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Resumen

Los hongos del género Metarhizium son entomopatégenos con un rango de hospedero de mas de
70 ordenes de insectos; incluyendo a Plutella xylostella (palomilla dorso de diamante) y Phyllophaga
ravida (gallina ciega) los cuales son considerados “plaga” de cultivos agricolas. Metarhizium se ha
utilizado ampliamente como bioinsecticida para el control bioldgico de insectos plaga.
Recientemente, se ha descrito a estos hongos como colonizadores de raices que promueven el

crecimiento de las plantas.

Metarhizium, por medio de sus factores de patogenicidad, genera la enfermedad conocida como
“muerte verde”, denominada asi por el crecimiento de conidios de color verde olivo en la cuticula del
insecto. Los mecanismos de infeccion de estos hongos incluyen, entre otros factores, adhesinas,
proteasas, quitinasas, destruxinas, etc. En el Laboratorio de Genética Molecular de Hongos de la
Universidad de Guanajuato se identifico en Metarhizium a una familia de seis genes denominada
2np (con actividad enzimética nitropropano dioxigenasa) como genes codificantes de potenciales
factores de virulencia con actividad oxidante contra los nitroalcanos, oxidandolos a compuestos
carbonilo y nitro. El analisis de la estructura primaria de las proteinas codificadas por estos genes
sugiere la localizacion intracelular en los peroxisomas, debido a la presencia del péptido sefial de

localizacion peroxisomal (PTS1).

En un trabajo previo realizado por el grupo de investigacion en S. cerevisiae., las fusiones de algunos
de los genes 2np de Metarhizium con una proteina verde fluorescente (GFP) co-localizaron con la
sefial producida tanto por la fusion traduccional GFP-SKL (GFP fusionada al tripéptido serina-lisina-
leucina) como por la proteina POT1 (proteina peroxisomal propia de S. cerevisiae). Sin embargo, no
se ha demostrado la localizacion intracelular de las proteinas codificadas por los genes 2np en el

propio hongo, en el cual tampoco se ha descrito la presencia de peroxisomas.

En este trabajo se realizd el etiqguetamiento y la identificacion de peroxisomas en Metarhizium
mediante la agrotransformacion de M. brunneum con el gen Kat (3-cetoacil-CoA tiolasa), que codifica
para una proteina de matriz peroxisomal, fusionado a la EGFP. Se logré generar un transformante
estable, en el cual se comprobé a nivel molecular y mediante fluorescencia un patrén de
reconocimiento peroxisomal en la hifa del hongo. Asi mismo, se clonaron en el plasmido pYES2.0
las proteinas PEX12, proteina integral de membrana peroxisomal, y KAT de Metarhizium etiquetadas
ambas con EGFP para el estudio de su localizacién intracelular en el organismo modelo S.
cerevisiae. Las células transformantes no mostraron fluorescencia pero si una reduccion en el
tamafio de las células madres e hijas seguida por la muerte de las células después de la induccién,

signo de que las fusiones génicas provocaron estrés en la célula.
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1. Introduccion

1.1. Los hongos entomopatégenos
La prevalencia y los dafios que generan las poblaciones de organismos denominados plagas afectan
a un amplio rango de sectores. Su efecto en el area agricola va desde la disminucién o pérdida del
cultivo, dafios en la inocuidad para el cultivo y el producto, menor produccion, aumento en los precios

e incluso inseguridad alimentaria (FAO, 2001).

Para el control de estas plagas se utilizan varias alternativas, y una de ellas es el control biolégico.
El control biol6gico consiste en utilizar al depredador natural, patégeno o parasito del organismo
objetivo a combatir. El organismo benéfico ideal a introducir debe de completar su ciclo de vida en

el sitio y después reproducirse de manera eficiente en el ecosistema (Gliessman, 2002).

Cerca de 50 organismos entre virus, bacterias, hongos y neméatodos son entomopatdgenos y son
producidos y usados comercialmente como bioinsecticidas (Lacey et al., 2015). Con el conocimiento
de que se estiman 5.1 millones de especies de hongos (Blackwell, 2011) donde aproximadamente
750 a 1000 especies son patdgenos de insectos (St. Leger & Wang, 2010). En adicion, los hongos
entomopatégenos son adecuados para su uso como biopesticidas de contacto, ya que a diferencia
de las bacterias y virus, la infeccién generada por ellos es a través de la penetracion directa de la
cuticula (Thomas & Read, 2007).

Cafledoy Ames (2004) describen las principales ventajas de los hongos entomopatégenos:

1. Su grado de especificidad es variable de acuerdo a su grado taxonémico.

2. Silas condiciones son favorables para la persistencia se evitan aplicaciones innecesarias.
Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatdgenos con dosis subletales de
insecticidas quimicos, para lograr efectos superiores a las aplicaciones por separado.

4. No contaminan el medio ambiente.

Si el hongo no mata al insecto, este produce efectos secundarios en el ciclo vital del insecto.

Las principales desventajas son:

1. Susceptibles a las condiciones climéaticas como temperatura, humedad y luz ultravioleta.

2. Requieren condiciones de almacenamiento estrictas para evitar la disminucién de su
viabilidad.

3. La muerte del insecto no es instantdnea, su tiempo de accion varia entre 1 y 3 semanas

después de la aplicacion.
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1.2. Metarhizium
Los hongos del género Metarhizium son entomopatdgenos con una amplia distribucion geogréfica y
climatica. Son un modelo para el estudio de los mecanismos de infeccion de los hongos
entomopatdgenos hacia los insectos hospederos. Recientemente se ha descrito su comportamiento
como enddfito actuando como colonizador de rizésfera y promotor del crecimiento de la planta
(Sasan & Bidochka, 2012).

El habitat de los Metarhizium es el suelo, en donde forman parte de la comunidad de
microorganismos que interactiian con las raices de las plantas, a las cuales es capaz de transferirles
nitrégeno del cadaver de un insecto previamente infectado y muerto por Metarhizium ( Behie et al.,
2012). A cambio, el hongo recibe algin azlcar elaborado por la planta a través de la fotosintesis
(Behie et al., 2017).

i | I r )
Metarhizium

Sistema radicular

Figura 1. Metarhizium y su interaccion en el suelo. Metarhizium vive en comunidad con la planta,
a la cual le transfiere nitrégeno asimilable, tomado de su interaccion con el insecto, y a cambio recibe

azucar atraves de la fotosintesis realizada por la planta. Tomada y modificada de (Behie et al., 2012).

Los hongos del género Metarhizium son conocidos por infectar a un amplio espectro de insectos; 70
Ordenes de insectos por parte de las, al menos, 7 especies que componen al género. La enfermedad

causada por este hongo se denomina “muerte verde”, debido a la formacién de nuevos conidios de
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color verde olivo sobre el cadaver del hospedero y a que en cultivo axénico toma el mismo color
(Bischoff et al., 2009).

Dentro del género Metarhizium se encuentran al menos 7 especies:

e M. anisopliae hongo generalista de insectos Orthoptera, Coleoptera, IsOptera, Diptera y
Hemiptera(Wang et al., 2011).

e M. robertsii hongo generalista de insectos Orthoptera, Coleoptera y Hemiptera ( Wang et al.,
2011).

¢ M.brunneum hongo generalista de insectos de Coleoptera, Lepiddptera y Hemiptera (Wang et
al., 2011).

e M. album especifico de insectos hemipteros ( Wang et al., 2011).

e M. majus asociado a insectos coledpteros y lepidopteros (Wang et al., 2012).

e M. gizhouense infecta a Is6ptera (Medina-Garnica, 2016).

e M. acridum infecta insectos de la orden Orthopera (Wang et al. 2011).

Metarhizium se ha utilizado en el manejo de diferentes tipos de insectos plaga, entre los cuales se
encuentran las larvas y ninfas de la garrapata de bovinos I. ricinus (Wassermann et al., 2016), las
larvas del mosquito vector del Dengue y Chikungunya, Aedes albopictus (Lee et al., 2015), las ninfas
de trips Frankliniella occidentalis, los insectos plaga de cultivos horticolas, citricos y especies
ornamentales (Wraight et al., 2016), el vector de la malaria Anopheles culicifacies con metabolitos

secundarios de M. anisopliae (Prakash, 2014) entre otros.

Una caracteristica importante de los hongos entomopatégenos es su proceso de infeccién el cual
es comun a todos e incluye las siguientes etapas: adhesién y germinacion; invasién del hospedero;
diseminacién dentro del hospedero; accidén de las toxinas; anulacién de la respuesta inmune del

insecto y crecimiento fuera del hospedero (Fig. 2).

El proceso de infeccion comienza cuando los conidios se adhieren a la cuticula del insecto. La
superficie del conidio esta cubierta por una estructura compuesta de proteinas hidrofébicas. Como
la cuticula del insecto es hidrofébica, la adherencia del conidio a la cuticula del insecto se lleva a
cabo a través de mecanismos hidrofobicos no especificos. Una vez unido a la cuticula, el conidio
germina, utilizando los lipidos y nutrientes solubles presentes en la cuticula del insecto. En presencia
de nutrientes y agua estos conidios germinan y forman el tubo germinativo, o hifa sin diferenciar,
con elongacion apical. El alargamiento se detiene y el 4pice se hincha para formar la estructura
llamada apresorio, que es el principal sitio de adhesién y produccion de enzimas. El apresorio ayuda
a la ruptura de la cuticula del insecto y establece una relacién nutricional con el hospedero (Aw &
Hue, 2017).
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Del apresorio emerge una hifa infectiva que inicia el proceso de penetracion, en éste participan
mecanismos fisicos y quimicos. En el proceso fisico la hifa infectiva ejerce presién y rompe las areas
membranosas de la cuticula (Driver et al.,, 2000). En el proceso quimico intervienen enzimas
hidroliticas principalmente proteasas, quitinasas, lipasas, entre otras, implicadas en la degradacién

de la cuticula (Leger et al., 1992).

Posteriormente, la hifa entra al hemocele, cavidad del sistema circulatorio del insecto, donde se
diferencia en blastoesporas que proliferan en la hemolinfa, liquido circulatorio del insecto.
Metarhizium produce una toxina llamada destruxina que inhibe la respuesta inmune provocando la
muerte del insecto. Metarhizium utiliza como nutrientes aquellos solubles dentro del insecto.
Después, el micelio emerge y crece sobre el cadaver, produciendo conidios capaces de comenzar

de nuevo el proceso infectivo (Samuels et al., 1988).

Hifa

- infectiva
Apresorio
Nuevos

l conidios

Adherencia
del conidio [—,

Figura 2. Mecanismo de infeccion de Metarhizium en Phyllophaga ravida.
Imagen tomada y modificada de (Sasan & Bidochka, 2012).

En el estudio de los mecanismos implicados en el proceso de infeccion de Metarhizium a los insectos
hospederos se han descrito distintos genes. En el proceso de adhesion de los conidios se ha
mostrado que la adhesina MAD1 permite la adherencia a la cuticula del insecto, mientras que la
adhesina MAD2 permite la adhesion a la epidermis de la planta (Wang and Leger, 2007). En M.
acridum el gen MaHog1, que codifica para una kinasa implicada en la respuesta a estrés generada
por el proceso de virulencia, es requerido para la penetracion y post-penetracion. La disrupcién de
este gen tuvo como consecuencias la disminucion de la germinacién de los conidios, la reduccion
en la formacién del apresorio y el declive en la tasa de crecimiento en la hemolinfa del insecto (Jin
etal., 2012).

