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INTRODUCCION



1. Introduccion

I.1. Manejo Integrado de Plagas. Control Microbiano

El cultivo y explotacion de cereales constituye uno de los principales
soportes de la economia de nuestro pais, cuyo éxito esta relacionado estrechamente
con la preservacion de la calidad del producto durante el transporte y almacenamiento.
Anualmente, segun estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), entre 10 y 30% de la producci6n agricola mundial
se pierde durante la Gltima etapa de la comercializacion por la accion de las plagas
insectiles. Ademas de la pérdida de peso de los granos, estas plagas facilitan la
infeccion fangica secundaria, con la consecuente reduccion en la calidad, propiedades
nutricionales, valor comercial y viabilidad de las semillas. Un riesgo adicional a la
severidad de los dafios mencionados es la aparicion de poblaciones de insectos
resistentes a los insecticidas quimico-sintéticos, utilizados masivamente en los
depositos de granos. Toda estrategia tendiente a contrarrestar la incidencia de los
insectos perjudiciales se reflejara en un incremento en el rendimiento de las cosechas.

En la agricultura convencional el control quimico ha sido el método mas
difundido, con las consecuencias negativas que su empleo produce sobre el hombre y
el medio ambiente. En la actualidad, la tendencia es utilizar productos quimicos mas
selectivos, menos toxicos, aplicandolos en dosis minimas y complementandolos con
otras estrategias de control ecolégicamente aceptables. Este sistema altemativo al uso
excluyente de pesticidas se denomina “manejo integrado de plagas” (MIP). Entre sus
tacticas se destaca el control biolégico, basado en el empleo de bioplaguicidas:
productos derivados de animales, plantas y microorganismos (entomopatogenos) para
prevenir, repeler, eliminar o reducir los dafios causados por las plagas (Lecuona,
1996).

El empleo de entomopatégenos constituye el control microbiano, una rama del
control biolégico. Los microorganismos mas utilizados son bacterias, hongos, virus y
nematodos (Roberts, 1989; Lecuona, 1996). El 80 % de las enfermedades de los
insectos son micosis, por lo cual las especies flngicas representan al grupo principal
de entomopatogenos. Las ventajas de los agentes de control biolégico, comparados
con los insecticidas quimicos, consisten en que no contaminan el ambiente ni son

toxicos para el hombre, asi como su extremadamente baja probabilidad de generar
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resistencia entre los insectos. Ademas, al multiplicarse y dispersarse dentro del
agroecosistema, se puede lograr un efecto a largo plazo una vez que logran
introducirse y colonizar el mismo. La variada especificidad de hospedadores hace
posible que se puedan seleccionar cepas que presenten selectividad o baja mortalidad
para otros enemigos naturales como parasitoides o predadores. En ciertos casos, el
microorganismo no ocasiona la muerte directa del insecto pero provoca alteraciones
en su ciclo bioldgico, tales como la disminucion de su capacidad de oviposicioén o el
aumento de la sensibilidad a otros agentes de control. Las desventajas del control
microbiano son menos que las ventajas, aunque importantes desde el punto de vista
operativo. En este sentido, el tiempo requerido para producir el efecto insecticida es
mucho mayor que en el caso de los pesticidas quimicos, que tienen un efecto de
“volteo” rapido. En el caso de los hongos entomopatégenos este tiempo varia entre
algunos dias o semanas, dependiendo de la dosis usada y la virulencia de la cepa
(Roberts, 1989). Otro aspecto importante es que al tratarse de organismos vivos, son
sensibles a las condiciones climaticas (temperatura, humedad relativa, luminosidad,
etc.) y requieren mayores cuidados durante el almacenamiento para evitar pérdidas de
su patogenicidad o disminucion de su virulencia. Algunos de estos inconvenientes
pueden ser superados optimizando el tipo de formulaciéon mediante la incorporacion de
protectores, medios de vehiculizacién y emulsionantes que garanticen la estabilidad y
viabilidad del producto (Wraight et al., 2001). Es por esto que para un resultado
exitoso, no es suficiente la deteccion y aplicacion de cepas virulentas, sino que es

esencial utilizar herramientas biotecnologicas que optimicen su funcionamiento.

|.2. Generalidades de los hongos

Los hongos pueden definirse como organismos eucariéticos, acloréfilos, con
nutricion heteréfila y/o absortiva, saprofitos, parasitos o simbiontes, de distribucidon
cosmopolita (Alexopoulos et al., 1996). Son organismos provistos, al menos durante la
fase de reproduccion, de una pared celular de quitina y/o celulosa.

El cuerpo fingico se denomina talo o micelio, no presenta diferenciacion de

tejidos ni 6rganos verdaderos, y es generalmente inmovil. Estad conformado por
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estructuras plasmodiales, ameboidales, pseudoameboidales, unicelulares o
multicelulares filamentosas. El micelio puede ser septado o no septado (cenocitico),
uninucleado, binucleado o multinucleado con nlcleos genéticamente idénticos
(homocariéticos) o distintos (heterocariéticos), haploides, dicariéticos (con dos nucleos
haploides diferentes), o diploides. De acuerdo a su funcién, el micelio puede ser
vegetativo o reproductivo. La fase vegetativa es la primera fase del desarrollo, crece
con estructuras filamentosas llamadas hifas, células levaduriformes u otras unidades
vegetativas. Este micelio cumple con las funciones de nutricion, sostén, propagacion y
resistencia. En una segunda fase del desarrollo se origina el micelio reproductivo a
partir del anterior, con la funcion de generar hifas fértiles, importantes en Ia
reproduccion sexual, asexual o parasexual del hongo. Los hongos de los cuales se
desconoce su fase sexual (teleomorfos) se incluyen taxonémicamente dentro de un
grupo artificial denominado imperfectos o mitospéricos: los Fungi Imperfecti (antes
denominados Deuteromycetes), al que pertenecen la mayoria de las especies fungicas
utilizadas en biocontrol. La mayoria de estos hongos contienen estructuras flngicas
similares a las descritas en el estado asexual de los Ascomycetes, por lo que podrian
considerarse pertenecientes a este grupo pero con una fase sexual que no ha
evolucionado o que aun no ha sido descubierta. Los Deuteromycetes se multiplican a
través de propagulos (fragmentos miceliales) y esporas de origen asexual (conidios,
blastosporas y clamidosporas).

Los conidios son células que se generan en hifas especializadas denominadas
conidi6foros. Los conidiéforos pueden formarse a partir de hifas somaticas sin ninguna
organizacion evidente o bien pueden organizarse en cuerpos fructiferos definidos
(conidiomas). Estas esporas son estructuras sin movimiento propio que intervienen en
la propagacion de los hongos por aire, agua, animales, etc. Tienen un nivel metabdlico
bajo y se producen como respuesta primaria al deterioro fisico y quimico del ambiente.
Presentan una pared celular cuya composicion fisico-quimica proporciona al
protoplasma proteccion contra varios factores de estrés ambiental como la radiacién
ultravioleta, lisis enzimatica, solventes organicos, compuestos téxicos y desecacién. La
misma se compone principalmente de quitina, glucanos, proteinas y glicoproteinas. La
superficie de los conidios contiene una capa rica en proteinas hidrofébicas (Boucias y

Pendland, 1991). Las hidrofobinas constituyen un grupo importante de estas proteinas,
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que incrementan la resistencia de los conidios a la desecacion, e intervienen en los
procesos de adhesion de las estructuras flingicas a las superficies hidrofébicas
(Bidochka et al., 1995).

Las blastosporas son células de composiciéon similar a los conidios que se
desarrollan por gemacion del micelio en medios sumergidos (hemocele de insectos,
medios de cultivo liquidos). Son de mayor tamario, de pared celular mas delgada y con
menor resistencia y viabilidad que los conidios (Boucias et al., 1988).

Las clamidosporas son estructuras de resistencia, formadas por hinchazén y
engrosamiento de pequefias células independientes ante condiciones ambientales
adversas, como escasez de nutrientes, agua o temperaturas desfavorables para el
desarrollo fungico (Boucias et al., 1988). Estan protegidas por una pared gruesa que
contiene un citoplasma muy concentrado y segun su posicioén en el micelio pueden ser

apicales o intercalares.

I.3. Los hongos entomopatégenos

1.3.a. Aspectos historicos

Si bien las enfermedades en los insectos han sido observadas desde tiempos
remotos (aproximadamente 2.700 a.C.), el inicio en forma sistematica del estudio de la
patologia de insectos puede remontarse al aino 1835 en la ciudad italiana de Lodi, donde
Agostino Bassi describi6 una enfermedad en el gusano de la seda provocada por el
hongo conocido actualmente como Beauveria bassiana. En 1870 Louis Pasteur,
estudiando una enfermedad en este mismo gusano producida por un protozoario, sugirié
emplear las enfermedades en los insectos Utiles como medidas de control en los
insectos plaga. Poco tiempo después se publicé el primer trabajo formal proponiendo
el control microbiano (LeConte, 1874). A finales del siglo XIX, el ucraniano Metchnikoff
produjo por primera vez a gran escala el hongo Metarhizium anisopliae, utilizando
como sustrato el mosto estéril preparado para la elaboracion de la cerveza
(Metchnikoff, 1921). Por razones no bien establecidas, a pesar de obtener altos
rendimientos (55 kg de conidios en los primeros 4 meses de producciéon) y

mortalidades del 55-80% contra el gorgojo de la remolacha azucarera en ensayos a
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campo, su trabajo fue interrumpido. Sin embargo, senté las bases para que en todo el
mundo se comience a ensayar o recomendar el uso de hongos entomopatégenos para

el control de insectos plaga (Lord, 2005a).

1.3.b. Los hongos entomopatégenos como agentes de control microbiano

Los hongos entomopatéogenos han sido exitosamente utilizados como
enemigos naturales de varias especies de artrépodos (insectos y acaros). La extensa
lista de hospedadores incluye moscas, mosquitos, saltamontes, termitas, escarabajos,
gorgojos, chinches, hormigas y mariposas. Entre las 750 especies de hongos
patégenos de insectos conocidos, los mas usados en estrategias de control biologico
son Deuteromycetes debido a que poseen ciclo de vida simple, se producen a gran
escala con relativa facilidad y poseen un amplio rango de insectos hospedadores
(Charnley, 1991; Lacey et al., 2001). En los ultimos afos se ha producido un gran
progreso en el mercado de los micoinsecticidas, actualmente existen mas de 30
productos registrados o en vias de registrarse en todo el mundo (Wraight et al., 2001).
Los principales productos desarrollados fueron Mycotrol®-GH OF, basado en conidios
de B. bassiana cepa GH producido por Mycotech (Wraight y Carruthers, 1999) y Green
Muscle®, basado en conidios de M. anisopliae var. acridum cepa IMI 330189
desarrollado por el proyecto LUBILOSA (LUtte Blologique contre les LOcustes et les

SAuteriaux) para el control de langostas y saltamontes (Lomer et al., 1999; 2001).

1.3.c. Beauveria bassiana

1.3.c.1. Caracteristicas generales

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin por su amplia distribucion y rango de
hospedantes, es la especie mas utilizada entre los hongos entomopatdgenos. En
medios de cultivo agarizados desarrolla colonias blancas y algodonosas en forma
rampante que pueden presentar un pigmento amarillo-anaranjado en el reverso de las
colonias maduras (Fig. |.1A). Al microscopio 6ptico presentan un micelio ramificado y

septado con conidiogénesis acropeta (el conidio mas joven en posicion apical). Los
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conidiéforos tienen forma de botella con una parte basal globosa que genera un eje de
crecimiento en zig-zag con los conidios ubicados en los vértices (Fig. [.1B). Los
conidios son hialinos, no pigmentados, esféricos y miden entre 1 y 5 um

(microconidios) (Hodge, 2003).

Figura 1.1: (A) Beauveria bassiana crecida en placa de Petri conteniendo medio de cultivo completo. (B)

esquema del conidiéforo ( modificado de Lecuona, 1996).

