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Los procesos oxidantes a los que se enfrentan los hongos entomopatdgenos limitan su uso como

RESUMEN

agentes de control biologico debido a que disminuyen su viabilidad, por lo que se han generado
estrategias para mejorar su resistencia al dafio oxidante. Entender estos mecanismos y como afectan

a los hongos entomopatogenos ayudara a mejorar el sistema de produccion que actualmente se usa.

Una de las estrategias que ha mejorado la calidad en cepas de /saria ha sido cultivarlas bajo una
atmésfera enriquecida que contiene 26% de Oz (AE), por lo que la calidad de los conidios y la relacion
con la capacidad antioxidante en este trabajo se evalu6 en dos cepas de /saria cultivadas tanto en

atmésfera normal (AN) como en una AE.

El efecto del tratamiento AE tuvo dos respuestas contrastantes en los conidios producidos sobre las
cepas CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302 de /saria javanica e Isaria fumosorosea, respectivamente. En
primer lugar, la produccién de conidios disminuyd en un 76% y 98% para la cepa CHE-CNRCB 303 y
ARSEF 3302, respectivamente. En segundo lugar, la calidad de los conidios de la cepa ARSEF 3302
incrementd con el tratamiento AE, ya que la resistencia a dosis de radiacion UV-B fue incluso 1.72
veces mayor, respecto a los cultivados bajo una AN. Este efecto no se encontr6 con la cepa CHE-
CNRCB 303; sin embargo, esta fue capaz de mantener una sobrevivencia por encima del 50% en

todas las dosis de radiacién utilizadas.

El aumento en la tolerancia a la radiacion UV-B en los conidios cultivados con el tratamiento AE se
correlaciona, con el cambio en la expresion del gen catA, que aumentd 25 y 14 veces en conidios de
las cepas CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302 respectivamente, obtenidos en atmdsfera oxidante con
respecto a los conidios obtenidos en AN. El incremento en la expresion de catA podria proporcionar a
los conidios una mayor capacidad de sobrevivir a las condiciones bioticas o abioticas que propician la
produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y con ello una mayor probabilidad de éxito en la
infeccién del hospedero. También observamos un incremento en la actividad enzimatica de dos
enzimas antioxidantes, la glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa peroxidasa (CATPx), en los conidios
de ambas cepas cultivadas bajo una AE respecto a los conidios obtenidos con AN, presentando un



incremento de 0.46 y 1.4 veces en la actividad de GPx y de 0.59 y 2.8 veces mayor en la actividad de
CATPx de las cepas CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302 respectivamente.

Por otra parte, la actividad SOD en los conidios de CHE-CNRCB 303 cultivados bajo una AE aument6
1.7 veces, mientras que el mismo tratamiento provoco una disminucion de 38.2% en la actividad de
SOD en la cepa ARSEF 3302 en ambos casos respecto a la actividad de SOD en conidios obtenidos
con AN.

Los resultados de este trabajo nos acercan a entender el efecto de una AE sobre la capacidad
antioxidante de los conidios de dos cepas de /saria, asi como su relacién con el aumento de la calidad

de los mismos.
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1 INTRODUCCION
1.1 CAUSAS POR LAS QUE UNA ESPECIE SE CONVIERTE EN PLAGA

Las transformaciones en el ambiente tienen un impacto en las poblaciones que en él habitan, la
explotacion agricola es un ejemplo de ello, donde los ecosistemas naturales son transformados,
incluso destruidos, para generar agroecosistemas. Estos agroecosistemas presentan una fuente
uniforme y garantizada de alimento que aumenta las poblaciones de cualquier especie capaz de
alimentarse de esos cultivos; cuando el numero de individuos de una misma especie crece tanto que
causa un daro significativo a los cultivos, esta especie se convierte en una plaga (Clavijo., 1993). Los
insectos pueden convertirse en plagas facilmente, y desde hace cinco décadas se han utilizado
insecticidas de sintesis quimica como primer opcion para su manejo (Chandler et al., 2011); El uso
intensivo de los insecticidas quimicos y su toxicidad ha tenido repercusiones en la salud humana, en
la contaminacion ambiental en aire, suelo, agua y alimentos (CICOPLAFEST 1998; Bolognesi, 2003)
y en la aparicién cada vez mas frecuente de insectos plaga resistentes a estos insecticidas. (Dawkar
etal., 2013),

1.2 HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Una alternativa para moderar el uso de insecticidas de sintesis quimica se basa en el control bioldgico,
que consiste en la utilizacion de diferentes organismos (bacterias, virus, protozoarios, nematodos u
hongos) que son introducidos en los agrosistemas con el objetivo de disminuir la poblacion del
organismo plaga a un nivel por debajo del umbral de dafio econdmico (Clarkson y Charnley, 1996).
De estos organismos destacan los hongos entomopatdgenos (HE), micoinsecticidas que se utilizan
como agentes de del control biolégico ya que son microorganismos capaces de infectar y provocar
enfermedades en insectos, matar al hospedero. Los micoinsecticidas son definidos como productos a
base de propagulos fungicos destinados a controlar las plagas (Tabla1), estos se elaboran utilizando
diferentes propagulos como hifas (micelio), blastosporas o conidios (Faria y Wraight, 2007) siendo los
conidios y blastosporas las principales unidades infectivas utilizadas en el control biolégico con HE
(Muniz Paredes et al, 2017); sin ninguna ventaja entre ambas unidades infectivas (Behle et al, 2006;
Wang et al, 2013). En el mundo hay mas de 750 especies de HE, dentro los mas usados se



encuentran:

Metarhizium, Beauveria,

Aschersonia,

Hymenostilbe, Isaria'y Lecanicillum (Garcia et al., 2015).

Akanthomyces,

Fusarium, Hirsutella,

Tabla 1.- Especies de hongos y variedades desarrolladas en micoinsecticidas y su estado comercial, tomado y modificado
de Faria y Wraight (2007)

Hongos: Anamérficos Hypocreales

Aschersonia aleyrodis Webber | 1(0.6%) 0 1 0
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. |58 (33,9%) 45 9 4
Beauveria brongniartii (Sacc.) 0
Petch 7 (4,1%) 5 0 2
Hirsutella thompsonii FEFisher | 3 (1,8%) 1 1 1
Isaria fumosorosea Wize 10 (5.8%) 7 1 2
Isaria sp. 1(0.6%) 1 0 0
Lecanicillium longisporum (Petch) 0
R.Zare y W.Gams 2(1.2%) 2 0 0
Lecanicillium muscarium (Petch) 0
R.Zare y W.Gams 3(1.8%) 3 0 0
Lecanicillium sp. 11 (6.4%) 10 0 1
Metarhizium anisop_liae (Metschn.) 58 (33,9%) A4 10 4
Sorokin
Metarhizium anisopliae var. 0
Acridum Driver y Milner 3(1.8%) 3 0 0
Nomuraea rileyi (Farl.) Samson | 1(0.6%) 0 0 1



http://www.bidi.uam.mx:2088/science/article/pii/S1049964407001843#tblfn3

Hongos: las especies
identificadas como
anamorficos

Sporothrix insectorum de Hoog y

1,89 2 1
H.C. Evansd 3(1.8%) 0
g o
Q @
(&) .
8= Conidiobol
> 8= onidiobolus 0
>-= : 2(1,2 1 1
N & § thromboides Drechsler (1,2%) 0
B D
SN 2
S uw
T
§ © @B
2588 .
g = Ss Lagenidium giganteum Couch | 1(0.6%) 1e 0 0
58s%
S, 8
S 580
cgge 7(41%) | 4 1 2
(5] (7]
= (b]
171 129 25
TOTAL 17 (9.99
(100%) | (75,4%) | (14,6%) |17 9-9%)
a. Clasificacion fungica basada en Kirk et al. (2001) .
b.  Nombres cientificos segln la base de datos Index Fungorum ( http://www.indexfungorum.org/ ).
c. La disponibilidad del producto se informa de la siguiente manera: Activo, producto actualmente registrado, en
proceso de registro o disponible (comercialmente o bajo peticion) en el periodo comprendido entre octubre de
2005 y mayo de 2006; Inactivo, producto que ya no esta disponible en el mercado (o desarrollado pero nunca
sometido a registro o comercializado); ND, no se pudo determinar el estado actual del producto.
d. Laidentificacién adicional de aislados comerciales requeridos como aislados no es verdadera Sporothrix .
e. Registrado pero no comercializado actualmente.
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Para que el HE sea capaz de infectar y matar al insecto, el proceso debe comenzar con la adhesion

1.3 PROCESO INFECTIVO DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

de los conidios al anfitrion, para luego germinar y penetrar al interior del cuerpo del insecto huésped
(Wang y Leger, 2007), seguido de la colonizacion y reproduccion del hongo, ademas de la produccion
de toxinas que propician la muerte del insecto (Clarkson y Charnley, 1996). Finalmente, el micelio del
hongo cubre la superficie del insecto y da paso a la formacidén de nuevos conidios, los que seran
dispersados en el ambiente, para repetir el ciclo (Imagen 1). Este ciclo es descrito con mayor detalle

y puede dividir en los siguientes puntos:

1.3.1 ADHESION AL ANFITRION

Los conidios tienen una cubierta hidréfoba que les permite adherirse a la cuticula del insecto a través
de interacciones superficiales hidrofobas, proceso que puede ser favorecido por hidrofobinas (Holder
y Keyhani, 2005).

132  GERMINACION Y EL DESARROLLO DE PENETRACION

Una vez adheridos, los conidios pueden germinar cuando se cumplen las condiciones ambientales
adecuadas que incluyen una temperatura y humedad favorable, asi como la presencia de una fuente
de carbono (Bidochka et al, 2000). Para hacer uso del insecto como fuente de nutrientes, los tubos
germinales se pueden diferenciar en una clavija de penetracién o en un apresorio que perfora la

cuticula mediante presion mecanica con el objetivo de invadir al hospedero.

1.3.3 DEGRADACION DE LA CUTICULA

A su vez, la cuticula puede ser penetrada usando una combinacidn de presién mecanica y degradacion
enzimatica. Los HE secretan diversas enzimas para degradar estos componentes de la cuticula,
principalmente proteasas y quitinasas (Charnley y St. Leger, 1991). La cuticula es degradada para

obtener nutrientes y para debilitar la barrera estructural, lo que permite la invasién del huésped.