Pagina | 12



Otros factores de virulencia involucrados en el proceso de infeccion por Metarhizium son las
proteasas tales como la subtilisina, metaloproteasas y varias familias de peptidasas, las cuales son
importantes durante la infeccién y degradacion de la cuticula del insecto vinculado a la infectividad
del hospedero (Jin et al., 2012). En el mismo paso de infeccion de la cuticula se han descrito a las
guitinasas y a las lipasas. Se han caracterizado seis quitinasas en M. anisopliae, son enzimas que
reblandecen la cuticula del hospedero, proporcionando nutrientes y permitiendo la penetracion del
hongo para colonizar al hospedero. Las lipasas, enzimas identificadas en la superficie del conidio,
estan implicadas en el reconocimiento del hospedero asi como en la degradaciéon de lipidos,
nutrientes destinados a la germinacion del conidio y a su posterior penetracion de la hifa (Schrank
& Vainstein 2010).

Un factor de virulencia que participa en el proceso de infeccién a nivel de inhibicion del sistema
inmune del insecto son las destruxinas, de las cuales se han descrito catorce especies con
propiedades insecticidas variables (Borges et al., 2010) como son la inhibicion de la sintesis de DNA,
RNA y de proteinas, paralisis, bloqueo de la actividad ATPasa y supresion de las respuestas de
defensa (Golo et al., 2014).

Antecedentes

1.3. Nuevos factores de patogenicidad: familia de genes 2np
Un organismo patogénico es un agente biolégico que causa un dafio directo durante su interaccién
con el hospedero, a través de moléculas producidas por el mismo organismo (factores de virulencia),

o indirecto alterando la respuesta inmune del hospedero (Cafiedo & Ames, 2004).

La naturaleza de la especificidad o el amplio rango de infeccién por parte de Metarhizium se han
relacionado con actividades tanto enzimaticas como mecanicas, sin embargo, no se cuenta con una
descripcién precisa de los mecanismos moleculares involucrados en su patogenicidad (Padilla-
Guerrero, 2006).

En la busqueda de nuevos factores de patogenicidad de los Metarhizum, de su especificidad de
hospederos y de los genes implicados en esto, en el grupo de trabajo del Laboratorio de Genética
Molecular de Hongos de la Universidad de Guanajuato se realizé la obtencion de ESTs (Expressed
Sequence Tag) y su utilizacién en microarreglos, asi como la técnica de RDA (Representational
Difference Analysis) para la identificacién de genes de expresién diferencial como posibles factores

de patogenicidad.

Padilla-Guerrero (2010) identifico varias secuencias como posibles participantes en el proceso de

invasion de M. brunneum hacia Phylophaga ravida y Plutella xylostella. Los genes de expresion
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diferencial se analizaron de acuerdo con sus perfiles de expresion en cuatro fuentes de carbono:
glucosa, quitina, cuticula de P. ravida (como condiciones de induccién de genes de patogenicidad)
y durante el proceso de infeccién in vivo a P. xylostella. Dentro de las secuencias con expresion
diferencial se encontraron secuencias que mostraron identidad con las proteinas 2NP. Los analisis
de expresion mediante ensayos de RT-PCR semicuantitativo y Northern blot, mostraron un elevado

nivel de expresion de dichos genes en cuticula de P. xylostella (Fig. 3).

El analisis del genoma de hongos como Gibberella zeae, Aspergillus fumigatus, Magnaporthe grisea,
Neurospora crassa y Metarhizium brunneum, mostr6 que en estos genomas se encuentran de 5 a
6 genes 2np (Padilla-Guerrero, 2010; Lopez-Macias, 2013) . Los genes 2np catalizan la
desnitrificacién oxidante de los nitroalcanos a sus correspondientes compuestos carbonilo y nitro
(Ramirez-Cuellar, 2012). Los nitroalcanos estan presentes en la cuticula de los insectos y en las

plantas son producidos como toxinas de defensa (Daubner et al., 2002).

A gh
300 — .
RT-PCR 200 —
100 — j—
B
Morthern blot
RMA Cc
Analisis de D 14.3
nivel
de expresion 1 19 327
—r—il 1

2-nitropropanco dioxigenasa

Figura 3. Expresion diferencial del gen 2-nitropropano dioxigenasa de M. anisopliae. En la
figura se muestra los andlisis de perfiles de expresion en distintas condiciones. A. Productos de RT-
PCR; B. Northern blot; C. Carga de RNA para el ensayo Northern blot; D. analisis del nivel de
expresiéon. M. Marcador de peso molecular en pb. Imagen tomada y modificada de (Padilla-Guerrero,
2006).

1.4. Localizacion celular de los genes 2np
El siguiente paso en el estudio de los genes 2np fue conocer su localizacion intracelular. En el grupo
de trabajo se analizaron las secuencias proteicas de la familia de genes. Se observé que contienen

en el extremo carboxilo terminal al péptido sefial PTS1 correspondiente a la secuencia de
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aminodcidos SKL (Serina-Lisina-Leucina) o a las variantes AKL (Alanina-Lisina-Leucina) o AHL

(Alanina-Histidina-Leucina). En otros organismos se ha descrito al péptido sefial PTS1 como

responsable de dirigir a las proteinas hacia los peroxisomas (Mast et al., 2010).

Genes | Secuencias de aminoacidos
2np

Z2np1 MASP...... e e e  KKGNOMITAKL
2np2 MAPK...... v vn e GTYLDGGSKL
2np3 MAPS......cor e NV YLNSKS KL
2npq MATS . e e DAGSN MIAKL
2np5 MPRV......coviaa e SALIVPES KL
2np6 MTAL e wre e AILTSVWAHL

Figura 4. Secuencias de la sefial PTS1 de los 6 genes de la familia 2np.

En Neurospora crassa se han identificado al menos 3 proteinas 2NP dentro de los glioxisomas,

organelos cuyas proteinas también contienen la sefial PTS1 (Bartoszewska et al., 2011).

Ramirez-Cuellar (2014) y Lépez Macias (2013) estudiaron la localizacion de tres de los genes 2np,

a los cuales se les fusioné el ORF del gen reportero Mcherry que codifica para la proteina rojo

fluorescente (RFP). Dichas fusiones fueron introducidas a S. cerevisiae, organismo en la cual la

biogénesis peroxisomal est4d bien estudiada. Para ello las construcciones 2np-Mcherry se

introdujeron a las cepas etiquetadas previamente con GFP-SKL o POT1-GFP donde por empalme

se demostré la localizacion peroxisomal de las proteinas 2NP (Fig. 5).

Este resultado es muy

importante ya que a pesar de que las especies del género Metarhizium son uno de los hongos

entomopatégenos mas estudiados, no se han descrito los peroxisomas en ellos.
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GFP-SKL POTI1-GFP

GFP-SKL INPIRFP GFP-SKL-2NP3-.RFP POT1-GFP 2NP3-RFP POT1-GFP-2NP3-RFP
GFP-SKL NPG-RFP GFP-SKL-2NP6-RFP POT1-GFP INPG-RFP POT1-GFP-2NPE-RFP

GFP-SKL INPA-RFP GFP-SKL-2NP4-RFP POT1-GFP ZNP4-mCherry POT1-GFP-2NP4-RFP

Figura 5. Localizacion intracelular de las proteinas 2NP en las cepas GFP-SKL o POT1-GFP

en S. cerevisiae. Imagen tomada y modificada de (L6pez Macias, 2013) (Ramirez-Cuellar, 2012).

1.5. Peroxisomas
Los peroxisomas son un compartimiento intracelular con funciones metabdlicas importantes y
presentes en organismos del reino eucariota. En ellos se produce la desintoxicacién de compuestos
dafinos. Los peroxisomas son organelos en forma de vesiculas circulares u ovoides de una sola
membrana con un diametro de 0.1 a 1.0 um. Fueron descritos por Rhodin en 1954, quién identifico
un conjunto de microcuerpos, los cuales posteriormente fueron caracterizados como gluosomas,

glioxisomas y peroxisomas (Salceda-Sacanelles, 2008).

Pagina | 16



Los peroxisomas no poseen un genoma ni la maquinaria de transcripcion y traduccion. Ademas
todas las proteinas son importadas del citosol a través de la membrana peroxisomal. La importacion
de proteinas citosodlicas depende de dos sefales diferentes conocidas como peroxisomal targeting
signal (PTS) detipo 1y 2.

La mayoria de las proteinas peroxisomales contienen la sefial PTS1, la cual se localiza en el extremo
carboxilo terminal de las proteinas. La sefial PTS1 tiene una secuencia consenso (S/A/C)-(K/R/H)-
(L-M). Existe otra sefial peroxisomal menos frecuente llamada PTS2 que al igual que PTS1 dirige a
las proteinas con sefial peroxisomal en su secuencia peptidica hacia el interior de los peroxisomas.
La secuencia consenso de PTS2 es (R/K) -(L/V/1)-X5-(H/Q) se encuentra localizada en el extremo

amino-terminal de las proteinas.

Las proteinas con las sefiales PTS1 o PTS2 son reconocidas y unidas a su respectiva proteina
receptora (PEX5 para PTS1y PEX7 para PTS2) en el citosol. Después, este complejo se asocia con
los receptores de importacion localizados en la membrana peroxisomal, los cuales trasladan la carga

hacia el interior de los peroxisomas (Gonzalez et al., 2011).

El mecanismo de importacion de proteinas con sefial peroxisomal 1 (Fig. 6A) consta de 5 fases:

1) La proteina receptora PEX5 en el citoplasma reconoce a las proteinas con sefial PTS1.
PEX5 se asocia a la proteina peroxisomal.

2) A continuacion, la asociacion de PEX5-proteina se une al complejo de anclaje de peroxinas
PEX13, PEX14 y PEX17 localizado en la membrana peroxisomal.

3) Después ocurre la translocacion de la proteina a través de un poro membranal formado por
PEX5 en conjunto con PEX14. A través del poro entra la proteina hacia a la matriz
peroxisomal; donde PEX8 realiza la separacion del complejo PEX5-proteina.

4) Posterior a la translocacion, PEX5 es ubiquitinada por el conjunto de proteinas membranales
peroxisomales PEX2, PEX10, PEX12, PEX4 y PEX22. Después, PEX5 es liberada de la
membrana peroxisomal de una manera dependiente de ATP por las peroxinas ATPasas
PEX1 y PEX6 que estan ancladas a la membrana peroxisomal a través de PEX15.

5) Por ultimo, PEXS tiene dos posibles vias: degradacion proteosomal o volver al citoplasma a

realizar otra ronda de importacion de proteinas con sefial PTS1.