Cuando crece sobre insectos u otros organismos vivos, desarrolla colonias que
emergen de sus huéspedes generando manojos hifales blancos, aéreos Yy
pulverulentos. Estas estructuras cubren completamente, a manera de manto blanco, a

sus huéspedes; por lo que se denomina a la enfermedad muscardina blanca.

I.3.c.2. Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana
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Clasificacion basada en Hodge (2003). El potencial estado perfecto o
teleomorfo de B. bassiana ha sido recientemente identificado en China como

Cordyceps bassiana Z.Z. Li, C.R. Li, B. Huang & M.Z. Fan (Huang et al., 2002).

1.3.d. Utilizacién de B. bassiana para el control de plagas de granos almacenados

La capacidad insecticida de B. bassiana ha sido demostrada sobre diferentes
coleopteros plaga de granos almacenados (Adane et al., 1996; Padin et al., 1997;
2002; Hidalgo et al., 1998; Moino et al., 1998; Smith et al., 1998; Rice y Cogburn,
1999; Dal Bello et al., 2001; Crespo et al., 2002), siendo uno de los potenciales
candidatos para el control bioldgico en este sector donde es evidente la necesidad de
reducir la aplicacion de pesticidas quimicos a su minima expresion. En este sentido,
un formulado en polvo basado en conidios de B. bassiana llamado Boverosil fue
registrado en la ex Checoslovaquia para el control de infestacion residual de insectos
plaga en depdsitos de granos y silos (Brower et al., 1995). En la mayoria de los casos
la infestacion en depositos de granos es mixta (involucra simultaneamente a varias
especies de insectos), por lo que la seleccion de una cepa virulenta que pueda ser
efectiva contra todos ellos es un prerrequisito esencial para el desarrollo de un
programa de control microbiano en granos almacenados. Debido al inconveniente que
muchas veces esto acarrea, las tendencias actuales del MIP se orientan al uso
combinado de hongos entomopatégenos con otros productos naturales, como aceites
esenciales derivados de plantas (Akbar et al., 2005) o tierras de diatomeas (TD) (Lord,
2001; 2005b). En este sentido, la reciente deteccion de depodsitos de diatomitas locales
en las cercanias de la localidad de Ingeniero Jaccobaci (Provincia de Rio Negro) con
capacidad insecticida, tanto en forma individual como combinadas con B. bassiana
(Dal Bello et al., 2006), abre un importante campo de aplicacion de este producto en el
pais. Hasta el momento, la totalidad de las TD usadas como bioplaguicidas se

importan con un alto valor agregado.
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1.4. Cuticula de insectos

Los insecticidas de contacto, sean quimicos, fisicos o biolégicos, encuentran en
la cuticula del insecto blanco la primera barrera a la penetracion. La misma esta
formada por varias capas, de afuera hacia adentro: la epicuticula, la procuticula y la
epidermis (Fig. 1.2). La epicuticula es muy fina (0,1-3 pm) y esta constituida por varias
laminas, cada una de las cuales posee diferente estructura y propiedades quimicas

(Juarez y Calderon Fernandez, 2006).

ceras
capa de cemento

epicuticula

exocuticula

endocuticula

células epidérmicas
oenocitos

glandulas dermales
membrana basal

Figura 1.2: Diagrama de un corte transversal del integumento de insectos, donde se ilustran las capas

principales de la cuticula. Modificado de Nation (2002).

Si bien los componentes mayoritarios de la cuticula son proteinas y quitina
(constituida por cadenas organizadas de N-glucosamina), la superficie mas externa de
la epicuticula estd compuesta de una mezcla compleja de lipidos no polares.
Predominan hidrocarburos alifaticos (HC) lineales y ramificados de muy largas
cadenas (entre 20 y 40 atomos de carbono), alcoholes grasos, ceras, glicéridos y
acidos grasos libres de variadas estructuras (Blomquist y Jackson, 1979; Blomquist y
Dillwith, 1985; Blomquist et al. 1987; Lockey, 1988; Nelson y Blomquist, 1995). Su

principal funcién es restringir la pérdida de agua, controlar la absorcién de sustancias
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quimicas, la actividad de microorganismos y actuar en procesos de comunicacion
quimica (Blomquist et al., 1987; Juarez, 1994). Los lipidos cuticulares de insectos
participan en muchos procesos dentro del campo de la comunicacién quimica inter o
intra especies (Howard, 1993; Blomquist, 2003). Dada la carencia de grupos reactivos
y la alta estabilidad de los HC de insecto, se les atribuye un rol fundamental dentro de

las propiedades de barrera de la cuticula antes mencionadas.

I.4.a. Hidrocarburos epicuticulares de insecto

Los HC son los constituyentes epicuticulares mas ampliamente estudiados, se
encuentran en todos los ordenes de insectos y en muchos casos es la fraccion lipidica
mayoritaria (Blomquist y Dillwith, 1985). Los n-alcanos se encuentran en casi la
totalidad de los mas de 100 6rdenes analizados (Blomquist et al., 1987; Lockey, 1988;
Nelson y Blomquist, 1995), representando mas del 90% en algunos coledpteros (Baker
et al., 1979; Lockey, 1985). La longitud de cadena oscila entre 21 y 35 atomos de
carbono, predominando las cadenas impares. Los n-alquenos predominan
fundamentalmente en los 6rdenes Coleoptera y Diptera, se encuentran como mezclas
de isébmeros y la posicién del doble enlace es variable (Baker et al., 1979; Nelson et
al., 1981; Caputo et al., 2005). Los HC poliinsaturados son mas raros, aunque los
dienos de 33, 35 y 37 atomos de carbono son los componentes mayoritarios en el
gorgojo del arroz Sitophilus sp. (Baker et al., 1984). Los HC metil ramificados son
caracteristicos de insectos, siendo los mono y dimetil ramificados los mas abundantes;
mientras que los tri y tetrametil derivados se encuentran en cantidades importantes
solo en la mosca tsetse y en algunos triatominos (Nelson and Carlson, 1986; Nelson et
al., 1988; Juarez y Blomquist, 1993; Juarez et al., 2001; Juarez y Calder6n Fernandez,
2006).

I.5. Mecanismo de accion de hongos entomopatégenos

La infeccion flngica comienza por la germinacion de conidios sobre la
superficie cuticular del insecto blanco que cumple una funcién dual: sirve de sustrato

para la adhesion de los conidios y también provee las sefiales quimicas para la
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produccion de propagulos (Fargues, 1984). Previo a la penetracion es necesario que el
hongo se adhiera a la superficie cuticular. Esta etapa es critica para la supervivencia
del hongo, ya que pueden ocurrir procesos de desecacion, fotodegradacion, antibiosis,

etc. Las etapas mediante las cuales se produce la infeccion flngica son:

Adsorcion de los hongos a la superficie cuticular

Se produce por interacciones inespecificas de caracter fisico-quimico,
principalmente hidrofébicas, entre los lipidos cuticulares y las hidrofobinas fingicas.
Esta etapa es totalmente pasiva y no implica la liberacion de sustancias por parte del

hongo (Boucias y Latgé, 1988).

Adhesion o consolidacion de la interfase entre los hongos y la cuticula

Es un proceso activo que requiere un estimulo especifico del hospedador
(Fargues, 1984) e implica la secrecion de sustancias adhesivas fungicas (mucilagos,
envolturas, glicoproteinas, matrices) o alguna modificacién en la cuticula producida por
el hongo que genere una predigestion de esta capa con liberacion de elementos de
nutricion. Estos mecanismos degradativos iniciales son realizados por diversas
enzimas como lipasas, quitinasas, proteasas y esterasas localizadas en granulos del
extremo apical de los conidios previos a la formaciéon del apresorio (Ratault y Vey,

1977; St Leger et al., 1986a).

Germinacién del hongo y crecimiento en la superficie cuticular del insecto

Cuando las condiciones en el microambiente son apropiadas (alrededor del
90% de humedad), los conidios aumentan su tamafio y forman una o varias
evaginaciones que se prolongan hasta generar tubos germinales. A partir de estas
estructuras hifales, pueden originarse hifas laterales cortas y especializadas como
6rganos de fijacién que se denominan apresorios. Estas estructuras proporcionan al
hongo una sujecién mecanica frente a fuerzas opuestas generadas por las condiciones
ambientales adversas, proporcionando el tiempo necesario para que ocurra la
penetracion. En la mayoria de los Deuteromycetes patégenos la produccion del
apresorio ocurre conjuntamente con la secrecion de sustancias viscosas

mucilaginosas.

11
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La germinacion y el crecimiento del hongo son etapas que generan estructuras
muy vulnerables de rapido desarrollo y gran colonizacién del ambiente que requieren
de nutrientes exdégenos como glucosa, N-acetilglucosamina, glucosamina, quitina,
almidén y/o acidos grasos (Smith y Grula, 1981; Ferron, 1985) que se encuentran en la
superficie cuticular del insecto. Los lipidos cuticulares podrian afectar los proceso de
germinacion y de formacion de apresorios, influyendo de ese modo en el proceso de
consolidacion del propaguio en la cuticula (Boucias y Latgé, 1988; Lecuona et al.,

1997).

Penetracion del hongo al insecto huésped

La penetracion de hongos entomopatogenos a través de la cuticula de su
insecto hospedador ocurre tanto por presion mecanica como por degradacion
enzimatica de sus componentes. Una gran variedad de enzimas fungicas
extracelulares, principalmente proteasas, quitinasas y quitosanasas han sido
caracterizadas y sus mecanismos de regulacién ampliamente estudiados (St. Leger et
al., 1986a; 1988; 1993). Sin embargo, es escasa la informacién acerca de las enzimas

intracelulares involucradas en este proceso.

Crecimiento en hemocele

En el interior del insecto se desarrollan cuerpos hifales de tipo levaduriforme,
principalmente blastosporos que se multiplican por gemacion, evitando de esta manera
la reaccion inmunitaria del huésped ya que no presentan los componentes antigénicos
propios de la pared celular. Recientemente se ha reportado que a los pocos minutos
de su entrada al hemocele, los cuerpos hifales expresan una proteina con dominios
caracteristicos del colageno, que protege a los blastosporos del ataque de los

hemocitos de insecto (Wang y St. Leger, 2006).

Produccién de metabolitos/toxinas fungicos

Las toxinas cumplen un rol importante en el modo de accion de los hongos
entomopatogenos. Si bien estos compuestos no serian los responsables directos de la
muerte del insecto huésped, ésta ocurre mas rapidamente cuando el hongo las

sintetiza. Son metabolitos secundarios de bajo molecular, principalmente péptidos

12



1. Introduccion

ciclicos con propiedades de antibidticos o insecticidas, como por ejemplo dextrusina
en M. anisopliae (Roberts et al., 1992), beauvericina y bassianolida en B. bassiana
(Vey et al., 2001), como asi también toxinas proteicas de alto peso molecular como Ia

bassiacridina (Quesada-Moraga y Vey, 2004).

Muerte del insecto

El principal érgano blanco dentro del huésped es el intestino, que es invadido
por el hongo desde el hemocele. Esto produce una paralisis con interrupcion de la
alimentaciéon y la consecuente pérdida de peso. También ocurren cambios de
comportamiento en el insecto como temblores, alteraciones de coordinaciéon y
elevacion corporal generando una postura rigida. Luego deviene la muerte y
colonizacién saprofitica del hongo momificando al hospedador (Ferron, 1985).
Finalmente, el crecimiento fingico produce un agotamiento de los nutrientes y por lo
tanto un estrés alimenticio con generacion de estructuras de resistencia vy
diseminacion, los conidios. Estos pueden ser dispersados por el viento, el agua, u otro
mecanismo pasivo, e infectar a otros insectos cuando las condiciones de temperatura
y humedad sean favorables. Asimismo los insectos infectados pueden desplazarse

antes de morir trasladando el patogeno a distintas regiones.

