brlA?, en condiciones normales de oxigeno se muestra en la Figura 11b.1. Para este
gen se observo una maxima expresion relativa (cuatro veces mas que a las 68h, punto de
referencia antes de la aplicacion de los pulsos oxidantes) a las 96 h de cultivo; este tiempo
concuerda con el periodo de crecimiento de las hifas o tallos aéreos de esta cepa. Los
niveles de expresion relativa de brlA regresan al nivel (P > 0.05) a las 144 h de cultivo, y
continla descendiendo. Por otra parte, para estas mismas condiciones de cultivo, se
observé el NRT maximo de abaA? a las 96 h de cultivo y fue cuatro veces mas alta su
expresion que a las 68h (P < 0.05); posteriormente su expresion relativa desciende al nivel

observado a las 68 h de cultivo, y se mantiene relativamente constante hasta las 192 h.

En la figura 11a.1 se puede observar que la maxima producciéon de conidios de I. javanica
obtenidos en cultivo sélido se alcanza 48 h después del maximo nivel de expresion relativa
de los genes brlA y abaA, a ambas concentraciones de oxigeno en la atmosfera; sin
embargo, los maximos niveles de expresion de ambos genes se alcanzan a diferentes

tiempos dependiendo de la concentracion de oxigeno atmésferico durante el cultivo sélido.

1 Gen brlA que codifica para la proteina identificada como un activador trancripcional de los genes
reguladores del desarrollo temprano de la conidiacion en A. nidulans (BrlA), (Yu et al, 2010).

2 La activacion de los genes reguladores de la conidiaciéon es secuencial, después de la activacion
del gen brlA, que inicia la conidiacién, la proteina BrlA activa la transcripcién del gen abaA, justo
durante la fase media de desarrollo asexual, al menos en A. nidulans (Park 'y Yu 2012).
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En el caso de los conidios obtenidos bajo atmésfera normal, la méxima expresion de brlA
se observa a las 96 h (por lo tanto la méxima produccién de conidios se observa a las 144
h) y posteriormente decae hasta un minimo de 18.3 veces a las 192 h respecto a sus
niveles de expresion a las 68 h. El gen brlA tienen un perfil de expresion diferente en el
caso de los conidios obtenidos bajo atmosfera modificada; en la Figura 11b.2 se observa
gue la expresion de brlA decae 13.4 veces tan s6lo 28 h después de la aplicacién de los
primeros pulsos de oxigeno (96 h de cultivo), respecto a los niveles de expresion
observados para este gen a las 68 h. Posteriormente la expresién de brlA se incrementa
de nuevo hasta alcanzar niveles similares a los observados antes de la aplicacion de los
pulsos de oxigeno (alas 144 h), es decir una segunda activaciéon del gen (la primera ocurre
entre las 60 y las 68 horas de cultivo e induce la aparicién de los primeros conidios del
cultivo), y podria explicar el aumento en la produccion de conidios mas de un orden de
magnitud con respecto a la produccion con atmoésfera normal. Posteriormente la
transcripcion relativa de brlA se reduce a las 192 h (47% con respecto al control), pero,
durante la duracidn de estos experimentos, no se observa que disminuya hasta los niveles
minimos observados en los conidios obtenidos bajo atmdsfera normal (95% con respecto
al control, Figura 11b.1 vs Figurall b.2, 192 h), esto indica que la segunda activacion
de brlA no es tan intensa en magnitud, pero tiene mayor duracion que la activacion del

gen bajo condiciones de atmdsfera normal.

Respecto a la transcripcion del gen abaA, en nuestros experimentos no se observé la
expresion secuencial de brlA seguida de la activacion de abaA como han reportado (Fang
et al., 2015), sino que desde las 68 horas de cultivo (antes de la administracion de los
pulsos de oxigeno) ya se podia detectar la expresion de ambos genes y el perfil de
expresion. Al igual que ocurre con brlA la maxima expresion de abaA se obtine 48 h antes
del punto maximo de produccion de conidios en ambos tratamientos. Se puede observar
gue existe una correlacién en que a medida que se incrementan los niveles de expresion
de brlA, se incrementa la expresion de abaA (Figura 11b.1, 96 h y 11b.2, 144 h), sin
embargo, la expresiéon de abaA no cae a niveles minimos a las 192 h en conidios obtenidos
bajo 21% de O2>como ocurre en el caso de brlA, ni tampoco se inhibe por efecto agudo de

la aplicacion de pulsos con 26% de Ooz.
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Aun cuando el producto génico del gen wetA desempefia un papel critico en la maduracién
de conidios en A. Nidulans, no se presentan resultados de cambios en la expresion de
este gen, dado que en ninguna muestra de ADNc se logré la amplificacion del producto
de PCR utilizando los cebadores disefiados; sin embargo, si se obtuvieron amplicones de
este gen por PCR de punto final, cuando se usa como templado ADN genémico de |.
javanica CHE-CNRCB303 (Figura 9).

9. Discusion

El CMS es uno de los métodos mas usados para la produccion de conidios aéreos de
hongos entomopatdgenos, pues los conidios obtenidos de esta manera presentan una
mayor viabilidad e hidrofobicidad y tienen mayor termotolerancia en comparacién con los
obtenidos en cultivo liquido o cultivo superficial (Miranda- Hernandez et al., 2017; Mufiiz-
Paredes et al., 2016). Como se menciono, el sustrato solido mas utilizado para la
produccion de conidios de HE ha sido el arroz, por su equilibrio nutricional, costo, tamafio,
forma del grano y propiedades de hidratacion e integridad estructural, incluso después de
la colonizacién por hongos (Lopez-Pérez et al., 2015). Se ha utilizado el arroz combinado
con varios texturizantes para cambiar la porosidad del medio (Mufiz-Paredes, 2016;
Angel-Cuapio, 2011; Gémez-Preciado, 2014), con esto se evita que el sustrato se
compacte, se incrementa el area de contacto entre sustrato y el microorganismo, ademas

de facilitar la trasferencia de oxigeno y biéxido de carbono (Angel-Cuapio et al., 2015).
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Diversos investigadores han realizado pruebas para optimizar el sustrato sélido para el
cultivo de HE; por ejemplo, Taylor et al.,, (2013) determind que el porcentaje de
germinacion de conidios de B. bassiana es mucho mayor sobre arroz precocido que en
arroz no precocido (96% y 81% respectivamente) y la diferencia es mas significativa
despues de 8 semanas de almacenamiento, alcanzando un 96% de germinacién en arroz
precocido y 56% sobre arroz no precocido. Gomez-Preciado (2014) por su parte, demostro
gue al cultivar M. anisopliae sobre una mezcla arroz-avena incrementa la produccién de
conidios del HE, respecto a los sustratos por separado, pues la mezcla proporciona mejor
equilibrio nutricional para el hongo.

Mufiz-Paredes et al., (2016) utilizO como sustrato para la produccion de conidios de |.
javanica e I. fumosorosea una mezcla de arroz-avena obteniendo rendimientos de 108
conidios/ggsi. Algo similar se obtuvo en el presente trabajo en donde la utilizacion de la
mezcla arroz precocido-avena como sustrato solido permitidé obtener rendimientos
maximos, bajo condiciones normales, de 108 conidios/ggsi, y con atmésfera modificada los
rendimientos alcanzaron 10° conidios/ggsi, datos similares a los reportados (Dalla-Santa
et al., 2004; Kang et al., 2005; Arzumanov et al., 2005; Jongjangklang et al., 2011; Mufiiz
Paredes et al., 2016). Por otra parte, se ha reportado que la producciéon maxima de
conidios obtenidos por CMS se logra entre 7 y 21 d de cultivo para HE como Isaria,
Metarhizium o Beauveria (Arzumanov et al., 2005; Nufiez-Gaona et al., 2010; Miranda-
Hernandez et al., 2017); sin embargo, en este trabajo la produccién maxima de conidios
de I. javanica, M. robertsiiy B. bassiana bajo atmoésfera normal y modificada con 26% de
O2en cultivo solido a base de arroz y avena, se obtuvo entre los 6 (144h) y 8 d (192h) un
promedio de 7x108 conidios/gssi y 2x10° conidios/gssi respectivamente (atmoésfera
normal y modificada), estos resultados son similares a otros reportes (Garcia-Ortiz et al.,
2015; Santoro et al., 2014).

