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I. INTRODUCCION

Los Hongos entomopatogenos (HE) en especifico Beauveria Bassiana (B. bassiana)
representan un control bioldgico indispensable para la erradicacion de plagas al ser un
parasito de diferentes insectos que afectan la industria alimentaria y de importancia para
el control biolégico de las plagas evitando la contaminacion por quimicos o tdéxicos que
contienen los tratamientos con insecticidas. Por lo que es el implementar una técnica de
identificacion rapida y confiable para la determinacion de especie y género resulta muy
importante al tener muchas variedades HE, siendo la forma mas confiable de
identificacion es la molecular ya que resulta mas especifica que los otros tipos de
identificacion por basarse en diferencias en el genoma del hongo.

El presente trabajo tiene como objetivo establecer un protocolo de extraccion de ADN de
cultivos de HE y la estandarizacion de la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando tres oligonucleoétidos universales. Se describe la importancia
y las caracteristicas de los genes ribosomales y de las regiones ITS (Internal transcribed
spacer) y su importancia en la identificacion molecular de los HE.

Se describe la parte tedrica de diferentes procesos implicados en la identificacion
molecular como son las caracteristicas quimicas del ADN que son consideradas para su
extraccion, purificacion y cuantificacion, el método de secuenciacion de acido nucleicos y
como éste se fue perfeccionando asi como los factores que pudieran alterar todos estos
procesos Yy el equipo utilizado para llevarlos a cabo.

Se describen otros métodos de identificacion molecular para HE como es la amplificacion
de un gen y la obtencion de patrones de digestion utilizando enzimas de restriccion (PCR-
RFLP) y se describen ademas todas las técnicas utilizadas para la identificaciéon molecular
como extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN, electroforesis en gel de agarosa y
el proceso para preparar la muestra de ADN amplificado para ser secuenciada asi como
la preparacion de todas las sustancias utilizadas.

Posteriormente la secuencia de ADN amplificada perteneciente a los genes ribosomales y
a las regiones ITS amplificada se mando a secuenciar a la unidad de biologia molecular
(UNAM) para poder identificar la especie de HE buscando la identidad de la secuencia en
la base de datos GenBank (http: // www.ncbi.nim.nih.gov), finalmente se discuten los
resultados obtenidos como la calidad del ADN gendmico extraido de diferentes cepas de
HE, y la homologia de la secuencia de ADN con especies de HE.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos (HE) son aquellos que parasitan diferentes ordenes de
artrépodos desde arafias hasta casi todos los grupos de insectos provocandoles micosis y
la muerte.Representan uno de los grupos de mayor importancia para el control bioldgico
de plagas, por su capacidad natural de producir diferentes compuestos que causan

enfermedad y muerte a los insectos (Assaf, et al., 2007; Dias et al., 2008).

Los hongos entomopatdgenos comienzan su infeccion a través de la cuticula externa del

insecto (hospedero) y sigue las siguientes fases de desarrollo:

* Adhesion: germanizacion de la espora en la cuticula del hospedero.

* Penetracion a través de un tubo germinativo.

* Colonizacion que es el desarrollo del hongo dentro del cuerpo del insecto.

* Posteriormente se da la muerte del insecto produciéndose un crecimiento hifal del
hongo en el cuerpo del insecto.

Debido a su capacidad de infectar gran variedad de insectos, no contaminar el medio
ambiente, no afectar al hombre u otros animales superiores y tener la capacidad de
reproducirse y renovarse de manera continua (si se encuentran en condiciones
adecuadas) los HE son ampliamente utilizados en el control bioldgico de plagas teniendo
ventaja sobre los insecticidas quimicos los cuales traen como consecuencia la seleccion
de individuos resistentes, la invasion de nuevas plagas y la contaminacion ambiental y del
hombre (Cafedo, et al., 2004).

2.2 Identificaciéon morfolégica de hongos entomopatégenos

Los HE, son organismos heterotrofos que poseen caracteristicas visibles bajo microscopio
o a simple vista como células quitinizadas normalmente no moviles, B. bassiana esta
conformado por hifas septadas de 2.5 a 25 ym de diametro, de donde se forman
conidiéforos simples, los cuales sostienen los conidios que son hialinos redondeados a
ovoides y unicelulares, originados de forma simpodial o acropeta y presenta micelio
blanco.