1.6. Interaccion entre la cuticula de insectos y los hongos entomopatégenos

Segun se desprende de la lectura del item 1.4, la cuticula juega un papel protector
fundamental ante la presencia de insecticidas de contacto. Mas aun, la alteracién en la
composicion lipidica cuticular hace a los insectos mas susceptibles a su ataque (Juarez,
1994). Esta composicion también es clave en la etapa de adhesion de los conidios a la
epicuticula, y seria un factor de gran importancia en el éxito de la infeccion fungica. La
composicion de los HC epicuticulares de insectos susceptibles a hongos
entomopatdgenos se ajusta a la descripta previamente, con predominio de cadenas
saturadas lineales y ramificadas (Pedrini et al., 2006). Contrariamente, una baja
susceptibilidad fangica coincide con la presencia de hidrocarburos insaturados en

Sitophilus oryzae, lipidos de corta cadena en el hemiptero Nezara viridula o los afidos;

13



1. Introduccion

asi como la de derivados de quinonas es sus secreciones volatiles, como es el caso de

Tribolium castaneum o la cucaracha Blatella germanica. En la Tabla .1 se resume la

relacion entre de los HC mayoritarios de algunos insectos y su susceptibilidad a los

hongos entomopatogenos.

Tabla 1.1: Hidrocarburos epicuticulares de insecto y susceptibilidad a los hongos entomopatégenos.

Hidrocarburos epicuticulares®

Susceptibilidad

Insecto metil- Referencia Referencia
n-alcanos n-alquenos a los hongos”
alcanos
Coleoptera
Leptinotarsa Nelson et Fargues et
++++ + + Si
decemlineata al., 2003 al., 1994
Howard y
Rhyzopertha . ++ ; . i Lord, 2001
dominica Liang, 1993
Sitophylus Baker et al., Dal Bello et
++ + +4++4+ si/no
oryzae 1984 al., 2006
Tenebrio Lockey, Wang et al.,
+++ ++ ++ Si
monitor 1978 2002
Tribolium Baker et al., Akbar et al.,
+ + ++++ no
castaneum 1978 2004
Dictyoptera
Augustynowicz Zurek et al.,
Blatella " e ) tg | y1 . si/no
germanica etal, 2002
Diptera
Horne y
) Scholte et
Aedes aegypti +++ ++ + Priestman, si
al., 2004
2002
Anopheles Caputo et Scholte et
+++ ++ + si
gambiae al., 2005 al., 2004
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Glossina

morsitans

Musca

domestica

Hemiptera

Nezara viridula

Rhodnius

prolixus

Triatoma

infestans

T. sordida

T. dimidiata

Homoptera
Brevicoryne
brassicae

Hyalopterus

pruna

Sitobion

avenae

Hymenoptera

Solenopsis
invicta
Isoptera

Coptotermes

+++

++4+

+++

++4+

+++

+++

+++

+++

+++

++

+4+++

+4+4+4

+++

+++

++4+

+++

+++

++

++

++

Nelson y
Carlson,

1986

Nelson et

al., 1981

Sosa-
Goémez et

al., 1997

Juarez et

al., 2001

Juarez y
Blomquist,
1993
Juarez y
Calderon F.,

no publicado

Calderén F.
et al., 2005

Szafranek
et al., 2001
Szafranek

et al., 2001

Hebanowska

et al., 1989

Nelson et

al., 1980

Haverty et

]

si

no

si

si

Si

si

no

no

no

si

si

Kaaya,

1989

Lecuona et

al., 2005

Sosa-
Goémez et
al., 1993
Romana y
Fargues,

1992

Luzetal.,

1998

Luzetal.,

2004

Hernandez

Salas, 2000

Lindquist,
1996
Lindquist,
1996

Lindquist,
1996

Pereira et

al.,,1993

Sun et al.,
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formosanus al., 1996 2003
Lepidoptera
Diatraea Judrez, no Lecuona et
+++ ++ si
saccharalis publicado al., 1996
Nelson et ) Samuels et
Manduca sexta ++++ ++ si
al., 1971 al., 1988
- Lecuona et Bing y
Ostrinia -+ e i .
nubilalis al., 1991 Lewis, 1991
Jurenka y
Lymantria rres ++ Subchev, si Hajek, 1999
dispar 2000
Orthoptera
Locusta Lockey, ) Lomer et al.,
+++ ++ si
migratoria 1976 1997
Melanoplus Soliday et ) Lomer et al.,
++++ ++ S|
sanguinipes al., 1974 2001
Schistocerca Lockey, Bateman et
+++ ++ Si
gregaria 1976 al., 1996

 Composicion de hidrocarburos: -, trazas/ausente; +,< 10 %; ++, 10-40 %; +++, 40-70%; ++++, > 70 %.

® El grado de susceptibilidad a los hongos se definié como: si, > 50% de mortalidad; si/no, 20 - 50% de
mortalidad; no, < 20% de mortalidad, en un periodo de 14 dias. No se cuantificaron los datos debido a la
gran variedad de dosis y métodos de aplicacion utilizados. La tabla contiene solo algunos ejemplos

representativos.

I.7. Bioquimica de la degradaciéon de los componentes cuticulares por hongos

entomopatégenos

I.7.a. Degradacion de quitina y proteinas cuticulares

La quitina estd constituida por cadenas organizadas de N-glucosamina, y
aunque se encuentra ausente en la epicuticula, representa entre el 25 y el 40% de la
cuticula del insecto (Neville, 1975). Se ordena en forma de cadenas fibrilares

apretadas que conforman la estructura de sostén de la exo y endocuticula (o
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procuticula, como frecuentemente se llama a la combinaciéon de estas capas). Esta
matriz se completa por proteinas que rodean a las fibras de quitina, estabilizandose
por compuestos fendlicos y quinonas que se unen mediante enlaces covalentes con
estas proteinas y con la quitina formando la estructura rigida y apretada caracteristica
de la procuticula (Locke, 1965; Nation, 2002).

Al crecer en medios de cultivos conteniendo cuticula de insectos como Unica
fuente de carbono, los hongos entomopatogenos producen una serie de enzimas
hidroliticas extracelulares que catalizan la degradacién de los mayores componentes
cuticulares. En M. anisopliae |las primeras enzimas caracterizadas fueron una proteasa
del tipo “elastasa” (pH 6ptimo 9,0 y PM 25.000) y una quitinasa (pH 6ptimo 5,3 y PM
33.000) (St. Leger et al., 1986b). Luego se describieron las proteasas Pr1, Pr2, y
metaloproteinasa (St. Leger et al., 1994) y diferentes endo y exoquitinasas (St. Leger
et al, 1996a). Estas y otras enzimas del complejo hidrolitico se inducen
diferencialmente en las condiciones de cultivo antes mencionadas: las proteasas y las
esterasas se producen antes de las 24 horas, mientras que la maxima actividad
quitinasa aparece recién en los siguientes 4 o 5 dias (St. Leger et al., 1986c).
Posteriores estudios de inmunohistoquimica en cuticulas infectadas confirmaron estas
evidencias obtenidas in vitro, estableciéndose una accion sinérgica entre proteasas y
quitinasas. Las primeras actuan inicialmente rompiendo la apretada estructura de la
procuticula, mientras que el complejo quitinolitico se activa recién en zonas de
degradacion proteolitica, siendo dependiente de la accesibilidad a su sustrato (St.
Leger et al., 1996a). Luego del analisis de bibliotecas de EST (Expressed Sequence
Tag) en M. anisopliae crecido en presencia de cuticula de Manduca sexta, nueve
secuencias adicionales de proteasas fueron descriptas, y tres quitinasas y una
quitosanasa se reportaron entre los diez transcriptos mas abundantes (Freimoser et
al., 2003). Los analisis de EST realizados en M. anisopliae muestran ademas que 860
genes son expresados al crecer en medio de cultivo minimo con la adicién de cuticula
de insecto (Freimoser et al., 2003). Experimentos realizados en las mismas
condiciones pero con la adiciéon al medio de hemolinfa del mismo insecto resulté en la
expresion de sélo 266 genes, con apenas 50 genes expresados en ambas condiciones
(Freimoser et al., 2005). Este ultimo medio seria equivalente al que se enfrenta el

hongo en la etapa posterior a la penetracion. Por lo tanto, son necesarios un
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importante nimero de genes para incorporar los componentes cuticulares a las células
fungicas; mayoritariamente enzimas degradativas, transportadores proteicos y
reguladores de la transcripcion, fundamentales en la etapa inicial de la infeccion

(Freimoser et al., 2005).

I.7.b. Degradacion de hidrocarburos epicuticulares

El primer evento requerido para la penetracién flngica es la degradacién de la
epicuticula. Los HC son la fraccion preferida de los lipidos epicuticulares de insecto
para el crecimiento in vitro de los hongos entomopatégenos (Napolitano y Juarez,
1997), que tienen la capacidad de metabolizarlos y utilizarlos para la produccién de
energia (Crespo et al., 2000). Ademas, esos hongos son capaces de crecer en medios
de cuitivo conteniendo HC sintéticos, similares a los presentes en la cuticula de
insectos, como unica fuente de carbono y energia (Napolitano y Juarez, 1997). Luego
de incubar B. bassiana y M. anisopliae en presencia de n-hexadecano (Napolitano y
Judarez, 1997) o n-octacosano (Crespo et al., 2000) marcados radiactivamente, se
detecto la sintesis de una variedad de lipidos fungicos que incluyen triacilglicéridos,
acidos grasos libres, lipidos polares e HC; ademas de la liberacion de cantidades
variables de CO, y acido acético. Cuando estos ensayos se repitieron con cultivos
previamente crecidos en HC similares a los de insecto (hongos adaptados a crecer en
estas condiciones), la produccién de compuestos organicos volatiles marcados, con el
acido acético como el componente mayoritario, se incrementé significativamente
respecto a los controles antes mencionados (Crespo et al., 2000; Juarez et al., 2000).
Estos datos sugirieron que la actividad oxidativa estaria incrementada en estos
cultivos adaptados.

No existe informacién previa sobre las enzimas involucradas en la degradacion
de HC alifaticos por hongos filamentosos. La ruta metabodlica probablemente ocurra en
analogia a las levaduras (Fig. 1.3). La primera oxidacién seria catalizada por un
sistema de citocromo P450 monooxigenasa de localizacion microsomal. El alcohol
resultante atravesaria la membrana peroxisomal y luego de sucesivas
transformaciones por la accién concertada de las enzimas alcohol deshidrogenasa,

aldehido deshidrogenasa y acil CoA sintetasa, se convertiria en un acido graso que

18



1. Introduccion

iniciaria el proceso de B-oxidacion (Tanaka y Ueda, 1993). Eventualmente, el acido
graso se generaria directamente en los microsomas y luego de atravesar la membrana
peroxisomal seguiria con la via oxidativa antes mencionada (Scheller et al., 1998;

Juarez et al., 2004).

RCH3 Citocromo P450 RCHZOH_’ _“RC OOH

Microsoma

é
RCH,OH-~__

B-oxidacién

~ Y

Acetil-CoA "™=—=— Acil-CoA -—— RCOOH
/—\

FADH, FAD

Peroxisoma

Catalasa
0, H,0, 1,0 +1/2 O,

Figura 1.3: Ruta metabdlica propuesta para la degradacion de hidrocarburos por Beauveria bassiana.

1.7.b.1. Citocromo P450 monooxigenasas

Las citocromo P450 constituyen una de las superfamilias de enzimas mas
numerosas que se conocen. Son hemo-tiolato proteinas que catalizan reacciones de
monooxigenacion estereoselectivas en un amplio rango de sustratos lipofilicos,
originando derivados mas hidrofilicos por la adicion de un atomo de oxigeno a partir de
oxigeno molecular. Colectivamente estan involucradas en el metabolismo de
compuestos alifaticos, ciclicos y aromaticos; catalizando reacciones de hidroxilacion,
epoxidacion, dealquilacion, N-hidroxilacion, sulfoxidacioén, desulfuracion,
dehalogenacion reductiva y reduccion de compuestos nitrogenados (Guengerich,
2001). Constituye un sistema microsomal de dos componentes formado por la NADPH
citocromo P450 reductasa (flavoproteina que contiene FAD y FMN) y la hemoproteina

P450 monooxigenasa (Fig. |.4). Debido su mecanismo de reaccion (Fig. |.5), pertenece
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al grupo de enzimas llamadas oxidasas de funcién mixta, por oxidar simultaneamente
dos sustratos diferentes. El sistema en su conjunto juega un rol crucial en la
detoxificacion y catabolismo de xenobiéticos como farmacos, pesticidas, carcinégenos,

y contaminantes ambientales; asi como en la biosintesis de compuestos esenciales.