La mayor parte de los estudios para evaluar el efecto de los pulsos oxidantes en la
produccion y calidad de conidios se han realizado en cultivos superficiales (Rodriguez-

Gomez et al., 2009; Miranda-Hernandez et al., 2014; Suarez-Vergel, 2017). Por ejemplo,
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Miranda-Hernandez (2010) evalué el efecto que tiene enriquecer la atmoésfera con 26%
de O después de 60 horas de cultivo, con intercambio de la atmésfera cada 24 h, en
diferentes cepas de hongos entomopatégenos en cultivos superficiales. Este estudio
encontro que a las 204 h la produccion de conidios de I. fumosorosea CNRCBL (I. javanica
CHE-CNRCB303) con una atmésfera enriquecida disminuye 100% con respecto a la
misma cepa incubada en atmdsfera normal, algo similar obtuvo con B. bassiana 882.5, los
rendimientos de conidios fueron mas bajos con el tratamiento con atmésfera enriquecida
respecto a los producidos con atmosfera normal, estableciendo que “los hongos tienen
diferentes grados de tolerancia y mecanismos de respuesta distintos a tal condicién”
(Miranda-Hernandez, 2010).

Varios autores han realizado la comparacion de los rendimientos de conidios producidos
en CMS vy cultivo superficial, pero por lo general la composicion del medio de cultivo es
diferente entre los dos sistemas (Wyss et al. 2001; Jaronski y Jackson 2012). En el 2016
se publicé el primer estudio en el que compara la producciéon y calidad de unidades
infectivas de I. javanica y |. fumosorosea bajo diferentes concentraciones de O3
atmosférico utilizando el mismo sustrato en CMS y en cultivo superficial (Mufiz-Paredes
et al., 2016); En dicho trabajo se encontré que el efecto de los pulsos oxidantes sobre la
calidad de los conidios es distinto dependiendo del tipo de cultivo que se realiza; cuando
los pulsos de Oz se administran en cultivo superficial y en CMS la produccion de conidios
disminuyen en ambos sistemas pero en CMS sin embargo la conidiacion en CMS fue dos
ordenes de magnitud mas sensible a los pulsos oxidantes. En otro estudio Mufiz-Paredes,
2016 determind que el efecto positivo sobre la produccion de conidios en medio solido
ocurre siempre y cuando se considere una relacién entre la cantidad de sustrato y el
volumen del biorreactor que cubra la demanda de oxigeno del cultivo y evite alteraciones

en los rendimientos de biomasa y conidios.
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Considerando la bibliografia (Mufiiz-Paredes et al., 2016, 2016) en este trabaj6é se
considero le relacion entre el sustrato y el volumen del biorreactor para cubrir la demanda
de oxigeno del cultivo y se aplicaron pulsos de oxigeno al 26% cada 12 h, a partir de las
68 h de cultivo en estado sdélido. Observamos que en el caso de |. fumosorosea el
tratamiento favorecié la produccién de conidios; de hecho, la produccion de conidios
aumentd mas de un orden de magnitud con respecto a la atmosfera normal (192 h)
aumento que no habia obtenido Miranda-Hernandez (2010) con los pulsos enriquecidos
con O2 en este HE. El efecto de los pulsos oxidantes también incrementé la produccion
de conidios tanto de B. bassiana como de M. robertsii (2.6 veces mas conidios a las 192
horas), de manera mucho mas modesta que lo observado para |. javanica. Es importante
sefialar que el incremento en la produccion de conidios de M. robertsii por efecto del
cambio en la concentracion de O, encontrado en este trabajo es superior al incremento
en la conidiacion reportado en trabajos previos para la cepa Metarhizium lepidiotum CP-
Oax, bajo el mismo tratamiento de los pulsos oxidantes, (Miranda-Hernadez, 2010;
Tlecuitl-Beristain et al., 2010), en el que se reporta un incremento en la produccion de

conidios de hasta 1.75 veces y 100% mas con respecto a atmoésfera norma.

Castillo-Minjares (2015), introdujo el término “indice de conidiaciéon” (1) definido como el
cociente de la produccion de conidios en cierto tiempo entre la cantidad de inéculo por
unidad de volumen. Este | se considera un parametro que indica qué tan avanzado esta
un cultivo, y cuantifica el efecto favorable que tiene enriquecer la atmosfera con oxigeno
en la formacién de conidios; es decir, si comparamos el valor de | en los puntos maximos
de produccion de conidios (144 h para atmdésfera normal y 192 h para atmoésfera
modificada), con atmdsfera normal es de 26, 48 y 136, mientras que para atmosfera
modificada es de 235, 197 y 189, para |. javanica, B. bassiana y M. robertssi,
respectivamente. En otras palabras, dependiendo de la cepa, por cada conidio que se
inocula bajo atmosfera normal se producen hasta 136 conidios nuevos, mientras que en
los cultivados con atmosfera modificada se producen hasta 235 conidios por cada conidio

cultivado.
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El nivel de produccion de conidios, no es el Unico elemento esencial para la seleccion de
cepas de HE con potencial para el control biologico, otros factores como la germinacion,
viabilidad, e infectividad (pruebas de calidad de conidios) son igualmente importantes
(Goettel y Roberts, 1992; Jackson et al., 2010; Miranda-Hernandez et al., 2017). El objetivo
de realizar estas pruebas de calidad es predecir la eficacia de los HE cuando se aplican
en campo, por esta razon, estas pruebas juegan un papel importante en la evaluacion de
la calidad de los bioplaguicidas fungicos (Jenkins et al., 1998; Miranda-Hernandez et al.,
2017). Por eso se realizaron estas pruebas a los conidios producidos en cultivo solido,
corroborando que los pulsos enriquecidos no alteran a estas variables, en relacion a los
producidos con atmdsfera normal y lo ya reportado, dado que son paradmetros importes de

calidad relacionados con la eficacia de los HE en campo.

Como se menciond, la germinacion es la formacion de tubos germinativos y se puede
expresar en porcentaje, el cual es un estimador de qué tan rapido se produce un tubo
germinal, que permite que las hifas crecientes rompan la cuticula del huésped (insecto)
(Ortiz-Urquiza et al, 2015). Los conidios de los HE que tengan una germinacion rapida
tendran un mayor éxito que aquellos con tasas bajas de germinacion, puesto que estos
ultimos estan expuestos durante mas tiempo a cambios en las condiciones nutricionales
0 cambios de temperatura, es decir estan expuestos a factores que afectan la germinaciéon
(Ibrahim et al., 2002; Miranda-Hernandez et al., 2017). El valor recomendado por Jenkins
y Grzywacz (2000) para la prueba de germinacién es un valor mayor a 85%. Los resultados
de este trabajo muestran que la germinacion de los conidios de |. javanica fue del 93%
con pulsos de 26% y 21% de O, superando el valor recomendado de germinacion; por
otra parte, con ambos tratamientos se obtuvieron viabilidades de 67-73%, estos datos de
calidad de I. javanica son similares a los obtenidos por Mufiz-Paredes et al. (2016). La
viabilidad indica qué porcentaje de conidios son capaces de desarrollar unidades
formadoras de colonias, valor que debe mantenerse o mejorarse después de los
tratamientos aplicados. En el caso M. robertsii este porcentaje de viabilidad se mejoré con
los pulsos oxidantes, con valores recomendados para las formulaciones, algo similar ya
habia sido observado por Tlecuitl-Beristain et al. (2010), es decir que los pulsos no

modifican negativamente la viabilidad de los conidios de M. robertsii. En el caso de B.
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bassiana también tuvo una respuesta positiva a los pulsos en cultivo sélido, pero no tanto
como |. javanica y M. robertsii, corroborando que los hongos entomopatdgenos tienen
diferentes grados de tolerancia y mecanismos de respuesta a los pulsos oxidantes
(Miranda-Hernandez, 2010). Estas diferentes respuestas al estrés, como sefiala Mufiiz-
Paredes et al., (2016), también dependen del sistema de cultivo en el que crecen los HE.
Estos resultados muestran que los conidios producidos con este sistema tienen un
potencial prometedor para su eficiencia en campo, sin embargo, para corroborar esto se
requieren mas pruebas de calidad como hidrofobicidad, termotolerancia e infectividad

(bioensayo).

