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RESUMEN

En este trabajo se utilizaron 4 cepas de Metarhizium anisopliae (798, 6342, 6335
y 6347) proporcionadas por la Agricultural Research Service Collection of
Entomopathogenic Fungi (ARSEF) a las que se les evalu6 los genes de proteasas, l0s
cuales se correlacionaron con la patogenicidad causada por las mismas cepas contra
adultos de mosca pinta y larva de Spodoptera exigua. Solo en las cepas 798, 6345 y
6347 se detectaron 8 de los 11 genes de subtilisina reportados, de igual manera se
encontrd un gen de tripsina. Sélo en la cepa 6342 no se detectd ninguno de los genes
mencionados. No obstante todas las cepas presentan actividad enzimética cuando son
expuestos en medio basal y medio basal suplementado con quitina. Las cepas que
presentan mayor actividad de proteasa del tipo de las subtilisinas son las cepas 6347, 798
y 6345, mientras que para el tipo de las tripsinas es la cepa 6342. Para determinar la
patogenicidad de las cepas se utilizaron adultos de mosca pinta colectados en la region,
Aeneolamia sp. y Prosapia sp. y larvas del gusano soldado Spodoptera exigua. Los
resultados de los bioensayos mostraron una mortalidad del 50% para la mosca pinta con
la cepa 3019, del 30% con las cepas 798, 6342, y del 20% con las cepas 6345y 6347. La
mortalidad para las larvas de Spodoptera exigua son del 73.3% con la cepa 6342, 66.6 %
con la cepa 6345, 60% con la cepa 798, 41% y 36% con las cepas 3019 y 6347
respectivamente. Finalmente se concluye que no existe una relacién entre la virulencia y
la presencia de los genes de proteasas por lo que la patogenicidad puede estar asociada a

otros factores no determinados en este trabajo.



ABSTRACT

In this work we used 4 strains of Metarhizium anisopliae (798, 6342, 6335 and
6347) provided by the Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic
Fungi (ARSEF) which protease gene content and pathogenicity were evaluated. The
gene content was.also correlated with the virulence caused by these strains to adults of
the grass spittlebug and the beet armyworm larvae.. Only in strains 798, 6345 and 6347
were detected 8 of 11 subtilisin genes previously reported, similarly trypsin gene was
also found. Only in the 6342 strain was not detected any of the mentioned genes. All the
strains exhibited enzyme activity when growth in basal medium and basal medium
supplemented with chitin. The strains with higher subtilisins type protease are 6347, 798
and 6345, while for the trypsin type strain is strain 6342. To determine the pathogenicity
of the strains, bioassays were ocnducted in adults of the grass spittlebug collected in the
region, and identified as Aeneolamia sp. and Prosapia sp., and larvae of the armyworm
Spodoptera exigua. The results of bioassays showed a mortality of 50% for the grass
spittlebug with strain 3019, 30% with strains 798, 6342, and 20% with strains 6345 and
6347. The mortality for the larvae of Spodoptera exigua is around 73.3% with strain
6342, 66.6% with the strain 6345, 60% with strain 798, 41% and 36% with strains 3019
and 6347. Finally we conclude that there is no correlation between the virulence and the
presence of protease genes so that the virulence may be associated with other factors not

determined in this work.



1. INTRODUCCION

Durante varios afios el control bioldgico de plagas ha sido empleado a nivel
mundial para combatir principalmente a insectos que atacan cultivos agricolas de
importancia econémica. Las principales razones por las que se han buscado alternativas
para la reduccion del uso de los insecticidas quimicos son su alta residualidad en el
ambiente, el alto costo de los productos y la presion de seleccion que ejercen en las
poblaciones de insectos cuya capacidad evolutiva les permite el desarrollo de
mecanismos de resistencia (Metcalf, 1980). Otro aspecto importante que se debe
considerar, es el efecto dafiino que estos compuestos causan al hombre, tales como las
intoxicaciones provocadas por no hacer uso del equipo necesario al momento de aplicar
los productos en campo, o por tener mala o poca informacién sobre el producto a
utilizar. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio, entre
500,000 y 1 millén de personas se envenenan por plaguicidas y entre 5,000 y 20,000
Ilegan a morir (citado por Valdez-Salas, et al., 2000). También han sido registradas
algunas enfermedades en humanos, asociadas a la acumulacion en tejidos, de los

diferentes grupos quimicos que conforman a los plaguicidas (Rugman y Cosstick, 1990).

El término control bioldgico fue usado por primera vez para referirse al uso de
enemigos naturales (introducidos o nativos) para el control de insectos (Smith en 1919
citado por Rodriguez del Bosque y Arredondo Bernal, 2007). En este tipo de control
pueden utilizarse diversos agentes tales como bacterias, hongos, virus, nematodos,
protozoarios, parasitoides y depredadores (Rodriguez del Bosque y Arredondo Bernal,
2007).

Particularmente, los hongos existen en casi todos los ambientes, algunos como
simbiontes, saprofitos o como agentes causales de enfermedades en insectos a los cuales
se les denomina hongos entomopatogenos. EI modo de accion de los hongos

entomopatogenos es por contacto y no requieren ser ingeridos por el hospedero, por esta



razon son Utiles para regular poblaciones de insectos plaga que tienen aparatos bucales

picadores-chupadores.

En la actualidad se han identificado y estudiado diversas especies de hongos
entomopatogenos, los cuales son de interés para combatir a las plagas importantes que
afectan a los cultivos. El uso de las nuevas herramientas de biologia molecular permite
seleccionar cepas fangicas con caracteristicas patogénicas particulares, lo que permite
obtener cepas mas potentes para mejorar la eficacia en campo, es decir obtener cepas
mas virulentas. En la actualidad se han estudiado diversos genes que intervienen en la
virulencia como los genes pr y chit, que sintetizan enzimas que intervienen en la
degradacidn de la cuticula de los insectos. De ahi la importancia del estudio tanto a nivel
de genes como de proteinas. Las proteinas Prly Pr2 son las que se encargan de degradar
a las proteinas que componen la estructura de la cuticula, de tal forma que se va
perdiendo la rigidez facilitando la penetracion del hongo hacia el insecto. Por tal motivo
las proteinas Prl y Pr2 son sefialadas como factores de virulencia ya que se dice que sin
éstas el proceso de infeccion no podria ocurrir. Algunos estudios han demostrado que
ciertas cepas mutantes a las cuales se les han insertado multiples copias de este gen
presentan incrementos en la virulencia, siendo mas agresivas contra los insectos blancos.
De ahi el interés de estudiar estos genes, para poder seleccionar cepas con potencial,
como una alternativa de control bioldgico para regular poblaciones de insectos de

cultivos de interés econdémico en la region.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son organismos de vida libre que pueden
encontrarse en habitats acuticos, terrestres y subterraneos (Ferron, 1978), sin embargo
también se han aislado de cadaveres de insectos. Los hongos entomopatdgenos pueden
sobrevivir en condiciones poco favorables o en ausencia de su hospedero mediante las
esporas que son estructuras de resistencia (Kenneth et al., 1972; Wilding, 1973). Los
hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de infectar cualquiera de las etapas de
desarrollo de un insecto y a una gran variedad de drdenes de éstos, algunos hongos son
mas virulentos hacia ciertos insectos, mientras que para otros no lo son (Freimoser et al.,
2003). Algunos de los géneros de hongos entomopatdégenos mas importantes son:
Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces, Entomophaga, Verticillum, Hirsutella,
Aschersonia y Pandora que pertenecen a los érdenes Entomophthorales, Moniliales y

Sphaeropsidales (Garcia-Gutiérrez et al.,2009).

Beauveria bassiana fue el primer hongo identificado como patégeno de insectos
por Agostino Bassi en 1835 cuando observé al agente causal de la muscardina en el
gusano de seda Bombix mori (Pramer et al., 1965). Este hongo desarrolla un micelio
blanco algodonoso que con el tiempo se torna de color cremoso. Las células
conidiégenas se agrupan de forma compacta, y ocasionalmente se presentan en grupos
solitarios, las conidias que producen son hialinas y tienen forma de botella (CIP, 2004).
Metarhizium anisopliae fue aislado por Metschnikoff en 1879, a partir del coledptero
Anisopliae austriaca y fue descrito por Sorokin en 1883 (OMS, 1884). Este hongo
infecta a mas de 200 especies de insectos, distribuidos en mas de 50 familias y se puede
encontrar en casi todos los ambientes por eso se dice que es cosmopolita, pero es mas
comun encontrarlo en habitats agricolas (Bidochka et al., 1998; Samuels et al., 1989;

citado por Freimoser et al., 2005; Rodriguez et al., 2005; Sanchez-Pefa et al., 2011).
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Este hongo se caracteriza por presentar un micelio de color verde olivo, el conidiéforo
nace del micelio y esta irregularmente ramificado con dos o tres ramas en cada septo, las
conidias se observan ligeramente pigmentadas de color amarillo a verde olivo y con
aspecto algodonoso a compacto, las conidias presentan formas ovoides o cilindricas,
producidas en cadenas muy largas de sucesion basipétala, (Coria-Avalos y Vidales-
Ferndndez, 1997; Padilla-Melo et al., 2000; CIP, 2004).

2.2 Aspectos a considerar en la aplicacion de hongos entomopatogenos a nivel

de campo

Cuando los hongos entomopatégenos se aplican en campo, la efectividad es
regulada por maltiples factores ambientales como la textura del suelo, el contenido de
humedad, la aireacion, la temperatura, el pH, la densidad poblacional del insecto plaga,
la poblacion de insectos hospederos alternantes, la presencia de depredadores,
antagonistas entre otros, a diferencia de los estudios en laboratorio en donde
practicamente todos los factores estan controlados (Studder et al., 1990). Por citar
algunos ejemplos donde el ambiente juega un papel muy importante, factores como, la
humedad relativa y la temperatura son muy importantes para que se lleve a cabo el
proceso de infeccion para los hongos entomopatdgenos. M. anisopliae y B. bassiana,
requieren de un 50% a un 100% de humedad relativa, y de temperaturas de 15° a 35°C
para llevar a cabo su ciclo de vida (Walstad et al., 1970), mientras que Paecilomyces
farinosus necesita una humedad relativa del 86% al 100% (Dobreski, 1981, Carruthers et
al., 1985; Rath et al., 1995; Hart y MacLeod, 1955; Ansaria et al., 2004). Un ejemplo
que ilustra la importancia de las condiciones ambientales es el caso del insecto Hoplia
philanthus, que es una plaga de pastos y cultivos horticolas, cuyo control con M.

anisopliae se aplica en base a la temperatura ambiental (Ansaria, et al., 2004).



2.3 Generalidades de Spodoptera exigua

Spodoptera exigua es un insecto que pertenece al orden Lepidoptera dentro de la
familia Noctuidae y presenta una metamorfosis completa. Este insecto es cosmopolita y
ataca a méas de 90 especies de plantas ubicadas en Norte América siendo principalmente
plantas con grano, y en las cuales las larvas son las causantes del dafio en hojas y frutos
(Pearson, 1982; Palumbo y Karens, 1996). Segun estudios a nivel de campo las
poblaciones de este especie (S. exigua) se presentan desde finales del verano hasta el
otofio (Capinera, 1999). Este insecto comuUnmente conocido como gusano soldado es
originario de Asia, pero fue descubierto en Norte América alrededor de 1876 (Capinera,
1999).

Este insecto en etapas larvales presenta una colororacion de blanca a verdosa y
esta cubierto por una capa de escamas blanquecinas que le dan el aspecto algodonoso.
La hembra coloca alrededor de 300 a 600 huevos, los cuales son depositados sobre la
superficie de la hoja, y en ocasiones cerca de la flor, estos huevos pueden eclosionar en
2 a 3 dias dependiendo de las condiciones climaticas. Las larvas pasan por 5 estadios
que se cumplen aproximadamente en 10 dias, las larvas de primer y segundo estadio
presentan coloraciones de verde palido a amarillo, pero adquieren rayas palidas al tercer
estadio. En el cuarto estadio, la parte dorsal toma un color obscuro, presentando una raya
lateral negra. Las larvas del quinto estadio son muy variables en apariencia, tendiendo a
tener un color verde en la parte dorsal con un color amarillo en la parte ventral y con una
raya lateral. En la parte dorsal y dorso lateral presenta unas manchas de color negro.
Después llega la etapa de pupacion que ocurre en el suelo y tarda aproximadamente 6 a
7 dias dependiendo de las condiciones climaticas (clima calido). La pupa presenta un
color marrén claro y mide de 1.5 a 2 cm, posteriormente emergen los adultos, cuyas alas
miden alrededor de 2.5 a 3 cm de envergadura. Las alas frontales son de color moteado
gris y marron. Las alas posteriores son mas uniformes, de color gris con blanco y con
una linea negra en el margen. La oviposicion ocurre aproximadamente de 2 a 10 dias

después del apareamiento (Capinera, 1999).



2.3.1 Control de Spodoptera exigua

Para tratar de eliminar las larvas de S.exigua se han empleado algunos
insecticidas tales como el spinosad, terbufenozide y metoxifenozide, sin embargo debido
al surgimiento de individuos resistentes a estos insecticidas, se han implementado otras
estrategias como el uso de algunas feromonas que se usan para evitar el apareamiento de
adultos y asi reducir las poblaciones de larvas. La liberacion de parasitoides de las
familias Ichneumonidae y Braconidae como por ejemplo Cotesia marginiventris,
algunos poliedrovirus, e incluso se han empleado ciertos extractos botanicos como
hermalina y ricino en combinaciones con Bacillus thuringiensis (Guimaraes et al.,
1995; Multon et al., 2000; Kerns et al., 2000; Urbaneja et al., 2002; Rizwan-ul-Haq et
al., 2009).

2.3.2 M. anisopliae para el control de otras especies de Spodoptera

Para tratar de controlar a otras especies del género Spodoptera se han aplicado
formulaciones de M. anisopliae sobre S. frugiperda en cultivos de maiz a una
concentracién de 1X10*. EIl hongo fue aplicado de manera individual y combinado
como triclorfon encontrandose en ambos tratamientos una respuesta similar (Lezama et
al., 2005). Asi mismo se han aplicado M. anisopliae y M. flavoviridae como agentes de
control en larvas de Spodoptera littoralis causando una mortalidad del 60% y 55%
respectivamente (Amer et al., 2008).



2.4 Generalidades de la “mosca pinta”

La mosca pinta también conocida como salivazo es una plaga muy importante de
pastos que son de importancia para la ganaderia. Afecta a otras especies de gramineas,
como la cafia de azucar, causando pérdidas de 9 t por ha en México (De la Cruz-Llanas
et al., 2005). La mosca pinta es un insecto hemimetabolo que mide de 6 a 9 mm de
largo, el ciclo bioldgico comienza cuando la hembra deposita los huevecillos sobre el
suelo (una hembra puede depositar de 40-100 huevecillos) que son de color cremoso,
con forma oval, y una longitud promedio de 1.0 mm por 0.3 mm de didmetro, estos
huevecillos pueden estar en estado latente hasta por 1 afio hasta tener las condiciones
ideales para eclosionar, necesitan de un 80-90% de humedad relativa, posteriormente las
ninfas eclosionan y se les denomina salivazo debido a que estan cubiertas con una
espuma formada por una sustancia de consistencia mucilaginosa, secretada por las
glandulas de Batelli, que se ubican a los lados del séptimo y octavo segmento abdominal
(Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1989). Esta espuma protege a las ninfas
contra la desecacion y del atague de varios enemigos naturales. Las ninfas pasan por 5
instares, y esta etapa tiene una duracion de 45.6 dias. La etapa adulta tiene una duracion
entre 16 y 18 dias, y la diferencia entre el macho y la hembra se hace en base a la
conformacién del genital externo. El ovipositor de las hembras de los cercdpidos esta
conformado por un juego de 2 pares de laminas quitinizadas que se desprenden del
octavo y noveno segmento abdominal y presenta una terminacion que le sirve para
ovipositar dentro del suelo o en lugares estrechos. El genital del macho esta formado por
la modificacion del dltimo segmento abdominal, el cual presenta en la parte ventral dos
prolongaciones en forma de laminas cuya terminacion, a diferencia de las hembras es

roma (Rodriguez et al., 2003; Thompson y Le6n-Gonzalez, 2005).

Entre los géneros de mayor importancia para la mosca pinta destacan Prosapia y
Aeneolamia pertenecientes a la familia Cercopidae (Thompson y Ledn-Gonzalez, 2005).
Las condiciones ambientales son sumamente importantes para la proliferacion y el

aumento de la poblacion de este insecto, los dafios econdmicos causados son uniformes
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a lo largo del afio en lugares himedos, mientras que es restringido a seis meses en
lugares secos (Valerio et al., 2001; Holmann y Peck, 2002), ademéas presenta una
distribucion neotropical (Brasil, Venezuela, Colombia, Panama, Trinidad y Tobago,
Nicaragua, Honduras, Guatemala, México, y El Salvador (Saenz et al., 1999; Gomez,
2007).

Prosapia simulans puede ser reconocida por algunas caracteristicas morfoldgicas
en el aparato reproductor. Presenta 2 dientes en la punta y una ligera banda coloreada
que pasa transversalmente por el pronotum y otras 2 que pasan por los tergos, aunque
esas bandas son generalmente reducidas o ausentes en las hembras, en México y
América central los patrones de las bandas van de amarillo a rojo y de rosado a
anaranjado. Su distribucion es muy amplia, ya que se encuentran desde el nivel del mar
hasta 3000 m.s.n.m. El género Prosapia se ha reportado en nueve estados de México
(Chiapas, Guerreo, Nuevo Ledn, Oaxaca, Queretaro, San Luis Potosi, Tabasco,
Tamaulipas y Veracruz) (Peck et al., 2001).

El género Aeneolamia presenta coloraciones variadas con bandas blancas
transversales algunas veces interrumpidas en su area medial, pero algunos pueden
carecer de una o las dos bandas, algunos pueden presentar la mancha V en los
“hombros”. Para el género Aeneolamia se han reportado 2 especies en México
Aenolamia albofasciata y Aeneolamia contigua (Thompson y Ledn-Gonzalez, 2005;
Gobmez, 2007).