CITOCROMO Péso

[ JCITOCROMO P4s0 1
| REDUCTASA |

Figura 1.4: Esquema del traspaso de electrones desde el NADPH al citocromo P450, catalizado por la

enzima de membrana microsomal NADPH citocromo P450 reductasa.

Figura 1.5: Mecanismo de reaccién de la citocromo P450. Este esquema es una simplificacion del
mecanismo de reaccion propuesto por Coon et al. (1992). En él, el Fe® representa al hierro del grupo
hemo oxidado, RH y ROH a los sustratos y productos respectivamente. En este ciclo de 6xido-reduccién

se liberan anion superéxido (O2+) y perdxido de hidrégeno (H202).
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Las citocromo P450 se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
formando parte de variadas rutas metabdlicas en eucariotas superiores (plantas y
animales) e inferiores (hongos e insectos), asi como en algunas bacterias y algas
(Nelson, 1999). En base a su homologia de secuencia, se agrupan en dos grupos
principales: E (eucariotas) y B (procariotas). Las del grupo E pertenecen a un sistema
microsomal como el descrito anteriormente, mientras que las del grupo B estan
constituidas por una sola proteina con los dominios hemo y flavina. Tipicamente, las
P450 bacterianas son solubles y mas cortas (aproximadamente 400 aa) mientras que
las eucariéticas tienen como minimo 500-600 aa y estan ancladas a la membrana
microsomal (Gotoh, 1993). Las secuencias aminoacidicas de estas enzimas no estan
bien conservadas, con niveles de identidad tan bajos como 16% en algunos casos,
aunque su plegamiento estructural se ha mantenido durante la evolucién
(Doddapaneni et al., 2005a).

Debido al continuo incremento de proteinas que se incorporan a esta
superfamilia, se establecié un sistema especial de nomenclatura (Nelson et al., 1996)
que es continuamente revisado por el Comité Internacional para la Nomenclatura de
Enzimas Citocromo P450 (http://drnelson.utmem.edu/homepage.html). De acuerdo a
este sistema, el prefijo CYP es seguido por un nimero para cada familia, y luego por
una letra para indicar la subfamilia (Ej: CYP1A17). Segun el mismo Comité la identidad
entre secuencias debe ser de al menos un 40% para ser consideradas como parte de
la misma familia; mientras que la misma debe ser entre 40-55% para definir una
subfamilia. En base a estas convenciones, alrededor de 250 familias fueron
identificadas hasta el afio 2003 (Yadav et al, 2003). La reciente secuenciacion de los
genomas de diversos organismos ha permitido identificar familias adicionales (muchas
de ellas de funcién desconocida) en plantas, invertebrados y microorganismos. Estas
secuencias se encuentran compiladas y actualizadas en la pagina web del Dr. David
Nelson (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html).

Los hongos son una fuente importante de citocromos P450 con nuevas
funciones cataliticas (Yadav et al., 2003). Los sistemas de citocromo P450 flungicos
estan involucrados en la biosintesis de componentes de la pared celular, biosintesis de
micotoxinas, patogénesis, resistencia a antiflngicos, denitrificacion, biotransformacion

de compuestos quimicos y biodegradacion (van der Brink et al, 1998), asi como en la
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sintesis de biosurfactantes (Hewald et al., 2005). La secuenciacion del genoma
completo del hongo filamentoso Phanerochaete chrysosporium (Martinez et al., 2004)
arrojo el numero record de citocromos P450: contiene al menos 150 isoformas
diferentes, que representan aproximadamente el 1% de las secuencias codificantes
(Doddapaneni y Yadav, 2005), por lo que al conjunto se les dio el nombre de

“P4500ma” (Doddapaneni et al., 2005a).

I.7.b.1.i. Citocromo P450 monooxigenasas degradadoras de alcanos (P450alk)

Las isoformas que catalizan especificamente la hidroxilacién de HC reciben el
nombre de citocromo P450 monooxigenasas degradadoras de alcanos (P450alk).
Todas pertenecen a la familia de genes CYP52 y fueron clonadas y caracterizadas en
las levaduras C. tropicalis (Seghezzi et al., 1991; 1992), C. maltosa (Scheller et al.,
1996), Yarrowia lipolytica (lida et al., 1998) y Debaryomyces hansenii (Yadav y Loper,
1999). Ademas se ha demostrado que una sola P450alk (CYP52A3 de C. maltosa) no
solo cataliza la reaccion inicial de hidroxilacion del alcano, sino que es capaz de
producir el acido a,w dioico mediante una cascada oxidativa (Scheller et al., 1998).
Alrededor de 20 isoformas, incluidas algunas variantes alélicas, fueron descritas hasta
el momento en C. tropicalis (Craft et al., 2003). En presencia de acido oleico y/o n-
octadecano, dos de estas isoformas (CYP52A13 y CYP52A17) se expresan
fuertemente, mientras que otras lo hacen en menor medida o no lo hacen en ausencia
de sus sustratos (Craft et al., 2003). La gran especificidad de sustrato es propia de la
familia CYP52, algunas actdan hidroxilando alcanos de cadena corta (C12 a C16)
mientras otras oxidan acidos grasos en la posicién w (van Beilen et al., 2003). No hay
reportes de estas enzimas hidroxilando alcanos de muy largas cadenas en sistemas

biolégicos.

I.7.b.2. Catalasas

En hongos filamentosos y levaduras, la B-oxidacién ocurre exclusivamente en
los peroxisomas (Tanaka y Fukui, 1989; Kunau et al., 1996). Una proliferacion

peroxisomal, junto a una marcada induccion de las enzimas peroxisomales de la B-
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oxidacion, fueron reportados en levaduras crecidas en HC (Fukui y Tanaka, 1979;
Tanaka et al., 1982). En B. bassiana, el desarrollo de peroxisomas también fue
claramente estimulado en hongos crecidos en HC (Crespo et al., 2000; Juarez et al.,
2004). La tipica enzima marcadora de peroxisomas es la catalasa. Sin embargo, su
localizacion no peroxisomal ha sido demostrada en diferentes sistemas eucariéticos
(Taub et al., 1999, Bussink y Oliver 2001) y esta reportada la existencia de mas de una
isoforma de catalasa en hongos filamentosos (Kawasaki y Aguirre, 2001). En
levaduras, la relacion entre la actividad catalasa y el metabolismo de HC fue sugerida
hace muchos arfios (Teranishi et al., 1974). Cuando células de Candida tropicalis, C.
albicans, C. guilliermondii, C. intermedia y C. lipolytica fueron crecidas en una mezcla
de alcanos de corta cadena (n-decano a n-tridecano), la actividad catalasa fue mayor
que la detectada en las mismas levaduras crecidas en glucosa, etanol o dodecanol
(Teranishi et al., 1974).

Las catalasas son enzimas que catalizan la degradacion del peroxido de
hidrégeno (H.O.) generado junto a otras especies reactivas de oxigeno, como
consecuencia del metabolismo celular aerobico. Estas especies reactivas causan
darlos oxidativos a componentes celulares fundamentales como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, entre otros.

El H,O, puede actuar como sustrato y dador de hidrogeno simultdneamente

(funcién catalasa) produciendo H,O y O;:

E+ H202_> E-HzOz
E-H,0, + H,O0, —> E+ 0, + 2 H,0

O bien, ser utilizado para oxidar diversos compuestos (alcoholes, aldehidos)

mediante una peroxidacién (funcién peroxidasa):

RH; + H,0, —» R+ 2H0

De acuerdo a estos mecanismos, existen dos tipos de catalasas: las catalasa-
peroxidasas (bifuncionales) y las catalasas verdaderas (monofuncionales). Estas

ultimas son inhibidas por el 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) (Margoliash et al., 1960),
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mientras que las catalasa-peroxidasas no son sensibles a este compuesto (Nadler et
al., 1986; Fraaije et al., 1996). Las catalasas monofuncionales son las mejor
caracterizadas tanto en eucariotas como en procariotas. Luego de analisis
filogenéticos, 74 secuencias fueron clasificadas en tres diferentes grupos (I, 1l y Ill)
correspondientes a tres familias diferentes de genes (Klotz et al., 1997). Las catalasas
bacterianas se distribuyen en los tres grupos, las de plantas se ubican en el grupo |,
mientras que las de animales, levaduras y hongos filamentosos lo hacen en el grupo
Ill. Al grupo Il pertenecen las llamadas catalasas de subunidades grandes, solo
presentes en hongos y bacterias, que exhiben propiedades diferentes como gran
resistencia al calor, el pH y los agentes caotrépicos. Estas caracteristicas son
atribuibles a la presencia de residuos extras en su secuencia: 70 aminoacidos (aa) en
el extremo N-terminal y un dominio C-terminal de aproximadamente 150 residuos
aminoacidicos (Klotz et al., 1997). En hongos filamentosos, las catalasas son
homotetrameros y presentan diferentes estructuras, funcién y localizacion celular
(Natvig et al., 1996). En Aspergillus niger, una catalasa extracelular protege a las
células del H,0, exdégeno (Witteveen et al.,, 1992). Una expresion diferencial de estas
enzimas se observé en Cladosporium fulvum bajo condiciones de estrés nutricional
(Bussink y Oliver, 2001) y en Neurospora crassa durante procesos de diferenciacién
celular (Diaz et al., 2001). No hay reportes sobre la caracterizacion de catalasas en
hongos entomopatdégenos ni sobre su rol durante la degradacion de HC en estos

organismos.

|.8. Mejoramiento genético de micoinsecticidas

En los udltimos afos se han obtenido cepas recombinantes de hongos
entomopatégenos con una alta estabilidad genética logrando reducir el tiempo letal
medio y/o aumentar el porcentaje de mortalidad de sus insectos blanco (St. Leger et
al,, 1996b; Hu y St. Leger, 2002; Fang et al., 2005). La sobreexpresion de enzimas
fangicas involucradas en la degradacion de la cuticula de insectos y su correlacién con
la virulencia sobre sus hospedadores es un tema de intenso estudio en este campo. El
grupo de St. Leger ha obtenido una cepa de M. anisopliae con una actividad proteasa

(Pr1) aumentada. La presencia de genes adicionales de Pr1 produjo una disminucién
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del 25% en el tiempo de mortalidad, en comparacién con la wild-type (St Leger et al.,
1996b). Recientemente, una quitinasa (Bbchit1) fue clonada y sobrexpresada en B.
bassiana (Fang et al., 2005). La cepa transformada mostré un incremento de su
virulencia contra el afido Myzus persicae, donde no solo redujo en un 50% el tiempo
de mortalidad, sino que ademas disminuy6 un 50% la dosis letal media (Fang et al.,

2005).
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II. Objetivos

I.1. Objetivos generales

- Avanzar en el estudio de la ruta metabolica propuesta para la degradacion de
hidrocarburos cuticulares de insecto, caracterizando algunas de las enzimas fungicas

involucradas en este proceso.

- Profundizar en el conocimiento de la bioquimica de la interaccién entre los hongos

entomopatégenos y la cuticula de su insecto hospedador.

Il.2. Objetivos especificos

- Caracterizar las isoformas de la enzima catalasa presentes en Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, estudiar su localizacién celular y el rol de cada una de ellas

durante la degradacion de HC.

- Investigar la presencia de un sistema de citocromo P450 fungico involucrado en la
reaccion inicial de la ruta de degradacion de HC propuesta, y estudiar su expresion

diferencial en hongos adaptados a crecer en HC similares a los de insecto.