El bioensayo es una prueba de calidad que implica el uso de plagas vivas para determinar
la capacidad de biocontrol de los HE (Miranda-Hernandez et al., 2017), esta prueba es
importante dado que los HE durante el proceso de infeccion deben enfrentar la respuesta
inmune de los insectos como: ecdisis, el aumento de su temperatura (fiebre inducida), las
secreciones de las glandulas y la comunidad microbiana (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Por
ejemplo las chinches inhiben a M. anisopliae con secreciones glandulares de (E) -2-
hexenal y (E) -2-octenal (Ulrich et al., 2015). Algunas bacterias enddégenos como Bacillus
pumilus en la cuticula de Dalbulus maidis (la chicharrita), inhibe la germinacion de B.
bassiana (Toledo et al., 2011). A través de bioensayos se ha reportado un incremento en
la infectividad de las cepas de I. fumosorosea con pulsos oxidantes en cultivo superficial
(Miranda-Hernandez et al., 2014), sin embargo, estos resultados no se pudieron observar
en este estudio, ya que para todas la cepas no hubo diferencia en los parametros de
infectividad con atmosfera enriquecida y atmédsfera normal, incluyendo las variables como
to y k, de hecho se obtuvo con ambos tratamientos una sobrevivencia final igual a cero.
Por otra parte obtuvimos que el TLso con atmosfera enriquecida fue mayor con respecto a
la atmdsfera normal, estas diferencias podrian deberse a que probablemente a las 144 h
(tiempo en que se realizé el bioensayo) ya teniamos conidios maduros de |. javanica en el
tratamiento con atmdésfera normal, mientras que con atmdésfera modificada seguiamos en
la fase media de la conidiacién y aun asi la sobrevivencia final fue cero en ambos

tratamientos.
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Por lo tanto, la implementacion de los pulsos con 26% de Oz en un sistema de produccion
en cultivo sélido no solo aumentan la produccién de los conidios, sino ademas no afectan
la infectividad de estos, convirtiendo este sistema en un modelo base para el desarrollo
de un proceso de produccion a gran escala de conidios de HE que va tener gran eficacia

para el control biologico de plagas.

Entender el proceso de conidiogénesis (proceso primario para la reproduccion asexual)
en HE es importante para entender cémo estos hongos interactiian con su entorno para
regular su desarrollo, por lo que el estudio de los cambios en los niveles de expresion de
los genes de la via central de conidiacién (brlA, abaA y wetA) en HE, bajo condiciones de
estrés oxidante ayuda a comprender el incremento en la produccion de conidios; ademas,
permitiria generar nuevas estrategias biotecnoldgicas para mejorar aun mas la produccion

de conidios de HE utilizados para el control biologico de plagas.

Se a reportado que la via central de la conidiacion esta conservada en HE (Fang et al.,
2015; Zeng et al., 2017). Zeng et al., (2017) analizaron la expresion de los genes de la via
reguladora de la conidiacion (brlA, abaA y wetA) y a vosA a los 2, 3, 5y 8 dias de cultivo
superficial de M. robertsii. Estos autores encontraron que la expresion de los genes brlA,
wetA y vosA permanecié constante durante la conidiaciéon (no observaron diferencia
significativa (P > 0.05) con respecto a su expresion en el dia 2), mientras que la expresion
abaA se mantuvo por arriba de brlA, wetA y vosA, encontrando la maxima expresion de
abaA a los 3 dias, permaneciendo elevada a los 8 dias. Mientras que en en este estudio
se encontré algo muy similar, en donde los niveles de expresion de abaA, fueron
superiores a los niveles de expresion de brlA en Isaria javanica CHE-CNRCB303 con

ambos tratamientos.

Por otra parte Fang et al., (2015) al estudiar la transcripcion de brlA, abaA, wetA y vosA
en B. bassiana, en cultivo superficial en un periodo de 7 dias estandarizando los NTR con
respecto a la expresion en el dia 1, observaron que la expresion comenzd a ser notoria en
el dia 3 (aproximadamente 6 veces mas la expresion de brlA con respecto al dia 1); la
maximo expresion de brlA y abaA fue al 5 dia (20 veces mas su transcripcion con respecto

al dia 1). La maxima expresion de abaA en M. robertsii fue al 3 dia (Zeng et al., 2017);
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en ambos HE (M. robertsii y B. bassiana) la expresion de brlA en B. bassiana y abaA en
M. robertsii al 3 dia ya era notoria hasta 6 y 15 veces mas con respecto a la del dialy 2,
respectivamente (Fang et al., 2015; Zeng et al., 2017). En el caso de nuestro trabajo,
utilizamos la expresiéon de brlA y abaA a las 68 h (=3 dias) para establecer el valor de
normalizacion de los datos, aunque probablemente la expresién de estos genes ya era
alta se obtuvieron NRT solo de hasta 10 veces mas, en comparacion a los reportados de
hasta =40 y =17 NRT (Fang et al., 2015; Zeng et al., 2017).

Ademas en este trabajo se observd que la expresion de los genes brlA y abaA se
correlaciona con algunas fases de la conidiacion. Castillo-Minjares (2015) observo el
crecimiento de I. javanica en medié harina de avena en condiciones normales de O2 quien
encontro que en un periodo de 24-36 h hay formacion de micelio proveniente de la
germinacion de los conidios, ademas en este tiempo aparecen algunos brotes iniciales de
conidioforos. A las 48 h de cultivo ya hay conidios abundantes, pero en su mayoria
continua siendo micelio; a continuacion, de las 60 a las 156 h hay maxima abundancia de
conidios, ademas de formacion de conidioforos maduros con entre 4 y 6 fialides (Castillo-
Minjares, 2015). El inicio de la expresion de brlA y abaA concuerda con las fases de
desarrollo de esto HE (Castillo-Minjares, 2015), es decir que a las 60 h ya hay abundancia
de conidios y la expresion de brlA y abaA era alta; a las 96 h, en donde habia mayor
abundancia de conidios que micelio, se encontro la maxima expresion de brlA y abaA. A
las 144 y 192 h, lapso en el que ya habia conidioforos y conidios maduros, la expresion
de estos genes comenzO a descender. Este patron de formacion de conidios y perfil
trancripcional brlA y abaA, fue similar a lo observado en B. bassiana por Fang et al.,
(2015).

Mientras que con atmdésfera enriquecida se vié que el maximo de expresion de brlAy abaA
se retraso6 48 h, encontrandolo a las 144 h algo similar a lo reportado por Castillo-Minjares
(2015) al comparar micrografias de la produccion de conidios de |. javanica, en
condiciones atmosféricas normales y oxidantes, observé que en las condiciones
oxidantes se produjo un retardo en la conidiacion en esta cepa, esto también podria
atribuirse al desplazo de la expresién de brlA y abaA, en coincidencia con nuestros

resultados. Por otra parte se encontré en este estudio que la expresion relativa maxima
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de brlAy abaA (relativa a los niveles de expresion de estos genes a las 68h de cultivo) fue
significativamente menor en el tratamiento con 26% de O2 que los niveles de expresion

relativa cuando el HE se cultiva en atmésfera normal.

La baja expresion relativa maxima de brlA y abaA en condiciones ricas de oxigeno podria
deberse a que al inicio de los pulsos I. javanica tuvo que adaptarse al cambio de un entorno
con atmosfera normal a una atmdsfera enriquecida de O; este cambio pudo repercutir en
el metabolismo, probablemente desencadenando respuestas generales a estrés que
podria incluir la activacion de algun regulador negativo de la via de regulacion central de
la conidiacion. Hasta el momento se conocen tres reguladores negativos clave de la
conidiacion: SfgA, VosA y NsdD, estos dos ultimos regulan la via central de la conidiacion.
El factor de trascripcion VosA, cuya expresion se activa por AbaA, gobierna la maduracion
de las esporas y ejerce una regulacion por retroalimentacion negativa de brlA al unirse a
su promotor en A. nidulans (Yu, 2010, Li et al., 2015). La eliminacion del gen nsdD en la
represion de la conidiacion provoca una activacion mejorada y precoz de la conidiacion en
A. fumigatus y A. flavus. El factor de transcripcion NsdD tiene tres regiones de unién en el
promotor del gen brlA, lo que indica un papel represivo directo de NsdD en la conidiacion
(Lee M. etal., 2014). Lee M. et al., (2016) hicieron estudios genéticos combinatorios en A.
nidulans, encontrando que VosA y NsdD son los principales factores que reprimen la
expresion de brlA; en dicho estudio reportan que la cepa mutante AnsdD produjo 2.3 veces
mas conidios que la cepa parental, mientras que el mutante doble AnsdD AvosA produjo
una cantidad similar de conidios a la cepa parental (esto porque VOsA es un regulador
multifuncional que por un lado regula negativamente a brlA y por otro esta relacionado con
la regulacion positiva de la biosintesis de trehalosa y maduracién de conidios). Resultados
similares se observaron en A. flavus, con lo que sugieren que NsdD es un determinante
principal del numero de conidios que se producen en condiciones de cultivo sélido y que
la union de NsdD y VosA al promotor brlA da como resultado la represion total de brlA.
NsdD y VosA son proteinas altamente conservadas en varias especies de Aspergillus y
otros hongos como Penicillium, Coccidioides, Ajellomyces, and Fusarium y posiblemente
existan proteinas homologas de estos reguladores en HE, incluyendo I. javanica; es
probable que la atmdsfera rica en oxigeno estimulé la transcripcion, o la unién de alguno