2.4.1 Control de “mosca pinta”

Para el control de la mosca pinta se recomienda realizar diferentes practicas
culturales como son; buena preparacion del suelo con labores de barbecho, cruza y
subsuelo en los terrenos destinado a la siembra, destruccion de la maleza, sobre todo los

pastos que crecen en los caminos, mejorar el drenaje para eliminar el agua en la
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temporada de lluvias, la utilizacion de trampas amarillas con pegamento (Stickem) la
cuales tienen un tamafio de 60X80 cm, el control quimico se recomienda cuando se
tienen poblaciones muy altas y focos importantes pero teniendo todos los cuidados para
evitar efectos negativos, tanto para el medio ambiente como para la salud humana, sobre
todo del personal que realiza la aplicacion (Séenz et al., 1999; CESVETAB, 2006). Con
la aplicacion de M. anisopliae, debido a todos los efectos secundarios que trae consigo la
aplicacion de plaguicidas quimicos, en México como en otras partes de América se ha
tratado de controlar este insecto. En Costa Rica se han obtenido buenos resultados
(Bautista-Gélvez y Gonzalez-Cortes, 2005) aplicAndose a una concentracion de 2.5 a
5.0X10" conidias/ha en las regiones cafieras (Saenz et al., 1999).

2.4.2 Metarhizium anisopliae para el control de la mosca pinta

En México se han evaluado aplicaciones con diferentes concentraciones de M.
anisopliae para tratar a la mosca pinta sobre cafia de azlcar (Saccharum spp),
obteniendo una eficiencia de control del 98.7% cuando se aplica a una concentracion de
1.5X10% conidias/ha (Bautista-Galvez y Gonzalez-Corte, 2005). Se ha logrado obtener
cepas de M. anisopliae a partir de muestras de mosca pinta (Aeneolamia sp) de
diferentes estados de la Republica Mexicana, encontrando diferencias significativas en
cuanto al grado de termo-tolerancia, ya que muestran una asociacién entre la
temperatura y el lugar donde fueron encontradas (Toriello et al., 2008). Algunos datos
obtenidos de otro estudio indicaron que después de la primera aplicacion causaron una
mortalidad del 29 al 37.3% de mortalidad en Aeneolamia spp, sin embargo al paso del
tiempo el hongo fue infectando un mayor nimero de ninfas (Hernandez-Velazquez y
Berlanga-Padilla, 1999).
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2.5 Aislamiento de hongos entomopatdgenos

Hay varias técnicas que se utilizan para el aislamiento de hongos
entomopatogenos, a partir de muestras de suelo y de insectos muertos (Tajick-Ghanbary
et al., 2009) que utilizan la siguiente metodologia: tomar 1 kg de diferentes sitios a una
profundidad de 0-20 cm, posteriormente realizar diluciones con las muestras (1:5000 y
10000) y a partir de estas suspensiones inocular cajas Petri conteniendo medio de cultivo
y estreptomicina como antibidtico, los aislados obtenidos se purifican posteriormente
por cultivos monosporicos. (Sanchez-Pefia et al., 2011), utilizaron un insecto trampa
para aislar hongos entomopatogenos, ellos introdujeron larvas de Tenebrio molitor en
muestras de suelo que son incubadas a 25°C+1 por 15 dias y las larvas muertas o que
presentaban crecimiento micelial fueron removidas y colocadas en otros recipientes de
plastico con alta humedad e incubadas por 15 dias a temperatura ambiente para la
obtencidn de las conidias. Las conidias crecidas en el insecto trampa fueron sembradas
en agar papa dextrosa (PDA) para su andlisis. Otra técnica consiste en colectar insectos
en diferentes estados de desarrollo que presenten signos iniciales o avanzados de estar
infectados, después se pasan por varios lavados y con una aguja de siembra se pica el
insecto donde presenta la mayor infeccién debido a la presencia del hongo y enseguida

se coloca en un medio de cultivo adecuado (CIP, 2004).

2.6 Etapas de la infeccion

2.6.1 Adhesion de la conidia a la cuticula del insecto

La infeccién comienza cuando la conidia se adhiere a la cuticula del insecto que
estd compuesta principalmente por proteinas, lipidos y carbohidratos, entre otras
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moléculas. En el proceso de infeccion inicialmente se generan ciertas interacciones
hidrofébicas y fuerzas mecénicas. En este proceso participan las hidrofobinas, las cuales
son proteinas que contribuyen a la fijacion de las conidias a superficies hidrofobicas, y
cuya sintesis 6ptima ocurre a pH de 5.0-7.0. Recientemente se han encontrado y
caracterizado otro tipo de proteinas como la CWP10, que pertenece a la familia de las
hidrofobinas, ésta se encuentra ubicada en la pared de las conidias y est& relacionada
con la adhesion hidrofobica (St. Leger, 1998; Wasten, 2001; Li et al., 2010). Asi mismo
en el 2007 Wang y St. Leger, descubrieron la presencia de la proteina Madl en la etapa
de adhesion a la cuticula, se considera que esta proteina es la encargada de realizar el
proceso de adhesion de la espora a la cuticula y que es uno de los multiples factores de
virulencia del hongo, por lo tanto, si no se lleva a cabo la adhesion de la conidia sobre la
cuticula del insecto, no se puede desencadenar todo el proceso de infeccion. De acuerdo
a estudios de laboratorio se ha demostrado que después de la adhesion de las conidias
sobre la cuticula del insecto, comienza el proceso de germinacion y el desarrollo del
apresorio, simultaneamente comienza la secrecion de mucilago el cual, posiblemente
participa en el transporte de las diferentes enzimas encargadas de la degradacion de la
cuticula del insecto (St. Leger 1996a; Moino et al., 2002).

2.6.2 Sintesis de enzimas encargadas de degradar la cuticula del insecto

Una vez formado el apresorio ocurre la activacion de ciertos genes que producen
enzimas como las proteasas, quitinasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas y fosfatasas las
cuales, se han considerado como importantes factores de virulencia y cuya actividad es
la de degradar la cuticula del insecto; sin embargo las proteasas Prl se consideran las
mas importantes para este proceso (Gabriel, 1968; Hajek y St. Leger, 1994; Maniani et
al.,2003; Freimoser et al., 2003; Fang, et al., 2009a). La regulacion de la expresion de
los genes productores de proteasas es inducida por los componentes presentes en la

cuticula del insecto como fuente de carbono (Paterson et al., 1993). Se ha encontrado en
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M. anisopliae un factor transcripcional denominado PacC el cual es un activador de un
gen alcalino y represor para genes acidos ya que las diferentes proteasas actlan a
diferentes pH, regulandose asi para cada tipo de enzima, aunado es esto, la produccién
de acido en la cepas de M. anisopliae se incrementa a pH altos. Por ejemplo las
proteasas del tipo de las subtilisinas y tripsinas actian bajo condiciones alcalinas de pH
8.0, las quitinasas a pH 5.0, las aminopeptidasas y metaloproteasas a pH de 7.0. (St.
Leger et al., 1998, 1999).

Se ha observado que las proteasas Prl son las mas eficientes para degradar la
cuticula (St. Leger et al., 1996; Joshi et al., 1995). Sin embargo algunas cepas de M.
flavoviride producen proteasas del tipo de las subtilisinas (Prl) y tripsinas (Pr2) que
presentan diferencias en la actividad, siendo las proteasas Prl las que presentan mayor
actividad con respecto a las proteasas Pr2 (St. Leger et al.,1992; St. Leger et al., 1996a;
Pinto et al., 2002).

Existen variaciones entre las proteasas de diferentes organismos a nivel de
secuencias de aminoacidos (Shimizu et al., 1993), sin embargo comparten secuencias
conservadas, por ejemplo la proteasa Prl que pertenece al tipo de las subtilisinas,
presenta un 61% de similitud con la proteinasa K del hongo Tritirachium album y un
56.6% con la proteasa de B. bassiana. En la proteasa Pr2, que pertenece al tipo de las
tripsinas, se pueden distinguir dos isoformas de acuerdo a su punto isoeléctrico. Estas
isoformas (4.4 y 4.9) estan localizadas en la periferia de la pared celular durante el
crecimiento del hongo y se considera que las proteasas Pr2 complementan la actividad
de las Prl. Existen otros tipos de proteasas cuyos genes estan distribuidos en
cromosomas separados (Joshi et al., 1997). Se han logrado identificar 11 proteinas que
son expresadas por el hongo durante su crecimiento en la cuticula del insecto como son
PrlA, PrlB, PrlC, PriD, PrlE, PrlF, Prl1G, PriH, Prll y PrlJ. Todas las Prl con
excepcion de la Pr1C son del tipo de la proteinasa K, esta proteina estd muy relacionada
a las proteinas de Bacillus spp. (Freimoser et al., 2003; Bagga et al., 2004).

Para que se lleve a cabo la degradacion de la cuticula del insecto, deben ocurrir

ciertas interacciones dependientes del pH, entre aminoéacidos libres y los radicales libres
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gue estén presentes sobre la cuticula (Bidochka y Khachatourians, 1994a; 1994b). Por
ejemplo las proteasas de B. bassiana cuyas fracciones presentan diferentes pesos
moleculares acttan a diferentes pH, la fraccion A tiene actividad a un pH acido (pH 6.0)
mientras que la fraccion B tiene actividad a pH basico (pH 9.0) (Kucera y Samsinakova,
1968).

En los hongos, las quitinasas se producen cuando su sintesis es inducida por la
presencia del sustrato y presentan un papel fisiologico entre el crecimiento de la hifay la
morfogeénesis (St. Leger et al., 1996¢). Las quitinasas son también producidas por
hongos entomopatogenos (Gabriel 1968; St. Leger et al., 1996b; Chaves-Berrato et al.,
2003) y éstas presentan actividades de endoquitinasa y exoquitinasa con pesos
moleculares de 33-kDa y de 110-kDa respectivamente (St Leger et al., 1986; Havukkala
etal., 1993).

2.6.2.1 Proteasas

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las cadenas de péptidos (MEROPS) y
se encuentran en virus, bacterias y eucariotas (Rawlings y Barrett, 1994). Segun al
enlace peptidico al que son mas activas se clasifican en endopeptidasas y exopeptidasas.
Las endopeptidasas desdoblan los enlaces dentro de la molécula y las exopeptidasas

separan un sélo aminoacido del extremo carboxilo (Prieto-Bozano, 1999).

Muchas de las proteasas han sido clasificadas en base a multiples alineamientos
de aminoéacidos. De acuerdo a su sitio catalitico se pueden clasificar en: serinproteasas,
cisteinproteasas, asparticoproteasas, metaloproteasas y proteasas de mecanismo
catalitico desconocido, dos de las mas grandes familias son las quimiotripsinas y las
subtilisinas las cuales presentan arreglos similares en los residuos de His, Asp y Ser,
pero difieren radicalmente en los plegamientos. Las subtilisinas son enzimas altamente

alcalinas que se han encontrado en bacterias y hongos, por otra parte la mayoria de las
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quimiotripsinas han sido encontradas en animales, hongos, protozoarios y plantas
(Rawlings y Barrett, 1993; Siezen y Leunissen, 1997). La proteasa Pr2 es una proteina
del tipo de las tripsinas que se puede expresar cuando la fuente de carbono es una
proteina, como la albumina de suero bovino (Paterson et al., 1993), mientras que la
proteina Prl es inducida por componentes de la cuticula del insecto. Sin embargo se ha
observado que cuando el medio es suplementado con metionina los niveles de Prl
aumentan y es posible que este aminoacido juegue un papel importante en la regulacién
de esta proteasa, aunque otros aminoacidos pueden reprimir la sintesis de estas proteinas
(Paterson et al., 1994; Tiago et al., 2002; Campos et al., 2005; Donatti et al., 2007).

2.6.2.2 Actividad de proteasas

Para medir la actividad in vitro de diferentes proteasas se utiliza una gran
variedad de sustratos sintéticos, como por ejemplo la actividad de Prl con el sustrato
succinil-(alanina),-prolina-fenilalanina-p-nitroanilida y para Pr2 con el sustrato benzoil-
fenilalanina-valina-arginina-p-nitroanilida (St. Leger et al.,1987; Da Silvia-Pinto et al.,
2002; Tiago et al., 2002; Dias et al., 2008; Donatti et al., 2008: Zhang et al., 2008; Ali et
al., 2010). Las proteasas Prly Pr2 son las que presentan mayor actividad proteolitica en
la superficie de las conidias, esto es reconocido en las primeras etapas de la infeccion.
Sin embargo, existen toda una amplia variedad de enzimas que son secretadas durante el
proceso de patogénesis, lo cual les confiere la habilidad a los hongos entomopatdgenos
para atacar a sus hospederos (Santi et al., 2010). Ali et al., (2010) utilizaron el filtrado
de 3 aislados de Isaria fumosorosea crecidos con quitina como unica fuente de carbono,
este filtrado conservo la virulencia y la capacidad para ocasionar la muerte a larvas de
Plutella xylostella, aunado a esto el aislado que presenté mayor produccion de proteasas
Prl y Pr2 presentd los tiempos medios de supervivencia mas bajos con respecto a los
demas aislados. Segun Castellanos-Moguel et al., (2007), la cepa de Paecilomyces

fumosoroseus que presentd mayor actividad de proteasas totales y mayor actividad de
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proteasas del tipo Prl, presenté mayor virulencia con una baja concentracion de conidias

hacia la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum.

2.6.3.3 Clonacion del gen prl

A partir de cDNA, el gen prlA de diferentes cepas de M. anisopliae ha podido
ser caracterizado, clonado y expresado. Por otra parte se ha secuenciado el promotor de
dicho gen, encontrando ciertas secuencias que tienen que ver con su regulacion (Screen
et la., 1997). El gen prl1A presenta 4 exones y tres intrones, la secuencia del cDNA tiene
un promedio de 1319 pb, que codifica un polipéptido de 390 aminoé&cidos
aproximadamente, con un peso de 26 kDa. Para llevar a cabo la expresion de este gen se
necesitan sistemas que cumplan ciertas caracteristicas, por ejemplo algunas
modificaciones postraduccionales que ocurren en organismos eucariotas y para ello se
utiliza el sistema Pichia pastoris (Zhang et al., 2008). Por otra parte también se ha
clonado y secuenciado el gen prl del hongo Beauveria brongniartii, este gen esta
conformado de 4 exones y 3 intrones que representa un fragmento de 1732 pb, el cDNA
tiene un tamafio de 1550 pb y contienen un ORF de 1140 pb codificando a una proteina
de 380 aminoacidos, compartiendo una identidad del 67% con la proteina de M.

anisopliae (Sheng et al., 2006).

2.6.4 Invasion del hongo y expresién de genes

Una vez degradada la cuticula, la hifa comienza el proceso de penetracion
invadiendo el cuerpo graso que se localiza por debajo de la cuticula, posteriormente las
hifas invaden el tejido muscular, el tracto digestivo, el tejido nervioso, asi como el
epitelio intestinal hasta llegar finalmente al lumen del intestino. Las hifas van utilizando
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los nutrientes disponibles y liberando diversos metabolitos secundarios mientras que los
niveles de proteasas son regulados durante la etapa de la invasion del hemocele (Sajap y
Kaur, 1990; St. Leger y Bidochka, 1996¢; Small y Bidochka, 2005). Una vez que el
hongo entra al hemocele puede producir otros tipos de metabolitos llamados destruxinas,
las cuales se han relacionado con la virulencia y la toxicidad. Estas destruxinas afectan a
varios organelos blanco como las mitocondrias, el reticulo endopldsmico y la membrana
nuclear. Los sintomas que causan son paralisis de las células, disfuncion del intestino
medio, de los tibulos de Malpighi y del tejido muscular (Dumas et al., 1994; Kershaw et
al.,, 1999). En M. anisopliae se han caracterizado las destruxinas A, B y E, cuya
expresion esté influida por la fuente de carbono (Wang et al., 2004; Kershaw et al.,
1999). La mayoria de los aislados de M. anisopliae que son virulentos para Manduca
sexta producen diferentes tipos y cantidades de destruxinas, sin embargo en un aislado

altamente virulento no se observo la produccion de destruxinas (Kershaw et al., 1999).

La utilizacion de los nutrientes disponibles de la hemolinfa del insecto es muy
importante para el éxito de la invasion. M. anisopliae secreta una enzima llamada
trehalasa sintetizada por el gen atm1 que se encarga de hidrolizar la trehalosa disponible
en la hemolinfa de los insectos y cuya presencia se ha detectado en la superficie de la
conidia durante la germinacion (Xia et al., 2002; Santi et al., 2010). Por otra parte en M.
anisopliae se ha caracterizado el gen mos1 que es expresado en la hemolinfa del insecto,
se relaciona con la presion osmética dentro de la hemolinfa, también se ha relacionado
con los procesos de desarrollo del apresorio y las hifas (Wang et al., 2008). El gen mcll
codifica una proteina con dominios N-terminales hidrofilicos que se presenta en la pared
celular por la induccién de una region extendida de colageno glicosilada, la proteina
sintetizada de este gen esta relacionada con evitar la fagocitosis de los hemocitos que se

encuentran en la hemolinfa (Wang y St. Leger, 2006).

Con la técnica de hibridacion supresiva-sustractiva se identificaron los genes
expresados en la hemolinfa de la langosta Locusta migratoria que fue infectada con M.
anisopliae, donde resultaron 120 EST’s que son reguladas durante la colonizacion de la

hemolinfa. Solamente el 35% de los genes se asocié con alguna funcion conocida de
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procesos celulares. Es posible que el otro 65% de los genes estén involucrados con el
proceso de la invasion, ya que presentan una baja similitud con la base de datos “non-
redundant (NR)” del National Center for Biotechnology Information (Zhang y Yuxian,
2009). Al hacer comparaciones de los genes que se expresan en la hemolinfa de los
insectos, la mayor parte coinciden con secuencias de genes presentes en Basidiomycetes,
bacterias y plantas. La expresion de los genes varia segun la cepa y probablemente esta
en funcion de las condiciones ecoldgicas de la misma, asi mismo se han identificado
algunas proteinas con funciones de tripsinas, quimiotripsinas, carboxipeptidasas, lipasas,
fosfolipasas, esterasas, fosfatasas, metaloproteasas, aminopeptidasas, aspartilproteasas,

etc. (Freimoser, et al., 2003).