La identificacidn molecular tiene ventaja sobre la identificacion morfolégica ya que puede
diferenciar taxones muy proximos los cuales no seria posible identificar morfolégicamente
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y serian clasificados como una misma especie. Ademas que el grado de especificidad y
confianza en la identificacion molecular es mayor que en la morfolégica por basarse en

diferencias a nivel del genoma del hongo (Vega,2009; Duperchy, 2003).

2.3 Genes Ribosomales

Los genes ribosomales (18S, 5.8S y 28S) son regiones muy conservados en el genoma
de todos los eucariontes ademas de que tiene un gran numero de copias en el genoma
nuclear lo que facilita su amplificacion. Estas regiones conservadas estan separadas entre
ellas por las regiones de los espacios transcritos internos (ITS) las cuales son secuencias
divergentes, muy variables, polimérficas en longitud y secuencias, debido a deleciones e
inserciones; son muy informativas y representan una huella genémica para cada por lo
que es una herramienta confiable y muy utilizada por taxénomos y ecdlogos para la
identificacion molecular de hongos mediante su amplificacion y secuenciacion
(Rodriguez,et al., 2004) (Figura 1). Este método tiene ventaja frente a otros métodos de
identificacion molecular debido a que los genes ribosomales y las secuencias ITS se
encuentran en gran cantidad de copias en el genoma lo que facilita su amplificacién, por
lo que son ampliamente utilizadas para la identificacion molecular de especies. (Huang et
al., 2009; Al-hemaid et al., 2014).

Ces] [ [TeesT

- 05]
ITS

Figura 1. Representacién de la localizacién de los GR. 18S, 5.8S, 28S y los espaciadores
transcritos internos (de sus siglas en ingles ITS) (adaptado de White et al., 1990).




2.4 Diseio de los oligonucleétidos y caracteristicas

El disefio de oligonucleotidos se lleva a cabo utilizando diferentes herramientas de
bioinformatica que utilizan las secuencias de interés a amplificar, para encontrar
secunecias conservadas que garanticen su presencia en cualquier microorganismo que
contenga esa secuencia con la finalidad de que los oligonucleétidos disefiados a partir de
estas secuancias sean utilies en su amplificacion mediante PCR. Los oligonucleotidos
deben cumplir con ciertas caracteristicas como son que su tamafo se encuentre entre 18
a 30 nucledtidos de longitud generalmente de 20 a 25 nucledtidos para facilitar la union al
ADN molde, evitar la auto-complementariedad entre ellos y tener 100% de similitud con el
DNA molde (Montoya et al., 2007)

2.5 Extraccion de DNA Métodos de extraccion de ADN.

La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la primara etapa de la mayoria
de los estudios de biologia molecular y de todas las técnicas de recombinacion de ADN.
En este caso, los métodos de extraccion permiten obtener acidos nucleicos purificados a
partir de diversas fuentes para después realizar analisis especificos de modificaciones
genéticas mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). La calidad y la pureza
de los acidos nucleicos son dos de los elementos mas importantes en ese tipo de analisis.
Si se desea obtener acidos nucleicos muy purificados, que no contengan contaminantes
inhibidores, es preciso aplicar métodos de extraccidon adecuados. Los contaminantes
capaces de inhibir el analisis PCR, para extraer los acidos nucleicos del material biolégico
es preciso provocar una lisis celular, inactivar las nucleasas celulares y separar los acidos
nucleicos de los restos de células (Zimmermann et al., 1998). El procedimiento de lisis
idéneo es diferente entre cada tipo celular posterior a la lisis celular todos los métodos de
extraccion se basan en las caracteristicas quimicas del ADN como su estructura quimica,
carga y solubilidad para poder extraerlo y purificarlo. La extraccion utilizando kit comercial,
debido a su facilidad de uso y por el pequefio tamafo de muestra que se necesita para la
extraccion de ADN. La confirmacion de la presencia de ADN y su integridad se lleva a

cabo mediante electroforesis en un gel de agarosa (Somma, 2009).



2.6 Métodos de identificacion molecular PCR-RFLP, 18S

La amplificacion de regiones de los espaciadores transcritos internos permiten discriminar
directamente varias especies por lo que se puede hacer uso de una amplia variedad de
técnicas moleculares mas precisas como la obtencion de patrones de digestion (RFLP),
que se basa en el reconocimiento de secuencias particulares y/o polimérficas para cada
especie, para amplificarlas mediante PCR y posteriormente la digestion de estos
productos mediante enzimas de restriccidon generando patrones de bandas (una serie de
bandas de un tamafno medible) para cada una de las enzimas de restriccion utilizadas.
Con este método se pone de manifiesto las diferencias (polimorfismos) que afectan a las
secuencias diana de las regiones de los espaciadores transcritos, los distintos patrones
de bandas se pueden distinguir por electroforesis. Se ha demostrado que los analisis por
RFLP de la region ITS del DNA ribosomico son suficientes para diferencias taxones muy
proximos (Llorens, et al., 1997) (Figura 2).