1.3.4 CRECIMIENTO DE BLASTOSPORAS

La ruptura de la cuticula permite a las hifas en crecimiento invadir el hemocele del insecto, donde
pueden cambiar a un modo de crecimiento similar a una levadura, llamado blastospora, que tienen
una estructura con forma de cepillo (Wanchoo et al, 2009). Esta estructura se cree que ayuda a evitar
la deteccién por el sistema inmune del huésped. Las blastosporas proliferan a través de gemacion y
utilizan la hemolinfa circulante como un vehiculo para la colonizacién del huésped, asi como una fuente

de nutrientes (Lewis et al, 2009).

1.35 COLONIZACION Y MUERTE DEL HUESPED

Durante la infeccién, el cuerpo del insecto es la fuente de toda la nutricién para el hongo, en especial
el disacarido trehalosa, que es el carbohidrato mas abundante en la hemolinfa del insecto (Xia et al,
2002), por lo que las blastosposras circulan libremente a través del hemocele, explotando la hemolinfa

para su nutricién.

Imagen 1.- Proceso de.infeccion de un HE sobre su hospedero. Tomado y modificado de Valero Jiménez et al (2016)




Ademas, el hongo puede secretar metabolitos toxicos para acelerar la muerte del huésped, como por

ejemplo beauvericina, producidos por Isaria fumosorosea (Asaff et al, 2005;.Jegorov et al., 1994)

14  SISTEMA INMUNOLOGICO DEL INSECTO

Una invasion exitosa requiere que los conidios de los HE sean capaces de evadir o superar las
respuestas inmunitarias del insecto. Desde la adhesion de la cuticula en adelante, el hongo se enfrenta
a las respuestas inmunes del insecto y que incluyen mecanismos de defensa tales como toxinas,
inhibidores de proteasas u otros compuestos inhibidores de la infeccion que pueden estar presentes
en la cuticula (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). EIl hongo debe eludir o superar la defensa del huésped,
por ejemplo, mediante la secrecion de compuestos que modulan la respuesta de insectos o por
estructuras morfolégicas como las blastosporas; sin embargo, os detalles moleculares y los cambios
en la expresion genética del HE como respuesta a los mecanismos de defensa del huésped son

€SCasos.

El sistema inmunologico de insectos se puede dividir en sistema inmune humoral y celular. La
respuesta humoral incluye la liberacién de una serie de péptidos antimicrobianos (PAM) en la
hemolinfa (Tanji et al, 2007) la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y una cascada
enzimatica compleja que regulan la coagulacion o la melanizacién (Jiravanichpaisal et al, 2006) .La
activacién de la respuesta de melanizacién conduce a la deposicién de la melanina en la superficie
del anfitrién o en la superficie de la herida causada por la penetracion del hongo. Esto resulta en la
liberacion de ERO y la encapsulacion de las células fungica llevandolas a la muerte (Pham et al, 2007;
Yassine et al, 2012). Cuando el anfitridn muere, y los nutrientes en el huésped se agotan, el hongo
debe crecer fuera del insecto para producir y dispersar sus conidios por lo que la cuticula debe ser
penetrada de nuevo desde el interior para permitir que el hongo escape del cuerpo del insecto y

esporule sobre el cadaver.
1.5 Isaria fumosorosea

Entre los HE mas estudiados y utilizados se encuentran Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
(Faria y Wraight, 2007); sin embargo, durante los Ultimos afios se ha incrementado el interés por el
hongo Isaria fumosorosea, antes conocido como Paecilomyces fumosoroseus (Luangsa-ard et al.,

2005), debido a que ha mostrado un gran potencial como agente microbiolégico para el control de



insectos plaga de gran impacto, teniendo accion contra varias especies de insectos que son plagas a
nivel mundial (Imagen 2), como el pulgén ruso del trigo (Diuraphis noxia), la polilla de la col (Plutella

xylostella) y la mosca blanca del camote (Bemesia argentifolii) (Vandenberg y Cantone, 2004).

Imagen 2.- Principales especies de insectos hospederos de Isaria (A) Pulgén ruso del trigo (Diuraphis noxia), (B) la
mosca blanca del camote (Bemesia argentifolii) y (C) larva de polilla de la col (Plutella xylostella).

Es importante sefialar que el estudio del HE /saria resulta pertinente debido a que es uno de los
posibles candidatos para el control biologico de P. xylostella, insecto que se ha convertido en la plaga
mundial mas destructiva de los cultivos alimentarios econémicamente importantes, incluyendo al
brocoli, al rabano, la coliflor y la col entre otros (Talekar y Shelton, 1993), con una pérdida estimada
anueal de entre 4 y 5 mil millones de délares por afio (Furlong et al, 2013; Zalucki et al., 2012). La
dificultad en el control de este insecto radica en que fue la primera especie que desarrollo resistencia
para diclorodifeniltricloroetano (DDT) en la década de 1950 (Ankersmit, 1953) y para toxinas de
Bacillus thuringiensis (Bt) en la década de 1990 (Zalucki et al., 2012).



La unidad infectiva de los HE son los conidios, por lo tanto, las formulaciones comerciales estan

1.6 FACTORES QUE MODIFICAN LA EFICACIA DE LOS HE

basadas en estos, una vez que los conidios son asperjados en campo se enfrentan a diferentes
condiciones bibticas y abioticas que pueden disminuir su viabilidad y con ello su eficacia para infectar
al insecto hospedero. Dentro de las condiciones abidticas se encuentran temperaturas altas en campo,
radiacion UV y disponibilidad de agua. En el caso de los factores bidticos se encuentran las
interacciones sociales entre los insectos como la repelencia y el acicalamiento (Rosengaus et al.,
1998; Chouvenc et al, 2009) y el sistema inmune del insecto, al que se enfrenta una vez que el conidio
ha penetrado la cuticula, incluyendo la fagocitosis, produccion de péptidos antimicrobianos,

coagulacion, melanizacion y produccion de especies reactivas del oxigeno (Schmid-Hempel, 2005).

Ademas, los HE se enfrentan a insectos capaces de adaptarse a habitats nuevos e incluso son
beneficiados por cambios ambientales, tal es el caso del calentamiento global que ha sido un estimulo
para diferentes insectos, ya que, bajo condiciones climaticas célidas, los insectos exhiben un
metabolismo acelerado, que conduce a un mayor consumo de alimentos, crecimiento y desarrollo.
Ademas de esto, la reduccion del tiempo de reproduccion da lugar a brotes de poblacion (Jamieson et
al., 2012; Mishra et al., 2015).

A partir de esto, crece la necesidad de producir HE con mayor calidad, es decir que tengan un menor
tiempo de germinacidn, sean termotolerantes, osmotolerantes, que posean una mayor virulencia y

resistencia a radiacion UV.

1.7 RADIACION UV

Uno de los factores abidticos que tienen que enfrentar los conidios de los HE una vez asperjados en
campo es la radiacion UV, que dafia a los componentes celulares, provocando dafos letales y
mutaciones al acido desoxirribonucleico (ADN) (Nicholson et al., 2000). En general la radiacién se
divide en tres tipos, el tipo C (100-280 nm), tipo B (280-315 NM) y tipo A (315-400). La radiacién UV-
C no alcanza la superficie terrestre debido a la capa de 0zono; sin embargo, la radiacion UV-A y UV-
B si lo hacen (Kintziou et al, 2002) ademéas se ha comprobado una mayor sensibilidad de hongos y

bacterias a la radiacion UV-B comparado a plantas superiores. La peligrosidad de la radiacién UV-B radica



en que induce la formacion de dimeros de pirimidina ciclobutano en el ADN que causan mutacines o

la interrupcion de la transcripcion (Griffiths et al., 1998), por lo que la dosis de radiacién UVB se
encuentra relacionado con reduccién de la supervivencia de los conidios de HE en campo (Jacques
Fargues et al., 1997).

En una investigacion sobre la susceptibilidad de la radiacion UV-B sobre Metarhizium anisopliae,
Isaria, Lecanicillum aphanocladii, y Beauveria bassiana, se observaron diferencias en la
susceptibilidad de los hongos a la radiacion UV-B, por lo que la seleccion de HE con alta tolerancia a
la radiacion UVB puede ser importante en el desarrollo de agentes de control microbiano eficaces
(Rodrigues et al, 2016). En general, con pocas horas de exposicion directa, la luz del sol del mediodia
en verano, en lugares templados y tropicales, es suficiente para inactivar completamente los conidios
de casi todos los hongos entomopatégenos estudiados hasta la fecha (Fernandes et al., 2007),
ademas, la germinacion de los conidios sobrevivientes a la radiacién UV se retrasa, lo que reduce la
eficiencia de estos microorganismos como agentes de control biologico (Braga et al., 2001), por lo que
es necesario producir conidios de HE con tolerancia alta a radiacion UV o con alto porcentaje de
germinacion, es decir, conidios de alta calidad para asegurar un control biolégico 6ptimo de la plaga

de insecto a tratar.

1.8 PROTECCION CRUZADA

La exposicion del micelio fingico a un tipo de estrés subletal, puede mejorar la tolerancia de sus
conidios a otros tipos de estrés, proceso denominado proteccién cruzada, este fenémeno ha sido
utilizado para producir HE con mayor calidad (Miranda Hernandez, et al., 2014; Mufiiz Paredes, 2016;
Garcia Ortiz, 2016), debido a que el estrés subletal puede propiciar en las células la expresion de
genes que codifiquen proteinas que pueden servir para proteger a la célula de dicho estrés o pueden

participar en la reparacion del dafio celular (Rangel, 2011).

1.9  SISTEMA ANTIOXIDANTE DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los hongos entomopatdgenos al ser microorganismos eucarioticos aerobios, producen especies
reactivas de oxigeno (EROQ), que pueden causar dafio celular mediante la oxidaciéon de componentes
celulares, tales como ADN, proteinas y lipidos (Moradas-Ferreira et al, 1996), por lo tanto el hongo

posee mecanismos enzimaticos y no enzimaticos para poder lidiar con las ERO. En el caso del anién



superoxido (O»-) se puede producir por la fuga de electrones en la cadena respiratoria, también se
puede producir en la pared vascular por la NADPH oxidasa y por la xantina oxidasa (Yang y
Forstermann, 2004). Este anion superdxido (O2) puede transformarse a peroxido de hidrogeno (H202),
por la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD). A su vez, el H2O, puede reaccionar con
Fe*20 Cu*2por la reaccién de Fenton y producir el radical hidroxilo (OH:), una ERO aun mas peligrosa
debido a que puede reaccionar con cualquier compuesto organico, como el ADN y propiciar la muerte
celular (Mahaseth y Kuzminov, 2016; Buxton et al, 1988) por lo que el hongo posee diferentes
mecanismos enzimaticos que transforman el H202 a productos no toxicos como el agua y Oz (Imagen
3), estas enzimas pueden ser glutatién peroxidasa (GSH-Px), catalasa (CAT), catalasa peroxidasa
(CAT-Px) o tiorredoxina peroxidasa (TRX-Px) (Birben et al, 2012).