de estos genes ortdlogos a las secuencias regulatorias de brlA, que inhibieron la expresion
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del gen durante las primeras horas después de los pulsos oxidante. La disminucién inicial
de la expresion del gen brlA causada por los pulsos oxidantes se refleja en que los niveles
de expresién del gen abaA no alcancen los maximos niveles de expresion observados en
el cultivo realizado bajo atmosfera normal, pues la transcripcion de abaA es activada por
la proteina BrlA. Sin embargo, es interesante destacar que aun cuando los niveles de
expresion de brlA si mostraron variaciones importantes durante el tiempo que se
monitored el cultivo, bajo condiciones de atmésfera enriquecida, los niveles de abaA no
disminuyeron en la misma magnitud, y se mantuvieron al menos al mismo nivel que lo

observado a las 68 h de cultivo.

Los niveles de transcripcion de brlA se incrementaron nuevamente a las 144 horas de
cultivo (76 horas después de iniciar los pulsos con 26% de oxigeno) y alcanzaron los
niveles de expresion observados a las 68 horas de cultivo (antes de los pulsos), y esta
segunda activacion del gen brlA podria ser la causa del incremento de un orden de
magnitud en la produccion de conidios observada bajo condiciones de atmdsfera rica en
oxigeno. La proteina BrlA es un factor trancripcional que esté involucrada en el desarrollo
inicial de conidiéforo y la formacion de la vesicula; BrlA activa la transcripcion de multiples
genes involucrados en la conidiacién, entre los cuales estan los genes abaA y wetA. AbaA
esta involucrado en la fase media del desarrollo del conidioforo, mientras que WetA esta
involucrado en la maduracién de los conidios y la sintesis de trehalosa. Es probable que
los pulsos oxidantes disminuyan la expresion de brlA, por lo que no se forman nuevas
hifas aéreas, tallos y vesiculas, pero los niveles de abaA se mantienen constantes a lo
largo del tiempo, por lo que podrian promover que la maduracion de los conidioforos
continle de manera normal y por lo tanto la produccién de conidios (de hecho, a las 96
horas la produccion de conidios es la misma bajo atmdésfera normal que bajo atmosfera
enriquecida en oxigeno); cuando a las 144 horas de cultivo se incrementan nuevamente
los niveles de brlA, la proteina resultante podria inducir la formacion de nuevas vesiculas
(y nuevos conidioforos) que al continuar con el proceso de diferenciacion producen el

incremento en la produccion de conidios observado.
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La secuencia del gen wetA ha sido identificada en B. bassiana y M. robertsii. En el caso
de B. bassiana se encontr6é que wetA se activa tan pronto como brlA pero se trascribe méas
abundantemente en los dias 3y 7 (Fang et al., 2015). En M. robertsii el ortélogo wetA
permanecio constante durante la conidiacion. Desafortunadamente, en nuestro caso no
logramos seguir las variaciones en los niveles de expresién de wetA debido a que no
obtuvimos amplificacion de la secuencia correspondiente utilizando los cebadores
disefiados a partir de los ADNcs aislados en ninguna de las condiciones experimentales y
a ningun tiempo; sin embargo, los mismos cebadores producen un amplicon del tamafo
esperado cuando se utiliza DNA genomico como molde. Existen varias posibles
explicaciones para estos resultados, las cuales requieren ser analizadas y probadas en
trabajos posteriores: podria ser que I. javanica tenga mas de un ortélogo de wetA, y que
el ortélogo a partir del cual se disefiaron los cebadores no sea el que esta involucrado en
la maduracion de los conidio; podria ser también que durante la maduracion del mRNA de
wetA, la region en la que se disefiaron los cebadores haya sido editada y ya no esté
presente en el transcrito maduro de wetA. Dada la importancia de la proteina WetA en la
maduracion de los conidios, es importante investigar estas dos alternativas en trabajos
posteriores, para evaluar la variacion en la expresion de este gen en respuesta a los pulsos
oxidantes. . Este trabajo proporciona una base para una compresiéon mas profunda de la

biologia de I. javanica, un HE con gran potencial para el control biologico de plagas.
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10. Conclusiones

Los pulsos con 26% de Oz aplicados en un cultivo sélido (cada 12 h) tuvieron un efecto
positivo en la produccién de conidios de 1. javanica, M. robertsii y B. bassiana sin modificar
los parametros de calidad como la germinacion y la viabilidad con respecto a los
producidos en una atmésfera normal (21% de O3).

En I. javanica, el efecto de los pulsos enriquecidos con 26% de O fue mas notorio en los

rendimientos de conidios, en comparacién con M. robertssi y B. bassiana.

l. javanica tiene secuencias homologas de los genes brlA y abaA, involucrados en la
formacion y maduracion de conidios de B. bassiana. Los pulsos oxidantes (26% de O»)
disminuyeron la expresion del gen brlA, mientras que la expresion de abaA se mantuvo
sin cambios, ademas se desplazo el punto maximo de expresion en comparacion con el
control (21% de Oz). Probablemente brlA tiene una regulacion negativa en respuesta al

posible estrés provocado por los pulsos oxidantes.

El perfil de la variacion de expresion de brlA y abaA concuerda con algunas etapas de
desarrollo de este HE y la produccién de conidios, estableciendo una correlacién entre los
niveles de expresion de los genes involucrados en la conidiacion y las observaciones del

desarrollo de conidios que se han presentado previamente.

Este estudio aporta un sistema de produccion de conidios de HE con la implementacién
de pulsos enriquecidos en oxigeno en cultivo solido, que favorece los rendimientos de
conidios a nivel laboratorio y que podria ser un modelo inicial para la produccién a gran
escala. Ademas contribuye al poco conocimiento de la via de formacién de conidios de
HE siendo el Unico trabajo hasta el momento en I. javanica en el que se confirmé que los
genes brlA y abaA estan involucrados en el incremento de la produccion de conidios,
conocimiento que da pauta a nuevas investigaciones para mejorar la produccion de

conidios de HE.
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11.

Perspectivas

Estos hallazgos podrian utilizarse para la optimizacién del proceso de produccion de

conidios en cultivo sélido, usando pulsos oxidantes de I. javanica, pero con cepas donde

se manipulen los genes brlA y abaA por mutaciones dirigidas. Ademas, para

complementar esta investigacion seria interesante:

Realizar pruebas de infectividad de estos HE en invernaderos o en cultivos y
corroborar su eficacia. Esto seria la primera etapa del disefio de escalamiento de
este proceso de produccion de conidios con pulsos oxidante en cultivo sélido.

Completar el perfil de transcripcion de los genes reguladores de la conidiacion
realizando el andlisis de la variacion de la expresion de estos genes alas 24 h,
120 h, 168 h y 216 h para determinar: si BrlA activa la transcripcion del gen abaA,
gue a su vez activa la transcripcion del gen wetA como sucede en A. nidulans.
Ademas de aclarar si la expresion maxima de brlAy abaA en atmdésfera modificada
es alas 144 o entre 144 y 192 h, y poder observar el final del perfil de trascripcion

de brlA como se vio con atmésfera normal.

Identificar los genes ortdlogos en I. fumosorosea, involucrados en la regulacion
negativa de la via central de la conidiacion, para analizar como varia su expresion
en atmdsfera rica en oxigeno y determinar si alguno de estos se activa en respuesta

al posible estrés provocado por los pulsos enriquecidos en oxigeno.