T
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H

Figura 2. Representacion de la identificacién molecular por PCR-RFLP (modificada de Herraez,
2012).

2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR, es una técnica de biologia
molecular cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN.
(Velazquez A. et al., 2011). La PCR se fundamenta en la propiedad natural de las ADN
polimerasas para replicar hebras de ADN. Mediante esta reaccion se logra multiplicar del
numero de copias de un fragmento especifico del ADN, a lo cual se le llama amplificacion.

La reaccion se lleva a cabo mediante la repeticion sucesiva de un ciclo de tres pasos,
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cada uno a temperatura diferente. En cada paso o cambio de temperatura ocurre un
proceso que en su conjunto complementan la PCR. Primeramente, la desnaturalizacion
del ADN o separacion de la doble cadena, luego la union de los oligonucleétidos o
cebadores a las cadenas simples de ADN vy, por ultimo, la extension o polimerizacion
donde la ADN polimerasa cataliza la formacion de doble cadena de ADN (Diaz, et al,
2013) (Figura 3).

clapa previn 1% ciclo 2% ciclo ... 3P ciclo c‘gapa

1000 L ¢
0 = IR

50 '!. :r;ln i |‘l.:; f'!)

10 150 1ol

tiempo

Figura 3 Esquema general de la PCR (Herraez A., 2012)

2.8 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar macromoléculas en
funcién del tamanio, la carga eléctrica y otras propiedades fisicas. El término electroforesis
describe la migracion de las particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico
(Somma, 1990). La electroforesis en gel de agarosa es de las mas utilizadas para analizar
y caracterizar acidos nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan como
un tamiz molecular y permiten separar moléculas cargadas en funciéon de su tamano y
forma. Asi, moléculas de DNA de diferente tamafio van a emigrar de forma distinta en una

electroforesis en gel de agarosa.

2.9 Secuenciacion

La secuenciacién de acidos nucleicos es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas
cuyo objetivo es la determinacion del orden de los nucleétidos en una secuencia de ADN,
actualmente usando aparatos automatizados que se basan en modificaciones del método
de Sanger. Se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con

una terminacién especifica debido a que en el medio de reaccién existen dNTPs y dNTPs
9



didesoxi (ddNTPs) los cuales contienen un fluorocromo para etiquetar cada nucleétido por
un color diferente y ademas no contienen el grupo hidroxilo (3 'OH) terminal en el
nucledtido el cual es necesario para que la ADN polimerasa continue sintetizando la
cadena de ADN por lo que siempre que se incorporan por la ADN polimerasa el ADN
creciente termina (Jill, 2008) por lo que se generan cadenas de distintos tamanos las
cuales posteriormente son corridas en una electroforesis y detectadas mediante un laser
de acuerdo a su tamafo y color del ddNTP con el que termina, finalmente un programa
traduce las sefales y muestra el orden de la secuencia de ADN (Figura 4).

Secuenciacion automatica

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP
Gracias al empleo de 4
fluorocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones y aplicar la mezcla a
un mismo pocillo del gel de
eleciroforesis.

1T T2 LS

T3
Desnaturalizacion para separar
Las hebras de ADN
\A K‘// No solo se pueden \

Se genera un regisiro
informatizado de los 4
perfiles de color, que

combinados se interpretan

COMO UNa secuencia.

detectar los 4 colores tras
gc acabarla separacmn
El color de cada —— T4 | eleciroforética, sino que
handa corresponde | | [4c incluso segim va
al del —— |4 | transcurriendo ésta el f1 rl
dideoxinucléoido ||~ | & | detectorpuede medirla | |
3-terminaldeese | || C | presenciade las bandas | | | |
fragmento. el que van pasando por el ‘
—_— A haz laser ¥ su color.
—| 5 CGTGTGACTCCG
w— | T
& 7
— T
LéserH BE——— W Detector
: v o _
o |
Electroforesis