Dafio oxidativo a proteinas, lipidos y ADN

A A A
Fe2
Mitocondia ——— % Oy — » H0, —  OH
SOD
Catalasa
H.0 + O,

Figura 1.- Enzimas implicadas en la generacion y la inactivacién de las especies reactivas de oxigeno (ERO).
(modificado de Ceron Garciae et al (2012)

Las enzimas antioxidantes nan sido relacionadas con el aumento de calidad para varios hongos
filamentosos, por ejemplo, Morales Hernandez et al (2007), sobreexpreso el gen cat? en M. anisopliae,
encontrando incrementos en la tasa de germinacion e infectividad hacia larvas de P. xylostella. Ali et
al., (2012) encontraron que, al inducir un aumento en la actividad catalasa total en B. bassiana, se

reducia el tiempo de germinacion de los conidios y se incrementaba su infectividad hacia P. xylostella.



Xie et al (2010) reportd un aumento en la infectividad y en la resistencia a radiacion UV-B al

incrementar la expresion del gen BbSod2 que codifica para un tipo de SOD en B. bassiana, estos
mismos autores en 2012 encontraron que al interrumpir los genes BbSod2 y BbSod3 disminuyo la
resistencia a UV-B y disminuy6 la produccion de conidios en B. bassiana (Xie, et al., 2012).

Es importante sefialar que la concentracion de moléculas oxidantes deben de mantenerse en una
proporcion adecuada con las moléculas antioxidantes para conservar un equilibrio constante en la
célula (Boveris et al, 2008; Sies, 1997), de lo contrario en la célula puede ocurrir el fenémeno conocido
como estrés oxidante, definido como un desequilibrio que favorece el estado oxidante debido al
aumento de oxidantes o una disminucion de antioxidantes y se ve reflejado en la oxidacién de ADN,

proteinas y lipidos. (Boveris et al, 2008).

1.10 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y SU RELACION CON LA INFECCION EN
INSECTO

Como ya se ha mencionado, la infeccidn fungica depende de numerosos eventos bioldgicos que se
inician por la adhesion de esporas de hongos a la cuticula del insecto, la germinacién del conidio,
crecimiento de las hifas, etc. y en cada una de estas etapas el hongo enfrenta desafios ambientales,

nutricionales asi como al sistema inmune del hospedero (Roberts y Leger, 2004).

Debido a la propia estructura del insecto su sistema inmune es muy eficaz, ya que cuentan con un
sistema circulatorio abierto donde la hemolinfa es encerrada en una cavidad corporal conocida como
hemocele donde los dérganos vy tejidos son bafiados con la hemolinfa. Esta disposicion estructural
permite a los hemocitos (células del sistema inmune del insecto) diseminarse rapidamente
favoreciendo una eficiente localizacién y neutralizacién del invasor. De estos mecanismos destaca la
nodulacion y la encapsulacion que son las respuestas inmunitarias innatas mas eficaces frente a un
gran numero de patogenos o parasitos de los insectos, que en general lleva al secuestro del invasor
por la produccion de biopolimeros, melanina, esclerotina y proteinas. La encapsulacion se refiere a la
unién de hemocitos a invasores mayores como protozoos, nematodos y parasitoides (huevos y larvas),
que no pueden ser fagocitadas. Mientras que la unién de mdiltiples hemocitos a agregaciones de

bacterias, hongos y protozoos suele ser denominada también como nodulaciéon (Im et al, 2016).



La nodulacion (Imagen 3), inicia en los primeros minutos después de la penetracion del conidio

(Ratcliffe y Gagen, 1977; Lavine y Strand, 2002) momento en el que los hemocitos se unen a la
superficie de la hifa de penetracion para desempefiar el papel clave en el proceso de nodulacion.
(Lavine y Strand, 2002). Simultaneamente, se activan fenoloxidos que activan la melanogénesis, lo
que da lugar a la formacion de melanina. Durante la melanizacion de los nddulos y capsulas, algunas
especies reactivos de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN), incluyendo la semiquinona (Slepneva et
al, 2003), el H202 (Nappi y Vass, 1998; Komarov et al., 2006; Dubovskii et al., 2010) anién superdxido
(Nappi et al, 1995; Whitten y Ratcliffe, 1999; Whitten y Ratcliffe, 1999) y el dxido nitrico (Nappi et al,
2000). Estas moléculas reactivas pueden mejorar la melanizacion y participar en la destruccion del
intruso. Una vez que se ha formado una capsula, el parasito encapsulado cominmente muere (Walters
y Ratcliffe, 1983).

Por otro lado, la germinacion fungica esta marcada por un aumento significativo en el consumo de
oxigeno que comienza unas pocas horas antes de que el tubo de germinativo emerja y se puede
encontrar el nivel mas alto durante el crecimiento exponencial (Braga et al, 1999) por lo tanto, es
posible que la cantidad de peroxido de hidrégeno aumente durante la germinacion y el crecimiento,
debido a que esta ERO formada durante el metabolismo aerobico es capaz de producir otras ERO
que pueden dafiar muchos componentes celulares la reaccion de Fenton celulares (Fiechter et al,
1981; Kawasaki y Aguirre, 2001).
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Imagen 3.- Proceso de nodulacién del hongo Metarhizium anisopliae al infectar Reticulitermes flavipes. A) Acoplamiento
del conidio a la cuticula del insecto. (B) Germinacion del conidio. (C) Melanizacion en la cuticula del insecto y eliminacién
del HE. (D) Penetracion fungica de la cuticula y agregacion de los hemocitos. (E) Penetracién flngica a través de la
epidermis en el hemocele y reclutamiento de hemocitos y melanizacion humoral. (F) Encapsulacién fallida e invasion del
hemocele por las hifas del HE. (G, H) Encapsulacion exitosa e intensificacion de la melanizacién. (1) Desprendimiento del
nddulo melanizado en el hemocele. (J) Formacidn de una capa semejante a la epidermis alrededor del nédulo melanizado.
Tomado y modificado de Chouvenc et al. (2009). d:dias, h:horas.




Las catalasas son uno de los sistemas enziméticos mas importantes utilizados para degradar el H20:

1.11 CATALASAS

en agua y oxigeno, reduciendo asi los niveles intracelulares de H202 (Wang et al, 2006). De hecho,
los hongos entomopatdgenos muestran un aumento de las actividades de las enzimas antioxidantes
durante la germinacion y el crecimiento, esto puede ser necesario para contrarrestar el estado
hiperoxidante producido por el metabolismo oxidativo (Miller et al., 2004),. En Beauveria bassiana se
han descrito cinco tipos de catalasas, y se encuentra compuesta de catA (especifico de esporas), CatB
(proteina de secretacion), CatP (peroxisomal), CatC (citoplasmica) y CatD (catalasa/peroxidasa). De
ellos, catP, catA y catD son factores de virulencia mientras catA, catD y catB son cruciales en la
resistencia de los conidios a la radiacién UV-B. Se cree que la catalasa exclusiva de conidios catA es
una de las enzimas antioxidantes mas importantes relacionadas con la calidad de los conidios, pues
se ha propuesto que su funcion es proteger a las esporas del H.0O, producido durante la germinacién
0 por la respuesta inmune del hospedero. (Navarro et al, 1996), ademas de que actua como regulador

en la termotolerancia de los conidios en B. bassiana (Wang et al, 2013).

Los procesos oxidantes a los que se enfrentan los hongos entomopatdgenos, incluyendo su
metabolismo aerobio, el proceso de germinacion y la respuesta inmune de los, limitan su uso como
insecticidas biolégicos debido a que disminuyen su eficacia (Roberts y. Leger, 2004) por lo tanto,
entender estos procesos, como afectan a los hongos entomopatdgenos y los mecanismos de defensa
antioxidante que poseen los HE nos ayudaria a mejorar el sistema de produccion que actualmente se

usa para incrementar la calidad de los conidiosy su probabilidad de éxito en el control de plagas.



Entre los hongos entomopatdgenos (HE) con mayor aplicacion comercial se encuentran Metarhizium

2  ANTECEDENTES

anisopliae, Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea (Faria y Wraight, 2007). Dos de los factores a
tener en cuenta en la seleccién de un HE son la virulencia y la capacidad de sobrevivir en la zona
donde es aplicado, ademés de caracteristicas de crecimiento, esporulacion y estabilidad genética
(Tarocco et al, 2005). Con el fin de obtener mayor calidad y produccion de los conidios, que son las
unidades infectivas de los HE, se ha estudiado la influencia de exponer el cultivo de HE a atmésferas
ricas en oxigeno. Miranda Hernandez et al. (2014) reportaron que la cepa ARSEF 3302 bajo una AE
aumentd casi cinco veces la cantidad de conidios, mientras que para la cepa CHE-CNRCB 303
disminuyé en un 50% bajo las mismas condiciones, no obstante, encontré una mayor tasa de
germinacion, resistencia a estrés térmico y osmotico, ademas de una mejora en la infectividad contra
larvas de Galleria mellonella (Miranda Hernandez et al, 2014). EI aumento en la calidad fueron

relacionados con el incremento de las actividades de catalasa para ambas cepas.

Uno de los temas de mayor interés que se ha estudiado recientemente, es la participacion de enzimas
antioxidantes como catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD), en
importantes procesos celulares de los conidios de hongos entomopatégenos, como son la
germinacion, infectividad, resistencia a altas temperaturas, resistencia a radiacién UV-A y UV-B.
Miranda Hernandez (2014) también reporté una alta concentracion de ERO entre las que se encuentra
el H20,, sustrato utilizado por la GPx y CAT, en conidios expuestos a una atmosfera enriquecida con
oxigeno al 26% (AE) comparados con los conidios obtenidos a atmosfera con 21% (AN) de oxigeno.
Este H202 es toxico para los hongos pero también es un mensajero secundario para la sefializacion

celular (Hansberg et al, 2012)

Recientemente, Wang et al (2013) reportaron una disminucién en la infectividad de B bassiana al
inhibir la expresion de los genes catA, catP o catD; ademas, encontraron que estas enzimas estaban
ligadas a la calidad de estas esporas. Siendo catA de gran importancia al ser especifica de conidios
(Navarro et al, 1996)



Los principales factores que influyen en la efectividad de los hongos entomopatégenos como agentes

3 JUSTIFICACION

de control biolégico incluyen la temperatura, el estrés osmético, la radiacidn solar y una limitada
cantidad de agua (Liu, 2012; Montiel Gonzalez 2004). Ademas, en la ultima etapa del proceso
infeccioso, los hongos se deben adaptar a las altas presiones osmoéticas en la hemofilia del insecto y

a su sistema inmune (Wang et al, 2008).