Explorar la posibilidad de detectar los niveles de expresién de wetA utilizando otros
cebadores, asi como de que existan otros genes ortélogos al gen wetA en I.

javanica.
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Anexo 1
Busqueda in silico de genes reguladores de la conidiacion en hongos

En la Tabla Al1.1 se muestra en nimero de acceso del Genebank de las secuencias de
los genes brlA, abaA y wetA de Aspergillus nidulans, asi como el numero de acceso del
Genebank de las secuencias de estos genes reportadas en Beauveria bassiana, es decir
las secuencias que fueron ortélogas a las secuencias de los genes reguladores de la

conidiaciéon en A. nidulans.

Tabla A1.1. Namero de acceso del Genebank de los genes reguladores de la conidiacion

Numero de acceso del Genebank

Gen brlA abaA wetA Ref.
Organismo

Aspergillus nidulans | AAA33300.1 AAA33330.1 AAA33330.1 | Adams,T.H et al. 1998; Marshall
y Timberlake ,1991

Beauveria bassiana | KGQ06299.1 KGQ12051.1 J5JPY5.1 Li Q. et al., 2012; Xiao et al.,
2012
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Anexo 2

Disefio in silico de oligonucleétidos y sondas para multiplex RT-qPCR

Como se mencioné el disefio de los oligonucledtidos se realizo utilizando la pagina

Genscript, en la Tabla A2.1 se muestran los oligonucleétidos que se eligieron porque

producen un amplicon no mayor a 200 pb, esto porque productos mas largos no se

amplifican tan eficientemente; el tamafio de los oligonucleétidos fue entre 18 y 25 pb por

lo que tenian temperaturas de alineacién similares, ademas de que su porcentaje de GC

y AT no era mayor al 50%. Se cuido también de que, las Tm de los cebadores y sondas

de los diferentes genes son similares lo que nos permitiria amplificar simultaneamente los

diferentes genes, son muy especificos (Anexo 3, Figura A3.1) y por dltimo no son

complementario ni autocomplementarios aspecto importante dado que no se formaron

dimeros de cebador o sondas (Anexo 3, Figura A3.2) (Tamay de Dios et al., 2013;
QIAGEN).

Tabla A2.1 Oligonucleétidos y sondas para multiplex RT-qPCR.

Gen | Tamaiio Oligo Secuencia (5°-3) Tm | Tamafio
del (°C) (b)
amplicon

brlA | 103 pb Sendido | GAGACACAAGCAGACGTTCC 56 |20
Antisentido | GCGGTGGTTGTTGAGATTGT 56 |20
Sonda CCGCAGAACTCACACGAGAAACGGT | 64 |25

abaA | 187 pb Sendido | AAGATGCCTTCGTCGACTCT 56 |20
Antisentido | CCCATCTGCTCAATGCTGTC 56 |20
Sonda CCTCACATGGGCCGCCGCAA 65 |20

wetA | 104 pb Sendido | AGTTTGACGACCCATTTGGC 56 |20
Antisentido | TTGGCTGTAGTACCGCATCT 56 |20
Sonda TCCAACACACGCGCCGCCAC 66 |20
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Anexo 3

Especificidad y Complementariedad de oligonucledtidos y sondas

Con ayuda del programa BLAST se corroboré que los cebadores y sondas fueran muy
especificos de los diferentes genes, en todos los caso se obtuvieron porcentajes de
identidad del 100% (Figura A3.1) y para corroborar la complementariedad se utilizo el

programa DNAMAN (Figura A3.2)

Fig. A3.1 Especificidad de cebadores y sondas de los genes brlA Fig | (Sentido a, Antisentido b y
Sonda c), abaA 1l (Sentido a, Antisentido b y Sonda c) y wetA Il (Sentido a, Antisentido b y Sonda

C).
ey Max | Total Quel E
a Description i Ident
score score cover value
I\saria fumosorosea ARSEF 2679 Zinc finger. C2H2-typefintegrase. DNA-binding protein partial mRMA 601 601 100% fe-07 100%'
saria fumosorosea ARSEF 2679 ubiquitin conjuaation factor E4 partial mRNA 263 263 52% 21 100%
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 myosin-5 partial mENA 263 446 5% 21 100%
Isaria fumosocrosea ARSEF 2679 Zinc finger, C2H2-typefintegrase, DNA-binding protein partial mRNA
Sequence ID: XM_018852840.1 Length: 1113 Number of Matches: 1
Range 1: 864 to 883 GenBank Graphics
Score Expect Identities Caps Strand
40.1 bits(20) 0.24 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
i
Sbjct 864 GAGACACAAGCAGACGTTCC 883
b Description Max | Total | Query| F Ident
score score | cover  value
!Isaria fumosorosea ARSEF 2679 Zincfinger, C2H2-tvpefintearase, DNA-binding protein partial mRNA 40.1 401 100% 0.24 WUU”AI
Trichoderma reesei GiMGa chromosome VII. complete sequence 36.2 644 100% 3.8 100%
PREDICTED: Paralichthys olivaceus rho GTPase-activating protein 32-like (LOGC109630294). transcript variant X2, mRNA 362 362 90% 38 100%
Isaria fumoscrosea ARSEF 2679 Zinc finger, C2H2-typefintegrase, DNA-binding protein partial mRNA
sequence ID: XM_018852840.1 Length: 1113 Number of Matches: 1
Range 1: 947 to 966 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 9e-05 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus
o it ity
Sbict 966 GLGGTGGTTGTTGAGATTGT 947
hart Max | Total Quel E
Description o Ident
. score | score cover value
I Isaria fumosorosea ARSEF 2679 Zinc finger. C2H2-typefintegrase. DNA-hinding protein partial mANA 501 50.1 100% 1e-07 1[][]%'
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 ubiguitin conjugation factor E4 partial mRNA 26.3 263 82% 21 100%
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 myosin-5 partial mRMA 26.3 446 5% 21 100%

Isaria fumosorosea ARSEF 2679 Zinc finger, C2H2-typefintegrase, DNA-binding protein partial mMRNA
Sequence ID: XM_018852840.1 Length: 1113 Number of Matches: 1

Range 1: 899 to 923 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps strand
50.1 bits(25) 1e-07 25/25(100%) 0/25(0%) Plus/Minus

Query 1 CCOCAGAACTCACACGAGAAACGET 25

Sbjct 923 CCGCAGRACTCACACGAGAAACGGT 829
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In)

pur Max | Total Query E
a Descripfion v Ident
sCOTE Score cover | value
Ilsanahmaso' ARSEF 2670 transeriction factor AbaA (ISF 00412} partial mANA 401 585 100% 9e-05 100%
Izzria fymosoroses ARSEF 2878 Xas-Fio dipeptdase [13F 03013), partial mENA 302 302 75% 0085 100%
lzria fumoser RSEF 2870 Zinc finger, C2H2-lke protein 137 09748) parial mRNA 282 466 T0% 034 100%
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 transcription factor AbaA (ISF_09412), partial mRNA
Sequence [D: XM 0188530141 Length: 2736 Mumber of Matches: 2
Range 1: 467 to 486 GenBank Grashics ¥ MNext Match
Seore Expect Tdentities Gaps Strand
40.1 bits{20) Se-05 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
Query 1 BAGATGCCTTEGTOGACTET 28
Stjet 467 &CL}GC%HCC'}!G&!"T!V ARG
b Description hax]) Tobal | Query | [SE Ident
SCOTE SCOME | cover | value
I aria fumosoroses ARSEF 2879 transerintion factor AbzA [ISF 00417), partial mAMA 401 404 100% 9e-05 IUU%I
Iszria fumosoroz=a ARSEF 2378 Ras guanine ruclzetide exchangs factar (|SF 07510}, parte| mRNA 302 302 T75% 0085 100%
Iezria fumesarozea ARSEF 2670 =be transporter (ISF_07126), cartial mRNA 282 665 100% 034 94%
Isaria fumosorosea ARSEF 2670 transcripfion factor AbaA (ISF_00412), partial mRNA
Sequence ID: XM 0188530141 Length: 2736 Number of Matches: 1
Range 1: 634 to 653 Gerlak Gachics
Score Expect Tdentities Gaps Strand
40.1 bits(20) Se-05 20/20(100%) 0/20{0%) Blus/Minus
Query 1 CCCATCTGCTCAATGCTGTC 28
sujct 653 LA, o
- Max | Tolal | Qi E
Description | et Ident
L SCOTE | SCOME | cover  valug
401 401 100% 9e-05 IDD%I
322 322 80% 0.021 100%
Izzria famosorozsa ARSEF 2378 hycothetical protein {157 008841, cartiz| mANA 282 282 T0% 034 100%