El gen Pex12 forma parte de la familia de las peroxinas y codifica para una proteina de ubicacion
membranal en el peroxisoma que forma parte de la maquinaria de importacién de proteinas del
citosol al peroxisoma. Las proteinas con secuencia PTS exponen el extremo NH: terminal hacia el
lumen del peroxisoma y el extremo COOH hacia el citoplasma (Smith & Aitchison, 2013). La proteina
PEX12 junto con las peroxinas PEX2 y PEX10 son ubiquitin ligasas E3 y forman el complejo llamado

RING finger, que permite mediar las interacciones proteina-proteina mediante el dominio de unién a
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zinc que le permite interactuar con las proteinas PEX5 y PEX10 via su carboxilo terminal (COOH)
(Albertini et al., 2001). Ademas este complejo con las enzimas ubiquitin E2 PEX4/PEX22 tienen como
funcion ubiquitinar la proteina receptora PEX5 lo cual permite su reciclaje hacia el citosol para una
nueva ronda de importacion de proteinas al peroxisoma (Platta et al., 2016), o para su degradacion
proteosomal (Meinecke et al., 2016b). Junto con las peroxinas que pertenecen al complejo RING
finger y las peroxinas PEX13, PEX2, PEX10, PEX3 y PEX19; PEX12 esta involucrada en la

formacion de la membrana del peroxisoma (Peraza-Reyes et al., 2008).

Los peroxisomas se caracterizaron originalmente por la presencia de peroxido de hidrogeno
producido por oxidoreductasas y de catalasas para descomponer el peroxido de hidrégeno (Salceda-
Sacanelles 2008). Sin embargo, los peroxisomas estan involucrados en una variedad de rutas
anabdlicas y catabdlicas, cuyas funciones varian entre organismos. En hongos filamentosos
participan en el metabolismo de las fuentes de carbono usadas para el crecimiento y el metabolismo
secundario (van der Klei & Veenhuis, 2013). Otra reaccién metabdlica en la que participan es la

descomposicion de acidos grasos por 3-oxidacion (Lee et al., 2009) (Fig. 6B).

El gen Kat, ort6logo del gen Potl de Saccharomyces, que codifica para la proteina 3-cetoacil-CoA
tiolasa, se ubica en la matriz del peroxisoma en la levadura S. cerevisiae (Erdmann, 1994). Esta
proteina participa en la ultima etapa del proceso de p-oxidacion de acidos grasos a partir del cual se
obtiene NADH y FADH: para producir ATP. La proteina 3-cetoacil-CoA tiolasa se une al grupo CoA
de la unidad 3-cetoacil-CoA, donde corta el grupo tiol lo que da como resultado dos moléculas de
dos carbonos, un acetil-CoA y un acil-CoA. El proceso continta al entrar el acetil-CoA al ciclo del

acido tricarboxilico, realizado en la mitocondria (Fillmore et al., 2011).

La caracteristica que le da localizacion peroxisomal a la proteina 3-cetoacil CoA tiolasa es que en el
extremo terminal N tiene la secuencia consenso PTS2 que esta conservado desde levadura hasta

humanos (Lazarow, 2006).
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Figura 6. Ubicacion de las proteinas PEX12 y KAT en el peroxisoma. A. Mecanismo de
importacion de proteinas al peroxisoma. PEX12 (color verde), proteina integral de la membrana del
peroxisoma involucrada en el proceso de translocacion de proteinas peroxisomales. Figura tomada
y modificada de (Meinecke et al., 2016). B. Participacion de la enzima 3-cetoacil CoA tiolasa (KAT)
en el Ultimo paso de la p-oxidacién de acidos grasos realizada en la matriz peroxisomal (Jin et
al.,2012).
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Justificacion

El hongo del género Metarhizium es un organismo patégeno de insectos o mejor conocido como
entomopatégeno que tiene un amplio rango de hospederos, dentro del género algunas de sus
especies son generalistas y otras especialistas. Esta plasticidad de infeccion de hospederos podria

estar relacionada con los factores que determinan su nicho patogénico.

Dentro de los factores genéticos de patogenicidad de los hongos del género Metarhizium que influyen
en la seleccion del organismo huésped se encuentra la familia de genes 2np, los cuales se predice
mediante bioinforméatica que estan localizados intracelularmente en peroxisomal y se ha confirmado

su co-localizacion peroxisomal en S. cerevisiae.

Con el propdsito de avanzar en el estudio de la familia de genes 2np y mostrar su posible funcién en
el establecimiento de los distintos estilos de vida de los hongos del género Metarhizium, es necesario
demostrar la presencia de peroxisomas en dichos hongos, lo cual se puede llevar a cabo mediante

fusiones génicas de proteinas peroxisomales de Metarhizium brunneum con proteinas fluorescentes.
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Objetivos

Objetivo general

Visualizar los peroxisomas de Metarhizium brunneum mediante fusiones génicas

Objetivos especificos
1. Determinar la localizacién de las proteinas PEX12 y KAT de Metarhizium en S. cerevisiae,

mediante fusiones con la proteina verde fluorescente GFP (GFP-PEX12 y KAT-GFP).

2. Etiquetar los peroxisomas de M. brunneum mediante agrotransformacién con un vector

binario que contiene la fusién KAT-GFP.

Hipotesis

Las proteinas codificadas por los genes Kat y Pex12 fusionados a la proteina verde fluorescente

GFP se localizan en los peroxisomas de Saccharomyces cereviae y de Metarhizium brunneum.
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2. Metodologia

2.1 Cepas empleadas
Tabla 1. Cepas utilizadas y generadas en este trabajo y sus caracteristicas

Organismo Genotipo Origen

Metarhizium brunneum Silvestre Laboratorio de

CARO19 Genética Molecular
de Hongos.

M. brunneum CARO19 Transformante KAT-EGFP. Este trabajo

KAT-EGFP

M. brunneum CARO19 Transformante MCHERRY Laboratorio de

MCHERRY Genética Molecular
de Hongos.

Escherichia coli DH5a F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 Invitrogen

recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA
supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl
Agrobacterium AGLO recA::bla pTiBo542(delta) T Mop+ (Lazo et al., 1991).
tumefaciens AGL-1 CbR Hypervir, Onc-. Donada por Dr.
Augusto Schrank,
Departamento de
Biologia Molecular y
Biotecnologia,
Universidad de
Federal do Rio
Grande do Sul, Brasil

S. cerevisiae BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. | EUROSCARF
S. cerevisiae BY4741 YJRO1. Transformante derivada de la (Ramirez-Cuellar,
2NP3-MCHERRY cepa BY4741 que contiene la fusiéon 2012).
2np3-Mcherry dentro del plasmido pYES Laboratorio de
2.0. Genética Molecular
MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. de hongos.
URA3.
S. cerevisiae BY4742 MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0. Donadas por el Dr.
POT1-GFP Pot1-Gfp Rachubinski;

Universidad de
Alberta, Canada.
S. cerevisiae BY4742 MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; Donadas por el Dr.
GFP-SKL ura3A0. GFP-SKL Rachubinski;
Universidad de
Alberta, Canada.
S. cerevisiae BY4741 YGGOL1. Transformante derivada de la Este trabajo
KAT-EGFP cepa BY4741 que contiene la fusién Kat-
Gfp dentro del plasmido pYES 2.0.
MATa; his3A1; leu2A 0; met15A0;
ura3A0. URAS.
S. cerevisiae BY4741 YGGO02. Transformante derivada de la Este trabajo
EGFP-PEX12 cepa BY4741 que contiene la fusion Egfp-
Pex12 dentro del plasmido pYES 2.0.
MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0.
URAS.
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2.2 Plasmidos empleados
Tabla 2. Plasmidos utilizados y generados en este trabajo

Plasmido Descripcion Procedencia

pGG690 Vector de clonacion pGEM-TEasy que (Guerrero-Carrera, 2016)
contiene el fragmento ~2011 pb del gen Egfp = Laboratorio de Genética
fusionado a la region codificante de Pex12 de = Molecular de Hongos.
M. brunneum flanqueado por los oligos Universidad de Guanajuato
BgllIGFPfd y SpelPex12rev

pPAGICA114 Vector de expresion binario de A. (Cerda-de Loera, 2016)
tumefaciens que contiene el fragmento Laboratorio de Genética
~2230 pb del gen Egfp fusionado al gen Kat Molecular de Hongos.
de M. brunneum flanqueado por los oligos Universidad de Guanajuato.
BamHIKATdir y eGFPSpelrev.

PYES2.0 Vector de expresion de S. cerevisiae. Invitrogen

pJRC133 Vector de expresién de S. cerevisiae que Este trabajo
contiene el fragmento ~2011 pb del gen Egfp
fusionado a la regién codificante del gen
Pex12 de M. brunneum flanqueado por los
oligos BgllIGFPfd y SpelPex12rev.

pJRC134 Vector de clonacion pGEM-TEasy que Este trabajo
contiene el fragmento ~2004 pb del cDNA del
gen Kat de M. brunneum fusionado al gen
Egfp flanqueado por los oligos BamHIKATdir-
cDNA y eGFPSpelrev.

pJRC135 Vector de expresion de S. cerevisiae que

contiene el fragmento ~2004 pb del cDNA del
gen Kat de M. brunneum fusionado al gen
Egfp flanqueado por los oligos BamHIKATdir-
cDNA y eGFPSpelrev.

2.3 Oligonucleottidos empleados
Tabla 3. Oligonucleo6tidos utilizados y generados en este trabajo

Este trabajo

Nombre Secuencia Descripcion Tamafio
de
amplicon
BollIGFPfd 5'- Par de
SpelPex12rev = AGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGAGC-3' | oligonucleétidos
5 directo y reverso
ACTAGTTTATATTATGATCCTTCGCAAGCCTTCAG | flanqueados en el 2011 pb
TTCCGC-3 extremo 5’ con la
secuencia Bglll y
Spel,
respectivamente
para amplificar la
fusion Egfp-Pex12.
GFPPex12rev | 5'- Oligonucleétido 747 pb

CCGAAGGGCTGTGACGAACTCCATCTTGTACAG
CTCGTCCATGCCGAGAGT-3

reverso, en el
extremo 5’ cuenta
con 24 pb de
empalme del gen
Pex12y en
conjunto con el
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GFPPex12fd

KATeGFPdir

eGFPSpelrev

BamHIKATdir-
cDNA

KATeGFPrev

BamHIKATdir-
cDNA

eGFPSpelrev

5-
ACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGATGGAG
TTCGTCACAGCCCTTCGG-3

5'-
GGCCGCCGTCTGGGTCGCCGAGATGGTGAGCA
AGGGCGAGGAGC-3

5-ACTAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3

5-
GGATCCATGGGTGCTTCGTTGTGCTCAACAGCC
CTTGACAGAA-3’

5 =
GCTCCTCGCCCTTGCTCACCATCTCGGCGACCC
AGACGGCGGCC- &

5'-
GGATCCATGGGTGCTTCGTTGTGCTCAACAGCC
CTTGACAGAAZ

5-ACTAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3

oligonucleétido
BgllIGFPfd
amplifica el gen
Egfp para la fusién
a Pex12.
Oligonucleétido
directo que en el
extremo 5’ cuenta
con 27 pb de
empalme del gen
Egfp y en conjunto
con el
oligonucleétido
SpelPex12rev
amplifica el gen
Pex12 para la
fusion a Egfp.

Par de
oligonucledtidos
directo y reverso
para amplificar
Egfp. El
oligonucleétido
directo tiene 22 pb
de empalme con el
gen Kat.

Par de
oligonucledtidos
directo y reverso
para amplificar el

cDNA del gen Kat.

El oligo directo
lleva un sitio de
restriccion BamHI y
el oligo reverso
contiene en el
extremo 5’ una
secuencia de
empalme con el
gen Egfp y se
eliminé el codon de
paro de Kat.