Después de la muerte del insecto, el micelio emerge a través de los espiraculos,
boca y membranas intersegmentales (Karsahaw et al., 1999; Moino et al., 2002). Los
factores abidticos como la lluvia y el viento pueden ayudar a dispersar las conidias las
cuales pueden adherirse a otros insectos (Hall y Dunn, 1957; Visser y Hassal, 1987,
Gilbert, 1994).

2.6.5 Regulacion de genes durante la conidiogénesis

El hongo Metarhizium anisopliae presenta 2 patrones de desarrollo bajo la
privacion de nutrientes: la formacion del apresorio y la conidiogénesis. El gen cag7 se
regula segun el contenido de nitrégeno en el medio, a mayor contenido de nitrégeno,
menor expresion del gen. La proteina sintetizada por el gen cag7 presenta una
homologia del 99.7% con la proteasa Pr1, este gen es regulado al menos 2 veces durante
el ciclo de la patogénesis, una vez durante las primeras etapas de la infeccion en la cual,
ocurre la formacion de apresorio y la otra durante la Gltima etapa de la infeccién, durante
la formacion de las conidias (Small y Bidochka., 2005). Durante la conidiogénesis la
expresion de algunos genes de mantenimiento (act, gpd, tef, try, ubi y 18sRNA) varia de

acuerdo a las diferentes etapas de crecimiento del hongo, ademéas de la produccién de
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una hidrofobina por el gen ssga la cual, es también detectada durante esta etapa (Fang y
Bidochka, 2006).

2.7 Mecanismo de defensa del insecto

La primera barrera de defensa es la cuticula del insecto, estd compuesta
principalmente de fibras de quitina embebida en una matriz de proteinas las cuales,
varian entre las especies de insectos (Anderson, 1974). Una vez que el hongo rompe la
primera barrera, las hifas dentro del hemocele deben superar varios mecanismos
inmunodefensivos del insecto constituidos por el sistema humoral y el celular (Maniani
et al., 2003; Téllez-Jurado et al., 2009). En el sistema humoral circulan proteinas
antibidticas y otras moléculas que circulan en el hemocele como la fenoloxidasa, que es
la enzima responsable de la melanizacion en insectos y otros artropodos (Soderhall y
Cerenius, 1992). La melanina es un pigmento pardo-negruzco que tiene diversas
propiedades biologicas tales como la inhibicion de actividades enzimaticas bacterianas y
fangicas (Smith y Sdderhall, 1983). Se ha observado que en el proceso de melanizacion
en el hospedero se distinguen tres patrones de intensidad de la melanizacion de la
cuticula del integumento y de la pared traqueal lo que indica un proceso de defensa del
insecto (Fuguet y Vey, 2004). El sistema celular lo constituyen los hemocitos que son
células que circulan en la hemolinfa con capacidad de fagocitar sustancias extrafias
(Lavina y Strand, 2002).

El gusano de seda Bombyx mori libera ciertos inhibidores de proteasas
denominados A, E, F y D, presentan mayor actividad contra las proteasas de Aspergillus
melleus y B. bassiana (Yoshida et al., 1990). La dieta en los insectos es otro factor que
puede afectar el desarrollo de la enfermedad ya que se ha determinado que algunos
compuestos en las dietas pueden inhibir la infecciéon, causando diferencias en la

mortalidad de los insectos (Tefera y Pringle, 2003).
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2.7.1 Genes que afectan la virulencia de las cepas

En el hongo M. anisopliae se ha caracterizado un gen llamado cag 8 que sintetiza
una proteina G, la cual, esta relacionada con la produccion de conidias tanto en medios
de cultivo como en el insecto. Esta proteina esta formada por 441 amino&cidos con una
masa molecular aproximadamente de 49.9 kDa, presenta dos intrones uno de 451 y otro
de 122 pb. La proteina sintetizada por este gen es ortdloga con otras proteinas como las
RGS encontradas en hongos filamentosos como Aspergillus sp. En algunos
experimentos con cepas transformantes, donde el gen cag8 es interrumpido, la
mortalidad de los insectos se ve disminuida, este gen estd involucrado en la formacién
de conidias, contrastando con los porcentajes de mortalidad de la cepa silvestre. Ademas
la interrupcion de este gen (cag8) afecta a la expresion del gen ssgA que codifica para
una hidrofobina, mientras que la expresion del gen prl1A no se ve afectada. Por otra parte
la proteina del gen mapkal, Metarhizium anisopliae proteina quinasa Al que estd
compuesta de 522 aminoacidos, juega un papel importante en la regulacion de muchos
procesos celulares incluyendo los de aquellos genes que estan relacionados con la
virulencia y que son expresados una vez que hace contacto la conidia con la cuticula
(Fang et al., 2007, 2009b).

Otro factor sumamente importante es la composicion quimica de la cuticula del
insecto, la cual varia segun el tipo de insecto, sin duda es de gran importancia ya que si
la conidia no logra adherirse a la superficie de la cuticula, la patogenicidad se vera
afectada (Gillespie et al., 1998; Lord y Howard, 2004). Otro aspecto importante segin
Shah et al., (2007) al hacer repetidos subcultivos se ve afectada la virulencia y asi
mismo la produccion de las proteasas Prl y la capacidad de adhesion de la conidia al
insecto, pero esto se incrementa la adhesién y la virulencia cuando se utilizan sustratos a

base de cuticula y en aquellos medios con extracto de levadura.
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2.8 Actividad de los hongos entomopatdgenos sobre algunas plagas

2.8.1 Pruebas in vitro

Las pruebas in vitro sobre citotoxicidad son necesarias para definir la
concentracion de algun compuesto con potencial para inducir la muerte celular
(Eisenbrand et al., 2002). La eleccién de los insectos apropiados para la evaluacion de
los metabolitos fungicos es algo que se debe de considerar, ya que hay diferencias entre
las cepas y la susceptibilidad del insecto (Pangrahi, 1993). Algunos metabolitos de
diferentes hongos importantes para la agricultura incluyendo los de los hongos
entomopatogenos, se han probado en la linea celular SF-9 de Spodoptera frugiperda y se
ha observado sensibilidad a fusarenon X (FUS), diacetoxyscirpenol (DAS), nivalenol
(NIV), deoxynivalenol (DON) pertenecientes a los tricotecenes producidos por
Fusarium sp y algunos otros metabolitos como beauvericina (BEA) por Beauveria sp,
eniantina (ENN) por Fusarium sp, gliotoxina (GL) por Aspergillus sp, y zearalenona
(ZEA) por Fusarium sp (Fornelli et al., 2004).

2.9 Formulaciones

La mayoria de las formulaciones basadas en hongos que existen para controlar
diferentes plagas estan elaborados a base de M. anisopliae y B. bassiana. (Monzon
2001; de Feria y Wraight, 2007). Existen diferentes tipos de formulaciones para llevar a
cabo la aplicacion en campo, en donde la formulacion consiste en mezclar el ingrediente
activo con materiales inertes, tales como vehiculos, solventes, emulsificantes y otros
aditivos siempre y cuando estos compuestos no tengan algun efecto desfavorable para el
ingrediente activo. La formulacion puede ser seca o en polvo humectable en donde se
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utiliza un vehiculo, el cual puede ser de origen vegetal. Liquida o emulsificable en
donde se utiliza un liquido solvente y un emulsificante. El liquido debe evitar la
absorcion de agua por parte de las conidias y mantener su viabilidad. Otro factor
importante es tomar en cuenta la temperatura de almacenamiento de las esporas, por
ejemplo a 8°C éstas pueden permanecer viables por lo menos 1 afio, mientras que a altas
temperaturas se puede afectar su viabilidad (Walstad et al., 2004). Otro dato que puede
ser considerado para tratar de activar la cepas es el que Rodriguez-Colorado et al (2002),
mencionan que las conidias almacenadas, durante 3 meses en agua destilada a una

temperatura de 25 + 5°C, presentan porcentajes de germinacion por arriba del 90%.

La forma de almacenamiento y los aditivos que se utilizan en las formulaciones
para la aplicacion de M. anisopliae son de suma importancia para que no pierdan la
virulencia, las conidias deben conservar una capacidad de germinacion entre el 80 y el
90 %, sin embargo esta capacidad declina con el tiempo y con las temperaturas de
almacenamiento. Es importante considerar, de acuerdo a Rangel et al., (2008) que las
conidias son sometidas a cierto nivel de estrés durante su obtencion en el laboratorio lo
que influye en al aumento o disminucion de la virulencia y la capacidad de germinacién

y la adherencia al insecto.

Algunas formulaciones a base de B. bassiana se pueden aplicar en seco sobre la
superficie del agua para matar larvas de Anopheles albimanus, Culex pipiens, y C.
tarsalis. En los adultos de C. pipiens, C. tarsalis, Aedes aegypti, A. sierrensis, A.
nigromaculis y A. albimanus expuestos a las conidias se ha observado una mortalidad
del 100% a los 5 dias después de la aplicacion (Clark et. al., 1968).

La palomilla del manzano Cydia pomonella, es una de las principales plagas que
ataca al manzano y el fruto es penetrado por méas de una larva (Geier, 1963). Se ha
determinado la eficacia de B. bassiana contra la palomilla del manzano C. pomonella al
causar Unicamente un 2.38% de dafios. B. bassiana también puede actuar con capacidad
ovicida para Tetranychus cinnabarinus (Garcia-Gutiérrez, et al., 2004; Shi y Feng, 2004;
Falcon y Huber, 1991).
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2.10 Avances moleculares para incrementar la virulencia en las cepas

Con las técnicas de biologia molecular se han obtenido cepas recombinantes que
son mas eficientes para utilizarlas como agentes de control hacia insectos plaga. La
sobreexpresion del gen prl produce una proteina del tipo de las subtilisinas lo cual
incrementa la virulencia de M. anisopliae (St. Leger et al., 1996d), asi mismo la
sobreexpresion del gen de quitinasa (chitl) incrementa la virulencia de las cepas de B.
bassiana hacia afidos (Fang et al., 2005). La fusion de estos dos genes resulta en un
efecto sinérgico para la degradacion de la cuticula del insecto, obteniendo una cepa
recombinante en donde se sobreexpresan los genes de chit y prl resultando en un
incremento en la virulencia de B. bassiana al degradar in vivo la cuticula del insecto mas
eficientemente que la cepa silvestre (Fang et al., 2009a). Por otra parte se ha obtenido
una cepa de B. bassiana la cual es capaz de expresar el gen aalT, que codifica para una
neurotoxina de alacran y el gen prl de M. anisopliae, pero cuando se expresan en la
misma cepa no presentan actividad sinérgica, en cambio cuando se expresa por si sola la
neurotoxina se reducen los tiempos letales medios en Dendrolimus punctatus y Galleria
mellonella (Lu et al., 2008).

El hongo Verticillum lecanii se usa para controlar afidos causando epizootias con
resultados favorables (Yokomi y Gottwald, 1998; Hsiao et al., 1992). Algunos
polimorfismos en las regiones IGS (espacios intergénicos) de V. lecanii se han
relacionado con la patogenicidad del hongo; éstos fueron clasificados en 3 grupos segun
los productos amplificados por PCR en productos de 4.0 kb (IGS tipos L), 3.0 kb (tipo
M) y 2.3 kb (tipo S). Los aislados IGS-L causaron mayor mortalidad en afidos.
(Sugimoto et al., 2003).
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3. JUSTIFICACION

Los hongos entomopatdgenos en la actualidad son de gran importancia para
controlar las poblaciones de insectos plaga, esto es debido a su modo de accion con
respecto a otros microorganismos, y que a su vez esta relacionada con la biologia del
insecto a tratar, es por ello que son fuente de investigacion para poder comprender y
determinar los factores que intervienen en el proceso de patogenicidad. A la fecha se han

empleado diversas técnicas de biologia molecular para tratar de dilucidar este proceso.

Diversos autores han propuesto que los principales factores de virulencia de estos
hongos son las proteinas con actividad enzimatica que intervienen en la degradacion de
la cuticula, debido a su composicion la cual es una matriz de filamentos de quitina que
embeben proteinas y lipidos entre otras moléculas (St. Leger et al., 1992; St. Leger
1996b). Estas enzimas marcan la pauta para que el hongo pueda penetrar la cuticula del
insecto y alimentarse de los nutrientes que estdn en el hemocele provocando un
desequilibrio por la produccion de diferentes metabolitos sintetizados por el hongo
causando la muerte, lo que se ve reflejado en la disminucién de la poblacion y en el dafio

causado a la planta.

Algunos autores han reportado que los genes de mayor importancia son los prl
que codifican para enzimas del tipo de las subtilisinas que se expresan en las primeras
etapas de la infeccion, cuando empieza a formarse el apresorio y son localizadas en la
periferia del mismo. Estas enzimas se encargan de degradar a las proteinas que
conforman la barrera de proteccion (cuticula), quedando de alguna manera debilitada la
barrera fisica que hay entre el insecto y el medio exterior (St. Leger et al., 1992). Se
estima que la cuticula esta compuesta de un 70% de proteinas (St. Leger et al., 1986).
Por otra parte la expresion de los genes pr2 que codifican para enzimas del tipo de las
tripsinas complementan la funcién de las proteinas Prl cuya expresion esta inducida por
componentes presentes en la cuticula del insecto (Paterson et al., 1994; St. Leger et al.,
1996b).
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Otros estudios sefialan la gran importancia de estas proteinas para ser
consideradas como indicativo de la virulencia del hongo debido a su gran potencial para

causar la reduccion de poblaciones en insectos (Ali et al., 2010).

En algunos trabajos en los cuales se ha llevado a cabo la sobreexpresion del gen
prl se ha obtenido un incremento en la velocidad de muerte del insecto y por ende en la
disminucion del dafio del insecto hacia la planta (St Leger., 1996d).

Por estas razones consideramos que la caracterizacion molecular de los genes pr
en diferentes cepas de M. anisopliae asi como la asociacion a su virulencia permitira
conocer la capacidad del hongo para controlar una plaga y asi poder establecer un
potencial biotecnoldgico, para evitar pérdidas econémicas importantes en la agricultura

de la region y de México.
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4. HIPOTESIS

e Las cepas de Metarhizium anisopliae poseen al menos un gen asociado a la

produccidn de proteasas tipo subtilisina y tripsina.

e La produccién de proteasas en M. anisopliae estd asociada a la virulencia del

hongo.
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5.1 OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar los genes productores de proteasas en cepas de Metarhizium

anisopliae.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar genes productores de proteasas tipo subtilisinas y tripsinas.
e Caracterizar molecularmente los genes encontrados de proteasas.

e Analizar la relacion entre la presencia del gen y la virulencia del hongo.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Activacion de las cepas.

Las cepas de los hongos entomopatdgenos fueron proporcionadas por la
Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal (ARSEF),
aislados a partir de mosca pinta con las siguientes claves 798, 6342, 6345, 6347, 3019 y
3345, esto con la finalidad de tener cepas patdgenas para este insecto (mosca pinta). Las
cepas se activaron en matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de Caldo
Dextrosa Sabouraud (CDS) enriquecido con extracto de levadura al 1% y 25 pg/ml de
estreptomicina para evitar el crecimiento de bacterias, los matraces se incubaron por 48h

a 28°C con una agitacion de 200 rpm.

6.1.2 Extraccion y cuantificacion del DNA Cloroformo-Octanol (24:1)

(Raeder y Broda, 1985)

Para la extraccion del DNA de cada cepa se utilizé el método de Cloroformo-
Octanol (24:1), primero se tomd 1 ml de un cultivo de 48 h, se colocd en un tubo
eppendorf de 1.5 ml y se realizaron 3 lavados con agua mili Q estéril para obtener el
micelio y eliminar los restos del medio de cultivo, estos lavados consistieron en
resuspender las células en agua mili Q y centrifugar y desechar el sobrenadante.
Posteriormente en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, se colocaron 100 pl de micelio
(por cada muestra) y se resuspendio en 300 pl de agua miliQ. Los tubos con la biomasa
se colocaron en nitrégeno liquido por 20 min y se maceraron con un pistilo estéril por 5
min o hasta obtener la muestra homogénea. A cada tubo se agregaron 500 ul del buffer
de extraccién (Tris-HCI 200mM pH 8.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM y SDS 0.5%), se
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homogenizaron las muestras y se incubaron a temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente se agregaron 500 pl de cloroformo-octanol (24:1) a cada tubo y se
mezclaron en el votrex (Genie 2 G-560, N.Y., EE.UU.) a velocidad maxima por 5 min.
Los tubos fueron sometidos a centrifugacion (Hemle Z160M, Wehingen, Alemania) a
13,000 rpm por 30 min. y se transfirié la fase acuosa a otro tubo de 1.5 ml realizando
estos lavados 3 veces. Posteriormente se agregaron 4 ul de RNAsa (20 mg/ml) y cada
tubo se incub6 en un termomixer (Eppendorf 22331, Westbury N.Y., EE.UU.) a 37°C
por 30 min. Enseguida se adicionaron 500 ul de isopropanol, para precipitar el DNA y
se mezcld por inversion incubando a -20°C por 30 min, nuevamente se volvio a
centrifugar a 13,000 rpm por 5 min y se deseché el sobrenadante. Se agreg6 etanol al
70% y se mezclo por inversion suavemente para lavar la pastilla de DNA.
Posteriormente se volvié a centrifugar a 13,000 rpm por 5 min y se desechd el
sobrenadante. Después se dejo secar la pastilla manteniendo el tubo invertido, y por
ultimo se resuspendié en 50 ul de TE1X y se almacend a -20 °C hasta su uso.