Isaria fumosorosea ARSEF 2679 transcription factor AbaA (ISF_09412), partial mRMA
Sequence ID: XM _018853014.1 Length: 2736 Number of Matches: 1

Range 1: 499 to 518 CerBark Grachics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 hits(20) Se-05 20/20{100%) 0/20(0%) Plus/Plus
Query 1 CCTCACATGGGOCGOCGCAS 28
) Sbjet 493 CCTéJ‘lCA'IVUaGCé’LCCé’lLA 518
. Max | Total | Quel E
Description v Ident
a score | score | cover | value
I Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRNA 401 401 100% 9e-05 100% I
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRNA 302 302 75% 0.085 100%
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRNA 282 466 T5% 0.34 100%
|saria fumoscrosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mMRNA
Sequence ID: XIM_018850497.1 Length: 1842 Wumber of Matches: 1
Range 1: 836 to 855 GenBank Graphics
Score Expect Tdentities Gaps Strand
40.1 bits(20) 9e-05 20/20{100%) 0/20{0%) Plus/Plus
e AT 2
Sbjct 836 AGTTTGACGACCCATTTGGC 855
et Max | Total  Cuel E
b Description 4 Ident
score score cover | value
Ilsar\afumosoroseaARSEF 2679 hypothetical protein partial mRMNA 401 401 100% 9e-05 10[]%'
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRMA 263 263 65% 13 100%
Isaria fumosorosea ARSEF 2679 abc transporter partial mRNA 263 263 65% 13 100%

Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein partial mRNA
Sequence ID: XM_018850497.1 Length: 1842 Number of Matches: 1

Range 1: 920 to 939 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20} 9e-05 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus
oo T

Sojct 939 TTGGCTGTAGTACCGLATCT 929
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Description

Max | Total Query| E

Ident
SCOr8 | Score | cover | value

Tl protEm (Ter enhe] MAlA

T T T00% Gen

.2
302 302 75% 0085 100%

143 oo UlGy

Isaria fumosorosea ARSEF 2679 hypothetical protein (1SF_06893), partial mRMNA
Sequence ID: XM 0135504971 Length: 1842 Mumber of Matches: 4

Range 1: 867 to 886 GenBark Gracl

¥ Mest Match

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) Se-05 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
1 TCCAACACACGCGCCGCCAC 28
TEELITLELLTELIT ]
BE7  TCCAACACACGCGICGCCAC  EEG

Fig. A3.2 Complementariedad de oligonucleétidos y sondas de los diferentes genes.
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in di

10 bp AREATECCTTCETCEACTCT-3"
[

3" —CACCECCECECACACARCCT-5*

il
S || B P e

T abah con R Btub

¥ abah con F Btub
Two primers complementarity.

=] Primer_Primer F=

¥ abeh com P Bo
Two primers complementarity.
m lementarity in contimucus: 3 bp, free emergy= 1.50 Keal/mol oo Primers complememtarity.
Max corplementarity in continuous: 3 bp, free emergy= 1.50 Keal/mol 23 complen a uous: ’ - Max complementerity in continucus: 3 bp, free emergy= 2.10 Keal/mal
S AACATCOCTICCTOCACTCT-3+ " -BACATGCCTICSTORACTCT -3 it Byl et
1

1
2" -GTACTTCCTCCAACTCCT-5"

CARTECCTCCAGTCTTCR-S "

i
3"~/ TTAGCETCTCE/ NEZ/ TCCAGTCCA-S "

Max complementarity in discontimuous: 6 bp
Max complementarity in discontinuous: § bp et Sy
§ " -AACATGOCTTCGTCEACTCT-3" I o
o TR 3~/ TTACCETCTCG/NEZ / TCCAGTCCA-S "
'~ CAATGCCTCCARTCTTCES” 3'-GIACTICCTCCRACTCCT-S
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= Primer_Primer =

B Primer_Primer [[= 1= = Primer. Primer
D zbal com R wetl P abak con P wetd
Two primers complementarity. Two primers complementarity. [Two primers complementarity.
[Max 1 ty in 5 bp, free .60 Kcal/mol Max complementarity in continucus: 3 bp, free enexgy= 1.80 Keal/mol Max complemensarity in continueus: 3 bp, free energy= 0.00 Keal/mal
S -CCTCACATEEECCECCECAR-3" S ' -CCTCACATGGECCGCCRCAR-3 " o CCTCACATORECOCOCEEARE "
et (AN}
3" -CEETTTACCCAGCAGTTTGA-S"

i
3" TCTACGCCATGATETCEETT-5"

Max compl q 11 bp Max compl ty in di Y 7 be
S -CCICACATREGCCECCECAR-3" S ' ~CCICACATEEECCECCRCAR-3"
TN T
~CEETTTACCCAGCAGTTTEA-S" TCTACECCATEATGTCEETT-5"
iy imer
Eirims e =l Erae ClemE — =]
ro primers complementarity.
Two primers complementarity. [Two primers complementarity. He: in 4 Bp, free 30 Keal/mol
ex complenentaricy i comvinuces: 3 Ip, 2xes energrs 150 Keel/mal iax complementarity in continuous: § bp, fres snergy= 1.60 Kcal/mal & -CEEIICTOCIAMTOaICIC 3
o Rabas con b -coaTeTecTeanTocToTc-8 BELT R aba con P weth
3'~CARTECCTCCAGTCTTCE-S" abaA con F wetA 3" CTACTTCCTCCAACTCET-5 R abaA con R wetA
Mex oy in & 7 b
S +_CCCATCTGCTCAATECTETC-3
B R
Max complementarity in discontinuaus: § bp Max complementarity in discontimuous: & bp 3+ TTACCGTCTCETCCAGTCCA-S
§*~COCATCTECTCAATECTETC3 " o CoeATCTCOTCARTEoTETCS -
[ A 1 L
3'-CAATGCCTCCAGTCTTCE 5 3 ETACTTCCTCCRACTCCT- 5"

= primer_Primer =] [ Primer Primer =]
T weta con F Boub

F wetZ con R Btub
Two primers complementarity.

[E Primer_Primer [F=r]

T weth con I Brub

Two primers complementarity. Two primers complementarity.
Max complementarity in continucus: 3 bp, free energy= 1.80 Keal/mol Max 1 carity in i 4 bp, free .40 Keal/mol Max 1 tarity in i 4 bp, free -10 Keal/mol
5"-ACTTTCACCACCCATITERC-3"

§"-ACTTTCACCACCCATITCEC-3"
i [ i
3" ~ETACTTCCTCCAACTCCT-S " 3'~TTACCETCTCETCCAGTCCA-S"

5" -ACTTTEACEACCCATTTEEC-3"
3" -CARTGCCTCCAGTCTTCE-5"

Max complementarity in discontinucus: & bp

Max complementarity in discontinucus: & bp Max lementarity in d 7 bp
5" -ACTTTCACGACCCATITGEC-3" §*~ACTTTGACEACCCATITCEC-3 5" -AGTITEACGAGCGATITEEC-3"
i T IRIIRL Lo
3"~CARTGCCTCCAGTCTTCR-S" 3" ~GTACTTCCTCCRACTCCT-S" 3" ~TTACCETGICGIGCAGTCCA-S
P59 Primer_Primer [=] 59 Primer_Primer ['= (@ ][=] E primer Primer
R wetA con F Btub 2 wetk con R Btub R wetAcon P Btub|
Two primers complementarity. Two primers complementarity. Two primers complementarity.
Mex complementarity in continucus: 3 bp, free energy= 2.80 Kcal/mol Mex complementarity in continucus: 3 bp, free energy= 1.20 Kcal/mol “:‘,‘7;;“‘1”9::;;;" ‘;‘éf’a‘f"‘“n“s' % bp, free energy=-3.10 Keal/mol
5" -TTGECTGTAGTACCECATCT-3" 5" -TTGECTETAGTACCECATCT-3" \ G‘ G‘ :I & oo
" I 3" ~TTACCETCTCGTCCAGTCCASS
3" ~CAATECCTCCAGTCITCE-5" 3" ~ETACTICCICCARCTCCT-5"
Max corplementarity in discontinucus: 7 bp
Max complementarity in discomtinuams: 7 bp Max complementarity in discontinuams: 7 bp " ~TIGGCTETAGTACCECATCT-3
5" ~TTGECTETACTACCECATCT-3" ' -TTCECTETAGTACCECATCT-3" o a
o T 3" ~TTACCETCICGTCCAGTCCASS
3"-CRATECCTCCAGTCITCE-5" 3'-GTACTICCICCRACTCCT-5"
I

r_Primer \EI

B Primer_Primer E‘E ﬁ Primer_Primer

[ wetd con I Br:

P weth con I Boub
P wetk con R Btub :
Two primers complementarity. Two primers complementarity.
Two primers complementarity. X
Max complementarity in continucus: 3 bp, free emergy= 0.10 Keal/mol ; Max complementarity in continmuous is less than 3 bp
Max complementarity in contimuous is less tham 3 bp
5'-~TCCRACACACGCECCECCAC-3"

11
3"-CRATCCCTCCAGTCTICG-5"

" § ) . ) . Mex complementarity in discomtimions: & bp
ax corplementarity in discontinuous: 5 bp . .
5" ~TCCAMGACACEOGO0G0CAC-2
&'~ TCCARCACACECECCEOEAC-3" T
11 1 3" ~TTACCETCTCGTCCAGTCEA-5"
) 3'-GTACTTCCTCEARCTCCT-5'
Mex corplementerity in di ™

5'-TCCRACACACECGCCECCAC-3Y
I
3'-CAATCCCTCCACTCTICG-5"

E Primer_Primer \EI

@ Primer_Primer E
Two primers complementarity.

E @ Primer_Primer @
N N Two primers complementarity. Two primers corplementarity. A
Max sjm;;ac;c;;p.;;;ac;;mcc " 4 bp, free energy=-0.10 Keal/mal Max corplementarity in continuous: 4 bp, free energy= 0.20 Keal/mpl | [MeX complementarity in contimuous: 4 op, free ?nergy:—‘l_EU Eral/mol
it 5" -CAGRCACAAGCAGACETTCC-37 B 'ﬁ‘fmmmmmnﬁ'a
3"-TGTTACACTTETTCETEECE-5" Il 3" -TEECAARGACCACACTCAAGACECC-5"
F brlA con R brlA 3" -TECCAARGAGCACACTCRAGACGCC-57
F brlA con P brlA R brlA con P brlA
Max corplementarity im dis a: 8 bp Max complementarity in di :9bp
5'-GAGACACARGCAGACGTICC-37 Max corplementarity in discontinuous: 7 bp 5" -GCGETGEITEITGAGATIGT-3"
e I 5" -GAGACACAAGCAGACETICC-3" i Il
3" -TGTTACAGTTCTTEETEECE-5" o i 3" ~TEECAARGACCACACTCAAGACECC-5"
3" -TEECARACAGCACACTCAREACECC-5" "
< < >«
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E Primer_Primer | (=B
Tuo primers complementarity.

ﬁ Primer_Primer

k

Max complementarity in continucus: 4 bp, free energy=-1.20 Kcal/mol
S ' ~GAGACACRAGCAGACGTTCC-3"
Lt
3" =CCTTGCAGACGAACACAGAG-S5"

F brlA con F brlA

Max complementarity in discontinucus: 8 bp
S ' -GAGACACAAGCAGACGTTCC-3"

[ I [
3" -CCTTECACACEAACACAGAG-5"

Two primers complementarity.
Max complementarity in continuous is less than 3 bp

R brlA con R brlA
Max complementarity in discontinuous:
5" =GCEETGEITGITGAGATIGI-3"

[ [
3" -TIGITAGAGTIGIIGGIGGECG-5"

4 bp

= Primer_Primer

[fwo primers complementarity.
Max corplementarity in continuous: § bp,
5" ~CCECAGARCTCRCACEAGAARCEET-3"
1
3" -TECCARACACGCACACTCRAGACGCC-5"

free energy=-1.70 Kcal/mol

P brlA con P brlA

Max complementarity in discontimucus: 8 bp
5" ~CCGCAGRRCTCACACEAGARRCEET 3"

ﬁ Primer_Primer

ﬁ Primer_Primer

= Primer_Primer

=5

Two primers complementarity.
Max complementarity in contimuouss
5" —AGTTTGACEACCCATTTEEC-3"
I
3" -TCTACECCATCATCTCEETT-5"

2 bp,

Mex complementarity in discontinuous:
5'-AGCTTTGRCGACCCATITGGC-3"

(I
3"-TICTRCGCCATGATETCGETIT-S"

7 bp

ﬁ Primer_Primer

free emergy= 0.00 Keal/mol

Tuc primers complementarity.
Max complementarity in contimucus: 4 bp, free energy=-1.90
5'-AGTTIGACGRCCCATTITIGGC-3"

i

3"-CACCCCCECECACACRAACCT-5" R wetA con P wetA

Max complementarity in discomtinuous: 3 bp
5" -AGTTTEACGACCCATTTERC-3"
[ |
3"-CACCECCECECACACAACCT-5 "

Two primers complementarity.
Max complementarity in contimious: 4 bp,
5'-TTGECTGTAGTACCGCATCT-3"
et
3' -CACCECCECECACAGAACCT-5"

free energy=-1.30 Keal/mol

R wetA con P wetA

Max complementarity in dis

5'-TTGECTGTAGTACCGCATCT-3"
IR

3'-CACCECCECECACACAACCT-5"

mtimuous: & bp

ﬁ Primer_Primer

(==

ﬁ Primer_Primer

=]

F de abak con R de abak
Max complementarity in contimuous: § bp, free energy—-l.€0 Kecal
5"—ARGATECCTTCETCEACTCT-3"
e
3" —CTETCETAACTCETCTACCC-5"

Max complementarity in discontinuou € bp

(= [==]

F de abal con P de abalk
Max complementarity in comtinuous:
5'-RRGATGCCTITCGTCGACICT-2"
i
3'-RRCGCCGCCGEETACACTCC-5"

3 bp, free energy= 1.€0

R de abak con P de abai
Max complementarity in contimuous: 5 bp,
&' ~CCCATCTGCTCARTGCTCTC-3"
e
3'-ARCGCCECCEEETACACTOC-5"

Ecal/x free energy=—4.€0

5" -ARCATGCCTITCCTICGACTICTI-2"
[RRARN
3'-TCTCRAGCTGCTTCCGTAGRR-5"

Max complementarity in discontinuous:
5'-AAGATGCCTTCGTCGACTCT-3"
[T
3"-TCTCAGCTGCTTCCGTARGAR-S'

8 bp

ﬁ Primer_Primer

(=]

5'-CCCATCTIGCTCRARTGCIGTIC-2"
[N
3'-CIGTCGTARCTCGTCTACCC-5"

Max complementarity in discontinuous: 7 bp Max complementarity in discontinucus: 7 bp
5'-RAGRTGCCTTCETCGACTCT-3" 5'-AAGATGCCTTCETCEACTCT-37 5" -CCCATCTGCTCARTGCTGTC-3"
11 [ [ N 11 e i

3'-CIETCGTARCTCETCTACCC-5" v 3" -BACGCCGCOGEETACACTCC-5" 3" -RACECCECCGEETACRCTCC-5"

< » €
ﬁ Primer_Primer ﬁ Primer_Primer EI [ ﬁ Primer_Primer

F de abal con F de abad R de zbak con R de abak P de abak con B de abah
Max complementarity in contimucus: € bp, free energy=—4.40 Kcal/mol| [Max complementarity in continuous: 3 bp, free energy= 1_£0 Kcal/md |Max complementarity in continuous: 4 bp, free energy=-0.30

5"-CCTCRCATCGCCCCCCCCCAR-3
L
2'-ARCCCCCOCCECTACACTCC-5"

F de weth con P de weth
Max complementarity in continuous:
§'-AETTTCACCACCCATITEEC-3"

1
3'-CACCECCECECACACARCCT-5'

4 bp, free energy=1.50 Kcal/mo

Max complementarity in discontinuous:
5'-BETTTGACGACCCATITEEC-3"
[N B |
3'-CACCGCCGOGCACACARCCT-5"

3 bp

5" -ACTTTCACCRCCCATTTGEC-2 "
I
2" -TCTACGCCATGRATCTCGCTT-5"

Max complementarity in discontinuous:
5'-AGTITGACGACCCATITGEC-3"
I [N
3" -TCTRACGCCATGATGTCOGEIT-5"

7 bp

Max complementarity in discomtinuous: € bp Max complementarity in discontinuous: 8 bp
5" -CCCATCTECTCAATECTETC-3" 5" -CCTCACATGGECCGCOGCRR-3"
[ [ O |