Par de
oligonucleoétidos
directo y reverso
para amplificar la
fusion Kat-Egfp
flanqueada por los
sitios BamHI y Spel

1315 pb

745 pb

1303 pb

2004 pb
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pNAT Xbal 5 -TATCTAGAGCGGAGAGACGGA- 3 Par de 1422 pb
oligonucledtidos
5NAT Bglll 5" —ATAGATCTTTAGGGGCAGGGCATG- 3 directo y reverso
flanqueados por la
secuencia Xbal y
Bglll, en el extremo
5,
respectivamente,
para amplificar el
gen Natl.

2.4 Medios de cultivo

2.4.1 Medios de cultivo para Escherichia coli
Medio Luria Bertani (LB)
Para la preparacion de 1 litro de medio LB liquido se agregaron 10 g de peptona biotriptasa (Bioxon)

5 g de extracto de levadura (Bioxon) y 10 g de cloruro de sodio (Karal).

2.4.2 Medio(s) de cultivo para Agrobacterium tumefaciens
Medio Yeast Extract-Peptone-Soil (YPS)
Para 1 L se adicionaron 1 g de extracto de levadura (Bioxon), 10 g de peptona de caseina (Bioxon),

5 g de sacarosa (Karal), 0.5 g de sulfato de magnesio (Karal).

2.4.3 Medio(s) de cultivo para S. cerevisiae
Medio Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD)
Para 1 L se adicionaron 20 g de dextrosa (Bioxon), 20 g de peptona de caseina (Bioxon), 10 g de

extracto de levadura (Bioxon).

Medio YNB-Ura BY4741

Para la preparacion de 1 L se agregaron 6.7 g de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos
(BDDFICO), 20 g de dextrosa (Bioxon), 0.1 g de L-leucina, 0.1 g de L-histidinay 0.1 g de L-metionina
(SIGMA).

Medio YNB-Ura BY4742

Para la preparacion de 1 L se agregaron 6.7 g de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos
(BDDFICO), 20 g de dextrosa (Bioxon), 0.1 g de L-leucina, 0.1 g de L-histidina y 0.1 g de L-lisina
(SIGMA).
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Medio YNB-Ura Rafinosa 2%
Para la preparaciéon de 1 L se agregaron 6.7 g de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos
(BDDFICO), 20 g de rafinosa (SIGMA), 0.1 g de cada aminoé&cido correspondiente. Se esterilizo el

medio a través de un filtro estéril de 0.45 ym de diametro de poro.

Medio YNB-Ura Galactosa 2%
Para la preparacion de 1 L se agregaron 6.7 g de base nitrogenada de levadura sin aminoacidos
(BDDFICO), 20 g de galactosa (Hycel), 0.1 g de cada aminoacido correspondiente.

Para medio solido se agregaron 20 g de agar bacteriologico (Bioxon) por cada L de medio.

2.4.4 Medio(s) de cultivo para Metarhizium

Medio M-100
Para 1 L se agregaron 10 g de dextrosa (Bioxon), 3 g de KNOs (Karal), 62.5 mL de solucién de
sales M-100 y se aforé con agua destilada. Para medio sélido agregar 1.5 % de agar bacteriologico

(Bioxon).
Medio Dextrosa-Sabouraud (MDS)
Para 1 L se agregaron 0.5% de peptona de carne, 0.5% de peptona de caseina y 2% de dextrosa.

Medio de Induccién con Acetosiringona (Soluciéon IMAS)

Para 100 mL de medio se adicionaron 40 mL de la solucion stock 2.5 mM para medio de induccion,
0.18 g de dextrosa (concentracion final 10 mM), 0.5 mL de glicerol ultrapuro (concentracion final
0.5%) y se aforé con agua destilada. EI medio se esterilizé en autoclave 15 min a 120 Ib. Una vez
enfriado se afiaden 4 mL de la solucién stock 1M MES (concentracidn final 40 mM). Almacenamiento

a temperatura ambiente.

Medio de Induccidn (IMAS so6lido)

Para 100 mL de medio se agregaron 40 mL de la solucion stock 2.5 MM para medio de induccién,
0.09 g de glucosa (concentracion final 10 mM), 0.5 mL de glicerol (concentracion final 0.5%), 1.5%
de agar ultrapuro y 94 mL de agua destilada. La preparacion de este medio se realizé el mismo

dia de la Agro-transformacion de Metarhizium.
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Medio M-100. Agar suave (0.8%)
Para 1 L se agregaron 10 g de dextrosa (Bioxon), 3 g de KNOs (Karal), 62.5 mL de solucién de
Sales M-100 y se aforaron con agua destilada. Para un medio sélido se agreg6 0.8 % de agar

bacteriolégico (Bioxon).

Los medios se esterilizaron en autoclave por 15 min a 125°C y 120 libras de presion.

2.5 Soluciones

2.5.1 Soluciones de uso general

Triton X100 0.1y 0.01%
Para 100 mL se agrego 100 pL (0.1%) y 10 pL (0.01%) de Tritdon X-100 (SIGMA) y se llevd a 100

mL con agua destilada.

2.5.2 Soluciones para Agro-transformacion de Metarhizium

Solucién Stock 2.5 MM Sales para Medio de Induccién

Para 1 L se adicionaron 3.625 g de KH2POQOg4, 5.125 g de K2HPO4, 0.375 g de NaCl, 1.250 g de
MgS0a.7H20, 0.165 g de CaCl..2H20, 0.0062 g de FeS04.7H20 y 1.250 g de (NH4)2S0O4. Cada una
de las sales se disolvié una a una en placa con agitador magnético marca Labnet. Autoclave 120 Ib

por 15 min. La solucién se almacené a temperatura ambiente.

Solucién de elementos-Traza elementales para la solucién de sales M-100
Para 500 mL se agregaron 30 mg de H3BOs, 70 mg de MnCl..4H20, 200 mg de ZnClz, 20 mg de
Na:Mo004.2H20, 50 mg de FeCls.6H20, 200 mg de CuSO0a4.5H20 y se afor6 a 500 ml con agua

destilada. Se esterilizé en autoclave 15 min a 120 Ib. Aimacenamiento a temperatura ambiente.

Solucidén de Sales M-100
Para 1 L se agregaron 16 g de KH2PO4, 4 g de Na2SO4, 8 g de KCI, 2 g de MgS04.7H20, 1 g de
CaClz, 8 mL de Solucién de elementos Traza Elemental M-100 y se afor6 a 1L con agua destilada.

Autoclave 15 min a 120 Ib. Almacenamiento a temperatura ambiente.

Solucién Stock 1M MES
Para la preparacion de la solucion stock se disolvieron 19.52 g de MES (SIGMA) en 80 mL de agua
destilada. Después se ajustd el pH de la solucién a 8 con KOH 5 M llevando a un volumen final de

100 mL. Esterilizar la solucidn por filtracion a través de un filtro 0.45 pm estéril. Aimacenamiento en
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alicuotas de 9 mL a -20 °C. Las sales pueden precipitarse en la solucion Stock fria, si esto sucede,

poner la alicuota a bafio maria a 65 °C seguido de agitacién en vortex para disolver las sales.

Solucién 0.5 M Acetosiringona (AS)

Para 100 mL se afiadi6 9.81 g de Acetosiringona a 90 mL de agua estéril. Después se ajusté el pH
a 8 con KOH 5M y llevé a un volumen de 100 mL. Se esterilizé por filtracion y se guardé en alicuotas
de 10 mL en tubos estériles de 15 mL a -20°C. Los tubos se cubrieron con aluminio debido a que

AS es sensible a la luz.

2.5.3 Soluciones paratransformacion de S. cerevisiae por acetato de litio (LiAc)
Tris-EDTA (TE) 10X (100 mM)

Para 100 mL se disolvié 1.21 g de Tris base y 0.37 g de EDTA en 90 mL de agua destilada. Se
ajusto el pH a 7.5 con unas gotas de HCI diluido 1:20 y se llevo a un volumen de 100 mL con agua
destilada.

Tris-EDTA 1X (10 mM)
Para 1X se realiz6 una dilucion 1:10 de la solucién TE 10X con agua destilada estéril.

Acetato de litio (LiAc) 1 M
Para 100 mL se disolvid, en placa con agitador magnético marca Labnet, 10.2 g de acetato de Litio
dihidratado (SIGMA-ALDRICH) y 90 mL de agua destilada. Se ajusté el pH a 7.5 con gotas de acido

aceético glacial diluido 1:40 y se llevé a 100 mL con agua destilada.

Acetato de litio 100 mM
Para 100 mM se realiz6 una dilucién 1:10 del LiAc 1 M con agua destilada estéril.

Acetato de litio 100 mM/ TE 0.5 X
Para 100 mL se agregd 10 mL de LiAc 1 My 5 mL de TE 10X. Se aforé a 100 mL con agua destilada.

Polyethylenglicol (PEG) 3350 50%

Para 50 mL de PEG 3350 50% se afiadié 25 g de PEG de peso molecular 3350 y 15 mL de agua
MilliQ a un vaso de precipitado. Se disolvié la mezcla en placa con agitador magnético Labnet. Se
aforé a 50 mL con agua MilliQ, se esterilizé en un filtro de 0.45 pym estéril y se recolectd lo filtrado

en un frasco estéril.
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Acetato de litio 100 mM/ PEG-3350 40% / TE 1X
Para 100 mL se agreg6 10 mL de LiAc 1 M, 10 mL de TE 10X y 80 mL de PEG-3350 50%.

Todas las soluciones de S. cerevisiae se esterilizaron a través de un filtro estéril de 0.45 ym de

didmetro de poro y se guardaron a temperatura ambiente.

2.6 Recoleccion de conidios de Metarhizium

La recoleccion de conidios se llevo a cabo adicionando 15 mL de Triton 0.1% estéril a la caja de
medio M-100 sélido con crecimiento 6ptimo (5-7 dias) y raspando con un asa de vidrio previamente
esterilizada hasta despegar los conidios. Se recupero la suspension de conidios con una micropipeta
de 1000 pL y se transfirid a un tubo Corning estéril con malla sintética en la boca del tubo para
retener en ella el micelio que se haya arrastrado. Se repitié el procedimiento hasta clarificar la
suspensidn de conidios recuperada por raspado de la caja. El tubo se centrifugd en una centrifuga
Beckman G5-6R a 6,000 xg por 10 min. El sobrenadante se eliminé por decantacion y la pastilla de
conidios se lavé con 10 mL de Triton 0.01%. Para concluir los conidios se centrifugaron bajo las
mismas condiciones mencionadas y se resuspendié en 10 mL de Triton 0.01%. Los conidios se

almacenaron a 4 °C.

2.7 Conteo en Camara Neubauer

El conteo celular se realizé preparando una dilucion seriada base 10 al tomar 100 uL de cultivo y
colocarlo en un tubo de 1.5 mL con 900 pL de agua destilada estéril y se agitd en vortex. De la
dilucién 1:10 se tomaron 100 L y se colocaron en un tubo de 1.5 ml con 900 uL de agua destilada
estéril el cual se agitdé en vortex para homogenizar la dilucion 1:100. Después se colocaron 10 uL
de la dilucién 1:100 en las dos zonas de conteo de la camara de Neubauer.