- Estudiar la composicion de los hidrocarburos epicuticulares de Acanthoscelides
obtectus Say (gorgojo del poroto) y Ulomoides dermestoides Fairmaire (gorgojo del
mani), y su correlacion con la susceptibilidad a los hongos entomopatégenos; asi
como el efecto de la infeccion flungica sobre la liberacién de sustancias de defensa por

U. dermestoides.

- Aportar nuevas evidencias a la hipétesis segun la cual la adaptaciéon de los hongos
entomopatégenos a crecer en HC similares a los de insecto favoreceria las etapas
tempranas de interaccion con la epicuticula y produciria un mejoramiento de su
capacidad insecticida. Como modelo se utilizara el hongo B. bassiana y los insectos
plaga de granos almacenados A. obtectus, U. dermestoides, Rhizoperta dominica
Fabricius (taladrillo de los granos) y Tribolium castaneum Herbst (carcoma de la

harina).
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II1.A. Materiales y Métodos

ll.A.1. Solventes, reactivos, enzimas y oligonucleétidos utilizados

Los solventes (hexano, cloroformo, metanol, etanol, acetona, éter etilico)
utilizados fueron grado proanalisis obtenidos de Merk (Darmstadt, Alemania) y Carlo
Erba (Milan, Italia).

Las placas cromatograficas de acido silicico utilizadas fueron provistas por
Aldrich (Milwaukee, USA) y las placas de alta resolucion (HPTLC Silicagel 60) fueron
provistas por Merck.

El trazador radiactivo ["*C] n-hexadecano (60 mCi/mmol) fue adquirido en New
England Nuclear (Boston, USA) y el [a-*P]-dCTP (50 uCi, 3000 Ci/mmol) en
Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, USA). El liquido de centelleo fue obtenido
en Packard Instrument Company (lllinois, USA).

El inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), los protectores
de grupos sulfidrilos ditioeritritol (DTE) y ditiotreitol (DTT), el inhibidor de catalasas 3-
amino-1,2,4-triazol (3-AT), diclorofluoresceina, peroxido de hidrégeno, Nycodenz,
lignoceroil-CoA, n-hexadecano y n-octacosano se adquirieron en Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA). El B-mercaptoetanol, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa (X-Gal)
y el isopropil-B-D-tiogalactopirano (IPTG) se adquirieron en Promega (Madison, USA).

Las enzimas de restricciéon utilizadas fueron de Promega. Los primers para
reacciones de PCR fueron sintetizados por Invitrogen (Carlsbad, USA), la enzima Tag-
polimerasa se adquirio en Inbio-Highway (Tandil, Argentina), la Tag-polimerasa

Platinum y la transcriptasa reversa Superscript Il en Invitrogen.

lll.A.2. Kits comerciales empleados

- Cuantificacion de proteinas: BCA protein assay (Pierce, Rockford, USA)

- Extraccion de ARN: RNeasy Plant Mini (Qiagen, Valencia, USA)

- Sintesis de ADNc: SMART cDNA library construction (Clontech, Franklin Lakes, USA)
- Clonado de productos de PCR: pGem-T Easy vector systems (Promega)

- Minipreparacion de plasmidos: Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen)

- Sintesis de sondas radiactivas: Prime-a-Gene labelling system (Promega)
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- Purificaciéon de sondas radiactivas: Wizard DNA clean-up system (Promega)

lll.A.3. Hongos entomopatogenos

Se utilizaron las siguientes cepas de B. bassiana: Bb GHA, obtenida de un
formulado comercial producido por Mycotech (Butte, USA) y Bb ARSEF 5500 (USDA-
ARS, Ithaca; Humber, 1998), aislada en 1993 de Diatraea saccharalis en la localidad
de Oliveros (Santa Fe, Argentina). Las cepas fueron mantenidas mediante resiembras
periédicas en placas de agar-Sabouroud modificado y/o mediante pasajes por el

insecto hospedador.

lll.A.4. Cultivo de microorganismos

IIl.LA.4.a. Beauveria bassiana

Los cultivos fungicos se realizaron en medios de cultivo sélidos (en placas de
Petri descartables) y liquidos (en erlenmeyers de 250 ml). La composiciéon del medio
completo (MC) sélido fue: 0.4 gr. de PO,H,K, 1,4gr. de PO,HNa,, 0,6 gr. de SO;Mg, 1
gr. CIK, 1,4 gr. de NO3;NH,, 20 gr. de glucosa, 10 gr. de extracto de levadura y 15 gr.
de agar disueltos en 1000 ml de agua destilada. EI MC liquido fue similar pero sin el
agregado de agar. La composicién del medio minimo (MM), tanto sélido como liquido,
fue similar a los respectivos MC pero sin el agregado de glucosa ni de extracto de
levadura.

Se denomind cultivos “control” a los hongos crecidos en MC, y cultivos
“adaptados” a los hongos crecidos en MM suplementado con HC sintéticos (similares a
los cuticulares de insecto) como unica fuente de carbono. Excepto para algunos
bioensayos donde se utilizd n-hexadecano (n-C16), el HC empleado fue n-octacosano
(n-C28) disuelto en hexano (15% p/v). La solucion de HC (2,5 ml) se esparcio sobre la
superficie del medio de cultivo y posteriormente se evapor6 el solvente. En ambos
casos, los cultivos se realizaron a 26 + 1°C durante 7 dias (medio liquido) o 14 dias

(medio sélido).

31



II1.A. Materiales y Métodos

IIl.A.4.b. Escherichia coli

Los cultivos de E. coli cepa JM109 utilizada para el clonado de ADNc se
realizaron en medio Luria Bertani (LB). La composicion del mismo fue: 10 gr. de
triptona, 5 gr. de extracto de levadura y 10 gr. de CINa disueltos en 1000 ml de agua
destilada. Para el medio de cultivo sélido se agregé 1,5% (p/v) de agar.

Todos los medios de cultivo utilizados se esterilizaron en autoclave a 121°C

durante 15 minutos.

Il.A.5. Obtencién de fracciones subcelulares fliingicas

Se utilizaron cultivos control y adaptados de Bb GHA crecidos en medio sélido.
Los hongos se procesaron en buffer fosfato 50 mM pH 7 conteniendo PMSF 1 mM,
con un homogeneizador Mini-Bead Beater (BioSpec, Bartlesville, USA) operado a
50.000 rpm, utilizando perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro. La homogeneizacién se
realizé en 6 ciclos de 30 segundos cada uno, manteniendo las muestras en hielo entre
cada ciclo para evitar el sobrecalentamiento producido por la agitacién. Luego se
centrifugd a 2.000g durante 15 minutos para obtener el homogenato. Una posterior
centrifugacion de éste a 20.000g durante 30 minutos permiti6 separar un pellet
(P20000g) Y un sobrenadante que se ultracentrifugé a 100.000g durante 1 hora,
obteniéndose las fracciones Sigoooog ¥ Piooooos: TOdas las centrifugaciones se
realizaron a 4°C. Alternativamente, la fraccion homogenato fue ultracentrifugada a
130.000g en presencia de Nycodenz 30% para purificar los peroxisomas segun el
protocolo descrito por Ghosh y Hajra (1986). Sin embargo esto no fue posible debido a
la presencia de restos de HC en cultivos adaptados que alteraron los parametros de

sedimentacion.

IIl.A.6. Actividad de acil-CoA oxidasa

Ante la imposibilidad de obtener una fraccién peroxisomal pura, el pellet de
20.000g fue utilizado como la fraccién contenedora de peroxisomas. Para corroborarlo

se midi6 en esta fraccion la actividad de la enzima marcadora de peroxisomas acil-
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CoA oxidasa. Se utilizé el método espectrofotométrico descrito por Small et al. (1985),
consistente en la determinacion de la produccién de H,O; acoplada a la oxidacion de
diclorofluoresceina en una reaccién catalizada por peroxidasa exdgena. Esta oxidacion
fue determinada por el cambio de absorbancia a 502 nm durante 30 minutos a partir
de la adicion de lignoceroil-CoA. El coeficiente de extincién molar utilizado para la

diclorofluoresceina fue 1,42 x 10° M cm™.

IIl.A.7. Actividad de catalasa

La actividad especifica de la enzima catalasa se determin6 en las fracciones
P20.000g Y S100.000g de cultivos control y adaptado crecidos en medio sélido. El consumo
de H,0, (20 mM en buffer fosfato 50 mM, pH 7) se midi6 espectrofotometricamente
por el decaimiento de la absorbancia a 240 nm (Beers y Sizer, 1952) utilizando un
espectrofotébmetro Ultrospec 2100 pro (Biochrom Ltd., Cambridge, UK), y cubetas de
cuarzo de 10 mm de paso de luz. Una unidad de catalasa se defini6 como la cantidad
de enzima requerida para descomponer 1 umol de H,O, en 1 minuto de reaccion a pH
7 y 25°C. La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford
(1976), excepto durante la purificacion donde se emple6 el micrométodo del acido
bicincénico (Pierce, Rockford, USA), en ambos casos utilizando albtimina bovina como

estandar.

lIl.A.8. Purificacion de catalasas

La fraccion de partida para la purificacion de la catalasa peroxisomal fue el
P20.000g de cultivo control crecido en medio sélido. Para solubilizar las enzimas de la
matriz peroxisomal, la muestra se sonicé (3 veces durante 1 min a 0°C, 50 watts de
potencia) en un sonicador Branson 450 (Branson, Danbury, USA) y luego se centrifugd
a 10.000g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se filtr6 a través de una membrana
Amicon YM50 (Amicon, Danvers, USA) y se concentrd hasta un volumen de 300 pl.
Esta fraccion se sembr6é en una columna de exclusién molecular Superdex 200 HR

10/30 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) equilibrada previamente con buffer fosfato
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50 mM pH 7, y se eluy6 con el mismo buffer a 0,5 mi/min. Se colectaron alicuotas de
1,5 ml. La fraccion con actividad catalasa fue filtrada a través de una membrana YM50,
concentrada y sembrada en una columna de intercambio aniénico Mono Q 10/10
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) equilibrada previamente con buffer acetato 20
mM, pH 7. Luego de eluir otras proteinas con buffer acetato 30 mM, pH 6 y buffer
acetato 100 mM, pH 5; la actividad catalasa se recuperé eluyendo con buffer acetato
20 mM mas cloruro de sodio 1 M, pH 7.

Para la purificacion de la catalasa citosélica se agregé 1 volumen de
etanol:cloroformo (1:1 v/v) a 5 volimenes de la fraccion Sig0004- L@ mezcla se agito (3
veces x 15 segundos) y luego de 20 minutos a temperatura ambiente se centrifugd a
10.000g durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se agregaron 5 volimenes de
acetona fria al sobrenadante (fase acuosa), y luego de dejar reposar 20 minutos a
—20°C, se centrifugd a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. El pellet se resuspendié en
buffer fosfato 50 mM pH 7, se filtr6 a través de una membrana YM50 y se concentré
hasta un volumen de 300 pl. Esta fraccién se sembré sucesivamente en una columna
Superdex 200 HR 10/30 y en una columna Mono Q HR 10/10, las cuales se eluyeron
como se describi® previamente. Durante ambas purificaciones, el contenido de
proteinas y de grupos hemo de cada fraccion se chequeé midiendo en forma
simultanea las absorbancias a 280 y 406 nm, respectivamente. Las fracciones con
actividad catalasa se dializaron (24 horas) contra EDTA 10 mM para eliminar las sales

y se concentraron en filtros Ultrafree 30.000Da (Sigma, St. Louis, USA).
Il.A.9. Caracterizacion de catalasas
lIl.A.9.a. Electroforesis

Las electroforesis en geles de poliacrilamida (10 y 12%) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se corrieron en presencia de [-mercaptoetanol
utilizando un equipo Mini-Protean |l (Bio-Rad, Hercules, USA) mediante el método de

Laemmli (1970). Las proteinas se visualizaron por tincién de los geles con Coomasie

Blue R-250. La masa molecular de cada subunidad se estim6 empleando el programa
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1D Image Analysis (Kodak) y estandares de peso molecular (Amersham,

Buckinghamshire, UK).