Figura 4. Representacion general de la secuenciacion automatica (tomada de Herraez, 2012).
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2.10 Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion de acido nucleicos se basa en el analisis de la absorcion UV, ya que los
nucleotidos poseen maximos de absorcion alrededor de 260 nm (Figura 5). Este método
proporciona una estimacion simple y precisa de la concentracion de una muestra, pero
soOlo si ésta se encuentra pura, sin contaminacion significativa de proteinas o solventes
organicos que absorben a longitudes de onda cercanas (280nm y 230nm)
respectivamente (Figura 6). Para evaluar la pureza de la muestra respecto a las proteinas
debe determinarse la relacion entre absorbancia a 260nm y absorbancia a 280nm (abs.
260nm/abs. 280) y la relacion entre absorbancia a 260nm y absorbancia a 230nm (abs.
260nm/abs. 230nm), si la relacion es mayor a 1.8 y menor a 2 en el primer caso y mayor a
2 y menor a 2.2 en el segun caso puede estimarse que la muestra es lo bastante pura
para confiar en la cuantificacion espectrofotomeétrica.

Actualmente se utiliza un artefacto llamado Nanodrop® que es espectrofotbmetro capaz
de realizar la cuantificacion de ADN y la determinacion de la pureza de la muestra
basandose en las absorbancias de los nucleétidos, proteinas y solventes organicos,
utilizando solamente un pL de muestra la cual puede encontrarse desde diluida hasta muy

concentrada.

Rayos Ultravioleta

| b .

Uv-C Uv-B UV-A

200 280 315

260nm Maxima
absorbanda delas bases
nitrogenadas

Figura 5. Representacion grafica de la longitud de onda de absorcién de las bases nitrogenadas
(tomada de Herraez A. 2012)
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Figura 6. Imagen de la longitud de onda de absorciéon de contaminantes mas comunes en acidos

nucleicos y longitud de onda de absorcién de las bases nitrogenadas. (tomada de Herraez A.
2012)
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Il OBJETIVOS

GENERALES:

* Determinar las técnicas de biologia molecular para caracterizacion molecular

del hongo entomopatégeno: Beauveria bassiana.

ESPECIFICOS:
o Establecer un protocolo de extraccion de ADN de cultivos monoesporicos de

cepas de Beauveria bassiana.

o Estandarizar la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con
oligonucledtidos especificos de la region ITS para Beauveria bassiana.

o Obtener por medio de PCR la secuencia de los genes ribosomales y

secuencias ITS de Beauveria bassiana para su secuenciacion.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Obtencidén de cultivos monospéricos

Los conidios fueron aislados cultivandose en un medio de dextrosa - papa en matraces
Erlenmeyer de 250mL. Los matraces inoculados fueron incubados a 25°C durante 15
dias, para obligarlos a espurular y se produzcan conidios. Los conidios obtenidos del
micelio de estos cultivos pasaron una serie de diluciones con el fin de que las esporas
queden suficientemente separadas entre si en el medio de cultivo, posteriormente ya
formados los conidios, posteriormente se toma una sola colonia, resembrandola en otro

matraz con medio de cultivo y promover su crecimiento.

4.2 Estandarizacion de la técnica de extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN el micelio formado durante 15 dias se recogi¢ del medio de
cultivo, posteriormente se rompieron las células con nitrégeno liquido en un mortero,
procurando no se derrame, contamine para no perder su esterilidad.

Las células inmediatamente después de romperse con el nitrogeno liquido se ponen
dentro de un eppendorf y esté cerrado se sumerja en nitrogeno liquido durante
aproximadamente 1 minuto posteriormente Posteriormente se conservo el ADN obtenido
en un eppendorf nuevo y estéril en congelacion de -20°C.

El ADN se extrajé empleando un kit comercial de extraccién de ADN (DNeasy® Plan Mini
Kit) (Figura 7) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se observé en una electroforesis
de gel de agarosa al 1% cargando 5 pL del ADN extraido cuantificado en el
NANODROP®. Cuidando de agregar los amortiguadores del kit deslizandose por las
orillas del eppendorf con ayuda de las puntas de pipeteo.