6.1.3 Corrimiento de electroforesis para visualizar y cuantificar el DNA

Para visualizar el DNA obtenido y cuantificarlo se preparé un gel de agarosa al
1% en buffer de TBE 0.5X, se dejo solidificar a temperatura ambiente y se coloco en
una camara de electroforesis Mini Sub Cell (Modelo MGU-102T, Del Mar, CA.). Como
marcador de masa se utiliz6 1l de DNA del fago lambda a 500 ng/ul y 2 pl de buffer de
xilencianol-bromofenol en glicerol al 30% de acuerdo a Sambrook y Russell (2001) y
2ul de Sybr® ® Gold (Molecular Probes, Invitogen, Carlsbad, California EE.UU.). Se
mezclaron 1 pl de cada muestra y 2 pl del Sybr® Gold, y se colocaron en los carriles
del gel de agarosa. La electroforesis se llevé a cabo a 80 V por 1 h. Una vez terminado el
tiempo de corrimiento, el gel se visualizo con luz UV en un fotodocumentador con el
programa Kodak Molecular Imaging, se analiz6 la imagen para ver la masa estimada de

cada una de las muestras y la calidad de las mismas.
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6.1.4 Disefio de oligonucledtidos

El disefio de oligonucleodtidos se realizd con el programa Lasergene 8 de
DNAStar® con la opcién PrimerSelect, a partir de las secuencias disponibles en el
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Los oligonucleétidos se
disefiaron para amplificar un fragmento de los genes prl que expresa una proteina del
tipo de las subtilisinas y otro Ilamado pr2 que sintetiza una proteina de tipo tripsina. Los

oligonucledtidos elegidos fueron sintetizados por Biosynthesis Inc. EE.UU..

6.1.5 Estandarizacion de las condiciones de PCR

La estandarizacion para las condiciones de PCR, se realizd ajustando las
concentraciones de los reactivos (tag DNA polimerasa, buffer de tag DNA polimerasa,
dNTP’s, y oligonuclettidos) como se observa en el Cuadro 1. Posteriormente se
optimizaron las temperaturas del termociclador en base a la temperatura de alineamiento
de los oligonucledtidos, por cada reaccion se colocd un control (agua miliQ) Cuadro 2.
Las reacciones de PCR se corrieron en un termociclador (Gen Amp PCR System 9700,

Singapore).

6.1.6 Corrimiento de los productos de PCR

A partir del producto de PCR se tomd 1 pl y se mezclé con 2 ul de Sybr® Gold.
Como estandar de masa molecular se utilizo el marcador, APstl mezclado con 2 pl de
Sybr® Gold y posteriormente se cargaron tanto las muestras como el marcador en un

gel de agarosa al 1.5%, colocado en la cdmara de electroforesis. El buffer de corrida fue
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TBE al 0.5X y la electroforesis se corri6 a 80 V durante 1 h. Los resultados se
visualizaron en un foto-documentador con luz UV acoplado al programa Kodak

Molecular Imaging.

6.1.7 Secuenciacion

Los productos de PCR que mostraron una sola banda se purificaron para ser
secuenciados con el kit Big Dye terminator v3.1 (Applied, Biosystems, California,
EE.UU.). Como primer paso, se purifico el producto de PCR, se tomaron 5 pl
directamente del producto amplificado y se agregaron a un nuevo tubo conteniendo 2 pl
de EXOSAP, esta reaccion se incub6 a 37°C por 15 min, con agitacion a 400 rpm en un
termomixer (Eppendorf 22331, Westbury N.Y., EE.UU.) después la reaccion fue

inactivada a una temperatura de 80°C durante 15 min con la misma agitacion.

De la mezcla que contenia el producto de PCR purificado con el EXOSAP, se
tomaron 3pl para la reaccion de secuenciacion a un volumen final de 10 pl como se
muestra en el siguiente, Cuadro 3, cada reaccion se llevd a cabo con los oligonucledtidos
ya sea con el sentido y/o antisentido seguin el caso tomando en cuenta el tamafio de la
amplificacion, la reaccion se colocd en el termociclador robocycler gradient 96
(Stratagene, Ceder Creek, Texas) programado con las temperaturas que se muestra en el
Cuadro 4. Después de terminar el programa del termociclador se llevé a cabo la
purificacion de la reaccion de secuenciacion, para lo cual se tomaron 10 pl de la
reaccion mas 2 pl de xterminador y 9 pl de SAM y se mezcl6 en un vortex. La mezcla se
incubé en un termomixer (Eppendorf 22331, Westbury N.Y., EE.UU.) bajo estas
condiciones 1300 rpm por 30 min a 25°C. Posteriormente la mezcla se volvid a
homogenizar y se centrifugd (Hemle Z160M, Wehingen, Alemania) a 13,000 rpm por 2
min. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos y éstos fueron colocados en una
gradilla cubierta con papel aluminio para realizar la secuenciacién en un secuenciador

automatico (Applied Biosystem 3130, Japon).
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Cuadro 3.- Reaccidn de secuenciacion.

Reactivo Concentracion Volumen en pl
Buffer big dye v 3.1. 5X 2
Agua milli Q. - 25
Big dye v3.1 ready mix 2
Oligonucledtido 5uM 5
Templado 3
Volumen final 10

Cuadro 4.- Temperaturas del robocycler para la secuenciacion.

Temperatura en °C Tiempo Ciclos
96 1 min 1
96 10s
55 5s 25
62 4 min
62 1 min 1
6 5 min 1

Los electroferogramas obtenidos de cada una de las muestras se visualizaron y se
editaron con el programa Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd, Minnesota,
EE.UU.). El ensamble de las secuencias se realizd en el programa Lasergene 8
DNAStar® (Madison Wi53705, EE.UU.).
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6.1.8 Alineamientos

Las secuencias editadas de cada uno de los genes, fueron alineadas para
determinar los porcentajes de identidad entre ellas y con las reportadas en la base de
datos del NCBI, utilizando los programas ClustalX2, Gene Doc 2.7 y BioEdit version
7.0.0 que son de acceso libre. Posteriormente se obtuvieron las secuencias aminoacidicas

para su comparacion con otras proteinas de la base de datos del NCBI.

6.2 Andlisis de la actividad enzimatica

6.2.1 Preparacion de los medio de cultivo

Cada cepa fue sembrada en cajas petri con PDA mas extracto de levadura al 1%
y estreptomicina (25 pg/ml). Las cajas se incubaron a una temperatura de 25 °C por 18
dias o hasta observar la esporulacién, posteriormente se seleccionaron 2 cajas por cada
cepa a las cuales se les agreg6é 1 ml de Tween al 0.05% para recuperar y resuspender las
conidias. A partir de la suspension homogénea de conidias se realizd una dilucién 1:10
para realizar su conteo en la cdmara de Neubauer. La concentracién se ajusté a 1X10°
conidias/ml, para inocular 50 ml de medio basal (MgSQO,4 0.02 p/v, K;HPO, 0.01% p/v)
suplementado con 1% p/v de quitina de camardn y un medio basal sin quitina que fue
utilizado como control. Los matraces se incubaron en un agitador orbital (Lab-line®,
Illinois, EE.UU.), a 180 rpm, a 30°C por 4 dias. Cada 24 h se tomaron alicuotas de 3 ml
para extraer el extracto crudo. Cada alicuota previamente filtrada a través de una gasa se
colocé en un tubo y se centrifugo, (Beckman Coulter) a 2,500 rpm por 10 min a una
temperatura de 4°C. A partir de las alicuotas antes sefialadas se llevo a cabo el analisis

de actividad.
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6.2.2 Andlisis preliminar de la actividad enziméatica

Se realizé un ensayo preliminar para observar la produccién de proteasas en las
cepas seleccionadas. Para ello se utilizd agar-gelatina en tubos de ensaye con tapon de
rosca. Los tubos se inocularon con las cepas, dejando un tubo sin inocular como control
y se incubaron a temperatura ambiente, por 7 dias. Después fueron colocados en

refrigeracion por 10 min para determinar la licuefaccion del medio.

6.2.3 Andlisis con sustratos de la actividad enzimatica

Para medir la actividad de las proteasas Prl y Pr2 se utilizaron los siguientes
sustratos succinyl-(alanina) 2-prolina-fenilalanina-p-nitroanilida y benzoilfenilalanina-
valina-arginina-p-nitroanilida respectivamente. Para el analisis se utilizaron 0.05 ml de
sustrato (1 mmol), 0.85 ml de buffer Tris HCI 15 mmol pH 8.5 y 0.1 ml de enzima
cruda. La mezcla se incubd a 28°C por 1 h y la reaccion se detuvo agregando 0.25 ml de
acido acético al 30% y se colocd en hielo por 15 min, posteriormente las muestras se
centrifugaron a 2,500 rpm por 5 min. El sobrenadante se transfirié a una celda de cuarzo
de 1 ml para medir la absorbancia a 410 nm en un espectrofotometro GBC (Cintra 10e,
Australia). Con los datos de absorbancia se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y
las medias fueron comparadas utilizando la Prueba de Tukey a un nivel de significancia
del 0.05.
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6.3 Bioensayos de patogenicidad

6.3.1 Obtencion de conidias

Para la obtencion de conidas se tomo 1 ml de micelio de 48 h cultivado en CDS
enriquecido con extracto de levadura al 1% y se colocé en una caja de Petri. A cada caja
se agregaron aproximadamente 20 ml de PDA conteniendo extracto de levadura al 1%,
con 25 pg/ul de estreptomicina, en total se utilizaron 20 cajas para cada cepa. Después
de solidificar el medio en las cajas se sellaron con papel Parafilm® y se incubaron a
24°C hasta su esporulacion (21 dias aproximadamente). Posteriormente a las cajas se les
agregd 1ml de Tween 80 al 0.05 % (estéril) y con una espatula se raspo la superficie del
medio cuidando de no desprenderlo y el raspado de cada caja se concentré en un
recipiente de plastico con tapa de rosca. De la suspension de conidias se tomo una

alicuota para hacer diluciones y determinar la concentracién en la camara de Neubauer.

6.3.2 Colecta de insectos

6.3.3 Mosca pinta (Prosapia sp)

Para la colecta de mosca pinta (Prosapia sp.) se realiz6 un monitoreo en algunas
malezas que rodeaban los cultivos de sorgo, en el km 50 a orilla de la carretera Reynosa-
San Fernando en el estado de Tamaulipas. Los adultos de mosca pinta se colectaron con
una red de golpeo y fueron trasladados en cajas de plastico transparentes (56X26X38
cm) hasta el laboratorio. Por otra parte se colectaron gramineas del lugar donde
habitaban estos insectos, estas plantas fueron extraidas con la ayuda de una pala de

jardin para obtenerlas con la raiz, posteriormente fueron colocadas en recipientes de

36



poliestireno expandido de 500 ml. La raiz se cubrié con suelo y se agreg6 agua hasta su
hidratacion completa.

En el laboratorio se separaron los insectos en 6 lotes de 10 individuos cada uno
para probar cada una de las cepas y el control. Para pasar los insectos a lotes se utilizd
un pincel de pelos de camello. Cada lote de insectos se sumergio en 1 ml de la
suspension de conidias a una concentracién de 10° conidias/ml durante 20s, después
estos insectos fueron colocados en jaulas de madera (30X30X30 cm) con paredes de tela
mosquitera en cuyo interior se coloco un recipiente con una planta de la familia Poaceae
(no identificada), extraida del habitat donde se colectaron los insectos. Al final el
bioensayo (7 dias), los insectos muertos se tomaron con unas pinzas de diseccion y se
colocaron en camaras himedas consistentes en una cajas petri con el fondo cubierto de
papel filtro humedecido con 800 ul de agua estéril miliQ. Las cAmaras humedas se

incubaron a 25°C por 7 dias hasta observar la emergencia de las conidias o micosis.

6.3.4 Larvas de Spodoptera exigua

Para este bioensayo, las larvas de S.exigua fueron proporcionadas por el area de
cria de insectos del Laboratorio de Biotecnologia Ambiental, CBG-IPN. Se prepard una
dieta artificial (Rosas-Garcia y Villegas-Mendoza, 2008) de la cual se vertieron 5 ml en
vasos de plastico del nimero cero (Solo® P100,EE.UU.), con tapa y se dejo solidificar.
De cada cepa se agregaron 100 pl de una suspensién 3X10° conidias/ml en cada vaso
sobre la superficie de la dieta y se dejaron secar durante 1 h. Posteriormente con un
pincel ultra fino, redondo, de pelo de camello, se colocd una larva de 1% instar. Por cada
cepa se utilizaron 3 lotes de 25 insectos (1 larva por vaso) y un control igual de 3 lotes

de 25 insectos.

Todos los bioensayos se incubaron a temperatura ambiente y la mortalidad se
registré diariamente. Se registrd el nimero de larvas vivas, muertas y perdidas y se

determind el porcentaje de mortalidad causado por cada cepa. Sélo para los bioensayos
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de S. exigua se registro la mortalidad a partir del 3* dia de alli diariamente hasta el 8°
dia, se dejé correr el ensayo por otros 10 dias y se registraron las larvas que llegaron a

pupar.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de DNA

Las concentraciones obtenidas del DNA fluctuaron en un rango de 8 a 40 ng/ul,
sin embargo la cantidad recuperada fue suficiente para realizar las reacciones de PCR,
obteniendo productos con una buena calidad. En la Fig. 1 se muestra el DNA extraido de

las muestras utilizadas asi como la concentracién de cada una de ellas.

Figura 1.- Extraccién y cuantificacion de DNA de Metarhizium anisopliae. Carril 1,

marcador A500ng, carriles 2-5, cepas de M. anisopliae 798 (34ng/ul), 6345 (40ng/ul),
6347 (22ng/ul), 6342 (10ng/ul), carril 6, Beauveria bassiana 3019 (31ng/ul) y carril 7,
Fusarium sp 3345 (8ng/pl).

7.1.2 Oligonucle6tidos

Los oligonuclettidos que se disefiaron para detectar los genes que
pertenecen al tipo de las subtilisinas prl (A, B, C, D, E, G, H, 1 y J) y para el tipo de las
tripsinas pr2, se muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5.- Oligonucleédtidos disefiados para detectar diferentes genes del tipo de las

subtilisinas y del tipo de las tripsinas en las cepas de M. anisopliae.

Gen Oligonucledtido Secuencia Tamarfio
esperado pb.

prlA | SubPriF 5'TGTCTGCCCTTCTCACTCTTCTCC3’ 1,421
SubPriR 5 AGCCAATCGCCGTCTCTTCACTGS

PRO | PRO1F 5TGTTGGTTTGGCAGGCTATG3 588
PRO1R 5 CGGGAATCGACGCTCAATY3

PRO | PRO2F 5 TCGCCGACAGAGCCACTTCY 732
PRO2R 5 CAGCGGGTCAGCAACAAACACY

priB | PriBF 5 AGCGCCGGCGAAGGAACA3 444
PriBR 5 CGCCGCCACCGAGACAAACY

prlC | PRICF 5 CACGCCCGATCTCAGCAAGTATYS 321
PR1CR 5 CTCAGAGCGCCGCCAGTAATG3’

priD | PR1DF 5 CAAATATCCGCGCCTCCAATGTYS 508
PR1DR 5 ACGCCCGTCCCTCAAACTCC 3

prlE | PR1EF 5 TACCCTCGCGCCTCTTGAACTAZ 563
PR1ER 5 TCGGAATATCGGTGTCGGTAATY

PriF | PR1FF 5 TGCTACCGGGGAGGATGACTY 446
PR1FR 5 CTGGGGCAAAAATGGTGACAZ

prlG | PR1GF 5 GCCGGCACCGCTGATTATTC3 472
PR1GR 5 GGGGGTGCTTACGGGATGTG3’

priH | PR1HF 5 GCTGGAGATGCCGATGAGGATGY 376
PR1IHR 5 CCGCGGCAGCAGGAGAGTAGY

prll | PR1IF 5CTTGGGGTCTGTCTCGCATTTC3’ 435
PR1IR 5 CTTGGGGCAGCCTCGTGTT3

prl) | PRLJF 5 GACGCAGGCAGCACCAATGAY’ 409
PR1JR 5 CGGCCAGCCCAGCAACAY

priK | PR1KF 5 TCCCGGCTCCAGTCCTTGTTY 402
PR1KR 5 CTCGCCAGCGCTATCATCGTAZ’

pr2 TrypPr21F 5 ACACCTGCCGTTTTAAGCCGACTA3" | 419
Trypr2 2R 5 AACAAGACACCGCCGCACCAATGY

pr2 TrypPr21F 5 ACACCTGCCGTTTTAAGCCGACTA3" | 1086
TryPr2 3R 5 CTTATAACCCCATGACACAACTCCY

pr2 TryPAR2F 5 CGGCTCGCATACCCTACGY 439
TRYPARZ2R 5"CAGCAGCAAAATCTCCTACTCAAAYZ’
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7.1.3 Estandarizacion de la PCR para identificar a los genes prly pr2

Los Cuadros 1y 2 se muestran las condiciones Optimas para el desarrollo de las
PCR para amplificar los fragmentos de los genes pr1 (A,B,C,D,E,F, G, H,,JyK)y
pr2.

Cuadro 1.- Concentracion optima de los reactivos para las reacciones de PCR para

amplificar fragmentos de los genes prly pr2.

Reactivo Concentracion

optima
DNA
Buffer Go Taq. 1X
dNTP’S 0.2mM
Oligonucleotidos F y R 0.2mM
Go Tag polimerasa 1.25U
H,0 mili Q -

25 pl

Volumen total
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Cuadro 2.- Programa de temperaturas y ciclos empleados en el termociclador PCR.
System 9700 ® para la amplificacion de fragmentos de los genes prly pr2.

Temperatura Tiempo Ciclos
96°C 2 min 1
94°C 455

. 30
60/55°C 1 min
72°C 1 min
72°C 7 min 1
4°C 30s 1

7.1.4 Identificacién de los genes prl por PCR

En las cepas 798, 6345 y 6347 se logré identificar la presencia de los genes prl
(A, B, C,E, F, G,JyK). Las cepas 3345 y 3019 correspondientes a Fusarium sp. y B.

bassiana fueron utilizadas como controles (Figs. 2-9).
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1700 pb —>

800 pb —»

Figura 2.- Amplificacion de un fragmento del gen prlA con un tamafio aproximado de
1421 pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; Carril 1, APstl, carriles 2-5, cepas de
M. anisopliae 798, 6347, 6345, 6342; carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp
3345, B. bassiana 3019, y carril 8, control (agua).

500pb —»

Figura 3.- Amplificaciéon de un fragmento correspondiente al gen priB con un tamafio
aproximado 490 pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5,
muestras M. anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos
Fusarium sp 3345, B. bassiana 3019, y carril 8, control (agua).
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400pb —>

Figura 4.- Amplificacion de un fragmento del gen pr1C con un tamarfio aproximado 400
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).