Nl.A.9.b. Efecto del pH y la temperatura en la actividad enzimatica

El pH é6ptimo de las enzimas purificadas se determiné a 25°C, utilizando los
buffers fosfato 50 mM, acetato 50 mM, y carbonato 50 mM, dependiendo del intervalo
estudiado. La temperatura 6ptima se determiné a pH 7 en buffer fosfato 50 mM,
midiendo la actividad enzimatica a diferentes temperaturas. La estabilidad térmica de
las enzimas purificadas se evalué luego de preincubar las mismas en buffer fosfato 50
mM pH 7 por 5 minutos (Brown-Peterson y Salin, 1995) a diferentes temperaturas

(entre 25 y 75°C), la actividad residual se medié empleando la técnica antes descrita.

lll.A.9.c. Propiedades cataliticas

El efecto de la concentracién de sustrato en la actividad catalasa se determin6
incubando las enzimas purificadas en buffer fosfato 50 mM pH 7 a 25°C a diferentes
concentraciones de H,0O, (entre 5y 70 mM). La actividad de catalasa también se midio
en presencia de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) incubando las enzimas a 37°C en buffer
fosfato 50 mM pH 7, conteniendo H,O, 4 mM (Margoliash et al., 1960). La actividad
remanente se determiné de la forma antes descripta a los 5 y 10 minutos de

incubacion.

111.A.10. Oxidacién microsomal de hidrocarburos

La oxidaciéon de HC in vitro se estudioé incubando la fraccién microsomal fingica
(P100.000g) de cultivos control con ['*C] n-hexadecano. Se preparé una mezcla de
reaccion con 2,2 x 10° cpm del trazador radiactivo (disuelto en 5 pl de etanol), 3 mg de
proteinas microsomales, 200 yul de NADPH 10 mM y se llevo a 1 ml con buffer de
reaccion. El mismo consistié en buffer fosfato 0,1 M pH 7,8 conteniendo Cl,Mg (2 mM),
EDTA (1 mM), DTE (1 mM) y sacarosa (10 mM). La mezcla se incub6 durante 1 hora a

30°C con agitacion leve. Cumplido el tiempo de reaccion, la misma se interrumpié con
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el agregado de 200 pl de H,SO, concentrado. Los metabolitos producidos se
extrajeron con cloroformo:metanol (2:1) y se particionaron con agua bidestilada (1:5
v/v) de acuerdo al método de Folch (1957). La fase organica se evapor6 hasta reducir
al minimo su volumen y se sembré en una placa de cromatografia en capa fina de
silicagel (20 x 20 cm) con estandares apropiados (HC, alcoholes grasos, aldehidos y
acidos grasos libres). La placa se desarrollé6 dos veces sucesivas en hexano, para
separar completamente el sustrato remanente (hidrocarburo no oxidado por los
microsomas). Finalmente la placa se desarroll6 en una mezcla de solventes
consistente en éter de petroleo: éter etilico:acido acético (80:20:1). La detecciéon de
radiactividad y su distribucién sobre la placa se realizé por radio-TLC empleando un
scanner de radiactividad Berthold LB-2723 (Berthold, Berlin, Alemania). Detectadas las
zonas con radiactividad, se calcularon los Rf (distancia recorrida por el soluto/distancia
recorrida por el solvente) correspondientes, y se refirieron a estandares sembrados y

desarrollados en la misma placa.
lll.A.11. Extraccion de ARN

Se utilizaron 2,5 gramos de micelio provenientes de cultivos adaptados de Bb
GHA crecidos en medio liquido durante 7 dias. La homogeneizacion se realizé con un
mortero en N; liquido y el ARN total se extrajo con el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen
Valencia, USA), utilizando DNAsa en la columna de extraccion. La cantidad de ARN
total se estimo por su absorbancia a 260 nm y la calidad del mismo por la relacion
260/280 (1,8 a 2,0) y por la integridad del ARN, evaluada por electroforesis en gel de

agarosa 1% y formaldehido 37%.
lLA.12. Obtencion de ADNc

La primera hebra de ADNc se obtuvo utilizando el kit SMART cDNA library
construction (Clontech, Franklin Lakes, USA). Esta estrategia utiliza los

oligonucleotidos SMART IV que se unen preferentemente a los ARNm intactos (Fig.

lllLA.1). En un eppendorf de 500 pl se adicionaron: 1 pg de ARN total (3 pl), 1 pl del

36



II1.A. Materiales y Métodos

oligonucleotido SMART IV y 1 ul del primer CDS |ll, luego se incub6 2 min a 72°C y se
enfri6 inmediatamente en hielo. Posteriormente se agregaron al eppendorf: 2 ul de
buffer first-strand, 1 pl de DTT 20 mM, 1 pl de dNTPs 10 mM y 1 pl de transcriptasa

reversa Power Script. Esta mezcla de reaccion se incubd durante 1 hora a 42°C.

ARN ,
5 wvwnnnannnnne poli(A) 3’
Oligonucleotido SMART IV l <=

5 -GGG PrimerCDS Il

1 wwwnananaananae poli(A
s Moo poli(A)

l Cambio de molde

y extension por RT

s OO0 vnnnnnnnnns poli(A)
Ecc )

Extension de los primers

Doble cadena de ADNc
B =
S (=]

Figura lllLA.1: Esquema del método de obtencion de ADNc de doble cadena utilizando la estrategia

SMART (Switching Mechanism At the 5’end of the RNA Transcript).

I11.A.13. Amplificacién de los ADNc por reaccién en cadena de la polimerasa de

larga distancia (LD-PCR)

A los 10 pl de la mezcla de reaccion se agregaron: 10 pl de buffer Advantage II,
2 pl de la mezcla de dNTPs 50X, 2 pl de cada uno de los primers 5' PCR 'y CDS III/3'
PCR y 2 pl de la ADN polimerasa Advantage Il. Esta enzima tiene una alta
procesividad como para permitir la amplificacion de largos segmentos. El volumen final
se llevé a 100 pl con agua destilada estéril. El programa utilizado para la LD-PCR
consisti6 en:
Ciclo 1: (x1)

Paso 1: 95°C, 1 min
Ciclo 2: (x26)

Paso 1: 95°C, 15 seg
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Paso 2: 68°C, 6 min
El rango de tamafos de los ADNc sintetizados se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%. Este ADNc fue posteriormente utilizado como

molde para la amplificacion por PCR de los segmentos de genes CYP.

lIl.A.14. Software utilizado

- Disefio de primers degenerados a partir de secuencias proteicas: CODEHOP y
Blockmaker (http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html)

- Disefio de primers especificos: Gene Runner (http://www.generunner.com)

- Identificacion en una secuencia de nucleotidos provenientes del vector: VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html)

- Alineamiento entre dos secuencias: LALIGN
(http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html)

- Alineamiento entre multiples secuencias: AliBee
(http://www.genebee.msu.su/services/malign_reduced.html)

- Alineamiento y comparacién con bases de datos: BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

- Determinacion de masas moleculares desde geles: 1D Image Analysis (Kodak,
Rochester, USA)

- Analisis estadisticos: Instat 2.0 (Graph Pad Software, San Diego, USA)

lll.A.15. Diseiio de primers

Debido a la falta de reportes de genes CYP involucrados en la degradacion de
alcanos en hongos filamentosos, para el clonado de segmentos de estos genes en B.
bassiana se disefiaron primers degenerados en base a algunas secuencias de estos
genes de levaduras (familia CYP52). Para esto se empled el algoritmo CODEHOP
(COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer), que genera primers
conteniendo una corta secuencia 3' de 11-12 pares de bases de longitud que

corresponde a la regién degenerada, seguida de una secuencia consenso 5' no

38


http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html
http://www.generunner.com
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
http://www.genebee.msu.su/services/malign_reduced.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

II1.A. Materiales y Métodos

degenerada que actua estabilizando el hibrido (Rose et al., 2003). Se emplearon 15
secuencias aminoacidicas de citocromo P450alk de las levaduras C. tropicalis, C.
maltosa, C. apicola 'y Y. lipolytica (Tabla lll.A.1), para generar bloques con las regiones
mas conservadas. Los mismos se construyeron empleando el programa Blockmaker
desde el mismo sitio web donde se encuentra el algoritmo CODEHOP
(http://biocinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html). Estos bloques fueron
corridos en el CODEHOP para identificar los primers degenerados candidatos. En
base a las predicciones de longitud de los fragmentos amplificables, se seleccionaron
los primers que se muestran en la Tabla Ill.A.2. Adicionalmente se disefiaron primers
especificos (Tabla 11l.A.3), utilizando el programa Gene Runner, a partir de las
secuencias de segmentos de genes obtenidos de una EST de M. anisopliae

(Freimoser et al., 2005) que poseen alta homologia con genes CYP.

Tabla lll.A.1: Citocromos P450alk de levaduras empleadas para el disefio de primers degenerados

Enzimas Organismo Numero de acceso (Genbank)
CYP52A1 C. tropicalis M24894
CYP52A2 C. tropicalis M63258
CYP52A6 C. tropicalis Z13010
CYP52A7 C. tropicalis 213011
CYP52A8 C. tropicalis 213012
CYP52B1 C. tropicalis Z13013
CYP52C1 C. tropicalis 213014
CYP52A3 C. maltosa D12475
CYP52A4 C. maltosa X51932
CYP52A5 C. maltosa X55881
CYP52E2 C. apicola X87640
CYP52F1 Y. lypolitica AB010388
CYP52F3 Y. lypolitica AB010390
CYP52F4 Y. lypolitica AB010391
CYP52F5 Y. lypolitica AB010392
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Tabla lll.A.2: Secuencias de los primers degenerados diseriados con el algoritmo CODEHOP

Nombre Secuencia

Foward

P450A1 5'CCTTCCTCGGCAACggnathttyrc3'
P450C1 5'GGCCGGCCGGgayacnwsngc3'
Reverse

P450C-1 5'GGACAGCAGGCCGgcnswngtrtc3'
P450E-1 5'CTCGTACcanckntcngg3'

Codigo para bases degeneradas: m=A/C; r=A/G; w=A/T; s=C/G; y=CIT, k=G/T, v=A/C/G; d=A/GIT;
h=A/T/C; b=C/G/T, n=A/C/G/T.

Tabla lll.A.3: Secuencias de los primers especificos disefados con el programa Gene Runner

Nombre Secuencia

AJf 5CAGCAGGTCTCCAAGGTGAACAGC3

Adr 5TCCCTTGGCTGTGGTTTCGCTAG3'

CNf 5'CACACGACGTGCACATACGCGACTCC3'
CNr 5'CTGCGGTTAGCGACGAGAAAGCCCAGTC3'

Los primers fueron disefiados a partir de las secuencias con nimeros de acceso (GenBank) AJ274003 y

CN809217

.A.16. Amplificacién por PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizo como molde 50 ng de ADNc, con un
programa consistente en:
Ciclo 1: (x1)

Paso 1: 94°C, 3 min
Ciclo 2: (x35)

Paso 1: 94°C, 30 seg
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Paso 2: 56°C, 40 seg
Paso 3: 72°C, 1 min

Se utilizé la enzima Tag-polimerasa (Inbio-Highway, Tandil) y el ciclador PCR
Express. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
1%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con el programa 1D Image Analysis

(Kodak).

lLA.17. Clonado de los segmentos génicos

Los segmentos amplificados fueron clonados en el plasmido pGem-T Easy
(Promega). Este vector posee una zona con multiples sitios de unién, donde se
insertan los fragmentos a clonar, que a su vez esta flanqueado por los promotores de
la ARN polimerasa T7 y SP6 (Fig. I1l.A.2). Ademas, en esa zona se encuentra la region
que contiene el gen que codifica para la enzima B-galactosidasa (gen lac Z), por lo que
cuando se inserta un fragmento de ADN, el gen lac Z se inactiva impidiéndose la

sintesis de dicha enzima.