Figura 7. Kit de extraccién DNeasy® Plant mini kit
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4.3 Cuantificacion de ADN

Para cuantificar el ADN extraido se utilizd Nanodrop® Thermo scientific (Figura 8)
siguiendo las instrucciones de operacion utilizando como blanco 1uL de agua inyectable y
para la cuantificacion se adiciono un 1 pL del ADN extraido. (Dneasy Plant miniKit
QIAGEN®)

Figura 8. Nanodrop ® marca Thermo scientific

4.4 Electroforesis en gel de agarosa

Para observar la integridad del ADN se observo en un gel agarosa por electroforesis al
1% se cargaron S5uL DNA para ver la integridad, 3.0 yL para los productos de PCR, 2 yL
de red gel y 2 pyL del marcador de peso molecular. Todas las electroforesis se corrieron
con amortiguador de corrida TAE1X (Ver Anexo) suficiente para cubrir el gel en la camara
de electroforesis (Carrillo, 2008).

4.5 Preparacion de los oligonucledétidos

Para conseguir una concentracion de 10 yM de los oligonucleétidos se empezo6
disolviendo los liofilizados de cada oligonucledtido siguiendo las siguientes diluciones:
Preparacion del oligonucledtido 1TSS

El liofilizado contenia 106 mmol de oligonucledétido ITSS este se disolvio en 1060 yL de
agua estéril libre de nucleasas obteniendo una solucién con una concentracion de 100

pmol/uL.
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106milimoles
1060uL de agua

= 100pumol/ulL

de esta solucion se tomaron 2 L y se diluyeron con 18 pL de agua obteniendo 20 pL con

una concentracion de 10umol/ pL.

2u de 100pmol/pL
18u de agua

= 20ul de 10pumel/uL

Preparacion del oligonucledtido 1TS4
El liofilizado contenia 79.2 mmoles de oligonucledtido ITS4 este se disolvio en 792 uL de
agua estéril libre de nucleasas obteniendo una solucién con una concentracion de 100

pmol/pL.

79.2milimoles

= 100pumol/pul
792p de agua hmol/u

de esta solucion se tomaron 2 L y se diluyeron con 18 pL de agua obteniendo 20 pL con

una concentracion de 10 pMol/pL.

2u de 100pmol/puL
18y de agua

= 20ulL de 10umal/ul

4.6 Condiciones de PCR

Las reacciones fueron realizadas en tubos Eppendorf de 0.2 mL en un volumen total de
reaccion de 50 uL. Cada reaccion contenia 10 uM de cada iniciador, 1mM de una mezcla
de dNTPs, 1 unidades de Taq polimerasa (Thermo scientific®) contenidos en 5 uL de
buffer de PCR a una concentracion de 10X (Ver Anexo) con 20 mM de MgCl, (Thermo
scientific®), aproximadamente 20ng de DNA molde y agua inyectable (libre de nucleasas)
para completar el volumen de 50 uL de reaccion. Las reacciones fueron realizadas en un
termociclador TGRADIENT (BIOMETRA®). Las condiciones termales de reaccion fueron:
un ciclo de desnaturalizacién de 7 minutos a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos
de desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de alineamiento a 57 °C, 45 segundos de

extension a 72 °C y un ciclo de extension final de 7 minutos a 72 °C (Dias, et. al.,2008).
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4.7 Purificacion del producto de PCR

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % se corrié a 80 volts durante 1.5 h.
se cargaron 150 pyL de un mismo amplificado de PCR esto se llevé a cabo para cada cepa
(11, 12, UAMI,) en un pozo suficientemente grande para 150 uL (Figura 9) terminada la
electroforesis la banda se visualiz6 bajo la camara de luz UV (Figura 10) y se recortd con
ayuda de una navaja posteriormente la banda del gel se purificé utilizando el kit siguiendo
las instrucciones del fabricante: QIAquick PCR Purification Kit® finalmente se conservo en

refrigeracion para su posterior secuenciacion. Nota: Se corto la banda del gel de agarosa

que se obtuvé con la menor cantidad posible de agarosa sin muestra.

Figﬁra 9 Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) con un pozo cargado con 150uL del amplificado
de la cepa 11

4.8 Almacenado del ADN

Una vez que el ADN fue purificado, por electroforesis en gel de agarosa al 2% a 80 V
Durante 90 min, pasando este tiempo y terminada la electroforesis la banda se visualizé
bajo la camara de luz UV una parte de la muestra se puede almacenar a 4 °C para los
analisis inmediatos y el material restante a -20 °C o -80 °C, para una preservacion por
varios meses y conservar las caracteristicas del ADN.