500pb —»

Figura 5.- Amplificacion de un fragmento del gen prlE con un tamafio aproximado 570
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M
.anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345,

B. bassiana 3019, y carril 8, control (agua).
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500pb —>

Figura 6.- Amplificacion de un fragmento del gen prlF con un tamafio aproximado 400
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).

500pb —

Figura 7.- Amplificacion de un fragmento del gen prlG con un tamafio aproximado 550
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; Carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).
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800pb —»

Figura 8.- Amplificacion de un fragmento del gen prlJ con un tamafio aproximado 600
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).

500pb —

Figura 9.- Amplificacion de un fragmento del gen priK con un tamafio aproximado 400
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).
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Con los oligos para PRO1F y PRO1R, PRO2F y PRO2R se logro amplificar una
parte del promotor y otra parte de la secuencia del codon de iniciacion del gen prlA, en
la Fig.13. donde muestra la amplificacion del posible promotor, en dos partes y después

de realizo el ensamble (Fig. 10).

1 23 4 56 7 8 9

800ph —
500pb —»

Figura 10.- Amplificacion de la parte del promotor con un tamafio aproximado 1332 pb
visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1 y 6.- APstl, carril 2-4.- muestras de M.
anisopliae 798, 6345y 6347, utilizando los oligonucledtidos PRO1F y PRO1R dando un
fragmento de 572 pb; carril 7-9 muestras de M. anisopliae 798, 6345 y 6347 utilizando
los oligonucleétidos PRO2F y PRO2R dando un fragmento de 900 pb.

7.1.5 Amplificacion del gen pr2

Para detectar el gen pr2 se utilizaron los 2 pares de oligonucle6tidos, primer par
TryPR21F y TryPR22R, segundo par TrypPr21F y TryPr23R, obteniendo fragmentos de
aproximadamente 419 pb para el primer juego de oligonucleétidos en las cepas 798,
6345 y 6347, mientras que para las cepas 6342, 3019 amplifico bandas muy débiles de
aproximadamente 1700 pb y para la cepa 3345 una banda de 1600 pb. El segundo juego
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de oligonucledtidos sélo amplificdé una banda muy fuerte de 1080 pb en las cepas 798,
6345y 6347 (Fig. 11).

800ph —»
500 pb —»

Figura 11.- Amplificacion de un fragmento del gen pr2 con un tamafio aproximado 419
pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de M.
anisopliae 798, 6342, 6345, 6347, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp 3345, B.

bassiana 3019, y carril 8, control (agua).

1700 pb  —»
1159 pb —>

Figura 12.- Amplificacion de un fragmento del gen pr2 con un tamafio aproximado a
1086 pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%; carril 1.- APstl, carril 2-5, muestras de
M. anisopliae 798, 6345, 6347, 6342, carriles 6-7, controles negativos Fusarium sp
3345, B. bassiana 3019, y carril 8, control (agua).
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7.2 Analisis de las secuencias de los genes prly pr2

7.2.1 prl

Los genes detectados fueron prlA, priB, prlC, prlE, prlF, prlG, prlJy priK
solo en las cepas 798, 6345 y 6347, las secuencias de los genes se encuentran en el
Anexo 1, de lo contrario en la cepa 6342 no se detecto ningin gen de los antes

mencionados.

El andlisis de las secuencias del gen prlA de las cepas 798 y 6345 permitio
obtener una parte del promotor y los codones de iniciacion y de terminacion, el codon de
terminacion no se determind en la cepa 6347 debido a que no se logrd secuenciar el
fragmento de 61 pb. Sin embargo el andlisis permitié determinar los porcentajes de
similitud para el gen prl1A entre las cepas 798, 6345 y 6347 que correspondieron del 94
al 99% de similitud entre ellas; la cepa 6345 con la 798 comparten un 99% de identidad,
las cepa 6345 y 6347 comparten un 95% de identidad, mientras que las cepas 6347 y 798
un 94%. Cuando se realizo el alineamiento con la base de datos del NCBI las secuencias
de los genes prlA presentaron porcentajes de identidad del 99%, con las secuencias M.
anisopliae cepa ARSEF 794 (GQ226044.1), M. anisopliae cepa CG31 (FJ659188.1) y
M. anisopliae var. anisopliae (AJ416688.1) entre otros (Fig. 13).

* 20 * 40 * 60 * 80
798prlA.1 : TGEATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC : 30
6347prlA.3 : TGEATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC : 30
6345prlA.2 : TGEATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC : 30
FJ659188.1 : TGEATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC : 30
GQ226044.1 : GCCCTTTTCTCACTCTTCTC : 20
AJ416688.1 : CGGTTCTGCCCACACCTCTGGTCTTTGGTCCCGTACTAGAATTTGCAATCEEE}ATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC g 80

CGGTTCTGCCCACACCTCTGGTCTTTGGTCCCGTACTAGAATTTGCAATCATGCATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTC

* 100 * 120 * 140 * 160
798prlA.1 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCATGCTGAGAGCAT : 110
6347prlA.3 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT : 110

6345prlA.2 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT : 110
FJ659188.1 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT : 110
GQ226044.1 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT : 100
AJ416688.1 : CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACCATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT : 160
CCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTATTGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCAT
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Figura 13.- Alineamiento de la secuencia del gen prl1A de las cepas (798, 634 y 6347) de
M. anisopliae con secuencias previamente reportadas en el NCBI correspondientes al
gen prlA de cepas de M. anisopliae. Los codones de iniciacion y de terminacion estan
sefialados con un rectangulo rojo. Las secuencias conservadas se indican en color negro
y en gris algunas variantes.
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El fragmento secuenciado del gen prlB de las cepas 798, 6345 y 6347 muestran
porcentajes de identidad entre ellas del 96% para las cepas 6347 y 798, un 98% para
6345, 798 y 6347, con las cepas reportadas en el NCBI muestran porcentajes de
identidad del 100% con la cepa de M .anisopliae var. anisopliae (AJ416690.1) y 97% M.
anisopliae var. anisopliae (AJ289823.1).

Los fragmentos secuenciados del gen pr1C muestran porcentajes de identidad del
99% para las cepas 798 y 6345 y un 97% para las cepas 798, 6345 y 6347. Al hacer los
alineamientos con las secuencias disponibles del NCBI se obtuvo un 97% con la cepa de

M. anisopliae var. anisopliae (AJ419628.1).

La secuencia del fragmento del gen prlE muestra porcentajes de identidad del 98
% para las cepas 798 y 6347, 96% para las cepas 6345 y 798, y un 96%, para las cepas
6345 y 6347. Con las secuencias disponibles del NCBI se obtuvo un 96% de identidad
con la cepa de M. anisopliae var. anisopliae (AJ547864.1) y 96% de identidad con la
cepa M. anisopliae var. anisopliae (AJ251967.1).

El fragmento del gen prlF presenta porcentajes del 98% para las cepas 798, 6345
y 6347, un 97% para las cepas 798 y 6347. Con las secuencias del reportadas en el NCBI
comparten un 96% con las cepas de M. anisopliae var. anisopliae (AJ547864.1 y
AJ251967.1) y un 95% con la cepa de M. anisopliae var. acridium (AJ431637.1).

Las secuencias del gen prlG presentan porcentajes de identidad entre ellas del
99% para las cepas 6345 y 6347, un 98% para las cepas 798, 6345 y 6347, los
porcentajes de identidad para las secuencias del NCBI para este gen son del 99% con la
cepa de M. anisopliae var. anisopliae (AJ251964.1) y 98% con la cepa de M. anisopliae
var. anisopliae (AJ431639.1).

Los fragmentos correspondientes al gen prlJ de las cepas 798, 6345 y 6347
muestran un porcentaje del 100% de identidad entre ellas, al hacer un alineamiento con
los de la base de datos del NCBI presentan un porcentaje del 97% con la cepa de M.

anisopliae var. anisopliae (AJ416687.1), 96% con la cepa de M. anisopliae var.
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acridium (AJ416694.1) y un 98% con la cepa de M. anisopliae var. anisopliae
(AJ269535.1).

Los fragmentos secuenciados del gen prlK presentan porcentajes de identidad
entre ellos del 100% para las cepas 6347 y 6345, un 97% para las cepas 798, 6345 y
6347, con respecto a los porcentajes de identidad con las secuencias del NCBI con la

cepa de M. anisopliae var. anisopliae (AJ293220.1).
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7.2.2 pr2

Las secuencias del gen de tripsina pr2 obtenidas de las cepas de M. anisopliae
798, 6345 y 6347 presentan un porcentaje de similitud del 97% cuando se compararon
con la secuencia de M.anisopliae (X78875.1) de la base de datos del NCBI. Con la cepa
de M. anisopliae (X78875.1) que se tiene de referencia se determinaron el codon de
iniciacion situado en la posicion 245 y el codén de terminacién en la posicion 1174,
como se muestra en el siguiente alineamiento Fig. 14. Las secuencias se observan en el

AnNexo3.
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Figura 14.- Alineamiento del gen de tripsina de las cepas de M. anisopliae 798, 6345 y
6347, comparadas con la secuencia reportada en el NCBI que pertenece a una cepa de
M. anisopliae (X78875.1). En negro se muestran las secuencias de los genes altamente
conservados, en gris y blanco las secuencias variables, los codones de inicio y de

terminacion se muestran encerrados en un cuadro.

A continuacion se muestra los genes que se pudieron detectar en cada unas de las
cepas con las que se trabaj6 (Cuadro 6).
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Cuadro 6.- Genes prl (subtilisinas) y pr2 (tripsinas) detectados en las diversas cepas de

Metarhizium anisopliae proporcionadas por el ARSEF.

Cepa
798
6342
6345
6347

3019

Gen

priA, priB,prlC prlE, prlF, prlG, prlJd, prlKy pr2
Ninguno

priA, priB,prlC prlE, prlF, prlG, prlJd, prlKy pr2

pr1A, priB,prlC prlE,prlF prlG, prld, priKy pr2

Ninguno

7.3 Motivos de las secuencias promotoras

El analisis de estas secuencias por una base de datos buscadora de motivos,

arroja una serie de secuencias donde se corrobora que pertenecen a secuencias de

promotores de otros organismos, en la Fig.15 estd las secuencias correspondientes al

promotor de prlA y en la Fig.16 al gen pr2. Las secuencias promotoras se observan en

el Anexo 2.

56



 2,3=-003
# 3 sites

Figura 15.- Secuencia del fragmento del promotor del gen prlA encontrando varios
motivos en la secuencia analizada, por ejemplo en el motivo (secuencia de bases
marcadas en colores) segun la base de datos de la pagina footprintdb corresponde a una

secuencia de la caja CAAT de muchos genes de Eucariotes.

« 3.0e-001
¢ 3 sites

Figura 16.- Secuencias del gen pr2 se encontraron algunos motivos que corresponden al
promotor por ejemplo en la base de datos footprintdb el motivo (secuencia de bases
marcadas en colores) corresponde al promotor de varias plantas como Nicotiana
tabacum, Pisum sativum. El motivo 7 presenta una similitud con el promotor de una

cistein proteinasa que posiblemente se ancle un factor de transcripcion.

7.4 Busqueda de los ORF en las secuencias de genes prly pr2

De todas las secuencias de los genes prl y pr2 de las diferentes cepas de M.
anisopliae 798, 6345 y 6347, se obtuvieron los marcos abiertos de lectura (ORF’S).
Todas las secuencias de amino&cidos se muestran en el Anexo 4. Las secuencias de
aminoacidos marcadas con amarillo corresponden al centro activo (histidina). Todas las
secuencias de aminoacidos presentan similitud con las proteasas subtilisinas y tripsinas
disponibles del NCBI.
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7.5 Analisis de la actividad de proteasas

7.5.1 Analisis preliminar

La actividad de las proteasas también se comprob6 cuando estas mismas cepas
fueron inoculadas en tubos con gelatina, al transcurrir un lapso de 7 dias se observo la
licuefaccidn del medio como positivo, que comparado con el control, el cual permanecid

solido a temperatura de 4°C Fig. 17.

Fig. 17.- Fotografias de las diferentes cepas de M.anisopliae cultivadas en medio a base
de gelatina en donde se muestra la capacidad de licuar el medio comparado con el
control, el cual se observa solido; a) 798, b) 6342, c) 6345, d) 6347, €) 3019, f) testigo.
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7.5.2 Andlisis con sustratos

Las cepas estudiadas presentan diferentes patrones de absorbancia con los
sustratos cromogénicos. En todos los casos donde se adiciond la quitina como fuente de
carbono se detectd un incremento en la absorbancia para los dos tipos de proteasas. El
tiempo de absorbancia maxima es diferente para cada cepa y puede observarse en las
Figs. 17-26. El analisis de varianza no indica una diferencia significativa (F= 201.50,
gl=120 y P=.05) entre las cepas 798, 6345 y 6347 en la capacidad de produccion de las
enzimas Prl, sin embargo se encontré diferencia significativa (F=292.63, gl=120 y
P=.05) para la cepa 6342 en su capacidad para producir Pr2. En los Cuadros 7 y 8 se

muestran los andlisis de comparacién de medias.
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Cuadro 7.- Comparacion de medias por el método de Tukey al 0.05 para la actividad enzimatica de Prl en diferentes cepas de

Metarhizium anisopliae en base a la absorbancia registrada.

Absorbancia

Cepa
24 h 48 h 72h 96h

798 Pr1Q 0.1779 + 0.002 L,K,M 0.5983 + 0.008 A 0.3314 + 0.003 E,D,F 0.4511 + 0.004 B
798 Prl 0.1236 + 0.043 P,Q,N,O,M 0.1593 + 0.040 L,N,K,M 0.1311 + 0.005 P,Q,N,O,M 0.1372 + 0.018 P,L,N,O,M
6342Pr1Q 0.2893 + 0.008 E,G,H,F 0.2044 + 0.058 1,K,J 0.1924 + 0.005 L,K,J 0.3717 +0.014C,D
6342 Prl 0.0531 +0.001 R 0.1125 + 0.001 P,Q,N,O,R 0.1935 + 0.004 L,K,J 0.1960 + 0.002 L,K,J
6345 Pr1Q 0.0714 + 0.007 Q,R 0.5466 + 0.005 A 0.2931 + 0.006 E,G,H,F 0.4354 + 0.002 C,B
6345 Prl 0.0755 + 0.020 Q,R 0.0866 + 0.003 P,Q,0,R 0.0756 + 0.001 Q,R 0.0775 + 0.003 P,Q,R
6347 Pr1Q 0.3417 + 0.004 E,D 0.6007 + 0.053 A 0.2808 + 0.005 G,H,F 0.4082 + 0.004 C,B
6347 Prl 0.1404 + 0.003 L,N,O,M 0.2778 + 0.000 G,H,F 0.4069 + 0.002 C,B 0.2621 + 0.002 1,G,H
3019 Pr1Q 0.3035 + 0.028 E,G,H,F 0.3209 + 0.059 E,G,D,F 0.4448 + 0.005 B 0.3038 + 0.004 E,G,H,F
3019 Pr1 0.0546 + 0.002 R 0.1189 + 0.023 P,Q,N,O,M 0.2849 + 0.037 E,G,H,F 0.2464 + 0.015 1,H,J

Las medias con la misma letra indican que no son significantemente diferentes; + indica el error estdndar basado en 2

repeticiones con 2 con 2 lecturas.
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Cuadro 8.- Comparacion de medias por el método de Tukey al 0.05 para la actividad enzimatica de Pr2 en diferentes cepas de

Metarhizium anisopliae en base a la absorbancia registrada

Cepa

Absorbancia

798 Pr2Q
798 Pr2
6342Pr2Q
6342 Pr2
6345 Pr2Q
6345 Pr2
6347 Pr2Q
6347 Pr2
3019 Pr2Q

3019 Pr2

24h
0.3169 + 0.007 F

0.1329 + 0.001 K,J,L
0.5538 + 0.073 A
0.0490 + 0.009 O

0.0782 + 0.01 N,M,O

0.0757 + 0.001 N,O

0.1621 + 0.009 J

0.1171 + 0.006 N,K,M,J,L

0.3057 + 0.016 F

0.0808 + 0.014 N,M,0

48h
0.4661 + 0.026 C,B

0.1344 +0.04 KJ,L
0.1369 + 0.004 K,J,L
0.1038 + 0.002 N,K,M,L
0.4216 +0.011 C,E\D
0.0771 + 0.002 N,M,0O
0.4876 +0.028 B
0.1254 + 0.004 K,M,J,.L
0.4051 +0.018 E,D

0.0980 + 0.009 N,M,0O,L

72h
0.4342 +0.002 C,D

0.2544 + 0.010 G,I.H
0.1480 + 0.006 K,J
0.1020 + 0.004 N,K,M,L
0.3906 + 0.019E,D
0.0925 + 0.007 N,M,O,L
0.3783 + 0.002 E
0.2234 + 0.007 |
0.3827 + 0.017 E

0.2261 + 0.037 I,H

96h
0.4643 +0.007 C,B

0.2744 + 0.007 G,F H
0.1475 + 0.006 K,J
0.0989 + 0.001 N,K,M,L
0.4388 +0.002 C,B,D
0.1117 + 0.007 N,K,M,L
0.3986 + 0.001 E,D
0.2873 + 0.009 G,F
0.4103 +0.010E,D

0.2827 + 0.024 G,F

Las medias con la misma letra indican que no son significantemente diferentes; + indica el error estdndar basado en 2

repeticiones con 2 con 2 lecturas.
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Fig. 18.- Cinética enzimatica de Prl de la cepa de M.anisopliae 798 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el
sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 19.- Cinética enzimatica de Prl de la cepa de M.anisopliae 6342 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el
sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 20.- Cinética enzimatica de Prl de la cepa de M.anisopliae 6345 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el
sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide M cepa cultivada con quitina como inductor; . cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 21.- Cinética enzimatica de Prl de la cepa de M.anisopliae 6347 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el
sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 22.- Cinética enzimatica de Prl de la cepa de M.anisopliae 3019 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el
sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide B cepa cultivada con quitina como inductor; a.  cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 23.- Cinética enzimatica de Pr2 de la cepa de M.anisopliae 798 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 24.- Cinética enzimatica de Pr2 de la cepa de M.anisopliae 6342 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride M cepa cultivada con quitina como inductor; .a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 25.- Cinética enzimatica de Pr2 de la cepa de M.anisopliae 6345 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 26.- Cinética enzimatica de Pr2 de la cepa de M.anisopliae 6347 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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Fig. 27.- Cinética enzimatica de Pr2 de la cepa de M.anisopliae 3019 cultivada en 2 medios diferentes e incubada con el N-
Benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide hydrochloride B cepa cultivada con quitina como inductor; a cepa cultivada en medio

basal.
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7.6 Bioensayos

En los bioensayos con la plaga de la mosca pinta (Prosapia sp.) se registraron
niveles de mortalidad inferiores al 50% en un lapso de 48 h, como se muestra a

continuacion.