Férmula de la concentracion celular (No. de células/mL)

Numero de células totales

Concentracion: ; X 102X 10,000

No. Cuadrantes contados = 2

Factor de dilucion = 102

2.8 Métodos moleculares

2.8.1 Método de extraccion de DNA plasmidico (Miniprep) de E. coli y A. tumefaciens

La extraccion de DNA plasmidico se realizé por el método de lisis alcalina como describe Sambrook
y Russel (2001). La pastilla de DNA obtenida al final del procedimiento se lavé 3 veces con 1mL de

etanol 80 %, se mezcld por inversidn y se decantd el sobrenadante. El tubo con la pastilla se dej6
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secar a 37 °C de 5-7 min para eliminar los restos acuosos. Una vez seca la pastilla se resuspendid
con 10 -20 L de agua de grado HPLC.

La evaluacion del estado del DNA plasmidico se realizé por electroforesis en un gel de agarosa 1%

a 90 Volts durante 30 min tefiido con SYBERsafe seguido de visualizacion en el transiluminador.

2.8.2 Extraccién de DNA gendémico

Para la extraccion de DNA gendmico de la transformante M. brunneum Caro19 primero se realizo el
crecimiento de micelio el cual consistié en inocular 1X10’ conidios/mL en 5 mL de medio liquido
MDS se incub6 a 28°C en agitacion a 150 rpm durante 48 horas. Se obtuvo el micelio por medio de
filtracién por embudo buchner y se guardd a -70°C por 1 dia. Se dividié a la mitad el micelio y se
coloc6 en tubos de 1.5 mL. A cada tubo se le agregaron 300 uL de perlas de vidrio tratadas
(incubadas en &cido clorhidrico 0.1 N durante toda la noche y esterilizadas). A cada tubo se
agregaron 500 pyL de NTES y se agitaron en el TissueLyserll Retsch (QIAGEN) a 30,000
oscilaciones/min durante 20 min. Después de la trituracion se centrifugd a 4°C en centrifuga modelo
5417R (Eppendorf ®) a 955 xg durante 10 min. Se recuperd el sobrenadante en un nuevo tubo de
1.5 mL, se agregaron 200 pL de cloroformo y 200 pL de fenol y se mezclo por inversion. Se centrifugd
a 4°C por 10 min a 20817 xg. Después se recuperd la fase acuosa en un tubo de 1.5 mLy se agreg6
1 yL de RNAsa A (PureLink) e incub6d 15 min a 37°C. Se agreg6 20 pL de NaCl 5M y 400 uL de
etanol absoluto frio (4°C) y se mezclé suavemente por inversion. Esta mezcla se centrifug6 a 4°C
por 10 min a 20817 xg y se decantd. Se realiz6 2 lavados con etanol 80 % con centrifugado entre
cada lavado. Se realiz6 un Ultimo lavado con etanol 80% y se centrifugd a 4°C por 10 min a 20817
Xg Yy se decant6 el sobrenadante. La pastilla se dejé secar a temperatura ambiente durante 5-7 min

y se resuspendi6 en 20-30 pL de HPLC.

2.8.3 Restriccion enzimética
Para cada restriccién enzimatica se utilizé DNA plasmidico, enzimas de restriccion de la marca New
England Biolabs y agua HPLC. Se us6 una unidad de enzima por pg de DNA a cortar. La reaccion

se incubo a 37°C por 2 h, a menos que se indique otras condiciones.

2.8.4 Purificacién de fragmentos de DNA en gel de agarosa

Se prepar6 agarosa 1% con TAE 1X nuevo, se preparo el gel y se cargo en el pocillo toda la reaccion
enzimatica y se sometid a electroforesis en TAE 1X nuevo a 60 Volts por 2 h en camara de
electroforesis y peine lavados con agua y jabén, enjuagados con agua destilada y etanol 100%.
Posteriormente, el gel se colocé en el transiluminador de luz azul en donde se identificé la banda
con el fragmento de interés. Se cortd el fragmento de agarosa que contenia a la banda de DNA de
interés con la ayuda de un bisturi y se procedié a purificar el DNA mediante el kit QIA quick Gel
Extraction de QIAGEN (QIAGEN, 2015), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.8.,5 Ligacioén de fragmentos con T4 ligasa

Para la ligacibn de fragmentos se prepararon 4 reacciones: autoligacion del vector, y las

proporciones vector:inserto 1:1, 1:3 y 1:6.

Autoligacion : :
Plasmido X X X X
Fragmento X 3X 6X
Buffer T4 ligasa* 1L 1L 1pL 1L
Ligasa** 1L 1L 1L 1L
HPLC Llevar a 10 Llevara 10 uL Llevar a 10 MI Llevar a 15 pL
uL

X: depende de la concentracion
*2x Rapid Ligation Buffer (Promega)
**T4 DNA ligasa (3 unidades/pL) (Promega)

Las reacciones se incubaron durante 18 horas a 16°C en el Minicycler MJ RESEARCH.

2.8.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de amplificacion de fragmentos de DNA a partir de plasmidos, consistié en 1 yL de DNA
(10-50 ng), 0.5 yL de cada oligo (aprox. 500 ng), 12.5 pL de JumpStart Taqg ReadyMix (20 mM Tris-
HCI pH 8.3, 100 mM KCls, 3mM MgClz, 0.4 mM de cada dNTP, 0.1 unidad/L de Tag DNA Polimerasa,
JumpsStart Taq antibody) de SIGMA y 10 pyL de agua HPLC. La reaccion de amplificacion se realizé
en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Bio-Systems).

A continuacion, se describe las condiciones y los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de
los fragmentos de interés.

2.8.6.1 Amplificacion de la fusion Egfp-Pex12

Para la amplificaciéon de la fusion del gen Egfp (codifica para la Proteina Verde Fluorescente
mejorada, del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein) y el gen Pex12 (codifica para la proteina
de biogénesis peroxisomal 12) se utilizé el plasmido pGG690 como cadena patrén y la reaccion en
cadena de la polimerasa descrita en la seccion 2.8.5 con los oligonucleétidos BgllIGFPfd y

SpelPEX12rev bajo las siguientes condiciones:
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Figura 7. Condiciones de amplificacion de la fusidon Egfp-Pex12 de Metarhizium brunneum
CARO19.

2.8.6.2 Amplificacién de la fusién Kat (cDNA)-Egfp (PCR fusién)

Para la fusion por PCR de Kat-Egfp se realizaron tres rondas de PCR:

Primera ronda: amplificaciéon de fragmentos a fusionar

Amplificacién del cDNA del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa (Kat)

El cDNA del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa (Kat) se obtuvo mediante RT-PCR con cadena patrén del
cDNA de M. brunneum CARO19 obtenido de 72 h post-infeccion del insecto de prueba Plutella
xylostella. Para esto, se utilizaron los oligonucle6tidos BamHIKATdir-cDNA y KATeGFPrev y los

demas reactivos de la seccion 2.8.6 bajo las siguientes condiciones:

94°C 94°C 799 79°C
1:00 1:00 200 1000
Gsoc 5 .
4°C
2:00 -
30 ciclos

Figura 8. Condiciones de amplificacion del cDNA del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa (Kat) de
M.brunneum CARO19.
Amplificacion del gen enhanced green fluorescent protein (Egfp)

El gen Egfp se amplificé por PCR a partir del plasmido pPAGICA114 con los oligonucleétidos
KATeGFPdir y eGFPSpelrev bajo las siguientes condiciones:
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Figura 9.Condiciones de amplificacion del gen Egfp (Enhanced Green Fluorescent Protein)
para la fusion del cDNA del gen Kat con el gen Egfp de M. brunneum CARO19.

Seqgunda ronda de PCR, fusién de Kat-Egfp:

Para la segunda ronda de amplificacion se utilizé 1 yL de amplificacion del gen Kat, 1 uL de
amplificacion del gen Egfp, 12.5 yL de JumpStart Taq ReadyMix y 10.5 yL de agua HPLC baijo las

siguientes condiciones:

94°C  94°C

, 72°C = 72°C
200030\ e5°Cc / 2:30  10:00
10:00
------------------------- 15 ciclos

Figura 10. Condiciones de la segundaronda de la reaccion de PCR para la fusion de los
amplicones Kat de M. brunneum CARO19 y Egfp.

Tercera ronda de PCR: amplificacién de la fusién Kat-Egfp:

Para la tercera ronda de PCR se utilizaron 5 yL del producto de fusién (reacciéon de la segunda
ronda de PCR), 0.5 pL del oligonucleétido directo BamHIKATdir-cDNA, 0.5 yL del oligonucleétido
reverso eGFPSpelrev, 12.5 yL de JumpStart Taq ReadyMix y 6.5 uL de agua HPLC bajo las

siguientes condiciones:
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Figura 11. Condiciones de la tercera ronda (amplificacion) de la fusion de Kat (cDNA)-Egfp
de M. brunneum CARO19.

2.8.6.3 Amplificacidon de Kat-Egfp (comprobacién molecular)

Para la comprobacién molecular por PCR de la transformaciéon de M. brunneum CARO19 con el
vector pPAGICA114 se utilizaron 1 pL de DNA gendmico (50-100 ng) de la cepa transformante, 1
pL del oligo directo BamHIKATdir y 1 uL del oligo reverso eGFPSpelrev, 12.5 uL de JumpStart y
10.5 pL de agua HPLC bajo las siguientes condiciones de amplificacion:

94°C 94°C

, 72°C 72°C
1:00 100\ 65°C  /3:00 10:00"
2:00
------------------------- 30 ciclos i

Figura 12. Condiciones de amplificacion del fragmento Kat-Egfp para la comprobacion
molecular de la transformacion de M. brunneum Carol19 con el vector pPAGICA114.

2.8.6.4 Amplificacion de Natl (comprobacién molecular)

Para la comprobacion molecular por PCR del gen Natl de la transformacion de M.brunneum
CARO19 con el vector pPAGICA114 se usé 1 yL de DNA gendmico (50-100 ng) de la cepa
transformante, 1 pL del oligo directo pNAT Xbal y 1 L del oligo reverso 5NATBqlll, 12.5 pL de
JumpStart y 10.5 pL de agua HPLC bajo las siguientes condiciones:
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Figura 13. Condiciones de amplificacion del gen Natl (codifica para la proteina Nurseotricina
acetil transferasa que confiere resistencia al antibidtico nurseotricina) de seleccion para la
comprobacién molecular de la transformacién de M. brunneum Carol19 con el vector
pPAGICA114.

2.8.7 Transformaciones

28.71 Transformacion por choque térmico de E. coli

Se descongelaron en hielo 50 yL de células quimicamente competentes DH5a. A las células
competentes se incorpord 1 uL de DNA plasmidico (20 - 100 ng) mezclando suavemente y se colocé
20 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo se llevd la reaccion de transformacion a 42°C por dos

minutos e inmediatamente se puso en hielo durante 2 minutos.

Después del choque térmico se afiadié 1 mL de LB liquido sin antibidtico y se mezcl6 por pipeteo
suave. Después, se incub6 la mezcla a 37°C en agitacién durante 1 h. A continuacion se centrifugé
a 20817 xg durante 1 min donde formé una pastilla celular y una fase acuosa la cual se removio

hasta dejar 100 L y se resuspendio por pipeteo la pastilla celular.