4.9 Secuenciacion de las bandas

Las bandas amplificadas se visualizaron bajo luz UV con el equipo UV (SYNGENE) los
productos de PCR purificados se enviaron a la unidad de Biologia Molecular de la UNAM
para su secuenciacion y posteriormente se comprobé con la base de datos de GenBank
de nucledtidos. (http: // www.ncbi.nlm.nih.gov).
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Obtencién de ADN

Se obtuvo ADN gendémico puro realizado con un Kit comercial (DNeasy® Plan Mini Kit) con
el cual se utiliz6 muy poca cantidad de muestra, Como se aprecia en la fig. 10 en el carril
5 se puede observar como afecta la contaminacion por trazas de solventes o el exceso de
muestra por lo que tendriamos una mayor probabilidad de fallar en la prueba, en el carril 4
ocurre una lectura ideal ya que en el carril 6 y 7 se pueden determinar como aceptables
sin mencionar que también cuentan con un exceso de muestra o contaminacion pero en

menor cantidad.

1
=
£
—_—

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1%), con 5 yL de ADN gendmico de las cepas 12, 11 y UAM-1.
(1)Marcador peso molecular; (2)Control Negativo; (3) ADN gendmico de la cepa UAM-I; (4) ADN gendmico
de la cepa 12, (5) ADN gendmico de la cepa 11.

Cuando el ADN que se obtuvo un valor de relaciéon entre ABS. 260/280 entre 1.8 a 2 y de
2 a 2.2 para la relacion entre ABS. 260/230 (Figura 11) lo que indica que los ADN
extraidos muestran buena pureza en cuanto a la presencia de proteinas y solventes

organicos como se indica en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1
Concentraciones de ADN extraidos
Cepa Concentracion(ng/uL) ABS 260/280 ABS 260/230
UAMI 49.2 1.68 1.87
11 44.5 1.82 2.06

12 86.2 1.59 2.02
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Figura 11. Barrido UV a 285 nm para la muestra de ADN correspondiente a la cepa UAMI

Conforme se observa en la tabla los resultados al barrido para verificar la pureza y
conforme lo indica la teoria cuenta con algunas trazas de impurezas al no tener las
absorbancias 260/280 entre 1.8 a 2.0 y 260/230 2.0 a 2.2 indicando que 2 de las muestras

estudiadas estan fuera de especificacién, sin descartarlas para someterlas a
secuenciacion.
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5.2 Amplificacion de los genes ribosomales y regiones ITS

Se amplifica las regiones ribosomales y oligonucledétidos ITS Identificando la especie.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (1%) amplificados de PCR de las cepas: (1) Marcador de peso
molecular; (2) control negativo; (3) cepa UAMI; (4) cepa 11; (5) cepa 12.

La figura 12 muestra que, para los Oligonucledtidos ITS4 e ITS5 amplificados de PCR
tuvieron pesos similares entre ellos de aproximadamente 596 pares de bases los
oligonucledtidos utilizados para localizar especificamente los Oligonucleétidos 1TS4 e
ITSS al ser zonas universales en todas las células Eucaridticas no requiere diferentes
tiempos de elongacion. Las lecturas de la electroforesis se aprecian las lineas 3, 4y 5 de

la fig. 12 indican un exceso de oligonucleotidos.

5.3 Secuencia de ADN Cepa 11

NNNNNNNTANTGATTCGAGGTCACGTTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGCTGTATTAC
TACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCA
GGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGGATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAA
GTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAATACAAGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCA
GTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCGCCGAAGCAACGATAGGTAGGTTCACAGAAGGGTTAGGGAGTTGAAAACTCGGTAATG
ATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAN

5.4 Secuencia de ADN Cepa UAM-I

NNNGNANNtaNtGATTCGAGGTCACGTTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGCTGTATTAC
TACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCA
GGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGGATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAA
GTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAATACAAGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCA
GTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCGCCGAAGCAACGATAGGTAGGTTCACAGAAGGGTTAGGGAGTTGAAAACTCGGTAATG
ATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTNACNNNCCAN
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5.5 Secuencia de ADN Cepa 12

NNNNNNNTANTGATTCGAGGTCACGTTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGCTGTATTAC
TACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCA
GGGGAGGTCGAGGGTTGCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGTCGA
TGATTCACTGGATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAA
AGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAGATGCTGGAATACAAGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCA
GTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCGCCGAAGCAACGATAGGTAGGTTCACAGAAGGGTTAGGGAGTTGAAAACTCGGTAATG
ATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAN

5.6 Homologia de las secuencias

Los resultados de las secuencias obtenidas con los oligonucledtidos universales ITS 4 e
ITS 5 de la cepa 11 Pose una longitud de: 560 pares de bases, 12 pose una longitud de:
560 pares de bases y UAM | pose una longitud de: 563 pares de bases. Conforme la base
de datos DNA GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)tiene homologia se indica

en las tablas 5.2, 5.3 y 5.4. Reiterando que todas las cepas UAM |, 11 y 12 pertenecen a

B. bassiana.

Tabla 5.2 Homologia de la Cepa UAM | con base DNA GenBank.