Miranda-Hernandez et al. (2014) comprobd que una atmdsfera enriquecida con 26% de oxigeno
aumentd parametros de calidad, como la tasa de germinacion, la tolerancia al estrés osmotico, la
termotoleracia, infectividad, asimismo se encontré un aumento en la actividad catalasa en conidios

obtenidos de las dos cepas de I. fumosorosea.

Dilucidar la expresion de gen catA con la variacion de actividad enzimatica antioxidante permitira
relacionar el aumento de la calidad de los conidios en cepas de Isaria, esto ayudara a entender el
fendmeno que ocurre en los conidios de /saria al ser cultivados bajo una atmdsfera oxidante (26%)
ademas, hasta donde sabemos no existen reportes, donde se muestre el efecto de una atmosfera
enriquecida (26%) sobre la tolerancia de los conidios de cepas de /saria a la radiacion UV-B, sobre la
produccion de conidios y su relacion con la capacidad antioxidante del hongo, por lo que analizar su
posible aumento permitira establecer un proceso de producciéon de conidios de alta calidad que

garanticen su efectividad sobre plagas de insectos en agrosistemas.



Los conidios de cepas de Isaria producidos en una atmésfera rica en oxigeno (26%) mejoraran su

4 HIPOTESIS

calidad mediante el aumento de la expresion y la actividad de enzimas antioxidantes, esto con respecto

a conidios producidos bajo una atmosfera normal (21%).

5 OBJETIVO GENERAL
Determinar la relacion entre la calidad de conidios con la expresion del gen catA y la actividad de

enzimas antioxidantes, en conidios de /saria producidos en una atmdsfera enriquecida y una atmdsfera

normal

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

I.  Conservacion de dos cepas de Isaria a corto y largo plazo.

[l Comparar la produccién de conidios de dos cepas de Isaria obtenidos con una AN y una AE.

lIl.  Determinar la sobrevivencia a diferentes dosis de radiacién UV-B en los conidios de dos cepas

de Isaria obtenidos en las dos condiciones de cultivo.

IV.  Determinar la expresion diferencial del gen catA en los conidios de las cepas de [saria

obtenidos con una AN comparada con los obtenidos en una AE.

V. Comparar las actividades de las enzimas antioxidantes Glutatién Peroxidasa (GPx), Catalasa
Peroxidasa (CATPx) y Dismutasa (SOD) de los conidios de ambas cepas provenientes de las

dos condiciones de cultivo



6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7 MATERIALES Y METODOS
7.1 MICROORGANISMOS

Se utilizé la cepa CHE-CNRCB 303 de /saria javanica, perteneciente al Centro Nacional de Referencia
de Control Biolégico (CNCRB, Colima, México) (Gallou et al., 2016) e Isaria fumosorosea ARSEF
3302, obtenida de la coleccion de cultivos de hongos entomopatogenos del Departamento de
Investigacién Agricola (ARSEF, por sus siglas en inglés) perteneciente al Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América (USDA, por sus siglas en inglés), con numero de catalogo 3302.
Como aclaracion, la cepa /. javanica CHE-CNRCB 303 se reasigné a esta clasificacién después del
andlisis filogenético a la cepa CNRCB1, por lo que, para esta ultima cepa se modific su nomenclatura
a I. javanica CHE-CNRCB 303 (Gallou et al., 2016).

Las cepas fueron propagadas por estria en matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de
agar dextrosa Sabouraud (ADS) (agar 15 g/L, peptona de caseina 5 g/L, peptona de carne 5 g/L,
dextrosa 40 g/L) previamente esterilizados en autoclave a 15 PSI durante 15 min. Posteriormente se
incubaron a 28° x 1°C por 10 dias con fotoperiodo 12:12 h luz/obscuridad (modificado de Miranda,
2010)

7.2 REACTIVACION DE LAS CEPAS

Los hongos entomopatdgenos al ser cultivados sucesivamente en medios artificiales pueden reducir
la virulencia y la produccion de conidios (Eivazian Kary y Alizadeh, 2017; Butt et al, 2006), por lo que
es deseable mantener homogéneo el genoma de los HE tanto para su produccidn a gran escala como
para los estudios a los que sean sometidos y para ello las cepas se reactivaron mediante “paso por

insecto” seguido del aislamiento de colonias individuales para obtener cultivos monocolonia.

Una vez que los cultivos cumplieron diez dias de incubacion, los conidios se cosecharon y se
estandarizd una suspension de 2x107 con/mL, con ella se infectaron larvas del insecto Galleria
mellonella (Lepiddptera: Pyralidae), sumergiéndolas durante 5 segundos en esta suspension y se
colocaron en cajas Petri de 90 mm. (Miranda, 2014). Las cajas se colocaron en camara himeda y se
incubaron a 28 +2 °C con fotoperiodo 12:12 h durante tres dias para propiciar la germinacién de los

conidios (Montesinos-Matias, 2008).



Ocurrida la muerte del insecto, este se apartd de la caja donde se encontraba, y se coloco dentro de
una nueva caja estéril, la cual se puso en otro contenedor con papel filtro humedo con el objetivo de
favorecer el crecimiento del hongo (Tefera y Pringle, 2003) y confirmar que la muerte fue provocada

por la infeccidn de los conidios de las cepas de Isaria fumosorosea e I. javanica

De la superficie de los insectos micosados se tomaron conidios, los cuales fueron propagados por
estria en cajas Petri que contenian 15 mL de medio ADS, estas se incubaron durante 3 dias y se
aislaron colonias del area de medio donde estas se encontraron, posteriormente fueron colocadas
individualmente en nuevas cajas Petri con medio ADS e incubadas por diez dias, con el objetivo de

obtener un cultivo monocolonia.
7.21 CONSERVACION DE LAS CEPAS

A partir de los cultivos monocolonia se tomaron trozos del medio ADS esporulado y se colocaron en
viales de vidrio de 10 mL que contenian 4 mL de agua desionizada, previamente esterilizados. Estos
viales se sellaron con papel Parafilm y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Se tomé uno de estos
conservados de cada cepa y se propagaron en matraces Erlenmeyer que contenian 50 mL de medio
ADS, posteriormente fueron incubados a 28 + 1 °C por 10 dias con fotoperiodo 12:12 h. Cumplido ese
tiempo, los conidios se cosecharon con solucion Tween 80 (0.05%) y se estandariz6 una suspensién
a 1x108 conidios/mL (con/mL) utilizando como fase dispersora y como agente crio-protector una

solucién de leche descremada (Svelty) al 10%. (Garcia, 2012; Hernandez Rosas, 2006).

En un ambiente estéril se agregd 1 mL de la suspensidn a ampolletas de vidrio, esta suspension se
congeld utilizando nitrogeno liquido. Las ampolletas tapadas con algodén se colocaron en una
liofilizadora (TOPT-10B TOPTION) a - 46°C, a 1 Pa por 12 h, al concluir, los viales fueron retirados y
sellados con mechero, estos se mantuvieron a temperatura ambiente protegidos de la luz (Garcia,
2012; Toegel et al, 2010).

7.2.2  CULTIVO DEL INOCULO INICIAL

Los conidios conservados en agua desionizada se propagaron en matraces Erlenmeyer que contenian
50 mL de medio ADS, posteriormente se incubaron a 28° C con fotoperiodo 12:12 h por 10 dias. Los

conidios obtenidos de este cultivo se utilizaron para iniciar todos los experimentos.



Las atmosferas normal y enriquecida fueron aplicadas en las cepas de /. fumosorosea e I. javanica de

7.2.3 APLICACION DE LA ATMOSFERA NORMAL Y ENRIQUECIDA

acuerdo con la metodologia descrita por Miranda-Hernandez et al, (2014) y Tlecuitl-Beristain, et al,
(2010). A partir del inéculo inicial se estandarizé una suspension a 1x108 con/mL y a continuacién se
inocularon frascos seroldgicos que contenian 10 mL de medio ADS con 1X107 conidios, los cuales
fueron incubados a 28 £ 1 °C con fotoperiodo 12:12 h. Las botellas seroldgicas que se cultivaron bajo
una atmosfera al 21% de O2 (AN) conservaron el tapon de algodén. A las 60 h de incubacion, se tomo
una fraccion de las botellas serologicas, se les aplico una atmosfera enriquecida al 26% de Oz (AE), y
se les cambid el tapon de algoddn por un tapdn hermético de hule, posteriormente se les inyect6 una
mezcla gaseosa, proveniente de un tanque (PRAXAIR), a un flujo de 20 cm3/s, por 1 min, ademas, se
uso una aguja de salida (purga). A partir del inicio de la modificacién atmosférica, estos recambios se

efectuaron cada 24 h hasta las 156 de incubacion.
7.24 OBTENCION DE MUESTRAS EXPERIMENTALES

Los conidios se cosecharon a las 156 h de incubacion, para ello se adicionaron 20 mL de solucion
Tween 80 al 0.05% a las botellas seroldgicas con sus respectivos triplicados por tratamiento, y se
agitaron durante 10 minutos con un agitador magnético. Transcurrido ese tiempo se deposit6 la
solucién final en tubos Falcon de 50 mL, y a partir de estas suspensiones se realizaron todos los

experimentos, con excepcién de la cuantificacion de la produccion de conidios.
7.3 PRODUCCION DE CONIDIOS

La cuantificacion de los conidios se realizo a partir de los cultivos en las botellas seroldgicas. Para
cada tratamiento, se tomaron triplicados, a los cuales se les adicionaron 20 ml de Tween 80 al 0.05%
a cada una de las botellas y se agitd con agitador magnético por 10 min. El conteo de los conidios se
realizd en camara de Neubauer con un microscopio dptico (BOECO). La produccién se reportd como

conidios por centimetro cuadrado (con/cm2).