Las células transformadas se plaqueron en medio LB sélido, con el antibiético de seleccidn, y se

incubaron a 37°C por 16 h.

2.8.7.2 Transformacién por choque térmico de A. tumefaciens

La transformacion de A. tumefaciens se realiz6 descongelando 100 uL de células quimicamente
competentes AGL-1 en hielo. Al tubo con las células se le incorporaron 5 uL de DNA plasmidico
(100-1000 ng). Se incubaron por 30 min en hielo, luego se incubaron en nitrégeno liquido por 5

minutos y por ultimo a 37 °C por 5 min.

Después del choque térmico se afiadié 1 mL de medio YPS, se coloco la reaccion a 28 °C por 3 h
en agitacion. A continuacion, se centrifugd a una temperatura de 4 °C durante 10 min a 6797 xg, se
removio el sobrenadante hasta dejar 100 uL que se resuspendieron por pipeteo hasta resuspender

la pastilla bacteriana.

La transformacion se plaque6 en medio YPS sdlido, con el antibiético de seleccion, y se incubd a 28
°C por 2 dias.
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2.8.7.3 Agro-transformaciéon de M. brunneum CARO19
Una colonia recombinante de A. tumefaciens que contiene el vector de interés se crecié en 5 mL de

YPS liquido suplementado con carbenicilina y kanamicina a una concentracion final de 50 ug/mL
de cada antibidtico en un matraz de 250 mL. Se incub6 a 28°C por 16-20 h en agitacion. Se
extrajeron 1.5 mL que se desechd. A los 3.5 mL restantes se le agregaron los reactivos de induccion:
15.3 mL de solucion IMAS, 800 uL de solucién 1M MES y 8 uL de 0.5 M Acetosiringona. Se cubrié
el matraz con papel aluminio e incubd a 28 °C por 4-6 h en agitacion a 200 rpm.

Por otra parte, los conidios de la cepa M. bruneum CARO19 se recolectaron y se contaron en camara
de Neubauer, los cuales se resuspendieron a una concentracion final de 5X10° conidios/mL en Tritén
0.01%. La solucion de conidios se centrifugd a 2655 xg por 5 min. El sobrenadante se decanté y a
los conidios se le agreg6 1 mL de la suspensién de induccién de Agrobacterium mezclando

suavemente por inversion.

Se tomaron 200 uL de la mezcla conidios- Agrobacterium y se esparcieron sobre un papel filtro en
una caja de cultivo. La caja de cultivo de crecimiento de colonias transformadas de Metarhizium
consistié en un sistema de IMAS sélido y encima papel filtro negro estéril colocado de tal manera

que quedara adherido al IMAS sdlido. La caja de cultivo se incub6 a 28°C por 2 dias en oscuridad.

Luego de los 2 dias de incubacién, el papel filtro se transfirié a una caja de M-100 sélido adicionado
con cloranfenicol 100 pg/mL y nurseotricina 350 ug/mL. Esta placa se incubé a 28°C por 1 dia en
incubadora con fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. A la placa anterior se le verti6 M-100
agar suave sobre el papel filtro y se dejo crecer a 28°C en incubadora con fotoperiodo de 16 h de

luz y 8 h de oscuridad durante 5-20 dias hasta la aparicion de colonias transformantes.

Las colonias transformantes se tomaron con un palillo mojado con tritén 0.1% y se transfirieron a M-
100 solido con cloranfenicol y nurseotricina. Para estas colonias se realizaron 3 pases a nuevo M-
100 solido para proporcionar estabilidad genética y después se continud con cultivos monoespoéricos

como se describe a continuacion.

Cultivos monoespéricos de Metarhizium

Cada colonia transformante se crecio en caja de M-100 sdlido con cloranfenicol y nurseotricina a 28
°C en incubadora con fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad durante 5-10 dias. Se
recolectaron los conidios transformantes y se prepararon diluciones con una concentracién de 1,000
conidios/mL. Se sembraron 50 conidios por espatulado con asa de vidrio en medio M-100 sélido con
cloranfenicol y nurseotricina. Las cajas de medio se incubaron a 28 °C en incubadora con un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad durante 10 dias o hasta la aparicién de colonias. Para

cada colonia emergente se repitio el procedimiento descrito 2 veces.
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2.8.7.4 Transformacion de S. cerevisiae
Se utiliz6 el protocolo de transformacion genética de S. cerevisiae descrito por Sherman (1991) con

ciertas modificaciones descritas a continuacién. Una colonia fresca no mayor a dos dias de edad,
de la cepa BY4741 de S. cerevisiae se crecio en 5 mL de YPD liquido a 28 °C en incubadora marca
Vichi INO 650V7 durante toda la noche a 150 rpm. Transcurrido el crecimiento, el cultivo pre-inéculo
se contd en una Camara Neubauer, en una diluciéon 1:100 en agua destilada estéril, para después
inocular 5X108 células/mL con 50 mL de YPD liquido atemperado (medio incubado a 28 °C toda la
noche) en un matraz de 250 mL. El cultivo se incubé a 28 °C en agitacién a 150 r.p.m. hasta que
se alcanzd una concentracién de 2X107 células/mL, se contaron en cdmara Neubauer en una
dilucion 1:100 en agua destilada estéril, durante 3-5 horas.

El cultivo se colecto por centrifugacion a 4,000 xg durante 8 min en centrifuga Beckman G5-6R, se
decant6 el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 10 mL de agua destilada estéril para
nuevamente centrifugar por 10 min a 4,000 xg. Se descartd el agua por decantacion y se
resuspendieron por pipeteo en 500 uL de Acetato de Litio 100 mM/ TE 0.5 X. Se incubé durante 1
hora a 30°C con agitacion a 150 r.pm. A continuacion, el DNA de esperma de salmén (DNA
acarreador) se incub6 durante 10 min a 95°C en termociclador Minicycler MJ RESEARCH e
inmediatamente se colocd en hielo. Posterior a la incubacion se tomaron 100 uL de células y se

agregaron en el siguiente orden:
700 yL de Acetato de Litio 100 mM/ PEG-3350 40%/ TE 1X

4 uL de DNA acarreador de cadena sencilla (1 mg/mL) precalentado 10 min a 95°C e incubado

en hielo inmediatamente hasta antes de ser usado.
10 pug de DNA plasmidico

Esta mezcla se mezclé vigorosamente en vortex y se incubo durante 1 hora a 30 °C a 150 r.p.m.
Inmediatamente después se incubd en el Multi-blok heater marca LAB-LINE a 42°C durante 15 min.
Se centrifug6 durante 8 s en microcentrifuga a maxima velocidad, se desecho el sobrenadante, se
lavé la pastilla dos veces con 700 pL de agua destilada estéril resuspendiendo por pipeteo suave y
se centrifugé en microcentrifuga durante 8 s. Se resuspendié la pastilla con 150 pyL con agua
destilada estéril por pipeteo suave, se sembrd en medio selectivo YNB-Ura y se incub6 durante 2-
4 dias a 28°C.

2.9 Microscopia de fluorescencia
2.9.1 Microscopiade M. brunneum

Para la preparacién de muestra se inocul6 5 mL de medio liquido MDS y 20 pL de conidios de las

cepas de M. brunneum por analizar en un matraz de 50 mL. Cada muestra se incub6 a 28 °C a 100
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rpm durante 12-14 horas. El cultivo se recolectd en un tubo de 1.5 mL y se centrifugé a 239 xg por
10 minutos para eliminar los contaminantes del medio. Se decantd el medio y posteriormente se
lavaron 2 veces con Tritén 0.01 % centrifugando a 956 xg por 8 minutos. Finalmente, se resuspendio
la pastilla en Triton X-100 al 0.1 %. Se agitdé en el vortex durante 2 minutos para deshacer los
agrupamientos de micelio y se tomo 10 uL de muestra que se colocaron en portaobjetos nuevo para

su visualizacion en el microscopio.

La microscopia de las colonias transformantes de M. brunneum se realiz6 en un microscopio Nikon
OPTIHOT-2 equipado con accesorios de fluorescencia. Las muestras se observaron utilizando los
filtros GFP HYQ (LP= 425-475/480/485LP y TRITC HYQ 530-550/565/690-650 (Chroma, Vermont,
USA). Las imagenes adquiridas se analizaron con el software SPOT Advanced version 5.2.

2.9.2 Microscopiade S. cerevisiae

Para la microscopia se realiz6 la induccion del promotor Gall de la siguiente manera: se inoculé
una colonia transformante en 3 mL de medio liquido YNB-Ura Rafinosa 2% en un tubo de cultivo y
se crecio por 12 horas a 28 °C con agitacion a 150 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (ODeoo)
de 0.4-0.5. Se recolectaron las células por centrifugacion a 5204 xg por 1 min y se lavaron 2 veces
con 1 mL de agua destilada estéril. Las células se inocularon en 5 mL de medio liquido YNB-Ura
Galactosa 2 % y se incubaron a 28 °C en agitacién a 150 rpm durante 6 horas tomando 10 uL a

cada horay visualizando en microscopio 6ptico

Las fotos de epifluorescencia se tomaron en microscopio de fluorescencia Nikon OPTIHOT-2
equipado. Las muestras se observaron utilizando los filtros GFP HYQ (LP= 425-475/480/485LP y
TRITC HYQ 530-550/565/690-650 (Chroma, Vermont, USA). Las imagenes adquiridas se analizaron

con el software SPOT Advanced version 5.2 se tomaron las imagenes.

Las fotos en campo claro se tomaron en un microscopi 6ptico Carl Zeiss Primo Star con el objetivo

40X, paralo cual se utilizo la camara Carl Zeiss AxioCam ERc 5s y el software Axiovision Rel. 4.8.
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3. Resultados

El entomopatégeno de género Metarhizium tiene factores de patogenicidad como la familia de
genes 2np con ubicacién peroxisomal predicha por bioinformatica y se demostr6 la localizacion
peroxisomal de tres de las proteinas 2NP de Metarhizium; 2NP3, 2NP4 y 2NP6 en S. cerevisiae a

través del etiquetamiento con la proteina MCHERRY (Ramirez-Cuellar, 2012; L6pez Macias, 2013).

El objetivo de este trabajo fue analizar en Metarhizium el etiquetamiento de posibles peroxisomas
empleando el gen Kat de Metarhizium, etiquetado con la proteina verde fluorescente GFP. Asi
mismo en S. cerevisiae se buscd demostrar la ubicacion peroxisomal en S. cerevisiae de las
proteinas de Metarhizium PEX12 y KAT etiquetadas con GFP, mediante comparacion con el patrén
de distribucién observado en la cepa del gen Potl etiquetado con GFP y/o en la cepa de levadura

que expresa constitutivamente la fusién GFP-SKL.

LOCALIZACION INTRACELULAR DE LAS FUSIONES EGFP-PEX12 Y KAT-GFP EN
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

3.1. Construccién de la fusién Egfp-Pex12

Para la construccion in silico se utilizd la secuencia Pas10/Peroxin-12 de M. acridium (Gene BanK
MAC_01371) y la secuencia de Egfp (GenBank U57607.1), sin el codon de paro. La fusién se realizd
con la herramienta SeqBuilder del programa DNASTAR. Ademas, se afiadieron las secuencias de

flanqueo de las enzimas Bglll, inicio de Egfp, y Spel, al final de Pex12. La longitud final es 2011 pb.