Xrmn | 2009
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Noti | 77
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Psil | 88
o Sall 30
Nde! | a7
Saci | 109
Bsrx1 118
Nsil | 127
T sps | '’

Figura 11l.A.2: Mapa de restriccion del plasmido pGEM?® Easy utilizado para el clonado de los productos

de PCR.
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Una vez ligado, el vector recombinante (vector con el inserto de ADN) fue
transformado en células competentes de E. coli cepa JM109 mediante un shock
térmico (Sambrook et al., 2000). Las células competentes transformadas se sembraron
en placas de Petri conteniendo medio LB con ampicilina (100 ug/ml), 40 yl de X-Gal
(20 mg/ml) y 4 pl de IPTG (200 mg/ml). El X-Gal es un compuesto cromégeno que es
degradado enzimaticamente por la enzima B-galactosidasa, originando un compuesto
de color azul. El IPTG es un inductor del promotor del gen lac Z. De esta manera, las
colonias de E. coli que han recibido un vector que contiene un inserto de ADN, al tener
inactivado el gen de la B-galactosidasa son incapaces de hidrolizar el X-Gal, por lo que
son de color blanco. Sin embargo, aquellas colonias que tras la transformacioén no han
recibido el inserto aparecen de color azul, al poseer la enzima B-galactosidasa

funcional (Fig. I11.A.3).

’ Fragmento de ADN
q O LIGACION
Célula
hospedadora
de Eschenchia

colf
TRANSFORMACION O O
Piasmidos que han

{Z Ny e
. foréneo
PROPAGACION

Colonias con inserio
(blancas)
Colonias transformadas en
una placa con medio LB-
ampicilina, PTG y X-Gal

Figura lll.A.3: Esquema del clonado de productos de PCR.
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Las colonias blancas seleccionadas fueron repicadas en tubos de polipropileno
conteniendo 5 ml de medio LB con ampicilina (100 uyg/ml) y crecidas durante una
noche a 37°C con agitacion leve. Las células fueron peleteadas y los plasmidos
purificados utilizando el kit Qiaprep Spin (Qiagen). La longitud de los insertos fue
confirmada por corte de los plasmidos con la enzima de restriccion Eco Rl y posterior
analisis por electroforesis en gel de agarosa 1% en las condiciones antes descritas.
Los insertos fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacion del Instituto de
Bioquimica y Biologia Molecular (Facultad de Ciencias Exactas, UNLP). Los
nucleétidos correspondientes al vector fueron eliminados de las secuencias con el

programa VecScreen.

IIl.A.18. Analisis de las secuencias

Para los alineamientos entre dos secuencias se utilizé el programa LALIGN,
que encuentra los mejores alineamientos locales; mientras que los alineamientos entre
muitiples secuencias se realizaron con el programa AliBee. Las secuencias también
fueron analizadas por comparacién con la bases de datos del NCBI (Nacional Center
for Biotechnology Information) mediante la herramienta BLASTX, que compara la
secuencia traducida con las secuencias proteicas existentes en esta base de datos.

Todos los programas fueron corridos con los parametros ofrecidos por defecto.

ll.A.19. Expresion diferencial de los genes

ill.LA.19.a. Northern blot

El ARN total de cultivos control y adaptado fue extraido como se describid
anteriormente (item Ill.A.12) y separado mediante electroforesis en gel de agarosa 1%
y formaldehido 37%. Se sembraron 20 ug de ARN en cada calle. Luego el ARN fue
transferido desde el gel a una membrana de nylon Zeta-Probe (Bio-Rad, Richmond,
USA). Las sondas fueron sintetizadas con el kit Prime-a-Gene labelling system
(Promega) segtn las instrucciones del fabricante. En forma resumida, 5 ng/ul de cada

inserto proveniente de los respectivos plasmidos fueron desnaturalizados e incubados
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con [0-**P}-dCTP (50 uCi, 3000 Ci/mmol), los restantes dNTPs y el fragmento de
Klenow de la ADN polimerasa | por un periodo de 2 horas a 23°C. Luego la sondas
fueron purificadas con el kit Wizard DNA clean-up system (Promega). La
prehibridizacion y la hibridacion de la membrana se realizaron en presencia del buffer
de hibridizacion (SSC 5x, solucion de Denhardt 5x, SDS 1%, 20 mg/ml de ADN de
esperma de salmoén, en 50% de formamida), incubando durante una noche a 42°C.
Luego la membrana fue lavada en buffer SSC 2x durante 30 minutos (3 lavados), y la
sefal radiactiva de cada banda fue revelada y cuantificada en el equipo
Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA). Como control se utilizo el
gen de B-tubulina de B. bassiana (GenBank DQO079603), el cual fue amplificado con
los primers TubF (5TGGGCYAARGGYCACTACACYGAZ') y TubR
(5'TCAGTGAACTCCATCTCRTCCATZ') (Tartar y Boucias, 2004).

1l.A.19.b. PCR cuantitativa a tiempo real (RTi-PCR)

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (RTi-PCR) incluye el agregado de
un fluorocromo (que puede ser un agente intercalante o una sonda especifica) a la
mezcla de reaccion de PCR. El fluorocromo se une al producto amplificado y un
programa informatico va registrando el incremento de fluorescencia (proporcional al
aumento de ADN) en cada ciclo. Esta informacion se refleja graficamente en curvas de
cinética de la reaccion para cada una de las muestras y controles. Para cada muestra
el programa calcula el numero de ciclo en el que el lector empieza a detectar un
incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la sefial de base. El ciclo en
el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia se denomina ciclo umbral
(Ct, de threshold cycle) y es inversamente proporcional a la concentracion inicial de
ADN molde presente en la muestra (Kubista et al., 2006).

Los ensayos de RTi-PCR se llevaron a cabo en Gentron Genomics Services
(Instituto Leloir, Buenos Aires), utilizando un equipo iCycler iQ (Bio-Rad, USA). Como
agente intercalante se utilizé SYBR Green |. A partir de ARN total (~ 300 ng) extraidos
de cultivos control y adaptado como se describi6é anteriormente se obtuvo ADNc con la

transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen), empleando hexameros como random
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primers. Se utilizaron 3 muestras independientes de cultivos control y adaptado (C1,
C2, C3, A1, A2, A3). El ADNc de cada muestra fue cuantificado por fluorescencia
utilizando el reactivo Oligreen (Invitrogen). Cada una de las 6 muestras fue corrida por
triplicado, utilizando B-tubulina y subunidad 18S de ARNr como genes de referencia.

Los primers utilizados se muestran en la Tabla Ill.A.4.

Tabla 1l1.A.4: Secuencias de los primers utilizados en las reacciones de PCR a tiempo real y longitud de

los productos amplificados

Nombre? Foward Reverse Amplicon
1 5'aaggagcccgtgatttagtg3’ 5'gtctcccaagagtcgaaacc3’ 160 pb
2 5'cgggataaggattggctct3’ 5'gaagcctgctaaggacatca3’ 131 pb
3 5'gtgacgaggacttggttgc3’ 5’ccacccatgaatgaatgc3’ 201 pb
Tub 5'gatggctgcttctgacttcc3’ 5'ttacgcatctggtcctcaac3’ 151 pb
18S 5'gttcggcaccttacgagaad’ 5'gcagacaaatcactccaccad’ 241 pb

? Los nameros 1, 2 y 3 corresponden a los fragmentos llamados (a partir del item 1V.A.12) 53like, P450 y

EH, respectivamente.

Las condiciones de amplificacion fueron:
Ciclo 1: (x1)

Paso 1: 95 °C, 1 min
Ciclo 2: (x40)

Paso 1: 95 °C, 30 seg

Paso 2: 59 °C, 30 seg

Paso 3: 72 °C, 15 seg

Paso 4: 84 °C, 5 seg
Ciclo 3: (x40)

Paso 1: 98 °C, 10seg

Los correspondientes valores de Ct se calcularon para cada pocillo de cada
placa corrida, y a partir de estos se estimé el nimero de transcriptos en cada pocillo.

Para esto se utilizaron curvas estandar preparadas en idénticas condiciones
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cuantificando un producto de amplificacion de B-actina. Las cantidades utilizadas
variaron desde 5 hasta 50 pg, desde 200 a 7000 pg y desde 1000 a 30000 pg en las
diferentes curvas realizadas segun la abundancia de cada transcripto (previamente
estimada). Se calcularon los promedios de los triplicados de los genes de referencia y
el error de los mismos (desvio estandar y coeficiente de variacién). Posteriormente los
datos del nimero de transcriptos de cada pocillo se normalizaron respecto al promedio
de cada gen de referencia y luego se calcul6 el promedio y el error de las tres réplicas

dentro de cada placa.
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lll.B.1. Solventes, estandares y accesorios utilizados

Ademas de los mencionados en el item Ill.A.1, se utilizaron los solventes
acetonitrilo y diclorometano grado proanalisis obtenidos de Carlo Erba (Milan, Italia).

Las placas cromatograficas de acido silicico utilizadas fueron provistas por
Macherey-Nagel (Diren, Alemania). El acido silicico utilizado para relleno de columnas
de purificacion fue Biosil A (Bio-Rad Lab, USA).

Los estandares de acidos grasos, 1-pentadeceno, benzoquinona e
hidroquinona fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

Las fibras de microextraccion en fase sélida (SPME) se adquirieron en Supeico

(Bellefonte, USA).

ilIl.B.2. Insectos

Se emplearon ejemplares adultos de los insectos plaga de granos
almacenados A. obtectus (Fig. lll.B.1A), R. dominica, T. castaneum y U. dermestoides
(Fig. 1ll.B.1B), provenientes de la Catedra de Terapéutica Vegetal, Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. Los insectos fueron criados en frascos de vidrio
de 250 ml cubiertos con una fina red metalica y mantenidos en una camara de cria a
27 £ 2°C y 70 £ 5% de humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 hs/12 hs
luz:oscuridad (excepto los ejemplares de U. dermestoides, mantenidos en oscuridad).
Se alimentaron con dietas consistentes en porotos para A. obtectus, granos de trigo
para R. dominica, pan de salvado y mani para U. dermestoides y una mezcla de
levadura de cerveza, leche descremada, germen y harina de trigo para el caso de T.

castaneum.
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Figura lll.B.1: Ejemplares adultos de Acanthoscelides obtectus (A) y Ulomoides dermestoides (B).

1il.B.3. Analisis de lipidos de insecto

I1l.B.3.a. Extracciéon

Insectos adultos de A. obtectus y U. dermestoides fueron lavados con agua
bidestilada para remover restos de alimento, y luego transferidos a un tubo cénico de
vidrio con tapa esmerilada. Los lipidos se extrajeron con cloroformo:metanol (2:1) y se

particionaron con agua bidestilada (1:5 v/v) de acuerdo al método de Folch (1957).

11.B.3.b. Cromatografia en capa fina (TLC)

El extracto se analiz6 en placas de silica gel de 4 x 8 cm (Macherey-Nagel,
Diiren, Alemania), utilizando dos sistemas de desarrolio: primero n-hexano (100%) y
luego n-hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1 v/v). La placa se revelé pulverizando
con H,SO, (5% en etanol) y luego calentando en estufa a 170°C durante 15 minutos.
Los lipidos se identificaron por comparacion con estandares analizados en condiciones

similares.
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111.B.4. Analisis de hidrocarburos de insecto

Ill.B.4.a. Extraccion y purificacion

Para la extraccion de los lipidos epicuticulares, los insectos de las especies
descriptas en el item anterior fueron sumergidos durante 5 minutos en n-hexano
destilado (6 ml/gr de insecto). Los hidrocarburos totales (en su mayoria provenientes
de hemolinfa e integumento) se extrajeron de forma similar pero luego de 24 horas de
inmersion. Los extractos se particionaron con agua destilada (1:5 v/v), luego la fase
organica se separd y concentr6 bajo atmésfera de N,. Los hidrocarburos se purificaron
del extracto lipidico total en una mini columna de Biosil de 2,5 cm x 0,5 cm, eluyendo
con n-hexano destilado (6 ml/mg de lipido), y luego se concentraron bajo atmésfera de

N,.

lll.B.4.b. Cromatografia en capa fina (TLC)

Los extractos se analizaron en las mismas condiciones que las descritas para
los lipidos. Adicionalmente, para estudiar la presencia de hidrocarburos insaturados, la
muestra se desarrollé por TLC en placas de silica gel previamente impregnadas con
NO;Ag (20% en acetonitrilo), usando como solvente n-hexano:éter etilico (80:20 v/v) y
revelando por pulverizacion con H,SO, (5% en etanol). Los hidrocarburos se

identificaron por comparacion con estandares analizados en condiciones similares.

lll.B.4.c. Cromatografia gaseosa capilar (CGC)

Se utiliz6 un cromatégrafo Hewlett Packard 6890 con detector de ionizacion por
llama (FID) operado a 320°C y equipado con una columna capilar no polar (30 mts de
longitud x 0,32 mm de diametro interno, 0,5 pm de fase estacionaria) DB-5 (J & W
Scientific, Folson, USA). Como gas transportador se utilizd He a 11.36 psi con una
velocidad lineal de 39 cm/seg. El inyector se oper6 en modo splitless a 280°C, y el
horno se programé con una temperatura inicial de 50°C por 1 min, y luego con rampas

de temperatura de 50°/min hasta 200°C y 3°C/min hasta 300°C permaneciendo
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finalmente a esa temperatura por 10 minutos. El sistema fue operado, y los datos
colectados, con el programa HP ChemStation. La longitud de cadena se estimé en
base a los indices de Kovats (IK) (Kovats, 1965) calculados a partir de los tiempos de
retencion de n-alcanos de 10 a 40 atomos de carbono analizados en idénticas

condiciones, utilizando la siguiente férmula:

log 1, (desconocido) - log 7; (1) ]

IK = -
|00-"+(N ") log ’:(N" - log {:(n)

donde n es el numero de carbonos del alcano mas corto; N es el niumero de atomos de
carbono del alcano mas largo; t,'(n) es el tiempo de retencion ajustado del alcano mas
corto; y t/(N) el tiempo de retencién ajustado del alcano mas largo.