Cuadro 9.- Porcentaje de mortalidad en adultos de mosca pinta causado por diferentes

cepas de M. anisopliae.

Cepa Mortalidad de adultos a las 48 h (%0)
798 30
6342 30
6345 20
6347 20
3019 50
Control 5

En las larvas de Spodoptera exigua la cepa 6342 caus6é un 70% de mortalidad
seguida de la cepa 6345y 798 con un 66.66 y 60% de mortalidad respectivamente, a los
10 dias después de la inoculacién. Pero solo la cepa 6345 logr6 esporular en las larvas,
mientras que en las demas cepas solo algunas se observaba el micelio. Mientras que en

el control solo se registr0 un 4% de mortalidad. Por otra parte en las larvas
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sobrevivientes se observo una disminucion en el nimero de pupas comparadas con el

control, como se observa en el Cuadro 10.

Cuadro 10- Porcentaje de mortalidad en larvas de 1% instar de Spodoptera exigua a los

10 dias después de la inoculacion con Metarhizium anisopliae.

Cepa Mortalidad en larvas de S. Larvas que llegaron a
exigua a las 48 h (%) pupar (%)
798 60 333
6342 73.3 13.3
6345 66.66 13.3
6347 36 14.66
3019 41 16
Control 4 86
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8. DISCUSION

Los hongos entomopatdgenos excretan una gran variedad de enzimas como son
proteasas, quitinasas, fosfolipasas, lipasas, esterasas, fosfatasas, etc., que se encargan de
hidrolizar la cuticula del insecto (Freimoser et al., 2003). Dentro de las proteasas
secretadas por los hongos entomopatogenos se encuentran las del tipo de las subtilisinas
que son necesarias para que los hongos puedan penetrar la cuticula del insecto y
aprovechar los nutrientes, muchas de estas proteasas son sintetizadas cundo el hongo es
cultivado en medios con cuticula de insecto, y se consideran entre los principales
factores de virulencia (Bagga et al., 2004; Paterson et al., 1994; Freimoser et al., 2005;
St. Leger et al., 1992; Joshi et al., 1997; Freimoser et al., 2003). Se han utilizado
algunas herramientas de biologia molecular para determinar el rol que juegan algunas de
las enzimas en el proceso de la virulencia hacia los insectos (St. Leger et al., 1996d;
Fang et al., 2005). Tal es el caso de algunos estudios que han revelado la presencia
variable de genes de subtilisina en M. anisopliae. Manalil et al., (2010) identificaron 5
genes de subtilisina y Santi et al., (2010) reportaron otros 3. A la fecha se han reportado
11 genes de subtilisinas en cepas de M. anisopliae en los cuales el nimero y el nivel de

expresion varian ampliamente (Freimoser et al., 2003; 2005; Bagga, et al., 2004).

En las cepas 798, 6345 y 6347 de M. anisopliae que se analizaron en este estudio
solo se detectaron 8 de los 11 genes de subtilisinas reportados Bagga et al., 2004
trabajaron con dos cepas M. anisopliae (2575) que presenta multiples hospederos y con
M. anisopliae sf. acridium (324) que es especifica para langostas. En la cepa 2575
detectaron los 11 genes pero en la cepa 324 solo detectaron 7 genes, lo que demuestra
que no todas las cepas contienen los 11 genes del tipo de las subtilisinas reportados hasta
la fecha y que son requeridos para expresar las proteasas encargadas de hidrolizar la
cuticula como lo demuestra Bagga et al.,2004. En este sentido, la cepa 6342 de M.
anisopliae de este estudio no posee ningin gen del tipo de subtilisinas y tripsinas
analizados lo que concuerda con los resultados que reportaron Wang et al., (2002) en

cuyo trabajo no detectaron los genes prlA 'y priB de la cepa de M. anisopliae V275.
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La expresion de las proteasas ocurre durante las primeras etapas de la infeccion e
incrementa durante la penetracion al hospedero (St. Leger et al., 1996a). La diversidad
de subtilisinas encontradas en las cepas analizadas en este estudio puede conferir
habilidad para que el hongo degrade las diferentes proteinas que conforman la cuticula
del insecto. Esto puede estar directamente relacionado a las diferencias que en cuanto a
composicion presentan las cuticulas de los insectos (Gillespie et al.,1998). Otro punto
importante de acuerdo a Bagga et al (2004) es la secuencia a nivel de aminoacidos en
donde se observa gue las proteasas presentan variaciones en su composicion lo que les
confiere estabilidad a diferentes condiciones ambiéntales, razon por la cual existe una

amplia gama de ellas.

Las cepas de M. anisopliae que se estudiaron en el transcurso de esta
investigacion, presentan la capacidad de sintetizar proteinas del tipo de subtilisinas y
tripsinas al momento de ser expuestas a diferentes medios (medio basal y medio basal
suplementado con cuticula), encontrando una mayor expresion en medios suplementados
con cuticula de acuerdo a las mediciones de absorbancias, al momento de comparar las
lecturas obtenidas tanto del medio basal con quitina y el medio basal solo, como lo
sefialan diversos autores (Tiago et al., 2002; De Silva et al., 2002; Freimoser et al.,2003;
2005; Sheng et al., 2006; Santi et al., 2010). Sin embargo, en el medio basal también se
detectd la produccion de subtilisinas y tripsinas, esto concuerda con Paterson et al.,
(1994) quienes indican que las proteasas son expresadas a causa de la de privacion de
nutrientes. En nuestros resultados se observan variaciones en los niveles de produccion
de proteasas con respecto al tiempo y al medio de cultivo que se utiliza. Cabe mencionar
que debido a la variedad de proteasas encontradas no fue posible determinar la actividad
de cada una de ellas debido a la complejidad en el proceso de purificacion, por lo que
Unicamente se consider6 la absorbancia de los extractos crudos como parametro
indicador de la produccion de estas enzimas. Estos resultados concuerdan con Freimoser
et al., (2005) quienes sefialan que las diferentes proteasas presentan diferencias en sus
niveles de produccion, por ejemplo las proteasas PrlA y PriB se produjeron en medio
mineral, sin embargo su produccién aumenté en presencia de cuticula, es decir son

constitutivas.

75



El gen prlA es el mas abundante y mas estudiado de las subtilisinas y ha sido
fuente de investigacion para incrementar la virulencia de los hongos (St. Leger et al.,
1996d; Freimoser et al., 2003; Zhang et al., 2008). Por tal motivo se realizd en este
estudio la secuenciacion completa del gen. En cuanto al analisis de las regiones
promotoras se encontraron motivos que ayudan a la regulacion de los genes como lo
menciona Sreen et al., 1997. Mismo que se corrobora al introducir las secuencias en la
base de datos Multiple Em Motif Elicitation (MEME).

De acuerdo a da Silva-Pinto et al (2002) todas las cepas de M. flavoviride
presentan niveles de expresion diferentes, nuestros resultados muestran variaciones con
respecto al tiempo que tarda cada cepa en sintetizar las diferentes proteasas y que podria
reflejarse en la virulencia. Nuestro estudio indica que en un lapso de 24h hay sintesis de
proteasas del tipo de subtilisinas y de tripsinas a diferencia de las cepas que reportaron
Gillespie et al., (1998), donde reportaron actividad de subtilisinas en la mayoria de las
cepas en un lapso de 72h mientras que para tripsinas ocurrié a las 48h después de la
inoculacion. En este mismo trabajo reportaron que hay partes en el insecto que son mas
faciles de hidrolizar debido a su composicion y propiedades quimicas. Santi et al.,
(2010) reportaron que la composicion de la cuticula de diferentes especies de insectos
actla como un inductor de proteasas especificas. Cuando una cepa es expuesta a un
determinado insecto presenta patrones de expresion diferentes, por ejemplo en M.
anisopliae var. anisopliae E6 se detectd la presencia de las proteasas Pr1A y PrlJ
cuando se cultivo con cuticula de Rhipicephalus micropulus y Dysdercus pruvianus, y
solo se detecto la proteasa Prll cuando se cultivé Gnicamente con D. pruvianus (Santi et
al., 2010). De esta manera se puede suponer gque la presencia de algunos compuestos
presentes en la cuticula del insecto actian como inductores para la expresion y
regulacién de los genes involucrados en la adaptacion del hongo (Freimoser et al.,
2005), mientras que algunos compuestos pueden afectar o inhibir la actividad de las
enzimas e incluso la geminacion de la conidia (Gillespie et al., 1998; Lord y Howard,
2004).
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La mortalidad para Prosapia spp., obtenida en este estudio es similar a la
reportada por Hernandez-Velazquez y Berlanga-Padilla (1999) quienes reportaron
porcentajes de mortalidad del 29.9 y 37%.

En algunos trabajos se usan hongos entomopatogenos para el control de
diferentes especies del género de Spodoptera (Lezama et al.,1996; 2005) que reportan
porcentajes de mortalidad del 94-100% (Lezama et al., 1996), en nuestros resultados el
mayor porcentaje de mortalidad fue de 73% mas alto a lo que reporta Amer et al (2008)
pero se observa un efecto subletal en el crecimiento de las larvas tratadas y en el
namero de individuos que llegaron a pupar comparadas con el control, como lo reporta
Anand et al (2009).

En base a los diferentes resultados obtenidos de mortalidad tanto de Prosapia spp
(mosca pinta) como Spodoptera exigua (gusano soldado) contrastados con los resultados
de actividad enzimética se observa que no hay una relacién entre la actividad enzimatica
de las cepas y la mortalidad, debido a que las cepas que presentan la mayor actividad
enzimatica para Prl y Pr2 son las cepas 6347 y 798, mientras que los datos de
mortalidad mas altos para Prosapia spp. y Spodoptera exigua fueron causados por las
cepas 3019 y 6342 respectivamente. De acuerdo a Wang et al.,(2002) la virulencia no
radica precisamente en los genes prly pr2, por lo tanto todo el proceso de virulencia es
un proceso multifactorial como lo describen Lord y Howard, (2004) y Fang et al., (2007;
2009b). En dicho proceso intervienen muchos factores tanto de condiciones ambientales,
como por ejemplo las temperaturas 6ptimas y las condiciones de humedad que favorecen
la germinacion de la conidia (Walstad et al., 1970). Fang et al., (2005) reportaron que un
aumento en el numero de copias del gen Bbchitl incrementa la virulencia hacia afidos y
que las quitinasas actlan de manera sinérgica con otras proteasas para degradar la
cuticula del insecto. Fang et al., (2007) reporté que el gen cag8 sintetiza una proteina
homologa a la encontrada en A. nidulans que esta relacionada con la sefializacion (RGS)

en la conidiogénesis y la interrupcion de ese gen afecta la virulencia.
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9. CONCLUSION

e En tres de las cepas de M. anisopliae (798, 6345 y 6347) se detectaron 8 de los

11 genes de subtilisinas, y un gen de tripsinas.

e En la cepa 6342 no se lograron detectar los genes pertenecientes al tipo de las
subtilisinas y tripsinas, sin embargo en todas las cepas se detecta la actividad
proteolitica.

e En las cepas estudiadas no hay una relacion entre la produccién de proteasas (Prl
y Pr2) y los datos de mortalidad obtenidos.

e Los insectos tratados de mosca pinta presentan bajos porcentajes de mortalidad.

¢ Los hongos entomopatdgenos pueden tener la ventaja de poder causar mortalidad

en diferentes etapas de desarrollo del insecto.

e Las diferentes cepas de hongos causan un grado de dafio a las larvas de

Spodoptera exigua observando que se reducen los insectos que llegan a pupar.

e La cepa 6345 es la que obtuvo un mayor nimero de larvas infectadas de

Spodoptera exigua.

e A pesar de que los oligos fueron disefiados con secuencias especificas de M.
anisopliae puede existir la posibilidad de que haya variaciones en las secuencias

de los genes en la cepa donde no se logro detectar.

78



10. RECOMENDACIONES

En estudios posteriores se tendra que trabajar con otras técnicas moleculares para
hacer la deteccion de los genes de subtilisinas y tripsinas en la cepa 6342 y ver si hay
variaciones con respecto a los ya encontrados. Por otra parte se tendra que disefiar otra
estrategia para analizar mas genes y asi tener datos mas completos en el proceso de la

patogénesis.
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12.1 Anexo 1. Secuencias de genes prl

>798 pr1lA

ATGCATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTCCCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTAT
TGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCATGCTGAGAGCATCATTGCCG
ACAAGTATATTGTCAAGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGATACGGTG
AGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGG
CTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGCACCCCCT
CCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGAGACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCC
ATAGGTTGATTTCATTGAGAAGGACGCTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGA
GCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCTCACCGCAATAGGGGAAGCACCACCTAT
CGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTACTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGA
GGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCAAAACTCCATAGGGCGGAGTAGGAAATTTAA
CAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGCCACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTC
AAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGC
TACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAG
TGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCC
GCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCC
GTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCGGGTGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGG
CAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTG
TTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTTCTCCAACTTCGGCAGAGTTGTC
GATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAAG
TATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTTGCTTCAGAACCAGCTCTAACA
AGGTTTAGAACACCATCTCTGGTACCTCCATGGCTACTCCCCATATTGCCGGTCTGGCT
GCCTACCTCAGTGCGCTCCAAGGCAAGACTACCCCTGCCGCTCTTTGCAAGAAGATCCA
GGACACTGCTACCAAGAACGCGCTCTCCAGTGTTCCCTCTGGCACTGTCAACTACCTTG
CCTACAACGGCAACGGTGCCTAAATCTTAACTGAGCTGGTC

>798 priB

CCCGCACCCCGTAAGCTCGTCTTCCCCCTTCCGCACCATCACACACTAAATCCCGCAGC
AATTCGGCGGCCGCGCCCAAAACATCAAGTCGTTCGTCAACACAGCCACCGACGGCAAC
GGGCACGGCACCCACCTCGCCGGCGTTATAGGCAGCGCCATCTACGGCGTGGCCAAGAA
GACGAAACTCTATGGCGTCAAGTGTCTCGACGACCAAGGCTCAGGCACGACATCCAACG
TCATTGCCGCAATGGACTTTGTTGCCAAAGACGCCAAGACGCGCGGATGCCCCAAGGGG
GCAATGGCCAATATGAGCCTGGGAGGGGGTTACTCTGCGGCGGTGAACAAAGCTGCCGC
TTCTCTTGTTGCCTCTGGCGTGTTTGTCTCGGTGGCGGAGATATAGGCAGCGCCATCTA
CGGCGTGGCCAA
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>798 priC

ACGCGGGGCTCTTGCTCTTTTGCGCAAAGGTCAACAACGCTGTGGCCAAGGGTGCCAAG
TACGTTATTGTTTATAACAATAATGCTGTCGGCGCCATTCCTATGGACCTTACGGGAGT
TCCTGCTGGTTCCATCAAGGCAGCATCGATGATTGACGGCACGACTGGTGCAAAATTCA
TCAATGCTCTCAAGGATGGCAAAAAGCTTACGCTGAAGATGGTGAGCCCTCAGAAGACG
GACTCGGAGGTCAGCACTTCCAACAACACCATTACAGGCGGCGCTCTGAGAA

>798 prlE

AACATGTAAGCTAGCAAGAGATCTCTACAAACGCAGACCAGTGCCGCATGGGGTCTAAG
AGCTATATCTCACCGAAGTCCGGGAGACTTTTATGAAGGATTTCCGCCTCCTGAAAGCT
CCAAGTACTACTACGATGACAAGGCCGGCGCCGGTACGTTTGCGTATATTCTTGATGAC
GGTATTCGTACCACCCATGAAGAGTTCGAGGGCCGCGCAAAGTTTGCTCATAGTATCTA
TCCTGCTGATCAAACTATCTACGGGGATCATGGTACTGGAGTTGCTGGAATTATTGGTA
GCAAGACCTACGGCGTTGCAAAAAAGGCGACTCTTATATCTATACATTTACTAGGACCA
GATGGTTGCACAGGCAGTGAAGCAATCAACGCACTCCTCTGGGCTGCAGAGGATATACT
CAAGAATTCCCGCAAGGATTCGTCAGTTATTAATTTATCCTTTGGGATCCCGAAATTAC
AGGCACTAAATACTTTTGTGGAAAGACTGATTACCGACACCG

>798 prlF

AGATATTGGCAGGATTCAACCACGCTGCCAACGACATTGCGGACAAGGGCCGCAAGAAT
ACTGCCGTGATTAACTGTTCTATGGGATCGGCTTCATCGCAAGCGTTGAAGGTTGCCTA
TGAGAGAGCCCATCATAGAGGTATATTAACCGTCACCAGCGCCGGTAATGATGCCCAGA
GCGTTGGTGCAGCATCAGCCAGTTCTGCAAGTGGCTCTATAACGGTTGGATCTATCAAT
CAAGATTGGAGTATTGCGGCCCATTCCAACTACGGTTCTCATGTCACCATTTTTGCCCC
AGAGAA