7.4 PRUEBAS DE CALIDAD
741 GERMINACION

Una vez obtenidas las muestras experimentales se estandarizaron suspensiones a una concentracion
de 1 x 108 con/mL. Se tomaron 30 L de éstas suspensiones y se inocularon en cajas Petri que
contenian medio Agar-Agua (Garcia, 2012; Samuels et al, 1989). El indculo se distribuy6
uniformemente con ayuda de una varilla de vidrio. Las cajas se sellaron con Parafilm y se incubaron
a 28 £ 1°C por 10 h (Miranda, 2014), posteriormente se observé al microscopio (40 X) y se registro la
germinacion de al menos 100 conidios. Se considerd a un conidio germinado cuando su tubo germinal

fue igual o mayor a la anchura del conidio sin germinar (Safavi et al., 2007).
742 CRECIMIENTO RADIAL

Tras obtener las muestras se prepararon suspensiones de 1 x 108 con/mL, a partir de éstas se
inocularon por puncién el centro de cajas Petri que contenian medio ADS. Posteriormente, fueron
incubadas a 28 + 2 °C con fotoperiodo 12:12 h luz/oscuridad, y a partir de las 48 h que fueron visibles
las colonias se tomaron fotografias de las colonias. Esto se realizé en campana de flujo laminary a 10
cm de distancia sobre la superficie de las cajas Petri. Las fotografias se tomaron cada 24 h por 7 dias.
Para obtener la velocidad de crecimiento se utilizd el programa ImageJ, y se reportd como milimetros

por dia (mm/dia).
74.3 RESISTENCIA A RADIACION UV-B

Después de conseguir las muestras experimentales se obtuvieron suspensiones a una concentracion
de 1 x 108 con/mL, con la que se inocularon 300 conidios en cajas Petri con medio ADS, y se
expusieron a diferentes dosis de radiacion UV-B (0, 3.5, 7.0, 10 y 14) kd/m2 (modificado de Rangel et
al., 2005) con una lampara UV-B (Narrowband PL-L/PL-S) con una emisiéon maxima de 311 nm, la
intensidad luminosa se midié con un luxdmetro de UV (Twilight LT-YK35UV). Después de la
exposicion, las placas se incubaron durante 48 h en fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad a 28 +2°C,
posteriormente se cuantificd la sobrevivencia (%) con base en las unidades formadoras de colonia

(UFC) obtenidas en cada unidad experimental.



7.5 ANALSIS DE EXPRERSION DIFERENCIAL DEL GEN catA
751  PURIFICACION DE ARN

Una vez que se obtuvieron las muestras experimentales, estas suspensiones se filtraron al vacio con
tela de propileno, después se concentraron los conidios por centrifugacion a 8000 rpm por 10 min a
4 °C. A partir de esta biomasa se realiz6 la ruptura celular con 3 maceraciones con nitrogeno liquido.
La purificacion del &cido ribonucleico (ARN) se realizd con base en las instrucciones del fabricante
(RNeasy Plant mini kit cat. # 74904, QIAGEN).

Para corroborar la integridad de ARN se realiz6 electroforesis en un gel de agarosa 1% utilizando 1
ML de Midori Green Direct como fluoroforo y 1 pL de azul de bromofenol por cada 3 uL de ARN, al

cargar en el gel de agarosa. Una vez corroborada la integridad del ARN, este se almacen6 a -70 °C.

7.5.2 SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (cDNA)

El acido desoxirribonucleico complementario (cDNA, por sus siglas en inglés) se sintetiz6 utilizando
un kit comercial (QuantiTectTM Reverse Transcription Kit cat. # 205311, Qiagen) el cual se basa en
utilizar, como primer paso, una DNasa para elminiar el ADN contaminante en la muestra, seguido de
una segunda incubacién junto a primers oligo-dT, cebadores al azar y una transcriptasa reversa para
la sintesis del cDNA. Se utilizé 0.8 mg/mL del ARN mensajero (ARNm) aislado previamente como
molde y se siguio el protocolo especificado por el fabricante. Una vez sintetizado el cDNA, se cuantifico
su concentracion y pureza en un equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) y se realizaron las
diluciones necesarias para obtener una concentracion final de 20 ng/mL. Posteriormente el cDNA fue

almacenado a -20°C.
753 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (qPCR)

Una vez sintetizado el cDNA se cuantifico la expresion diferencial del gen catA mediante la técnica
qPCR, y se utilizd como gen de referencia o “housekeeping” el gen que codifica para la proteina 3
tubulina (B tub). Para desarrollar la técnica gPCR se empleé el kit comercial (Rotor-Gene Probe PCR
Kit, Qiagen). Por otro lado, los cebadores (primers) y sondas especificos para los genes catAy 8 tub
fueron disefiados por Miranda (2014) cuya secuencia se muestra en el ANEXO II. Los volumenes de

los componentes de la reaccion se enlistan en la Tabla 1. Por otra parte, se agregaron controles



negativos que contenian todos los componentes excepto cDNA y asi como los controles positivos que

contenian ADN aislado de las cepas de /. javanica e I. fumosorosea para comprobar la presencia de

productos de amplificacion.

Tabla 1.- Composicién de cada reaccion de PCR en tiempo real en el analisis del gen catA.

Componentes Volumen/reaccion (pL) Concentracion final
Buffer 2x Rotor-Gene 12.5 1x
Mezcla de primers/sonda 0.4 0.4 uM
cDNA 3 100 ng/reaccion
Agua 7.1
Volumen total 25

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: un paso de activacion a 95°C por 3 min, seguido de 40
ciclos de 3 s a 95°C y 10 s a 58°C con deteccion de fluorescencia en el canal verde al final de cada
ciclo. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett™). Los datos
obtenidos de ciclo umbral o “cycle threshold” (CT) fueron normalizados por el método 2-2ACT (Livak y
Schmittgen, 2001).

7.6 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
7.6.1 EXTRACCION DE PROTEINA INTRACELULAR DE CONIDIOS DE Isaria

Con el fin de cuantificar las posibles diferencias en las actividades enzimaticas se obtuvieron las
muestras iniciales de ambas cepas como se describid previamente, a las 156 h para catalasa
peroxidasa (CATPXx), glutation peroxidasa (GPx) y a las 180 h para superdxido dismutasa (SOD), con
la diferencia que cada unidad experimental (UE) fue equivalente a los conidios concentrados de 9
botellas seroldgicas y sus respectivos triplicados por tratamiento. La suspensién de conidios se filtr6
la suspension al vacio con tela de propileno y se centrifugd a 8000 rpm a 4 °C por 10 min. Se elimind
el sobrenadante y el precipitado se lavo dos veces con agua desionizada, seguido de un lavado con
20 mL de solucién amortiguadora de fosfato salino (0.9 % p/v NaCl en 0.1 M de solucién amortiguadora
de fosfato de potasio, pH 7.0), y se centrifugd nuevamente, el pellet formado se resuspendié con 1 mL

de solucion amortiguadora de fosfatos, esto se realiz6 por triplicado y por tratamiento.



La suspension de conidios se afiadieron a tubos para mini-bedbeater que contenia 500 mg de perlas

de vidrio (5 mm de diametro, Cole palmer) previamente esterilizadas, y se rompieron los conidios en
un disruptor celular (Mini-bedbeater 16, Biospec Products), durante 10 min, equivalente a 20 ciclos de
ruptura. Cada ciclo fue equivalente a 30 s de ruptura y 30 s en hielo (Garcia-Ortiz 2016). Con el fin de
garantizar que mas del 95% de los conidios fueran lisados se realiz una prueba experimental en la
que se evaluo la viabilidad de los conidios a diferentes ciclos de ruptura (ANEXO ). El lisado obtenido
se centrifugd a 9000 rpm por 14 min a 4 °C para separar los restos celulares de la proteina soluble, el
precipitado se desech6 y el sobrenadante se centrifugd a 9000 rpm, 4 ° C por 10 min para asegurar
que todos los restos celulares fueran removidos. El sobrenadante se transfirio a tubos de 1.5 mL
Eppendorf (Nandakumar y Marten, 2002), los cuales fueron liofilizados en un equipo (Freeze Dryer,
Scientz-N Series) a -46°C, a 1 Pa por 12 h. Posteriormente los tubos se sellaron y se almacenaron a
-20 °C.

7.6.2 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE CATPx, GPx y SOD.

A partir de los productos liofilzados se determind la actividad enzimatica de catalasa peroxidasa
(CATPx), Glutation peroxidasa (GPx) y Superdxido dismutasa (SOD) de acuerdo al protocolo Catalase
Assay Kit (Cayman Chemical), Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical) y Superoxide
Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical), respectivamente, cuyos fundamentos se describen mas
adelante. Los valores de actividad obtenidos en cada muestra, se ajustaron con la cantidad de proteina
presente, la cual se cuantifico con el método de Bradford (1976), siguiendo las indicaciones del

protocolo.

7.6.3 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE CATPx

La catalasa peroxidasa (CATPx) es una enzima antioxidante ubicua presente en la mayoria de las
células aerobicas y estd implicada en la detoxificacion del peréxido de hidrégeno (H20z2), producto

toxico del metabolismo aerébico.

CATPx

H.02 + AH » 2H0+ A

Figura 2.- Reaccion catalizada por catalasa peroxidasa



Esta enzima demuestra actividad peroxidasa (Figura 2), en la que los alcoholes de bajo peso

molecular pueden servir como donadores de electrones. El kit de Catalasa (Cayman Chemical) se
basa en la reaccion de la enzima con metanol en presencia de una concentracion optima de H20o. El
formaldehido producido se mide espectrofotométricamente con  4-amino-3-hydrazino-5-
mercapto1,2,4triazol (Purpald) como cromdgeno, ya que este compuesto al unirse de manera
especifica con el aldehido formado genera, de manera especificamente, un heterociclo biciclico que,
debido a los cambios de oxidacion pasa de ser incoloro a tener un color purpura. (Johansson y Borg,
1988., Wheeler et al, 1990).

764 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GPx

La enzima glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de hidroperoxidos, incluyendo peroxidos
de hidrogeno, por el glutatién reducido y funciona para proteger a la célula del dafio oxidativo. Las
GPx son tetrameros de cuatro subunidades idénticas. (Ceballos-Picot et al, 1992., Forstrom et al,
1978) y cada subunidad contiene un selenocisteina en el sitio activo que participa directamente en la
reduccion del sustrato de peroxido. (Ceballos-Picot et al, 1992., Forstrom et al, 1978). La enzima utiliza
glutation como el donador de electrones para regenerar la forma reducida de la selenocisteina
(Ceballos-Picot et al, 1992., Forstrom et al, 1978). El kit para medir actividad de Glutation peroxidasa
(Cayman Chemical) mide la actividad GPx indirectamente por una reaccion acoplada (Figura 3) con
la glutation reductasa (GR). El glutation oxidado (GSSG), producido después de la reduccion de un
hidroperdxido organico por GPx, se recicla a su estado reducido por GR y NADPH. La oxidacién de
NADPH a NADP* se acompafa de una disminucién de la absorbancia a 340 nm. La tasa de
disminucién en la Absorbancia a 340 nm es directamente proporcional a la actividad GPx en la muestra
(Paglia y Valentine, 1967).