Los patrones de ramificacion se estimaron en base al protocolo descrito por
Carlson et al. (1998), que asigna estructuras metil-ramificadas a los HC de acuerdo a
sus patrones de elucion, y se confirmaron por la interpretacion de sus espectros de

masa.

lll.B.4.d. Cromatografia gaseosa capilar (CGC) acoplada a espectrometria de

masa (MS)

Las muestras de HC de A. obtectus se analizaron en un equipo Hewlett-
Packard 5890 acoplado a un analizador que utiliza un filtro de masa cuadrupolo
Hewlett-Packard 5972A (Laboratorio LADECOR, Facultad de Ciencias Exactas,
UNLP). El inyector se oper6 a 230°C y el horno se programé con una temperatura
inicial de 110°C por § min, y luego con una rampa de temperatura de 5°min hasta
290°C permaneciendo a esa temperatura por 10 minutos. El analisis de los HC de U.
dermestoides se realizd en un equipo Finnigan Polaris Q con trampa idnica
(Department of Biochemistry, University of Reno, USA), operado en similares
condiciones a las descriptas para CGC. La fuente i6nica se fijo en 200°C y la linea de
transferencia en 275°C. Los HC se identificaron por interpretacion de sus espectros de

masa (Nelson y Sukkestad, 1970; Blomquist et al., 1987; Juarez et al., 2001).
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lll.B.5. Bioensayos

Para cada ensayo se seleccionaron aleatoriamente de la camara de cria veinte
insectos adultos de las especies descriptas en el item 1ll.B.2., de dos semanas luego
de eclosionar, y se colocaron en una placa de Petri. Posteriormente, empleando un
pulverizador, se rociaron con suspensiones fungicas (cultivos control y adaptado de Bb
GHA o Bb ARSEF 5500 crecidos en medio sélido) conteniendo 0,01% de Tween 20 en
agua destilada estéril. Debido a su mayor tamario, la inoculacion de U. dermestoides
se llevo a cabo por inmersién de los insectos en las mismas suspensiones durante 6
segundos. Se realizaron al menos 4 repeticiones para cada ensayo. Las
concentraciones utilizadas variaron de acuerdo a la cepa flingica y el insecto
empleado, las mismas fueron: 4 x 10° y 8 x 10’ conidios/m| para A. obtectus, 2 x 10°
conidios/ml para R. dominica y 1 x 10° conidios/ml para U. dermestoides. Los insectos
utilizados como control fueron igualmente tratados con 0,01% de Tween 20 en agua
destilada estéril. Los ejemplares de cada muestra se mantuvieron en ayuno por 24
horas a 27 + 2°C y 70 + 5% de humedad relativa, y luego se transfirieron a recipientes
plasticos de 100 ml conteniendo la dieta correspondiente. La misma fue previamente
almacenada por 10 dias a —15°C para asegurar que estuvieran libres de insectos. Los
ejemplares se mantuvieron en las condiciones antes mencionadas y la mortalidad se
chequeé a los 7 y 14 dias luego de la exposicion a los hongos. Los insectos muertos
fueron sucesivamente separados, sumergidos por 1 minuto en etanol 95 %, lavados
con agua destilada estéril, secados y mantenidos 5 dias en camara hiimeda (27 +
2°C). Se registraron como infectados los insectos que mostraron crecimiento hifal

caracteristico de hongos entomopatégenos.

lll.B.6. Analisis de los compuestos organicos volatiles (VOC) emitidos por los

insectos en presencia y ausencia de infeccion flingica

lll.B.6.a. Microextraccion en fase sélida (SPME) acoplada a CGC-MS

Esta técnica consiste en poner en contacto la fase gaseosa del espacio de

cabeza circundante de una muestra sélida o liquida, con una fibra de silice fundida
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recubierta con un material adsorbente y protegida con una aguja de metal (Fig.
I.LB.2A). La muestra se coloca en un vial de 20 ml con tapa de teflon y septum de
goma. Con la aguja de metal se perfora el septum de la tapa del vial y se expone el
material adsorbente a la muestra durante un periodo de tiempo que oscila entre 15 y
30 minutos (Fig. 111.B.2B). Se retrae la fibra del vial y se inyecta en el cromatografo
gaseoso (Fig. 1ll.B.2C). En el inyector del CGC se expone el material adsorbente a
altas temperaturas y los analitos se desorben en el interior del mismo. Los diversos
materiales adsorbentes que recubren la fibra de silice se clasifican seguin su polaridad
en: polares (poliacrilato, carbowax-divinilbenceno, carbowax- resina templada), no
polares (polidimetilsiloxano), y bipolares (combinacioén de las anteriores). Esta técnica
no requiere de solventes para la extraccion y tiene un limite de deteccién muy bajo, del

orden de las partes por trillén (ppt).

Retraur fibra Retraes fra

Perforar of septum
do 1o muestra I Pators ¢ sptum

I Exponer fidra

Figura 1I.LB.2: A) Fotografia del dispositivo (holder) para andlisis de micro extraccion en fase sélida
(SPME): la fibra se encuentra protegida por una aguja de metal, que se retrae dentro del holder. B)
Procedimiento para la extraccion de compuestos volatiles por SPME. C) Desorcién de los analitos en el

inyector del cromatégrafo gaseoso.

Ejemplares adultos de U. dermestoides se trataron con una suspension fungica
de 1 x 10° con/ml de Bb GHA (cultivo control crecido en medio sélido) y luego de 7

dias mantenidos en las condiciones de cria, se colocaron individualmente en viales de
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4 ml con septum para SPME y tapa perforada. Cada vial fue agitado por 30 segundos
para estimular la liberaciéon de los VOC, y luego la muestra fue analizada por SPME-
CGC. Como control se emplearon insectos adultos tratados con agua bidestilada
estéril y analizados en similares condiciones. En ambos tratamientos los VOC fueron
colectados durante 15 minutos, utilizando una fibra Dbipolar de
polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB) (65 pm). El analisis de los VOC
liberados se realizo en un cromatografo Hewlett Packard 6890 con detector FID
utilizando una columna capilar no polar DB-5 (30 mts.; 0,32 mm, 0,25 pm de espesor).
El inyector se operé en modo splitless a 250C, el programa de temperatura del horno

fue de 40 durante 1 minuto y 20C/minuto hasta 25 0°C.

La identidad de los compuestos se confirmé por SPME-CGC-MS en un equipo
Finnigan Polaris Q con trampa iénica (Facultad de Ingenieria, Universidad Nacional del
Centro, Olavarria), operado en similares condiciones a las descritas para CGC. La
identificacion se realizé por interpretacion de sus espectros de fragmentaciéon y por
comparacion con la biblioteca de MS (NIST/EPA/NIH, NIST 98). Los compuestos
liberados se cuantificaron segun Villaverde et al. (enviado a publicar). En forma
resumida, cantidades conocidas de C15:1 y BQ fueron disueltas en 1 ul de hexano
(C15:1) y en 1 pl de diclorometano (BQ) dentro de viales de SPME. Cada muestra fue
analizada como se describid anteriormente y con los datos obtenidos se trazé una

curva de calibracién estandar.

HI.B.7. Microscopia electrénica de barrido

Se inocularon ejemplares de A. obtectus, como se describié6 en bioensayos,
con suspensiones de 1 x 10° conidios/ml de cultivos control y adaptado de Bb GHA
crecidos en medio sélido. A las 6 o 24 horas desde la inoculacién, las muestras fueron
fiiadas 1 hora en formol 0.5% y luego 24 horas en formol 1%. El fijador se reemplazo
tres veces durante ese periodo y finalmente se lavé varias veces con agua bidestilada.

La deshidratacion se realiz6 con concentraciones crecientes de etanol absoluto
pro analisis: 30, 50, 70, 90 y 100%. Se realizaron tres lavados, de 15-20 minutos cada

uno, con cada una de las distintas concentraciones.
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Las muestras fueron posteriormente procesadas con el método del punto critico
(Baltec CP 30) y metalizadas con oro paladio en argén en camara de alto vacio.
Distintos campos de la superficie del insecto se observaron y fotografiaron utilizando
un microscopio electronico de barrido, JEOL JSM-T100 (Servicio de Microscopia

Electrénica, Museo de Ciencias Naturales, UNLP).

11l.B.8. Ensayo de zona de inhibicion

Suspensiones de Bb GHA (4 x 10° con/ml) fueron uniformemente dispersadas
en la superficie de placas de Petri conteniendo MC sélido. Luego de 30 minutos a
26°C, se coloco en el centro de cada placa un disco de papel de filtro estéril (20 mm
de diametro) embebido en un extracto lipidico epicuticular de U. dermestoides o T.
castaneum. Los componentes mayoritarios de estos extractos son las secreciones de
las glandulas de defensa, principalmente metil y etil benzoquinonas junto con 1-
pentadeceno (Villaverde et al., enviado a publicar). Se ensayaron concentraciones de
0,1y 0,2 equivalentes de insecto/pl diclorometano para U. dermestoides, y de 0,3y 0,6
equivalentes de insecto/pl diclorometano para 7. castaneum. Por otra parte, los
mismos experimentos se lievaron a cabo con papeles embebidos en soluciones de
benzoquinona (BQ) (4, 12,5 y 25 pg/pl en diclorometano), hidrobenzoquinona (HQ) (4,
12,5 y 25 pg/pl en etanol) y 1-pentadeceno (C15:1) (4, 12,5 y 25 pg/pl en hexano).
Como control se emplearon discos embebidos en los respectivos solventes. Luego de
incubar las placas durante 3 dias a 26°C, se midi6 el didmetro correspondiente a la

inhibicién del crecimiento fungico en torno a los discos de papel.
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LOS RESULTADOS
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el catabolismo de hidrocarburos
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IV.A. Resultados

Estudios bioquimicos

IV.A.1. Actividad acil-CoA oxidasa

La actividad acil-CoA oxidasa se midi6 en las fracciones subcelulares obtenidas
a partir de cultivos control de Bb GHA. El 78% de ésta actividad se encontré en la
fraccion Py o000, Mientras que el 22% restante correspondi6 a la fraccion Sy goog- Las
actividades especificas fueron 14,50 y 0,15 nmoles/minxmg, respectivamente. Estos
valores respaldaron la decision de considerar a la fraccion Py g0 como la fraccion

peroxisomal.

IV.A.2. Actividad catalasa

La actividad especifica de catalasa aument6 significativamente (13,6 veces) en
la fraccion Pao0004 de cultivos adaptados respecto a los controles de Bb GHA. Se
observé un incremento de actividades desde 14 + 5 (controles) a 191 + 52 U/mg
(adaptados) (p<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>