La amplificacion por PCR de la fusion génica de Egfp-Pex12 se realiz6 a partir del plasmido pGG690.
Primero se amplificé el gen Egfp utilizando los oligos BgllIGFPfd y GFPPex12rev (Tabla 3)
obteniendo un producto de amplificaciéon de 747 pb. A su vez se amplificé el gen Pex12 utilizando
los oligos GFPPex12fd y SpelPex12rev (Tabla 3) obteniendo un producto de amplificaciéon de 1315
pb. Estos dos fragmentos se alinearon por complementariedad de secuencias y se permitié su fusion
mediante extension con la polimerasa. Y finalmente en una tercera ronda se amplificd la fusion
utilizando los oligos BgllIGFPfd y SpelPex12rev (Tabla 3) con un tamafio de amplificacion de 2011
pb (Fig. 14). Esta fusion fue ligada al vector pGEM-TEasy con un tamafio de construccion total de
5026 pb. El vector fue introducido a E.coli DH5a por choque térmico y se realizé extraccion de DNA
plasmidico de los transformantes por método de extraccion de lisis alcalina. Después se identificd
al recombinante por restriccion con BamHI y Bglll-Spel, generando los fragmentos de 3015 pb
correspondiente al vector, y el fragmento de 2011 pb correspondiente a la fusién Egfp-Pex12 (Fig.
15). La razén por la cual Egfp se puso al inicio de la fusién fue debido a que se ha visto que las
proteinas con sefial peroxisomal PTS1 tienden a degradar el extremo del carboxilo terminal;

colocando Egfp en el extremo N-terminal donde no es degradado (Kurochkin et al., 2007).
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Figura 14. Diagrama de amplificacion de Egfp-Pex12 por la técnica de PCR fusién.
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Figura 15. Diagrama de la construccion pGG690 y comprobacidn por restriccion enziméticay
PCR. A. Construccion in silico pGG690, compuesto por la fusion génica eGFP-Pex12 ligada al vector
pGEM-TEasy realizada en el programa ApE version 2.0.53c. B. Comprobacién de la construccion
pGG690 por analisis de restriccion con BamHI generando los fragmentos: pGEM-TEasy de 3015 pb
y Egfp-Pex12 de 2011 pb. C. Comprobacion de la construccién pGG690 por analisis de restriccion
con las enzimas Bglll y Spel, secuencias que flanquean el fragmento Egfp-Pex12. D. Comprobacién
de pGG690 por PCR con amplificacién de Egfp-Pex12 de 2011 pb. M. marcador de peso molecular
en pb.

3.2 Clonacién de la fusion Egfp-Pex12 en el vector pYES 2.0 de S. cerevisiae

A partir del vector pGG690 se realiz6 la ligacion del fragmento Egfp-Pex12 al vector de expresion
pPYES 2.0 (Invitrogen) de S. cerevisiae. Primeramente se realizd una serie de digestiones como se
describen a continuacion: El vector pGG690 se digirid con la enzima Bglll y para pYES 2.0 se
realizaron 2 reacciones de digestion, en una reaccion se uso la enzima BamHI (pYES 1) y otra con
la enzima Xbal (pYES Il). Las digestiones se incubaron a 37° C durante 2 horas. Las enzimas se
removieron de las digestiones con fenol-cloroformo y pasos consecutivos mostrados en la seccién

2.8.1 de materiales y métodos.

Después se realizaron las digestiones descritas a continuacion: el vector pGG690 con la enzima
Spel; el vector pYES | se us6 Xbal y para pYES Il se usé BamHI. Las digestiones se incubaron a
37° C durante 2 horas.

En seguida, el volumen total de las digestiones se separd por electroforesis en geles de agarosa y
se rescataron y purificaron los fragmentos de DNA de interés por cromatografia de afinidad como
se describe en el procedimiento descrito en 2.8.4 en la seccion de materiales y métodos. Una vez

purificados los fragmentos se verific el tamafio de los fragmentos mediante electroforesis en gel de
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agarosa y se estim@ su concentracion, y se realizo la ligacion de Egfp-Pex12 al vector pYES 2.0
empleando las proporciones 1:1, 1:3 y 1:6 (vector:fragmento) descrito en 2.8.5 de materiales y
métodos.

Las células competentes de E.coli se transformaron con las ligaciones, se extrajo DNA plasmidico
de 6 colonias transformantes. El plasmido recombinante se identificé y se comprobé por restriccion
enzimética con Hindlll y Ncol, y mediante PCR con los oligos BgllIGFPfd y SpelPex12rev (Fig. 16).
La construccion generada se nombro pJRC133.

pJRC133

7791 pb

URA3

PGAL1

Puras

|
pYES2.0
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Figura 16. Diagrama de la construccién pJRC133, comprobacién por restriccion enzimaticay
PCR. A. Construccion pJRC133, compuesta por el fragmento Egfp-Pex12 ligado al vector pYES2.0
realizada por el programa ApE version 2.0.53c. B. Comprobacion de la construccion pJRC133 por
analisis de restriccion con las enzimas Hindlll y Ncol generando los fragmentos: 4839 pb y 2952 pb,
resultados mostrados en los carriles 1-6 correspondientes a las clonas recombinantes. C y D.
Comprobacién por PCR de la construccion pJRC133 mediante la amplificacion del fragmento eGFP-
PEX12 de 2011 pb. M. marcador de peso molecular en pb.

3.3. Construccién de la fusion Kat-Egfp
La construccion in silico se emplearon la secuencia nucleotidica de 3-cetoacil-CoA tiolasa (Kat) de
M. brunneum ARSEF 3297 (nimero de acceso KID77958.1, NCBI, 2017) y la secuencia de su
RNAmM (XM_014691627.1.)

En un contexto gendmico hay 4 exones y 3 intrones con una longitud de 1513 pb (Fig. 17). El
alineamiento del gen y del RNAm se llevo a cabo con el método Clustal V Method en el programa
DNASTAR. Las secuencias alineadas se designaron como la secuencia de cDNA con longitud de
1278 pb.

Para la amplificacién del cDNA, a la secuencia se le quitaron las 3 Ultimas bases del codén de paro.
En el disefio del oligonucleétido directo BamHIKATdir-cDNA se afiadié en el extremo 5’ del gen la
secuencia GGATCC de BamHI, y en el extremo 3’ se le afiadié una secuencia de empalme de 22
pb con el gen Egfp.

La fusion quedd Kat-Egfp que a diferencia de Egfp-Pex12, se ha visto que las proteinas con sefial
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peroxisomal PTS2 tienden a degradar el extremo N-terminal; colocando EGFP en el extremo C-

terminal de KAT donde no es degradado (Kurochkin et al., 2007).

y Y meRooue ) ) Gen 3-cetoaci-CoA filasa [Kaf|
)T ol ) woueszs ) ) RNAm del gen Kt

Figura 17. Contexto gendmico del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa (KAT).

Para la reaccion de PCR de fusion Kat-Egfp; se realizé la primera ronda de PCR a partir del cDNA
de M. brunneum obtenido previamente de insectos infectados con Metarhizium a las 72 h post-
inoculacién, con los oligos BamHIKATdir-cDNA y KATeGFPrev (Tabla 3) con un producto de
amplificacion de 1303 pb y se amplificé el gen Egfp a partir del plasmido pGG690 utilizando los
oligos KATeGFPdir y eGFPSpelrev (Tabla 3) con un tamafio de amplificacion de 745 pb (Fig. 18).
Estos fragmentos fueron alineados por complementariedad de secuencias realizandose la fusién
por extension de la polimerasa. Y finalmente en una tercera ronda se amplifico la fusion utilizando
los oligos BamHIKATdir-cDNA y eGFPSpelrev (Tabla 3) generando un producto de amplificacion de
2004 pb (Fig. 19).

Esta fusién se ligo al vector pGEM-TEasy para obtener un tamafio de construccion total de 5004 pb.
El vector modificado se introdujo a E.coli DH5a por choque térmico a partir de las cuales se extrajo
DNA plasmidico por método de lisis alcalina. Posteriormente se confirmd el plasmido recombinante
por restriccién enzimética con EcoRlI, generando los fragmentos de 3015 pb, 1500 pb y 500 pb (Fig.

20). La construccién generada se nombr6 pJRC134 (Tabla 2).
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Figura 18. Diagrama de amplificacion de Kat (cDNA)-Egfp por la técnica de PCR fusion.
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Figura 19. Electroforesis de PCR de la fusién Kat-Egfp. A. Amplificacién del gen Kat con los
oligonucleotidos BamHIKATdir-cDNA y KATeGFPrev tamafio de amplicon 1303 pb. B. Amplificacion
del gen Egfp la primera con los oligos KATeGFPdir y eGFPSpelrev tamafio de amplicon 745 pb. C.
Producto de PCR fusion con tamafio de amplicon 2004 pb. M. marcador de peso molecular en pb.
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Figura 20.Diagrama de la construcciéon pJRC134, comprobacién por restriccion enzimaticay
PCR. A. Construccion in silico pJRC134, compuesto por el fragmento Kat-Egfp ligado al vector
pGEM-TEasy realizada con el programa ApE version 2.0.53c. B. Comprobacion de la construccion
pJRC134 por analisis de restriccion con EcoRI generando los fragmentos: 3015 pb, 1500 pb y 500
pb. C. Comprobacién por PCR de la construccion pJRC134 mediante la amplificando el fragmento
Kat-Egfp de 2004 pb. M. marcador de peso molecular en pb.
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3.4 Clonacién de la fusion Kat (cDNA)-Egfp en el vector pYES 2.0 de S. cerevisiae
A partir del vector pJRC134 se recuperd la fusion Kat-Egfp para ligarla al vector de expresion pYES

2.0 (Invitrogen) de S. cerevisiae. Para esto, se digiri6 el vector pJRC134 con la enzima BamHI y
mientras que el vector pYES 2.0 se digiri6 con dos enzimas de manera independiente: en una
reaccion se uso la enzima BamHI (pYES 1) y en otra la enzima Xbal (pYES Il). Las digestiones se
incubaron a 37°C durante 2 horas. Las enzimas se removieron las digestiones con fenol-cloroformo
y pasos consecutivos. Después de la precipitacion, los DNAs purificados se digerieron nuevamente
como sigue a continuacion se describe: el vector pJRC134 con la enzima Spel; para pYES | se uso

Xbal y para pYES Il se uso6 la enzima BamHI. Las digestiones se incubaron a 37°C durante 2 horas.