>798 pr1G

TCGTTCGATGAGTAATTGTCAAGCTCAAGAAGGGCTGCGCCAAGGCTGCGCTGGACGAT
GCCATGAAGATCATGCCCGGGGACGCTGACCAGGTGTTTGACTCCATCTTCAAGGGCTT
CACTGGCAGGCTGGACTCTTCTTCGCTCGATGCCCTGCGTGATAACCCCGATGTAGGAC
GGCCGAGGACTCGGAGTTGCATCAAGACTAGGTGCTGACTTCCACAATACAGGTCGACT
ACGTTGAGCAGAACGCCTACTACGAAGCATACGGCGTGACTACCCAGCAACAGGCCCCC
TGGGGTCTTGCTCGACTCTCCCACAGACGCCCCGGCGCAAGCGACTACATCTACGACGA
GAGCGCCGGCGAGGGAACATGCGCCTACGTCGTCGACAGCGGTCTCTACGCCGCACATC
CCGTAAGCACCCCCAA
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>798 prlJ

ATCGAGTGGAATCAAGGACATTACAGCTAAGCAGATTCAGAACCGGACCGTTGTCAACA
TGTCTTTTGGTAGGTGTGACAGTTTGTCCGTCGTCGCCCGTCAAAGCTCGCATCACTGA
CGATATTCTTTCCCCCCCAACAGGCGGCGGAAACTCTACTGCCCTGAACAAGATAATAA
AGACTGCGTACGACGCAGGTATTCTGTGCGTCATCTCGTCTGGGAACATGGGTGTCGAT
GCCTCAGACTGGTCTCCCGCCTCGTCCCCTGATGGCATCACTGTTGGCGCCATTGATGC
CAACTGGCGGCTATGGGATCACTCCAACCACGGCCCCGTTGTTCACATCTTGGCTCCTG
GCGTGGACGTCTTGTCCCTCGCTCCTGGCAATGAGACTAAGACAGGGAGCGGAACTTCT
CAGGCGGCTCCTCATGTTGCTGGGGCTGGCCGA

>798 priK

TTCGTTGCCACCCTTACCGAGGACGAGCTCCAGAGGCTCACCGACGACCCCAATGTGAG
TCTTGCGGAAGAGCCCTGTCGTGCTGATACACTCAATGTGCTGACAATAGCTTGGATAG
GTCGACTACATTGAACAGGATGCCATCATGACCATTTATGCCACGCAGCAAAATGCCGA
CTGGGGATTGGCTCGGCTCTCAAGCCAGAAGCCTGGCACCACGACGTATACCTACGATG
ATAGCGCTGGCGAGAGA

>6345 prlA

ATGCATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTCCCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTAT
TGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCATCATTGCCG
ACAAGTATATTGTCAAGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGATACGGTG
AGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGG
CTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGCACCCCCT
CCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGAGACATGTAGTTGTTTGTTCCTGACCCGCTGCGCC
ATAGGTTGATTTCATTGAGAAGGACGCTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAGA
GCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCTCACCGCAATAGGGGAAGCACCACCTAT
CGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTACTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTGA
GGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCAAAACTCCATAGGGCGGAGTAGGAAATTTAA
CAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGCCACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGTC
AAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAGC
TACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCAG
TGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACCC
GCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTCC
GTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCGGGTGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTGG
CAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCGAGCCTTCTGCCTGCACTG
TTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTTCTCCAACTTCGGCAGAGTTGTC
GATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAAG
TATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTTGCTTCAGAACCAGCTCTAACA
AGGTTTAGAACACCATCTCTGGTACCTCCATGGCTACTCCCCATATTGCCGGTCTGGCT

100



GCCTACCTCAGTGCGCTCCAAGGCAAGACTACCCCTGCCGCTCTTTGCAAGAAGATCCA
GGACACTGCTACCAAGAACGCGCTCTCCGTGTTCCCTCTGGCACTGTCAACTACCTTGC
CTACAACGGCAACGGTGCCTAAATCTAAAC

>6345 priB

CGCACCCCGTAAGCTCGTCTTCCCCCTTCCGCACCATCACACACTAAATCCCGCAGCAA
TTCGGCGGCCGCGCCCAAAACATCAAGTCGTTCGTCAACACAGCCACCGACGGCAACGG
GCACGGCACCCACCTCGCCGGCGTTATAGGCAGCGCCATCTACGGCGTGGCCAAGAAGA
CGAAACTCTATGGCGTCAAGTGTCTCGACGACCAAGGCTCAGGCACGACATCCAACGTC
ATTGCCGCAATGGACTTTGTTGCCAAAGACGCCAAGACGCGCGGATGCCCCAAGGGGGC
AATGGCCAATATGAGCCTGGGAGGGGGTTACTCTGCGGCGGTGAACAAAGCTGCCGCTT
CTCTTGTTGCCTCTGGCGTGTTTGTCTCGGTGGCGGAGATATAGGCAGCGCCATCTACG
GCGTGGCCAAGAAGAC

>6345 pr1C

GACGCGGGGCTCTTGCTCTTTTGCGCAAAGGTCAACAACGCTGTGGCCAAGGGTGCCAA
GTACGTTATTGTTTATAACAATAATGCTGTCGGCGCCATTCCTATGGACCTTACGGGAG
TTCCTGCTGGTTCCATCAAGGCAGCATCGATGATTGACGGCACGACTGGTGCAAAATTC
ATCAATGCTCTCAAGGATGGCAAAAAGCTTACGCTGAAGATGGTGAGCCCTCAGAAGAC
GGACTCGGAGGTCAGCACTTCCAACAACACCATTACAGGCGGCGCTCTGAGAA

>6345 prlE

CATGTAAGCTAGCAAGAGTCTCTACAAACGCAGACCAGTGCCGCATGGGGTCTAAGAGC
TATATCTCACCGAAGTCCGGGAGACTTTTATGAAGGATTTCCGCCTCCTGAAAGCTCCA
AGTACTACTACGATGACAAGGCCGGCGCCGGTACGTTTGCGTATATTCTTGATGACGGT
ATTCGTACCACCCATGAAGAGTTCGAGGGCCGCGCAAAGTTTGCTCATAGTATCTATCC
TGCTGATCAAACTATCTACGGGGATCATGGTACTGGAGTTGCTGGAATTATTGGTAGCA
AGACCTACGGCGTTGCAAAAAAGGCGACTCTTATATCTATACATTTACTAGGACCAGAT
GGTTGCACAGGCAGTGAAGCAATCAACGCACTCCTCTGGGCTGCAGAGGATATACTCAA
GAATTCCCGCAAGGATTCGTCAGTTATTAATTTATCCTTTGGGATCCCGAAATTACAGG
CACTAAATACTTTTTGTGGAAAGA

>6345 prlF

TTGGCAGGATTCAACCACGCTGCCAACGACATTGCGGACAAGGGCCGCAAGAATACTGC
CGTGATTAACTGTTCTATGGGATCGGCTTCATCGCAAGCGTTGAAGGTTGCCTATGAGA
GAGCCCATCATAGAGGTATATTAACCGTCACCAGCGCCGGTAATGATGCCCAGAGCGTT
GGTGCAGCATCAGCCAGTTCTGCAAGTGGCTCTATAACGGTTGGATCTATCAATCAAGA
TTGGAGTATTGCGGCCCATTCCAACTACGGTTCTCATGTCACCATTTTTGCCCCAGAGA
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>6345 priG

CCCTCGTTCCGATGAGTACATTGTCAAGCTCAAGAAGGGCTGCGCCAAGGCTGCGCTGG
ACGATGCCATGAAGATCATGCCCGGGGACGCTGACCAGGTGTTTGACTCCATCTTCAAG
GGCTTCACTGGCAGGCTGGACTCTTCTTCGCTCGATGCCCTGCGTGATAACCCCGATGT
AGGACGGCCGAGGACTCGGAGTTGCATCAAGACTAGGTGCTGACTTCCACAATACAGGT
CGACTACGTTGAGCAGAACGCCTACTACGAAGCATACGGCGTGACTACCCAGCAACAGG
CCCCCTGGGGTCTTGCTCGACTCTCCCACAGACGCCCCGGCGCAAGCGACTACATCTAC
GACGAGAGCGCCGGCGAGGGAACATGCGCCTACGTCGTCGACAGCGGTCTCTACGCCGC
ACATCCCGTAAGCACCCCCA

>6345 prlJ

ATCGAGTGGAATCAAGGACATTACAGCTAAGCAGATTCAGAACCGGACCGTTGTCAACA
TGTCTTTTGGTAGGTGTGACAGTTTGTCCGTCGTCGCCCGTCAAAGCTCGCATCACTGA
CGATATTCTTTCCCCCCCAACAGGCGGCGGAAACTCTACTGCCCTGAACAAGATAATAA
AGACTGCGTACGACGCAGGTATTCTGTGCGTCATCTCGTCTGGGAACATGGGTGTCGAT
GCCTCAGACTGGTCTCCCGCCTCGTCCCCTGATGGCATCACTGTTGGCGCCATTGATGC
CAACTGGCGGCTATGGGATCACTCCAACCACGGCCCCGTTGTTCACATCTTGGCTCCTG
GCGTGGACGTCTTGTCCCTCGCTCCTGGCAATGAGACTAAGACAGGGAGCGGAACTTCT
CAGGCGGCTCCTCATGTTGCTGGGGCTGGCCGAA

>6347 pr1A

ATGCATCTGTCTGCTCTTCTCACTCTTCTCCCAGCCGTTCTGGCTGCCCCTGCCACTAT
TGGCCGGCGCGCTGAGCCAGCTCCTCTCTTCACTCCTCAGGCTGAGAGCATCATTGCCG
ACAAGTATATTGTCAAGTTCAAGGATGATATTGCCCGTATCGCTACCGATGATACGGTG
AGCGCTCTTACCTCCAAAGCCGACTTCGTTTACGAGCACGCCTTCCATGGGTTTGCAGG
CTCCCTCACCAAGGAGGAGCTGAAGATGCTTCGTGAGCACCCCGGTGTAAGCACCCCCT
CCCACTTACCTAGGTAGTCAAAGGAGACATGTAGTTGTTTGTTCCTGGACCCGCTGCGC
CATAGGTTGATTTCATTGAGAAGGACGCTGTGATGCGTATCAGCGGCCTCACTGAGCAG
AGCGGTGCTCCCTGGGGTCTTGGGCGCATCTCTCACCGCAATAGGGGAAGCACCACCTA
TCGCTACGATGATAGTGCTGGTGAGGGTACTTGCGTATATATCATTGACACTGGTATTG
AGGCCTCCCACCCCGTAAGTTGTGCCGCCAAAACTCCATAGGGCGGAGTAGGAAATTTA
ACAATATCATCCAGGAGTTTGAGGGTCGCGCCACTTTTCTTAGGAGCTTCATCAGCGGT
CAAGAAACTGATGGCCACGGCCATGGGACTCACTGCGCTGGTACCATTGGTAGCAAAAG
CTACGGTGTTGCCAAAAAGGCTAAGCTCTATGGTGTCAAGGTTCTTGACAACCAGGGCA
GTGGTTCCTACTCCGGTATCATCAGTGGCATGGACTACGTTGCCAGTGACTCCAAGACC
CGCGGCTGCCCCAAAGGCGCCATTGCTTCCATGAGCCTGGGAGGTGGCTACTCGGCGTC
CGTCAACCAAGGTGCTGCTGCTTTGGTGAATTCGGGTGTCTTCCTTGCCGTCGCCGCTG
GCAACGATAACCGGGATGCCCAGAACACCTCTCCCGCTTCCGAGCCTTCTGCCTGCACT
GTTGGTGCCACTGATTCAAGTGACAGACGATCTTCCTTCTCCAACTTCGGCAGAGTTGT
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CGATATTTTCGCTCCTGGTACCGGTGTTCTTTCCACCTGGATTGGTGGCAGCACTGTAA
GTATTGTACCTACCTCGATAAGCTTAGAGACAGGCTTTTGCTTCAGAACCAGCTCTAAC
AAGGTTTAGAACACCATCTCTGGTACCTCCATGGCTACTCCCCATATTGCCGGTCTGGC
TGCCTACCTCAGTGCGCTCCAAGGCAAGACTACCCCTGCCGCTCTTTGCAAGAAGATCC
AGGACACTGCTACCAAGAACGC

>6347 prlB

GACCCCGTAAGCTCGTCTTCCCCCTTCCGCACCATCACACACTAAATCCCGCAGCAATT
CGGCGGCCGCGCCCAAAACATCAAGTCGTTCGTCAACACAGCCACCGACGGCAACGGGC
ACGGCACCCACCTCGCCGGCGTTATAGGCAGCGCCATCTACGGCGTGGCCAAGAAGALCG
AAACTCTATGGCGTCAAGTGTCTCGACGACCAAGGCTCAGGCACGACATCCAACGTCAT
TGCCGCAATGGACTTTGTTGCCAAAGACGCCAAGACGCGCGGATGCCCCAAGGGGGCAA
TGGCCAATATGAGCCTGGGAGGGGGTTACTCTGCGGCGGTGAACAAAGCTGCCGCTTCT
CTTGTTGCCTCTGGCGTGTTTGTCTCGGTGGCGGAGATAAAGGCAGCGCCATCTACGGC
GTGGCCAAGAAGACA

>6347 priC

GGCGGGGCTCTTGCTCTTTTGCGCAAAGGTCAACAACGCTGTGGCCAAGGGTGCCAAGT
ACGTTATTGTTTATAACAATAATGCTGTCGGCGCCATTCCTATGGACCTTACGGGAGTT
CCTGCTGGTTCCATCAAGGCAGCATCGATGATTGACGGCACGACTGGTGCAAAATTCAT
CAATGCTCTCAAGGATGGCAAAAAGCTTACGCTGAAGATGGTGAGCCCTCAGAAGACGG
ACTCGGAGGTCAGCACTTCCAACAACACCATTACTGGCGCCCTCTCTGAGA

>6347 prlE

TGTAGCTAGCAAGAGTCTCTACAAACGCAGACCAGTGCCGCATGGGGTCTAAGAGCTAT
ATCTCACCGAAGTCCGGGAGACTTTTATGAAGGATTTCCGCCTCCTGAAAGCTCCAAGT
ACTACTACGATGACAAGGCCGGCGCCGGTACGTTTGCGTATATTCTTGATGACGGTATT
CGTACCACCCATGAAGAGTTCGAGGGCCGCGCAAAGTTTGCTCATAGTATCTATCCTGC
TGATCAAACTATCTACGGGGATCATGGTACTGGAGTTGCTGGAATTATTGGTAGCAAGA
CCTACGGCGTTGCAAAAAAGGCGACTCTTATATCTATACATTTACTAGGACCAGATGGT
TGCACAGGCAGTGAAGCAATCAACGCACTCCTCTGGGCTGCAGAGGATATACTCAAGAA
TTCCCGCAAGGATTCGTCAGTTATTAATTTATCCTTTGGGATCCCGAAATTACAGGCAC
TAAATACTTTTGTGGAAAGACTGATTACCGACACCG

>6347 prlF

TTGGCAGGATTCAACCACGCTGCCAACGACATTGCGGACAAGCGGCCGCAAGAATACTG
CCGTGATTAAACGTTCTATGGGATCGGCTTCATCGCAAGCGTTGAAGGTTGCCTATGAG
AGAGCCCATCATAGAGGTATATTAACCGTCACCAGCGCCGGTAATGATGCCCAGAGCGT
TGGTGCAGCATCAGCCAGTTCTGCAAGTGGCTCTATAACGGTTGGATCTATCAATCAAG
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ATTGGAGTATTGCGGCCCATTCCAACTACGGTTCTCATGTCACCATTTTTGCCCCAGAG
AA

>6347 prl1G

CCCTCGTTCCGATGAGTACATTGTCAAGCTCAAGAAGGGCTGCGCCAAGGCTGCGCTGG
ACGATGCCATGAAGATCATGCCCGGGGACGCTGACCAGGTGTTTGACTCCATCTTCAAG
GGCTTCACTGGCAGGCTGGACTCTTCTTCGCTCGATGCCCTGCGTGATAACCCCGATGT
AGGACGGCCGAGGACTCGGAGTTGCATCAAGACTAGGTGCTGACTTCCACAATACAGGT
CGACTACGTTGAGCAGAACGCCTACTACGAAGCATACGGCGTGACTACCCAGCAACAGG
CCCCCTGGGGTCTTGCTCGACTCTCCCACAGACGCCCCGGCGCAAGCGACTACATCTAC
GACGAGAGCGCCGGCGAGGGAACATGCGCCTACGTCGTCGACAGCGGTCTCTACGCCGC
ACATCCCGTAAGCACCCCCAA

> 6347 prld

ATCGAGTGGAATCAAGGACATTACAGCTAAGCAGATTCAGAACCGGACCGTTGTCAACA
TGTCTTTTGGTAGGTGTGACAGTTTGTCCGTCGTCGCCCGTCAAAGCTCGCATCACTGA
CGATATTCTTTCCCCCCCAACAGGCGGCGGAAACTCTACTGCCCTGAACAAGATAATAA
AGACTGCGTACGACGCAGGTATTCTGTGCGTCATCTCGTCTGGGAACATGGGTGTCGAT
GCCTCAGACTGGTCTCCCGCCTCGTCCCCTGATGGCATCACTGTTGGCGCCATTGATGC
CAACTGGCGGCTATGGGATCACTCCAACCACGGCCCCGTTGTTCACATCTTGGCTCCTG
GCGTGGACGTCTTGTCCCTCGCTCCTGGCAATGAGACTAAGACAGGGAGCGGAACTTCT
CAGGCGGCTCCTCATGTTGTGGGGGCTGGCCGA

>6347 priK

CGGATTCGTTGCCACCCTTACCGAGGACGAGCTCCAGAGGCTCACCGACGACCCCAATG
TGAGTCTTGCGGAAGAGTCCTGTCGTGCTGATACACTCAATGTGCTGACAATAGCTTGG
ATAGGTCGACTACATTGAACAGGATGCCATCATGACCATTTATGCCACGCAGCAAAATG
CCGACTGGGGATTGGCTCGGCTCTCAAGCCAGAAGCCTGGCACCACGACGTATACCTAC
GATGATAGCGCTGGCGAGAGAA
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12.2 Anexo 2. Secuencias de promotores