GPx

R-O-O-H + 2 GSH

v

2 R-0-H+ GSSG + H0

GR

GSSG + NADPH+H*

v

2 GSH + NADP+

Figura 3.- Reacciones acopladas de entre la glutation peroxidasa y glutation reductasa.



7.65 CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE SOD.

La actividad de la SOD se evalud midiendo la dismutacion de radicales superéxido generados por la
xantina oxidasa y la hipoxantina detectados por una sal de tetrazolio (Figura 4). La curva estandar
generada usando esta enzima proporciona un medio para cuantificar con precisién la actividad de los
tres tipos de SOD (Cu / Zn, Mn, y Fe).

. Colorante formazan
Xantina + O;

N

Xantina oxidasa

20, Sal de tetrazolio
H.0; + 4acido Urico

SOD

H202+ 02

Figura 4.- Esquema del ensayo de superoxido dismutasa

Una unidad de SOD se definié como la cantidad de enzima necesaria para exhibir 50% de dismutacion

del radical superdxido.

7.7 ANALSIS ESTADISTICO

Para la prueba de sobrevivencia a 4 dosis de radiacién UV-B se realizé una prueba de comparaciones
multiples de Tukey (a=0.05) asi como la prueba de t de Student para comparacién de medias; esta
ultima prueba se utilizo para el resto de los analisis. Para todos los analisis estadisticos se utiliz6 el

programa SPSS para Windows version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL).



8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 PRODUCCION DE CONIDIOS

Como se puede observar en la Grafica 1, en ambas cepas se obtuvo una disminucion de la produccion
de conidios, en el caso de la cepa CHE-CNRCB 303 cultivada bajo una AN obtuvo una produccion de
2.33x108 con/cm2, mientras que la obtenida bajo una AE fue de 5.49x107 con/cm2, es decir, hubo una
disminucidn de la produccion de un 76% con el tratamiento oxidante.

En el caso de la cepa ARSEF 3302, esta fue mas sensible a las condiciones oxidantes puesto que la
produccion de conidios obtenida bajo una AN fue de 9.35x107 con/cm?2 mientras que la obtenida bajo
una AE fue de 1.96x108 con/cm2, esto representa una disminucion de aproximadamente el 98 % en la

produccion de conidios cuando son cultivados bajo una AE en medio ADS.
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Gréfica 1. Produccion de conidios de CHE-CNRCB 303 (21% O 26% 1 ) y ARSEF 3302 (21% M 26% {) de /javanica e
I. fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmdsfera (AN y AE). Las
letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)



También Miranda (2010) reportd un efecto negativo en la produccién de conidios para la cepa CHE-

CNRCB 303 de /saria javanica, cuando se cultivd en medio harina de avena (HA) y bajo una AE,
mientras que un efecto contrario se report6 para la cepa ARSEF 3302 de Isaria fumosorosea. Estas
diferencias observadas entre lo reportado por Miranda (2010) y lo encontrado en este estudio puede
deberse a diferencias nutricionales entre el medio HA y el medio ADS, ya que este Ultimo carece de
minerales que pudieran afectar la produccion de conidios, ademas su relacién C/N es de 14.05 es
mayor a la relacién C/N del medio HA que es de 9.32 (Tlecuitl Beristain, 2010). Las variaciones en la
composicion del medio tienen un efecto en los rendimientos y en la infectividad de los hongos
(Rodriguez Gémez, et al, 2009); ademas, la conidiacion es una respuesta compleja y esta determinada
por las condiciones ambientales (disponibilidad de nutrientes, pH, humedad, etc.), asi como el estado

metabdlico presente en las células (Steyaert et al., 2010).

Por otro lado, Minjarez Castillo (2015) reporté una alta variacion en la produccion de conidios en las
mismas cepas utilizadas en este trabajo. Esta variabilidad en la produccion de conidios que puede
presentar una misma cepa es un fenémeno conocido, de hecho ha sido observado en la cepa IMI
330189 de Metarhizium anisopliae que es utilizada a nivel industrial (Cherry, et al, 1999). A pesar de
la variacién reportada por Minjarez Castillo (2015), se report6 una produccidn de conidios utilizando el
medio agar papa dextrosa (APD) de 2.52x108 y 1.18x108 con/cm? para la cepa CHE-CNRCB 303 y

ARSEF 3302 respectivamente, produccion que se aproxima a la obtenida en este trabajo.



8.2 GERMINACION

La germinacion es una de las primeras pruebas que determina la calidad de los
conidios de los hongos entomopatdgenos (Jenkins y Grzywacz, 2000; Lopes et al, 2013) ya que es
clave en el inicio del proceso de infeccidn. En los conidios de la cepa CHE-CNRCB 303 cultivados con
el tratamiento AE se encontré un aumento del 2.2 veces en la germinacion, respecto a aquella
encontrada en los conidios obtenidos con el tratamiento AN, con valores de 80.1% y 25%,

respectivamente.

En el caso de la cepa ARSEF 3302 de I. fumosorosea observamos también un efecto positivo en la
germinacion. En los conidios cultivados con el tratamiento AE se encontr6 un aumento en la
germinacion de 1.12 veces respecto a los conidios producidos con el tratamiento AN, siendo los

valores obtenidos de 87.9% y 41.4%, respectivamente (Grafica 2).
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Grafica 2. Porcentaje de germinacion conidios de CHE-CNRCB 303 (21% O 26% 1) y ARSEF 3302 (21% M 26% [) de

Ljavanica I. fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmésfera (AN
y AE). Las letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)




A pesar de que la composicion del medio de cultivo es un factor que influye en la germinacién (James,

2001; Ypsilos y Magan, 2005), el aumento de la germinacion de los conidios con el tratamiento AE en
ambas cepas coincide con el mismo efecto reportado por Miranda Hernéndez et al (2014) con medio
harina de avena (HA), por lo tanto, se comprobé con esta prueba de calidad que el efecto positivo en
la germinacion observado por Miranda et al (2014) y reproducido en este trabajo con medio ADS es

debida al tratamiento AE y no al medio de cultivo utilizado.



8.3 RESISTENCIA A RADIACION UV-B

La dosis de radiacion UV-B generalmente se relaciona con la disminucién de la sobrevivencia de los
conidios de HE en campo (Jacques Fargues et al., 1997), es por esta razdn, que en este ensayo se
esperaba que los conidios disminuyeran gradualmente su sobrevivencia a mayor dosis de radiacion
UV-B aplicada. Como se puede observar en la Grafica 3, los conidios de /. fumosorosea ARSEF 3302
cultivados bajo AN presentan el comportamiento descrito anteriormente, ya que su sobrevivencia
disminuy6 de 77% a 30% cuando la dosis de radiacion UV-B se incrementd de 3.5 KJ/m2a 14 KJ/m?,
mientras que los conidios cultivados bajo una AE presentan una sobrevivencia entre 80% y 83%
cuando las dosis fue 3.5 KJ/m2o 14 KJ/m2.Un hecho interesante ocurri cuando la radiacion evaluada
fue 14 KJ/m2, la sobrevivencia de los conidios fue de 30 y 83% para los conidios cultivados con el
tratamiento AN y AE respectivamente; es decir, el tratamiento oxidante durante el cultivo propicié un
efecto positivo en la resistencia a la radiacion UV-B de los conidios de la cepa ARSEF 3302; aunque

a dosis menores (3.5, 7 y 10 KJ/m2) no se observé diferencia estadistica significativa (p>0.05).
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Grafica 3. Sobrevivencia (%) de los conidios de /. fumosorosea ARSEF 3302 ARSEF 3302 (21% M 26% () a diferentes
dosis de radiacion UVB (3.5, 7, 10 y 14) kJ/im2 Las barras con diferente letra minuscula, muestran diferencia significativa
de un tratamiento con respecto a la dosis; barras con diferente letra mayuscula muestran diferencias significativas entre
tratamientos, las barras que no tienen letra mayuscula no mostraron diferencia significativa (prueba de Tukey p< 0.05).
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En estados del territorio mexicano la radiaciéon UV-B, alcanza una intensidad de 50 mW/m2 en la parte
norte de Chihuahua en enero y en Michoacan la intensidad maxima de radiacion alcanza los 400
mW/m2 en agosto (Valdés-Barron et al., 2013), con base en estos datos es posible estimar que los
conidios cultivados bajo una AE serian capaces de estar expuestos por alrededor de 10 h en el estado
de Michoacan o hasta 78 h en el estado de Chihuahua, para recibir una dosis de radiaciéon UV-B de
14 kJ/Im2 y mantener el 80 % de la sobrevivencia. Los conidios obtenidos bajo una AE presentan una
elevada resistencia a la radiacién UVB y que fueron 1.72 veces mas resistentes comparados con los
conidios obtenidos con la AN, estos dos factores podrian ser determinantes para la efectividad de los

HE aplicados en campo para controlar plagas.
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Grafica 4. Sobrevivencia (%) de los conidios de /. javanica CHE-CNRCB 303 (21% O 26%) a diferentes dosis de radiacion
UVB (3.5, 7, 10 y 14) kJ/m2 Las barras con diferente letra minuscula, muestran diferencia significativa de un tratamiento
con respecto a la dosis; barras con diferente letra mayuscula muestran diferencias significativas entre tratamientos, las
barras que no tienen letra mayUscula no mostraron diferencia significativa (prueba de Tukey p< 0.05).

Los conidios de la cepa /. javanica CHE-CNRCB 303 presentaron un comportamiento contrario al que se
esperaba al incrementar la dosis de radiacion. Aunque en la primera dosis de radiacion aplicada (3.5 KJ/m?)
hubo un decremento del 32 y 33 % en la sobrevivencia de los conidios cultivados bajo una AN y AE,

respectivamente. En el resto de las dosis de radiacion aplicadas (7, 10 y 14 KJ/m2) no disminuyd la




sobrevivencia de los conidios de |. javanica CHE-CNRCB 303, ademéas de que siempre mantuvieron

su sobrevivencia por encima del 60 %, ya sea aquellos obtenidos bajo AN o AE, y sélo se observo
diferencia estadistica significativa en la sobrevivencia (p < 0.05) a una dosis de 7 KJ/m2, lo que sugiere

que esta cepa tiene una capacidad natural de resistencia a la radiacion UV-B.

A una dosis de radiacion UV-B de 14 kd/m?la sobrevivencia encontrada fue de 53 y 62 % para los
conidios cultivados con el tratamiento AN y AE, respectivamente, sin diferencia significativa entre ellas
(p> 0.05). Una implicacion practica de esta elevada resistencia natural a la radiacion UV-B podria
observarse en estados como Durango, Sinaloa o Puebla en los cuales la maxima radiacién alcanza
es 400 mW/mz2 en agosto (Valdés-Barron et al., 2013), donde los conidios podrian estar expuestos
hasta 10 h o0 en estados como Baja California 0 Sonora donde la intensidad de radiacion en enero es

50 mW/mz2, donde los conidios podrian estar expuestos hasta 78 h.