Descripcion Cobertura Identidad Comentarios Numero
de
Acceso

Beauveria bassiana 100% 100% La cepa UAM | es 100% KX255641|K

aislado 5 18S Gen RNA homologa al aislado 5° X255641.1

Ribosomal

Beauveria bassiana cepa 999, 99% La cepa UAM | comparte una JF429894|JF

STB 28S-18S rRNA similitud del 99% con cepa STB 429894 1

Beauveria bassiana 999, 99% La Cepa UAM | es 99% homologa a EU334679|E

aislado DAOM216540 18S DAOM216540 U334679.1

ribosomal Purificada RNA

gene

Beauveria bassiana cepa 999, 99% La cepa UAM | comparte 99% de EU334677|E

DAOM195005 18S Gen Similitud con DAOM195005 U334677.1

RNA Ribosomal

Beauveria bassiana genes 99% 99% La cepa UAM | tiene 99% de AB027382|A

de 18S rRNA, ITS1, 5.85 similitud al IMI 382765 B027382.1

rRNA. IMI 382765.

ITS Beauveria bassiana 99% 99% El aislado M188T3M1DCC49 JQ411374|J

aislado comparte 99% de homologia Q411374 .1

M188T3M1DCC49, 28S
rRNA

Genética con UAM |

21



Tabla 5.3 Homologia de la Cepa 11 con base DNA GenBank

Descripcion Cobertura Identidad Comentarios Numero
de Acceso
Beauveria bassiana 100% 100% La cepa 11 comparte 100% de MH165267|
aislado J18 18S Gen similitud con aislado J18 MH165267.1
RNA Ribosomal
Beauveria bassiana 100% 100% El aislado NBAII-Bb-69 es 100% JQ434752|J
aislado NBAII-Bb-69 homologo a cepa 11 Q434752.1
Beauveria bassiana 99% 99% La secuencia VKBb03 MG548313|
Secuencia VKBb03 comparten 99% de similitud con MG548313.1
cepa 11
Beauveria bassiana 99% 99% La secuencia parcial INRS-CFL- KJ941113|K
secuencia parcial INRS- A es 99 % Homologa J941113.1
CFL-A
Beauveria bassiana ITS1, 99% 99% El aislado IMI 382765 es 99% AJ560684|A
5.8S gen rRNA e ITS2, Igual que cepa 11 J560684.1
aislamiento IMI 382765.
Beauveria bassiana cepa 99% 99% La cepa PAL-BO1y cepa 11 son JN713137|
PAL-BO1 similares en un 99% JN713137.1
Tabla 5.4 Homologia de la Cepa 12 con base DNA GenBank
Descripcién Cobertura Identidad Comentarios Numero
de
Acceso
Aislado de Beauveria 100% 100% El aislado de F Carrap y cepa 12 JN195741|
bassiana F. Carrap. comparten 100% de homologia JN195741.1
Beauveria bassiana cepa 99% 99% La cepa 12 y ARSEF-8119 son KJ941122|
ARSEF 8175 99% iguales KJ941122.1
Beauveria bassiana cepa 999, 99%, La cepa 12 y ARSEF-8119 KJ941121]
ARSEF 8119 comparten 99% de similitud KJ941121.1
Beauveria bassiana 99% 99% La cepa 12 contiene 99% de KJ941118|
secuencia INS-236 semejanza que la secuencia INS- KJ941118.1
236
*  Beauveria 999, 99% La ceoa INRS 207 y cepa 12 son KJ94111|
bassiana cepa 99% iguales. KJ941117.1
INRS 207
Beauveria bassiana cepa 999, 99% La cepa TSJBB y cepa 12 son KF937310|
TSJBB 99% homologas KF937310.1
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VI. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS.

Se implementa un protocolo para la extraccion de ADN que por medio de un primer
se establecen las bases para que sea especifico para la especie a identificar.

Se logra la estandarizacion de la técnica ya que se realiza con diferentes cepas de
Beauveria bassiana con la que se logran identificar en un porcentaje superior al
99%, logrando asi establecer una técnica confiable que permite identificar especies
de interés experimental o de investigacion.