>798 prlA

CAATTCTTGTACGTGTGCAGAGAACAAACAGCTTCCATTTCTGGAAGGGTGATGGTTTC
ATATGGAGGCTTCCCTCTCAACCTAGATCGTACTACACATTGGCCTATATGGAGACAAC
TGGACGGCATGTTGTGAATATAAAATGACCTTTCTTCACCGACCTTGAAGTTGGATCTT
TCCTGGATTCATCCTCATCACGCAAGCTTCAATCCATAAAATCAACTTCGGTTTCTGCC
CAACATCTCTGGTCTTTGGTCCCGTACTAAAATTTGCAATC

>6345 priA

TGCGCAAAAGATAAAAAGGGTTGTACAGCAGCCGAAACCAGGATTTTCTCTGCTTTGGA
AATGACGCAAAATGAGACTAAACTGGCATGGACGACAACATCCTGTTTACTTGCGTAGC
TTTTAAGTCAAGGAGGTGTTTACAGAAACCCACCCCCCTTGTTTTCTTTTTCCTCTCTC
TTCCCCTTGACGGTCATTCCCTTCAATGTACTTTTCATGCAGTGGAACACGTCCCTGAT
AATCGTCAAGTCTCGTGATATCCGTAGATGGTCACTATGAGGCTTCCCTAGCCTCACAA
AAGCAATCAATGGAGCTTGGCATCGTTATCCCAAGGTTGCATCATCCCTCAGTCCCCGG
ATTCCTGACCCCATACTGCTTTCCACGCTAGCATTCAACAAGAAGCTGTTATCAACGCC
GTCACCGACAGAGCCACTTCTAGTGTATTATCATAGGCGCCAAATATTGAGCGTCGATT
CCCGAGATTCGGCCGTTCAAGGCCTTGCTCTACAGCATGTCTAGCTTCGCCGTCACATC
TTGTACGTCTGCAAAGAACAAACAGCTTCCAGTTCTGGAAGGTGATGGTTTCAGATGGA
GGCTTCCCTCTCAACCTAGATCGTCTACACATTGGCCTAGATGGAGACAACGAGALCGGC
ATCTTTTGAATATAAAATGACCTTTCTTCGCCGCCTTGAAGTTGGATCTTTCCTGGATT
CATCCTCATCACGCAAGCTTCAATCCATCAAATCAACTTCGGTTTCTGCCCAACATCTC
TGGTCTTTGGTCCCGTACTAGAATTTGCAATC

>6347 pr1A

CAATCTTGTACGTCTGCAAAGAACAAACAGCTTCCAGTTCTGGAAGGTGATGGTTTCAG
ATGGAGGCTTCCCTCTCAACCTAGATCGTCTACACATTGGCCTAGATGGAGACAACGAG
ACGGCATCTTTTGAATATAAAATGACCTTTCTTCGCCGCCTTGAAGTTGGATCTTTCCT
GGATTCATCCTCATCACGCAAGCTTCAATCCATCAAATCAACTTCGGTTTCTGCCCAAC
ATCTCTGGTCTTTGGTCCCGTACTAGAATTTGCAATC

>798 pr2

CTTGTCGATCACCCCGTCCGTGCAGACGAGCATGGCGTAGAGTATACGAGCTGGGAACG
CTGTATAACGAAACGATTTCGCATATAAATACGACTAGTCTTCCAACATGGGAGTTGAC
TTTTGTAACTCTAATAACAAGCTTCTTCATATATTCCTTGTCCTTTGGATCATCGCCAT
TTCCATCACTACA
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>6345 pr2

CGATCACCCCGTCCGTGCAGACGAGCATGGCGTAGAGTATACGAGCTGGGAACGCTGTA
TAACGAAACGATTTCGCATATAAATACGACTAGTCTTCCAACATGGGAGTTGACTTTTG
TAACTCTAATAACAAGCTTCTTCATATATTCCTTGTCCTTTGGATCATCGCCATTTCCA
TCACTACA

>6345 pr2

GCGAGCTTGTCGATCACCCCGTCCGTGCAGACGAGCATGGCGTAGAGTATACGAGCTGG
GAACGCTGTATAACGAAACGATTTCGCATATAAATACGACTAGTCTTCCAACATGGGAG
TTGACTTTTGTAACTCTAATAACAAGCTTCTTCATATATTCCTTGTCCTTTGGATCATC
GCCATTTCCATCACTACA
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12.3 Anexo 3. Secuencias de gen pr2

>798pr2

ATGGAGCTCAAGTCCCTATTCGCTGTTTATCTGCCCCTTTGTGCGGCTCCCTTGGCTGC
TGCACGACCTGCATCAAATGCAGTGTTTATTGTTGGCGGATCGCCTGCTGAGGCCGGTG
AATTCCCCTTCATCGTCAGCACGTTGCGTAACGGGCGCCATTGGTGCGGCGGTGTCTTG
TTGAACGCCAATACGGTCCTCACCGCGGCTCATTGCGTCGAGTCACAACCAGCCATCTC
GCAGGTCCGCGCCGGTTCTCTCGTAAGTTGTGTTTGCTTTCTTGTATCAATGGGAGGAT
TGCTGTCCTTTTGACTTCCACTGCCACAACTCACCTAAAGCTAAAACACACCTAGGCCC
ATGCTTCCGGTGGCGTTGTTGCCAATATCTCCTCTATAACCCCCCACCCTAAATACGAA
GGTTTGGGATATGACATGGCAATCCTGAAGCTATCAACACCCATCGAGGCGAATGGCAC
CATCGGCTACGCCACATTGCCAGAGGCGGGCTCAGACCCTGTGGCTGGCGCCGACGCAA
CTGTGGCAGGATGGTAAGTATTACCAAGCGGCTCGCATACCCTACGTGTTATTCGGGAG
ATGAAATACTGATTTTTGAACTAGGGGAGATCTGGAGTACGCTGGTCAGGCCCCAGAAG
AGTTGCAAAAGGTTACTGTGCCCGTCGTTGATCGTGCGACATGCTCTGCGGCATATCAA
GCGATCCCCAACATGCCGAATGTCACGGACGCCATGTTCTGTGCTGGTCTTAAGGAAGG
AGGACAAGATGCTTGCAACGGCGATAGTGGTGGCCCCATTATTGATACCGAAACCAGAG
TTCTGATCGGAGTTGTGTCATGGGGTTATAAGTGTGCGGCGCCCAATGCTTATGGAGTC
TATACCAGGCTGGGCGCGGATATCGAGTTCATCAAGAGCCACTTGTAAGCCGAGAGTCG
GACAGTCATCAGACTTTGAACAAGGGGCACTTTGAGTAGGAGATTTTGC

>6345 pr2

ATGGAGCTCAAGTCCCTATTCGCTGTTTATCTGCCCCTTTGTGCGGCTCCCTTGGCTGC
TGCACGACCTGCATCAAATGCAGTGTTTATTGTTGGCGGATCGCCTGCTGAGGCCGGTG
AATTCCCCTTCATCGTCAGCACGTTGCGTAACGGGCGCCATTGGTGCGGCGGTGTCTTG
TTGAACGCCAATACGGTCCTCACCGCGGCTCATTGCGTCGAGTCACAACCAGCCATCTC
GCAGGTCCGCGCCGGTTCTCTCGTAAGTTGTGTTTGCTTTCTTGTATCAATGGGAGGAT
TGCTGTCCTTTTGACTTCCACTGCCACAACTCACCTAAAGCTAAAACACACCTAGGCCC
ATGCTTCCGGTGGCGTTGTTGCCAATATCTCCTCTATAACCCCCCACCCTAAATACGAA
GGTTTGGGATATGACATGGCAATCCTGAAGCTATCAACACCCATCGAGGCGAATGGCAC
CATCGGCTACGCCACATTGCCAGAGGCGGGCTCAGACCCTGTGGCTGGCGCCGACGCAA
CTGTGGCAGGATGGTAAGTATTACCAAGCGGCTCGCATACCCTACGTGTTATTCGGGAG
ATGAAATACTGATTTTTGAACTAGGGGAGATCTGGAGTACGCTGGTCAGGCCCCAGAAG
AGTTGCAAAAGGTTACTGTGCCCGTCGTTGATCGTGCGACATGCTCTGCGGCATATCAA
GCGATCCCCAACATGCCGAATGTCACGGACGCCATGTTCTGTGCTGGTCTTAAGGAAGG
AGGACAAGATGCTTGCAACGGCGATAGTGGTGGCCCCATTATTGATACCGAAACCAGAG
TTCTGATCGGAGTTGTGTCATGGGGTTATAAGTGTGCGGCGCCCAATGCTTATGGAGTC
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TATACCAGGCTGGGCGCGGATATCGAGTTCATCAAGAGCCACTTGTAAGCCGAGAGTCG
GACAGTCATCAGACTTTGAACAAGGGGCACTTTGAGTAGGAGATTTTGCTGCTGA

>6347 pr2

ATGGAGCTCAAGTCCCTATTCGCTGTTTATCTGCCCCTTTGTGCGGCTCCCTTGGCTGC
TGCACGACCTGCATCAAATGCAGTGTTTATTGTTGGCGGATCGCCTGCTGAGGCCGGTG
AATTCCCCTTCATCGTCAGCACGTTGCGTAACGGGCGCCATTGGTGCGGCGGTGTCTTG
TTGAACGCCAATACGGTCCTCACCGCGGCTCATTGCGTCGAGTCACAACCAGCCATCTC
GCAGGTCCGCGCCGGTTCTCTCGTAAGTTGTGTTTGCTTTCTTGTATCAATGGGAGGAT
TGCTGTCCTTTTGACTTCCACTGCCACAACTCACCTAAAGCTAAAACACACCTAGGCCC
ATGCTTCCGGTGGCGTTGTTGCCAATATCTCCTCTATAACCCCCCACCCTAAATACGAA
GGTTTGGGATATGACATGGCAATCCTGAAGCTATCAACACCCATCGAGGCGAATGGCAC
CATCGGCTACGCCACATTGCCAGAGGCGGGCTCAGACCCTGTGGCTGGCGCCGACGCAA
CTGTGGCAGGATGGTAAGTATTACCAAGCGGCTCGCATACCCTACGTGTTATTCGGGAG
ATGAAATACTGATTTTTGAACTAGGGGAGATCTGGAGTACGCTGGTCAGGCCCCAGAAG
AGTTGCAAAAGGTTACTGTGCCCGTCGTTGATCGTGCGACATGCTCTGCGGCATATCAA
GCGATCCCCAACATGCCGAATGTCACGGACGCCATGTTCTGTGCTGGTCTTAAGGAAGG
AGGACAAGATGCTTGCAACGGCGATAGTGGTGGCCCCATTATTGATACCGAAACCAGAG
TTCTGATCGGAGTTGTGTCATGGGGTTATAAGTGTGCGGCGCCCAATGCTTATGGAGTC
TATACCAGGCTGGGCGCGGATATCGAGTTCATCAAGAGCCACTTGTAAGCCGAGAGTCG
GACAGTCATCAGACTTTGAACAAGGGGCACTTTGAGTAGGAGATTTTGCTGCTGA
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12.4 Anexo 4. ORF'S

798 Pr1A
LCRONSIGRSRKENNIIQEFEGRATFLRSEFISGQETDGHGHGTHCAGTIGSKSYGVAKKAKLYG
VKVLDNQGSGSYSGIISGMDYVASDSKTRGCPKGAIASMSLGGGYSASVNQGAAALVNSGVELA

VAAGNDNRDAQNTSPASEPSACTVGATDSSDRRSSESNEFGRVVDIFAPGTGVLSTWIGGSTVSI
VPTSISLETGEFCERTSSNKV

798 PriB

QFGGRAQNIKSEVNTATDGNGHGTHLAGVIGSAIYGVAKKTKLYGVKCLDDQGSGTTSNVIAAM
DEFVAKDAKTRGCPKGAMANMSLGGGYSAAVNKAAASLVASGVEVSVA

798 Pr1C

YVIVYNNNAVGAIPMDLTGVPAGSIKAASMIDGTTGAKFINALKDGKKLTLKMVSPQKTDSEVS
TSNNTITGGAL

798 Pri1E
SKRSLOTQOTSAAWGLRAISHRSPGDFYEGFPPPESSKYYYDDKAGAGTFAYILDDGIRTTHEEF

EGRAKFAHSIYPADQTIYGDHGTGVAGIIGSKTYGVAKKATLISIHLLGPDGCTGSEAINALLW
AAEDILKNSRKDSSVINLSFGIPKLOALNTEVERLITDT

798 PriF

ILAGFNHAANDIADKGRKNTAVINCSMGSASSQALKVAYERAHHRGILTVTSAGNDAQS
VGAASASSASGSITVGSINQDWSIAAHSNYGSHVTIFAPEX

798 PriG

VDYVEQNAYYEAYGVTTQOOAPWGLARLSHRRPGASDYIYDESAGEGTCAYVVDSGLYAAHP

798 Pr1J

GGGNSTALNKIIKTAYDAGILCVISSGNMGVDASDWSPASSPDGITVGAIDANWRLWDHSNHGP
VVHILAPGVDVLSLAPGNETKTGSGTSQAAPHVAG

798 PrikK

MTIYATQONADWGLARLSSQKPGTTTYTYDDSAGER

6345 Pr1A

LCRONSIGRSRKFNNIIQEFEGRATFLRSEFISGOETDGHGHGTHCAGTIGSKSYGVAKKAKLYG
VKVLDNQGSGSYSGIISGMDYVASDSKTRGCPKGAIASMSLGGGYSASVNQGAAALVNSGVELA
VAAGNDNRDAQNTSPASEPSACTVGATDSSDRRSSESNEFGRVVDIFAPGTGVLSTWIGGSTVSI
VPTSISLETGEFCEFRTSSNKV
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6345 Pr1B

QFGGRAQNIKSEVNTATDGNGHGTHLAGVIGSAIYGVAKKTKLYGVKCLDDQGSGTTSNVIAAM
DEFVAKDAKTRGCPKGAMANMSLGGGYSAAVNKAAASLVASGVEVSVA

6345 Pr1C

YVIVYNNNAVGAIPMDLTGVPAGSIKAASMIDGTTGAKFINALKDGKKLTLKMVSPQKTDSEVS
TSNNTITGGAL

6345 PrlE
QESLQTQTSAAWGLRAISHRSPGDFYEGFPPPESSKYYYDDKAGAGTFAYILDDGIRTTHEEFE

GRAKFAHSIYPADQTIYGDHGTGVAGIIGSKTYGVAKKATLISIHLLGPDGCTGSEAINALLWA
AEDILKNSRKDSSVINLSEFGIPKLQALNTFE

6345 PrlF

LAGFNHAANDIADKGRKNTAVINCSMGSASSQALKVAYERAHHRGILTVTSAGNDAQSV
GAASASSASGSITVGSINODWSIAAHSNYGSHVTIFAPEX

6345 Pr1G

VDYVEQNAYYEAYGVTTQQOAPWGLARLSHRRPGASDYIYDESAGEGTCAYVVDSGLYAAHP

6345 Pr1J

GGGNSTALNKIIKTAYDAGILCVISSGNMGVDASDWSPASSPDGITVGAIDANWRLWDHSNHGP
VVHILAPGVDVLSLAPGNETKTGSGTSQAAPHVAG

6345 PriK

MTIYATQONADWGLARLSSQKPGTTTYTYDDSAGER

6347 PriA
LCRONSIGRSRKFNNIIQEFEGRATFLRSFISGQETDGHGHGTHCAGTIGSKSYGVAKKAKLYG
VKVLDNQGSGSYSGIISGMDYVASDSKTRGCPKGAIASMSLGGGYSASVNQGAAALVNSGVELA

VAAGNDNRDAQNTSPASEPSACTVGATDSSDRRSSESNEFGRVVDIFAPGTGVLSTWIGGSTVSI
VPTSISLETGFCEFRTSSNKV

6347 Pr1B
QFGGRAQNIKSFVNTATDGNGHGTHLAGVIGSAIYGVAKKTKLYGVKCLDDQGSGTTSNV

6347 PR1C

YVIVYNNNAVGAIPMDLTGVPAGSIKAASMIDGTTGAKEFINALKDGKKLTLKMVSPOKTDSEVS
TSNNTITG
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6347 PriE
QESLQTQTSAAWGLRAISHRSPGDFYEGFPPPESSKYYYDDKAGAGTFAYILDDGIRTTHEEFE

GRAKFAHSIYPADQTIYGDHGTGVAGIIGSKTYGVAKKATLISIHLLGPDGCTGSEAINALLWA
AEDILKNSRKDSSVINLSFGIPKLOALNTEFVERLITDT

6347 PrlF

WODSTTLPTTLRTSGRKNTAVIXRSMGSASSQALKVAYERAHHRGILTVTSAGNDAQSV
GAASASSASGSITVGSINQODWSIAAHSNYGSHVTIFAPEX

6347 Pr1G
VDYVEQNAYYEAYGVTTQQOOAPWGLARLSHRRPGASDYIYDESAGEGTCAYVVDSGLYAAHP

6347 Pr1J

GGGNSTALNKIIKTAYDAGILCVISSGNMGVDASDWSPASSPDGITVGAIDANWRLWDHSNHGP
VVHILAPGVDVLSLAPGNETKTGSGTSQAAPHVVG

6347 PriK

MTIYATQONADWGLARLSSQKPGTTTYTYDDSAGER

798 Pr2
MGVDFCNSNNKLLHIFLVLWITIAISITTMELKSLFAVYLPLCAAPLAAARPASNAVFIVGGSPA

EAGEFPFIVSTLRNGRHWCGGVLLNANTVLTAAHCVESQPATISQVRAGSLVSCVCFLVSMGGLL
SFE

6345 Pr2
MGVDFCNSNNKLLHIFLVLWIIAISITTMELKSLFAVYLPLCAAPLAAARPASNAVFIVGGSPA

EAGEFPFIVSTLRNGRHWCGGVLLNANTVLTAAHCVESQPAISQVRAGSLVSCVCFLVSMGGLL
SF

6347 Pr2
MGVDFCNSNNKLLHIFLVLWITIAISITTMELKSLFAVYLPLCAAPLAAARPASNAVFIVGGSPA

EAGEFPFIVSTLRNGRHWCGGVLLNANTVLTAAHCVESQPAISQVRAGSLVSCVCFLVSMGGLL
SF
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