La resistencia natural a la radiacién UV podria deberse a €l origen de las cepas, debido a que la
tolerancia a la radiacion UV ha mostrado una relacion positiva para algunas especies de HE. Por
ejemplo, algunos aislados de /. fumosorosea de regiones calidas fueron mas tolerantes a la radiacién
UV que aislados de regiones templadas (Fargues et al., 1996). Una correlacion similar se observo para
cepas de B. bassiana, donde se detect6 una adaptacion latitudinal de la radiacion UV-B, es decir, los
aislados de origen cercanos al ecuador tenian las tolerancias mas altas a la radiacion UV-B
(Fernandes et al, 2007, 2009).

La variacion en la susceptibilidad de hongos entomopatogenos a la radiacion UV puede estar
relacionado con la pigmentacion de conidios, ya que es un sistema de los conidios parece y suele ser
muy eficaz en la proteccidn contra la radiaciéon UV (Braga et al, 2006; Rangel et al., 2006; Nascimento,
etal, 2010).

Un estudio llevado a cabo con radiacién UV sobre conidios, mostré que el color de estos puede influir
en su inactivacion propiciada por la radiacion UV, y esta puede ser bloqueada en conidios con
pigmentacion negra, variando en funcién del color para otros conidios con pigmentacion diferente
(Ignoffo y Garcia, 1992). En consecuencia, los conidios negros de Aspergillus niger presentan una vida
media superior (14.8 h) cuando se expone a la luz solar simulada, en comparacion con las demas

especies investigadas, que incluian conidios menos pigmentada de Beauveria, Nomuraea,



Metarhizium, y una de color canela mutante de A. niger, con una vida media que varia de 1.1 h para

Nomuraea rileyi y de 2 h para el mutante de color canela de A. niger (Ignoffo y Garcia, 1992).

Otro ejemplo fue el reportado en mutantes cromaticas de conidios de M. robertsii ARSEF 23, donde
los de tipo silvestre poseian una pigmentacion oscura, siendo significativamente mas tolerantes a la
radiacion UV, comparado con las cepas mutantes que poseian una disminucion en su tolerancia a la
radiacion UV (Braga et al, 2006; Rangel et al., 2006; Nascimento, et al, 2010). Por lo que, seria
importante cuantificar los pigmentos que le proveen de proteccion directa a la radiacion, por ejemplo
la melanina, como un posible factor que contribuye a la resistencia a la radiacion UV-B en el caso de

los conidios producidos bajo una AE de la cepa ARSEF 3302.



La velocidad de crecimiento radial (Vr) es una medida de la capacidad de los hongos para invadir el

8.4 VELOCIDAD RADIAL

sustrato donde crece, pero también puede relacionarse con la capacidad de crecer en la cuticula como
estrategia competitiva contra otros microorganismos, acelerando asi la infeccion de un huésped
(Varela y Morales, 1996). Esta variable es dependiente de factores como el tipo de cepa fungica,
caracteristicas genéticas (Hajek y St. Leger, 1994) , la naturaleza del sustrato sobre el que se cultiva
el hongo, y la relacién C/N del sustrato (Shah et al., 2005; Safavi et al., 2007).

La velocidad radial encontrada en este estudio en los conidios de la cepa CHE-CNRCB 303 de |.
javanica, que fueron obtenidos bajo una AN y AE para su posterior evaluacion en condiciones
normales obtuvo valores de 2 y 1.95 milimetros por dia (mm/d) respectivamente, sin que hubiera
diferencia estadistica significativa entre ellos (p > 0.05), el mismo efecto se observé en los conidios de
la cepa ARSEF 3302 cultivada con los tratamientos AN y AE con valores de 1.39 y 1.41 (mm/d)

respectivamente, sin que hubiera diferencia estadistica significativa entre ellos (p > 0.05) (Gréafica 5).
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Grafica 5. Velocidad radial de conidios de CHE-CNRCB 303 (21% O 26%1) y ARSEF 3302 (21% M 26%1) de l.javanica
I. fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmésfera (AN y AE). Las
letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)-



En el estudio realizado por Meyer et al (2007) se report6 para seis cepas de Hirsutella citriformis, una

tasa de crecimiento de 0.83 mm/dia cultivadas en medio de ADS con extracto de levadura 1%,
mientras que la velocidad radial, reportado por Pérez-Gonzalez et al (2015) para cepas de H. citriformis
originarias de México fue de 1.117 mm/dia y 0.856 mm/dia para las cepas INIFAP-Hir-6 y INIFAP-Hir-
1 respectivamente. Por lo que las cepas de /saria evaluadas en este experimento muestran una mayor
capacidad de invadir el sustrato en que son cultivadas que otros hongos (Pérez-Gonzalez et al 2015)

y por tanto, podrian tener una mayor eficacia en la invasion del hospedero.



8.5 ANALISIS DIFERENCIAL DELGEN catA
8.5.1 EXTRACCION DE ARN

El proceso de extraccion del ARN de muestras bioldgicas es una de las etapas méas importantes para
la cuantificacion de la expresion de genes, pues de la calidad de ARN aislado depende el éxito en la
sintesis de cDNA y su posterior uso en gPCR. Algunos residuos como las melaninas, representan un
reto para la extraccion de ARN de alta calidad (Islas-Flores et al, 2006) y los hongos entomopatdgenos
producen melanina como parte de su sistema de proteccién contra radiacion UV, y en especifico los
conidios de Isaria producen una melanina que les da una coloracion marrén (Asaff et al, 2009). Las
melaninas por lo general precipitan con el ADN y el ARN, absorben la luz sobre una amplia longitud
de onda, dando lugar a una posible interpretacion errénea en la cuantificacion espectrofotométrica de
los acidos nucleicos (Satyamoorthy et al, 2002), provoca una migracién anormal del ADN o ARN al
que se unen en geles de agarosa e interfiere con la sintesis de cDNA y las reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR) al unirse con la ADN-polimerasa (Eckhart et al, 2000) y la transcriptasa inversa
(Giambernardi et al, 1998). Por lo que utilizar una técnica de extraccion de ARN que permita obtener

ARN altamente puro fue un punto critico para proseguir con el andlisis de la expresion del gen catA.

A 12 34 56 B 123456

Imagen 1. Geles de agarosa con donde se muestra la integridad del ARN purificado de la cepa a) CHE CNRB 303 y b)
ARSEF 3302 extraidas con RNeasy Plant mini kit.

En la Imagen 1 se muestra el gel de agarosa donde se corrieron las muestras de ARN de los conidios
de las cepas CHE-CNRCB 303 de /. javanica y ARSEF 3302 de I. fumosorosea cultivados bajo una



AN y una AE con sus respectivos triplicados extraidos con el kit RNeasy Plant mini. En los carriles 1,
2y 3 (Imagen 1 Ay B) se observa las bandas correspondientes al ARN obtenido de ambas cepas de
Isaria cultivadas bajo una AN y en los carriles 4, 5 y 6 se encuentra el ARN purificado de ambas cepas
de Isaria sometidas al tratamiento AE. En todos los casos podemos verificar la integridad del ARN

purificado, este resultado permitié continuar con el anélisis de expresion relativa del gen catA

8.5.2 EXPRESION RELATIVA DEL GEN catA

El gen catA codifica para un tipo de catalasa que se acumula en los conidios y que tiene como funcién el
proteger a las esporas del H20; producido durante la germinacién o por la respuesta inmune del insecto una

vez que el hongo lo ha invadido, aumentando la posibilidad de éxito en la infeccién. (Navarro et al, 1996).

La expresion relativa del gen catA (Grafica 6) en ambas cepas se incrementd cuando los cultivos se
sometieron a los pulsos oxidantes, para la cepa CHE-CNRCB fue 25 veces mayor cuando los conidios
se cultivaron bajo una AE respecto a la observada en los conidios cultivados bajo una AN y 14 veces
mayor en conidios cultivados bajo una AE de la cepa ARSEF 3302, respecto a los conidios cultivados
con el tratamiento AN. Este incremento en ambas cepas, a su vez justifica parte del incremento en la
actividad enzimatica de catalasa reportado por Miranda Hernandez et al (2014) en las mismas

concentraciones de oxigeno evaluadas en este estudio.

El aumento en la expresion relativa del gen catA en los conidios de ambas cepas, cultivadas bajo el
tratamiento AE, podria explicar el considerable aumento de la germinacién de estos, ya que al
traducirse répidamente durante la germinacién podria contrarrestar el estado hiperoxidante producido

por el metabolismo oxidativo, por lo que catA podria proteger a las esporas del H,0, producido durante la
germinacion o por la respuesta inmune del hospedero (Navarro et al, 1996), lo que se traduciria en una mayor
infectividad, efecto reportado por Miranda et al (2014) para las dos cepas evaluadas en este trabajo contra

larvas de Galleria mellonella, , lo cual es consistente con nuestros resultados.

En un estudio realizado por Wang et al (2013), analizaron la funcion de 5 tipos de catalasa en una
cepa de Beauveria bassiana, y se comprobd que el gen catA es especifico de conidios y que al generar
mutantes por knockout de este gen, los conidios fueron mas sensibles a la oxidacién, menos
termotolerantes, menos tolerantes a la radiacion UV-B y menos virulentos hacia larvas de S. litura

comparados con la cepa silvestre.
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Grafica 6. Expresion relativa del gen catA de CHE-CNRCB 303 (21% O 26% 1) y ARSEF 3302 (21% M 26% () de

ljavanica I. fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmésfera (AN
y AE). Las letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05).

Estos resultados reportados por Wang et al (2013) en Beauveria bassiana, concuerdan con el aumento
en la germinacién y la virulencia; encontrado por Miranda Hernéndez et al (2014), ademas, el
incremento en catA coincide con el aumento en la germinacion y la virulencia que reporté Miranda et
al (2014), pero no para la resistencia a UV, porque aunque en las dos cepas aumenta la expresion del
gen catA, solo una de ellas mejora respecto a proteccion contra UV-B por lo que se planted cuantificar

otras enzimas antioxidantes implicadas en la calidad como la glutation peroxidasa.

Ademas, para confirmar que el gen catA en las cepas de Isaria usadas en este estudio estuvo
directamente relacionado con la mejora en los parametros de calidad antes mencionados se debe

corroborar con la inhibicién de este gen en los conidios.