La obtencion de la secuenciacion de los genes ribosomales por medio de PCR,
secuenciados por el primer para obtener los oligonucleétidos ITS$ e ITS5, son
favorables para identificar cualquier tipo de célula eucarionte, dando posibilidad a
muchos investigadores a realizar pruebas de identificacion, ya sea enfermedades,
medicamentos, entre otros usos que se le puede determinar.
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VIl Conclusiones

El método de extraccion con kit empleado para la extraccion de ADN resulto ser eficaz al
obtener un buen rendimiento de ADN y alto grado de pureza partiendo de muestras
pequefias de hongos por lo que resulta conveniente usarlo cuando se tiene cantidades
pequeinas de muestra ademas que el ADN obtenido puede ser utilizado para la
amplificacion de fragmentos de ADN.

Tanto con los oligonucleoétidos universales ITS4 y ITS1 y con ITS4 y ITSS se produjeron
productos de PCR de aproximadamente 650 pb para las cepas de 11, UAM-1y 12.

Los oligonucledtidos universales ITS1, ITS4 y ITSS resultaron eficaces para la
identificacion de hongos entomopatdogenos ya que al tratarse de oligonucleoétidos
universales tienen la capacidad de identificar gran variedad de especies mediante la
amplificacion de los genes ribosomales y las regiones ITS, aunque dos de las muestras
de ADN extraido estuvieran fuera de las recomendaciones de absorbancia y pureza
fueron amplificadas con éxito posiblemente al gran numero de copias de los genes
ribosomales y regiones ITS en el genoma.
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IX ANEXOS

-Buffer TAE 50X

Pesar 242 gramos de TRIS base agregar 500mL de agua destilada disolver con agitacion
posteriormente agregar 57.1 mL de Acido acético glacial y 100mL de EDTA 0.5M a pH 8

finalmente aforar con agua a 1L.

-Buffer TAE 1X
Tomar 20mL de buffer TAE 50Xy llevar a aforo a 1L.

-Buffer de carga
Glicerol en agua al 30% con un 0.25% de azul de bromofenol y un 0.25% de xilonocianol.

Se miden 30 mL de Glicerol y se vierte en un matraz volumeétrico de 100 mL se incorpora,
se adicionan 0.25 g de azul de bromofenol (Utilizar guantes y equipo de seguridad al ser
un producto muy toxico), se adiciona al matraz y se agita; se pesan 0.25 g de xilonocianol
se adiciona al matraz y se agita hasta su total disolucion, aforar con agua y se agita

vigorosamente con la tapa puesta.
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X. RESUMEN

Los hongos entomopatdégenos (HE) son aquellos que parasitan diferentes ordenes de
insectos por lo que han tomado una gran importancia en el control biolégico de plagas al
ser un parasito de diferentes insectos que afectan la industria alimentaria y de importancia
para el control biolégico de las plagas evitando la contaminacién por quimicos o toxicos
que contienen los tratamientos con insecticidas (Rodriguez, et al, 2004) por lo que es de
gran importancia su identificacion y diferenciacion entre las especies de HE.

La identificacion molecular de HE es importante ya que nos permite identificar especies
con alto grado de certeza ya que se trata de diferencias en el material genético de cada
hongo. Los genes ribosomales y las regiones ITS son las regiones del genoma mas
ampliamente utilizadas para la identificacion molecular ya que se trata de genes que
presentan una alta tasa de polimorfismo lo que los hace muy variables entre especies
ademas que estos genes se encuentran repetidos varias veces y en distintos lugares del
genoma (cromosomas 13, 14,1521 y 22) (Gémez, et al., 2012) lo que facilita su
amplificacion mediante PCR.

En éste trabajo realizo la identificacion molecular de HE mediante la amplificacion por
PCR de los genes ribosomales y las regiones ITS posteriormente la secuencia de ADN
amplificada se mandd a secuenciar a la unidad de biologia molecular (UNAM) para poder
identificar la especie de HE buscando la identidad de la secuencia en la base de datos
GenBank (http: // www.ncbi.nlm.nih.gov), los resultaron indicaron que las tres cepas
analizadas pertenecen a la especie B. bassiana y tienen una homologia superior al 96%
con secuencias del GenBank, finalmente se discuten los resultados obtenidos como la
calidad del ADN gendmico extraido de diferentes cepas de HE, y la homologia de la

secuencia de ADN con otras especies de HE.
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