3" -CTGTCGTARCTCGTCTACCC-5" 3" -ARCECCECCEEETACACTCC-5"

< <
=4 Primer_Primer EI E ﬁ Prirner_Prirmer E
F de wetR con R de weth R de weth con P de wetR
Max complementarity in continucus: 3 bp, free energy= 0.00 Ecal/mo) |Max corplementarity in continuous: 4 bp, free energy=—1.50

5'-TIGECTGTACTACCGCATCT-2"
L
3" -CACCGCCECECACACRRCCT-5"

Max complementarity in discontinucus: 8 bp
5'-TTGECTETAGTACCECATCT-3"

(NI e
3" -CACCGCCGCGCACACARCCT-5"

ﬁ Primer_Primer

=]

=

E Primer_Primer

(=]

E ﬁ Primer_Primer

=

F de weth con F de weth
Max complementarity in contimuous: 3 bp,
5'-ACTTTGACCACCCATITLRC-2"
11
3'-CEGTTTACCCAGCAGTITCA-S "

free energy= 0.00 Kcal/md

Max complementarity in discontinuous:
5 '-AGTTTGACCACCCATITCEC-3"
[T
3*-CEETTTACCCAGCAGTITEA-S"

5 bp

R de wethk con R de wetd
Max complementarity in continuous: 4 bp,
5" -TTEECTGETAGTACCECATCT-3"

2" -TCTACCCCATGATCTCECETT-5"

Max complementarity in discomtinucus:

§'-TTGECTETACTACCECATCT-3"
AT

3'-TCTACGCCATGATETCEETT-5"

10 bp

<

free energy= 1.50 Kcal/mo

P de wetd con P de wetd
Max corplementarity in continucus: 4 bp,
5" ~TCCARCACACGCGCCGCCAC-3"
(AN
3" -CACCCCCCCCCACACARCCT-5"

free energy=5.30

Max complementarity in discontinucus: € bp
5 ' -TCCARCACACGCECCGCCAC-37
[ T
3"—CACCECCECECACACARCCT-5"

<

73



ﬁ Primer_Primer

==]

ﬁ Primer_Primer

F de BTub con R de BTub

=

B

ﬁ Primer_Primer

=& =]

Max complementarity in discontinucus:
5'-GCTTCTGACCTCCGTARC-3"

IR A
3'~CAATGCCTCCAGTCTICE-S '

10 bp

F de BTub con P de BTub ; de ET“:’ CD“rp di BTub . o £ 1.50 Healymo: 2
Max complementarity in continuous: 3 bp, free energy= 1.50 Kcal/mf |y.. corplementaricy in continuous ic less than 3 b ax complementarity in continuous: », fres enezgy= l. cal/mol
' -GCTTCTGACCTCCGTARC-3" = ¥ ® 5" ~TCCTCAACCTCCITCATG-3"
[N
- e 3'-TTACCETCTCETCCAGTCCA-S '
3" -GIACTICCICCRACICCT-S Max corplementarity in discontimuous: € bp
§"-GCTTCTGACCTCCGTARC-3"
I [T
3" ~TTACCETCTCGTCCAGICCA-S
Max complementarity in discontinuous: § bp Max corplementarity in discontinuous: € bp
5" ~GCTTCTGACCTCCGTAAC-3" §"~TCCTCAACCTCCTTCATG-3"
(N0 I I e
3" -ETACTTCCTCCARCTECT-5 3" -TTACCETCTCGTCCAGTOCAS
@
& < >
B Primer Primer =0 = Pomer Primer = = Primer_Primer
F de BTub con F de BTub % de BTub con R de BTub P de BTub con P de BTub
Max complementarity in continuous is less than 3 bp Max corplementarity in continucus: 4 bp, free energy=-0.20 Ecal/mol

§'~TCCTCARCCTCCTTCATG-3 "
(REN
3'-GTACTICCTCCRACTCCT-5"

Max complementarity in discontimuous:
5'-TCCTCARCCTCCTTCATG-3"

[ [N
3'-GTACTTCCICCARCICCT-5"

8 bp

Max complemsntarity in continuous is less than 3 bp

Max complementarity in discontinuous:
5" -RCCTGACCTGCTCTGCCATT-3"
[ A |
-TTACCETCTCETCCAGTCCA-S "

g bp
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Anexo 4

Disefio de sondas

Para el disefio de sondas para la multiplex RT-gPCR, se eligieron colorantes que tuvieran
espectros de fluorescencia diferentes, esto para poder detectar en una Unica reaccién de
PCR los diferentes productos amplificados. Se decidi6 trabajar con el fluoréforo FAM (6-
carboxifluoresceina) para el caso de brlA que su excitacion y emision esta en 495 y 520
nm respectivamente, para la sonda de abaA se utilizo el fluoré6foro HEX (5- hexachloro-
fluoresceina fosforamidita) que se detecta entre 535 y 556 nm, para wetA se utilizd6 Cy3
(Cianina-3) su espectro de excitacion y emision es 550 y 570 nm respectivamente. Como
gen de referencia (gen constitutivo o housekeeping) se utilizo STub (Miranda-Hernandez
et al., 2014; Suarez-Vergel, 2017), cuya sonda tiene un colorante Cy5 ( Cianina-5) emision
y excitacion en 649 y 670 nm), el inhibidor de fluorecencia que se utilizé porque es
compatible con estos fluoréforo es el IABKFQ (lowa BlackTM FQ) como se muestra en la
Tabla A4.1.

Tabla A4.1. Sondas para RT-qPCR.

Gen Sonda (5°-3") Emision (nm)
*brIA | /56-FAM/CCGCAGAAC/ZEN/TCACACGAGAAACGGT/3IABKFQ/ -
*abaA | /SHEX/CCTCACATG/ZEN/GGCCGCCGCAA/3IABKFQ/ 556
wetA | /5Cy3ITCCAACACACGCGCCGCCAC /3IABRQSp/ 570
BTub | /5Cy5/ACCTGACCTGCTCTGCCATT/3IAbRQS/ -

*ZEN™es un quencher interno, acorta la distancia entre el colorante y el apagador (quencher)
del extremo 3", y en combinacion con este, proporciona un mayor grado de inactivacion y reduce
el fondo inicial.
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ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00250
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-

Expresién diferencial de
genes asociados a la
conidiacién en hongos
entomopatdégenos en cultivo
sélido bajo estado oxidante

!
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ALUMNA
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 15:00 horas
del dia 20 del mes de julio del afio 2018 en la Unidad
Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DRA. JAZMIN EDITH MENDEZ HERNANDEZ

DR. PAUL MISAEL GARZA LOPEZ

DRA. MARIA GABRIELA MEDINA CANALES

DR. FRANCISCO JAVIER FIGUEROA MARTINEZ

Bajo la Presidencia de 1la primera y con caréacter de
Secretario el uUltimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:
MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA

DE: SAYURI ATZIN LOZANO VERDEL

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:

l\?(,@&\( ol L

Acto continuo, la presidenta del jurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso

aprobatorio, le fue tomada la protesta.
LIC. JULIO CESA ISASSI
DIRECTOR DE SIST! S ESCOLARES
\ "7 . 7
N DE CBS PRESIDENTA
CIA CAMARGO RICALDE
VOCAL

DR. PAUCMISAEL GARZA LOPEZ

DRA. MARIA GABRIELA MEDINA CANALES DR. FRANCISCO® JAVIER FIGUEROA

MARTINEZ

76



Ciudad de México a 20 de julio de 2018
Acta de aprobacién de tesis

El jurado designado por la Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud de la Unidad
Iztapalapa aprob¢ la tesis:

“Expresion diferencial de genes asociados a la conidiacion en hongos
entomopatégenos en cultivo sélido bajo estado oxidante”

que presento:

1.B.l Sayuri Atzin Lozano Verdel

Comité Tutorial:

Director: Dr. Octavio Loera Corral-Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa

Asesor: Dr. Francisco Javier Figueroa Martinez-Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa

Asesor: Dra. Maria Gabriela Medina Canales-Instituto Politécnico Nacional-ESCA Santo Tomas

Jurado:

Presidente: Dra. Jazmin Edith Méndez Hernandez

Secretario: Dr. Francisco Javier Figueroa Martinez fl

Vocal: Dra. Maria Gabriela Medina Canales

Vocal: Dr. Paul Misael Garza Lopez : T
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