8.6 ACTIVIDAD DE OTRAS ENZIMATICAS ANTIOXIDANTES
8.6.1 GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

Debido a que no hubo correlacion entre la actividad de catA con la proteccion UV-B, y en vista de que
se ha reportado que algunas enzimas antioxidantes estan relacionadas también con la resistencia a
radiacion UV, decidimos evaluar la actividad de otras enzimas antioxidantes: GPX y CATPx. La
glutatién peroxidasa (GPx) es una enzima que participa en la detoxificacién de los hidroperéxidos de

lipidos utilizando el glutation (GSH) como poder reductor. Una unidad de actividad enzimética se

defini6 como la cantidad de enzima que puede causar la oxidacién de 1 nmol de NADPH a NADP " en
un minuto a 25 ° C, la cual es totalmente dependiente de la cantidad de GSSG generado por la GPx.
En ambas cepas hubo diferencia significativa entre la actividad enzimatica de la GPx (A.GPx)
obtenidos a AN comparados con la obtenida con el tratamiento AE. En el caso de la cepa CHE-CNRCB
303 fue 46 % mayo mientras que para la cepa ARSEF 3302 aumentd 1.4 comparado con la A.GPx

obtenida de los conidios cultivados con AN.
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Grafica 7. A.GPx de conidios de CHE-CNRCB 303 (21% O 26% 1) y ARSEF 3302 (21% M 26% () de ljavanica |.

fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmosfera (AN y AE). Las
letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)



8.6.2 ACTIVIDAD CATALASA PEROXIDASA (CATPx)

Las catalasas de especies de hongos son diversas en estructura y funcion, ademas de que su actividad
enzimatica se diferencia en respuesta al estrés oxidativo durante el crecimiento y el desarrollo (Bussink
y Oliver, 2001; Scherer et al, 2002; Chelikani et al, 2004; Moreira et al., 2004; Chagas et al., 2008).

Una unidad se definié como la cantidad de enzima que causa la formacién de 1.0 nmol de formaldehido
por minuto a 25 °C. En la Grafica 8 podemos observar para la cepa CHE-CNRCB 303 un aumento
del 59% en la actividad de CATPx para los conidios obtenidos con una AE, respecto a los conidios

obtenidos bajo una AN, con valores promedio de 69 y 43 U/mg de proteina respectivamente.
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Grafica 8. A.CATPx de conidios de CHE-CNRCB 303 (21% O 26% 1) y ARSEF 3302 (21% M 26% [) de ljavanica .

fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmosfera (AN y AE). Las
letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)




Mientras que para los conidios obtenidos con una AE de la cepa ARSEF 3302 se observa que la
actividad especifica de esta enzima casi se triplicd respecto a los conidios obtenidos con una AN,

presentando valores de 384 y 101U/mg de proteina respectivamente.

Estos datos se relacionan con el aumento a la resistencia a radiacion UVB, ya que, con base en los
resultados, solo para la cepa ARSEF 3302 se encontré un aumento en la sobrevivencia en los conidios
obtenidos bajo una AE, respecto a los conidios cultivados en una AN expuestos a una dosis de 14
kJ/m2 de radiacion UVB, mientras que con CNRCB1 a pesar de que hay diferencia de la A.CatPx entre

los tratamientos, esta diferencia no es tan grande como en el caso de ARSEF 3302.



En estudios anteriores, Miranda Hernandez (2014) cuantificé la A.SOD en conidios de las cepas CHE-

8.6.3 ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

CNRCB 303 y ARSEF 3302 de . javanica e I. fumosorosea, respectivamente, obtenidos en cultivos
con una AE y AN, a las 156 h de cultivo (con 4 pulsos oxidantes), sin encontrar diferencia en la
actividad entre los tratamientos con la cepa ARSEF 3302, incluso una disminucion en el tratamiento
con AE de la cepa CHE-CNRCB 303 comparada con los conidios obtenidos bajo una AN. Por lo que
el aumento en la calidad de estas cepas con la AE se atribuyé al aumento en la actividad de catalasa.
Pero, debido a que la SOD también ha sido un factor en el aumento de la calidad de otros HE (Xie, et
al, 2010, 2012), nuestra pregunta fue si con un pulso oxidante méas, ademas de los 4 ya asignados,
seria posible aumentar la A.SOD y hacer visible un aumento en la calidad de los conidios cosechados
bajo una AE. Por lo que se evalu6 la A.SOD a las 180 h de cultivo, es decir, 24 h después de las 156
h reportadas por Miranda Hernandez (2014), con 5 pulsos oxidantes en total. Ademas, que se procuré

la eliminacién de micelio al filtrar en tela de propileno.
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fumosorosea respectivamente, obtenidos con dos distintas concentraciones de oxigeno en la atmosfera (AN y AE). Las
letras distinguen los diferentes grupos obtenidos en la prueba de t-Student (p < 0.05)



Los resultados encontrados para la cepa CHE-CNRCB 303 (Gréafica 9) muestran que la actividad

especifica de SOD en los conidios obtenidos bajo AE aumentd 1.7 veces comparados con la A.SOD
de los conidios obtenidos con AN. Por otro lado, la A.SOD de los conidios obtenidos bajo una AE de
ARSEF 3302 disminuyd 38.2% respecto a los conidios cosechados con una AN, teniendo valores

promedio de 1.01 y 1.63 U/mg de proteina respectivamente.

Debido al aumento de la A.SOD en los conidios de la cepa CHE-CNRCB 303, estos probablemente
muestren una mayor calidad con este nuevo tratamiento (5 pulsos oxidantes), por lo que se podria
evaluar diferentes parametros de calidad bajo este tratamiento y valorar los efectos en la calidad para
los tratamientos AE con 4 pulsos y AE con 5 pulsos. Para el caso de ARSEF 3302 donde la A.SOD
disminuy6 con el tratamiento AE (5 pulsos oxidantes), es posible que haya llegado a un punto de
regulacion donde se esta generando mayor concentracion de perdxido de hidrogeno, regulando la
actividad de SOD impidiendo la generacion de mas H202 que propiciaria la produccién de otras ERO
por medio de la reaccion de Fenton como el radical hidroxilo que es potencialmente peligroso por
oxidar componentes celulares como lipidos proteinas y ADN (Fiechter et al, 1981; Kawasaki y Aguirre,
2001).



El tratamiento AE mostrd tener un efecto negativo sobre la produccidn de conidios de las cepas /saria

9 CONCLUSIONES

Jjavanica CHE-CNRCB 303 e Isaria fumosorosea ARSEF 3302. Por otro lado, la capacidad antioxidante
de los conidios se modifico al encontrar un incremento considerable de la expresion del gen catA en
ambas cepas, asi como de la actividad de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa y catalasa

peroxidasa cuando se obtuvieron conidios con una AE.

El aumento en la germinacion en los conidios obtenidos bajo condiciones oxidantes, se explica
parcialmente con el aumento en la capacidad antioxidante mediada por enzimas, que permite hacer
frente a este estado, dado que en la germinacién aumenta la generacion de ERO. Esta capacidad
antioxidante se correlaciona con el aumento en la tolerancia a la radiacion UV-B, que podria mejorar
la probabilidad de éxito en campo de estos conidios, ya que serian capaces de sobrevivir mas del 50%
de los conidios incluso en épocas de altas dosis de radiacion en México. Esto representa una ventaja

en la metodologia de aplicacion de los conidios.



Con el fin de aumentar el entendimiento del efecto positivo en la calidad de los conidios de las cepas

10 PERSPECTIVAS

de Isaria evaluadas en este estudio bajo una AE, se propone realizar los siguientes estudios:

[ Cuantificar la concentraciéon de melanina presente en los conidios producidos bajo una AE,
debido a que puede ser un factor que se modifica debido a la atmosfera oxidante, permitiendo
a los conidios una mayor tolerancia a la radiacion UV-B, comparada con los conidios obtenidos
bajo una AN.

[l Determinar el estado redox de los conidios producidos bajo una AE y una AN, con el objetivo
de correlacionar su modificacion con el aumento de la calidad de CHE-CNRCB 303 y ARSEF
3302.

lIl.  Comparar la actividad enzimatica de glutation reductasa, Tiorredoxina peroxidasa y
Tiorredoxina reductasa, con el fin de conocer la aportacion de estas enzimas en la capacidad
antioxidante de los conidios cultivados bajo una AE compradas con los obtenidos bajo una
AN.

IV.  Inhibir la expresion del gen catA en los conidios cultivados bajo una AE y evaluar la calidad
de estos con el fin de corroborar la relacién de este gen con el aumento de la calidad de los

conidios.
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ANEXO |
DETERMINACION DEL TIEMPO DE RUPTURA DE CELULAS

Esta prueba se realizd para determinar el nimero de ciclos necesarios para garantizar el 95 % de

ruptura celular.

Se cosecharon cocnidios de la cepa Isaria fumosorosea 3302 cultivados bajo una AN, la suspensidn
de conidios se estandarizé a 1 x 10° con/mL, de esta suspensién se agregd 1 mL a tubos Mini-bead
de 2 mL con 500 mg de perlas de vidrio, y se sometieron a diferentes ciclos de ruptura por triplicado
(8, 10, 12, 14, 18 y 20) en el disruptor de células (Mini-bedbeater 16, Biospec Products);
posteriormente se realizaron las diluciones necesarias para sembrar 300 conidios en una caja Petri

con medio ADS y se determin6 la sobrevivencia de estos conidios.
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ANEXO II
PRIMERS Y SONDAS UTILIZADAS PARA gqPCR

Las secuencias de los primes y sondas utilizadas en este estudio se muestran a continuacion:

Gen Oligo Secuencia
catA  Primer Forward  5-CGAGGAGGACAGATTTGAGTTT-3’

Primer Reverse ~ 5-GCTCCGTCTCGGTGAAATAC-3’

Sonda 5'-156-FAM/CTACATTGG/ZEN/CGAGCTGGAGCTGAA/3IABKFQ/-3
BTub  Primer Forward  5-GCTTCTGACCTCCGTAAC-3’

Primer Reverse ~ 5-TCCTCAACCTCCTTCATG-3’

Sonda 5'-156-FAM/ACCTGACCT/ZEN/GCTCTGCCATT/3IABKFQ/-3

Tabla 3.- Secuencias de los primes y sondas para catA y Btub

Las sondas utilizadas fueron del tipo TagMan™ y contenian el fluoréforo FAM (6-
carboxifluoresceina) en el extremo 5’ que emite en verde, el extintor de fluorescencia o “quencher’
IBFQ (lowa BlackTM FQ) en el extremo 3', ademas de un quencher interno ZEN™ el cual disminuye

la fluorescencia de fondo, pegado al nucleétido 9.
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