En seguida, el volumen total de las digestiones se separo por electroforesis en geles de agarosa y
el vector linearizado y la fusién Kat-Egfp se rescataron de los geles y se purificaron por cromatografia
de afinidad por el procedimiento descrito en 2.8.4. Una vez con los fragmentos de DNA purificados
se verificd su tamafio y se estimo su concentracion por electroforesis en gel de agarosa. Con esta
informacion se realiz6 la ligacién al vector pYES 2.0 empleando las relaciones vector:inserto; 1:1,
1:3 y 1:6. Las ligaciones se usaron para transformar E.coli, y los plasmidos recombinantes se
identificaron y comprobaron por andlisis de restriccion con las enzimas BamHI| y EcoRlI, y mediante
PCR con los oligos BamHIKATdir-cDNA y eGFPSpelrev (Fig. 21). La construccién generada se
nombré pJRC135.
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Figura 21. Diagrama de la construccién pJRC135, comprobacién por restriccién enzimaticay
PCR. A. Construccién del vector pJRC135, compuesto por el fragmento Kat (cDNA)-Egfp ligado al
vector pYES 2.0, realizada con el programa ApE version 2.0.53c. B. Comprobacion de la
construccion pJRC135 por andlisis de restriccion con las enzimas BamHI y EcoRIl. Tamafio de
fragmentos de restriccion: 7280 pb y 501 pb. C. Comprobacion por PCR de la construccion pJRC135
mediante la amplificacion del fragmento Kat (cDNA)-Egfp de 2004 pb. M. Marcador de peso
molecular en pb.
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3.5 Transformacion de S. cerevisiae con los vectores pJRC133y pJRC135

S. cerevisiae es un organismo modelo en el cual se conoce tanto la biogénesis como la funcionalidad

de los peroxisomas.

Con los plasmidos recombinantes pJRC133 (GFP-PEX12) y pJRC135 (KAT-GFP) se transformoé S.
cerevisae para expresar los genes peroxisomales Pex12 y Kat previamente fusionados a la etiqueta
Egfp y encontrar un patrén de distribucion de la sefial fluorescente tipico de peroxisomas en S.
cerevisiae, lo que ayudara a confirmar la ubicacion de estas proteinas en otro modelo como lo es

Saccharomyces reforzando los resultados que se obtengan en Metarhizium.

Los peroxisomas en S. cerevisiae han sido ampliamente estudiados utilizando (Erdmann & Gould,
2002) Las siguientes cepas de S. cerevisiae previamente transformadas por Ramirez-Cuellar
(2012), se utilizaron como control: cepa BY4741 nativa, la cepa BY4742 que expresa la fusion GFP-
SKL (Fig. 22 D-F) y la cepa BY4742 que expresa la fusion POT1-GFP (Fig. 22 E-G) y la cepa BY4742
gue expresa la fusion 2NP6-MCHERRY (Fig. 22 A-C).
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Figura 22. Microscopia de fluorescencia de cepas de S. cerevisiae transformadas con
distintas construcciones alas 6 horas de induccion de PGAL1. A-C. Células de la cepa 2NP6.
D-F. Células de la cepa GFP-SKL. G-I. Células de la cepa POT1-GFP. Imagenes tomadas con el
programa SPOT Advanced versiéon 5.2. A, D y G. Campo claro. B. Filtro TRITC HYQ. E y H. Filtro
GFP HYQ (LP). C, Fy I. Empalme campo claro y fluorescencia.

Las colonias transformantes se seleccionaron por prototrofia a Uracilo. Dichas colonias
transformantes se indujeron para que sobreexpresaran el gen modificado clonado en pYES2.0, con

el protocolo descrito en 2.9.2 de materiales y métodos.

Para las cepas control la induccion fue exitosa con un mayor indice de fluorescencia a las 6 horas
(Fig. 22). No se muestran células transformadas con Egfp-Pex12 y Kat-Egfp debido a que no mostré

fluorescencia.

Las observaciones de las células transformantes con Pex12-Egfp o Kat-Egfp en campo claro mostré
células mas pequenfias (ver Fig. 23 D y F). Se tomaron fotos antes y después de la induccion. Antes
de la induccion las células madre y las células hija presentaban dimensiones mayores que después
de la induccion. Mientras que después de la induccion la célula madre e hija tenian un rango de

variacion de tamafio menor

En contraste con las cepas control (BY4741, 2NP6-MCHERRY, GFP-SKL y POT1-GFP), en campo
claro mostraban un tamafio similar antes y después de la induccion. Ademas, que mostraban
actividad metabdlica activa observable como células en division, células madre con una célula hija
(Fig. 23).

Por lo tanto, las fusiones génicas de los genes Pex12-Egfp o Kat-Egfp de Metarhizium al ser

inducidas en Saccharomyces provocan algun tipo de estrés en las células provocandoles la muerte.

Pagina | 50



Para demostrar cuantitativamente las observaciones en el cambio de tamafio de las células antes y
6 horas después de induccion del promotor GAL1 (PGAL1) se realizé una gréafica de caja-bigotes
para BY4741 (control negativo), POT1-GFP (control positivo) y las cepas de interés GFP-PEX12 y
KAT-GFP con el programa Excel 2010. De cada cepa se midieron 50 células por tratamiento (antes
y después de la induccion) con excepcion de la cepa BY4741 donde sélo se tienen mediciones sin
inducir debido a que el medio de induccién carece del aminoacido uracilo, marcador de seleccién
para las células transformantes de pYES2.0. En la grafica se muestra lo observado en las imagenes,
asi mismo la distribucion de los datos mostr6 una disminucién en el tamafio de la célula después de
la induccidn (Fig.24). Esta diferencia en tamafio se corrobora al realizar la comparacién donde de la
cepa POT1-GFP, en la cual si se obtuvieron células con fluorescencia verde y localizacion en la

membrana peroxisomal.

Después que la grafica caja-bigotes mostré la dispersion de los datos se buscé un método
estadistico que demostrara que habia diferencia significativa en los datos. Para esto se utiliz6 el
andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. Primero se establecié como hipétesis nula (Ho) que
el promedio de la longitud de las células de S. cerevisiae era igual para todos los tratamientos con
un 95% de confianza y como hipétesis alternativa (H1) que en al menos uno de los tratamientos el
promedio de la longitud de las células es distinto con un 95% de confianza. Con Excel 2010 se
realizé el andlisis de datos que gener6 la tabla de andlisis de varianza (Fig. 25A). Donde con la
comparacion del estadistico F>valor critico para F mostrando que hay una diferencia significativa
(marcado en amarillo). Enseguida lo que se hizo fue ver qué grupo o grupos hacen esta diferencia
significativa por lo cual se realiz6 la prueba de Tukey a partir de la cual se calculd el multiplicador,
el cuadrado del error medio (MSE) y el tamafio de la muestra de cada grupo (n) y con estos datos
se calculd la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) (Fig. 25 B). Por otra parte, se elabor6 una
tabla con la diferencia de los promedio entre cada grupo. En la tabla se identificaron las celdas con
un valor mayor a HSD (celda color rosa), sin importar el signo de la diferencia del promedio. La
mayor diferencia (celda color azul) se obtuvo al comparar los controles BY4741 y POT1-GFP con
las células transformantes GFP-PEX12 y KAT-GFP después de la induccion (Fig.25 C).

Con la gréafica y la prueba estadistica se demostré6 que el proceso de induccion provocd una
reduccién en el tamafio de las células de S. cerevisiae donde la expresion de PEX12-GFP y KAT-
GFP producen un efecto téxico en el metabolismo de las células transformantes. No se realizd
alguna prueba molecular en las transformantes no fluorescentes pero se concluye que son

transformantes por crecer en medio con ausencia de Uracilo.

Pagina | 51



Pagina | 52



Figura 23. Microscopia de células transformadas de S. cerevisiae. A. Células de cepa control
sin transformar BY4741. B. Células de cepa control 2NP6-MCHERRY. C. Células de cepa control
GFP-SKL. D. Células de cepa transformada con pJRC133 (PEX12-GFP). E. Células de cepa control
POT1-GFP F. Células de cepa transformada con el plasmido pJRC135 (KAT-GFP). I. Células antes
de la inducciéon de PGALL. Il. Células después de 6 horas de la induccién de PGAL1. Imagenes
tomadas con el programa Axiovision Rel. 4.8.
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Longitud de células de 5. cerevisiae antes y después de la
induccion de PGAL1

p-value: 0.05
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Figura 24. Grafica caja-bigotes de la longitud de las células de S. cerevisiae antes y

después de la induccion de PGAL1. En rojo se muestran los datos antes de la induccion (A.l) y en

amarillo después de la induccion (D.1). BY4741 es el control negativo.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de los variaciones | Suma e cuadrados | Grados de libertad | Promedio de Jos cuadrados f Probabilidad | Valor critico para F
Entre grupos 7101983081 b 11.83663847| 4307101553 7039 2124504742
Dentro de 10s grupos 96.18587843 350 0.274816796

Total 167.2057092 356

PRUEBA DE TUKEY

Multiplicador )

MSE 0.2748167%

| 5
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TABLA DE DIFERENCIAS
BY4711 GFP-PEX12 A\l |GFP-PEX12D.l1 |[KAT-GFP Al |KAT-GFPD.I [POT1-GFP A.l |POT1-GFPD.I

BY4741 0.20372549
GFP-PEX12 Al -0.234705882 0.141176471 -0.030980392| 0.077058824

GFP-PEX12D.) -0.921960784) -0.252745098
KAT-GEP Al -0.141176471] 0921960784 -0.177156863] -0.064117647
KAT-GFPD.| 0.252745098 e

POT1-GFP Al -0.20372549  0.030980392 0.172156863
POT1-GFPD.| -0.077058824 0.064117647

0.108039216

-0.108039216

Figura 25. Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor. A. Andlisis de datos. B. Prueba de
Tukey. C. Tabla de diferencia del promedio entre cada cepa. Datos generados en Excel 2010. Los
colores de las celdas en color rosa muestran un valor mayor a HSD, sin importar el signo de la diferencia
del promedio. Las celdas en color azul indican los calores con la mayor diferencia obtenida al
comparar los controles BY4741 y POT1-GFP con las células transformantes GFP-PEX12 y KAT-
GFP después de la induccion.

VISUALIZACION DE PEROXISOMAS EN METARHIZIUM BRUNNEUM
3.6 Agrotransformacion de M. brunneum con el vector pPAGICA114
Para demostrar que la proteina KAT de Metarhizium brunneum tiene en su secuencia la sefial
peroxisomal PTS2, relacionada con la localizacién peroxisomal, se realiz6 el alineamiento con las
proteinas 3-cetoacil CoA tiolasa de S. cerevisiae donde ya esta bien estudiada su secuencia y en

Neurospora crassa, el cual es el organismo modelo de hongos.

Se realiz6 un alineamiento en el programa Bioedit con ClustalW Multiple Alignment de las
secuencias POT1 de S. cerevisiae (ID P27796, UniProt), la secuencia para la 3-cetoacil CoA tiolasa
del hongo N. crassa (ID Q7S6N9, Unitprot) y KAT de M. brunneum (ID XP_014547113.1, NCBI).
Para las tres secuencias se muestra la secuencia consenso PTS2 (Fig. 26).

S, cerevisine LU Q Qs51KD V m
N AM G ASLCSTALD sQl 66 1 SGGG———_.
N.crassa |U¢ A (DT Y S ST [ | S —

Figura 26. Secuencia de la sefial de localizacién peroxisomal 2 (PTS2) en la secuencia de la
proteina 3-cetoacil CoA tiolasa. El alineamiento de las secuencias se realizé con ClustalW en el
programa Bioedit. En naranja se muestra la secuencia consenso PTS2.

Como método de transformacion se utilizé la agrotransformacion la cual a diferencia de otros
métodos sirve para hongos recalcitrantes; no se necesita preparar protoplastos; se pueden
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transformar distintos tejidos como conidios, protoplastos y micelio vegetativo y fructifero; la habilidad
de integrar genes exégenos dentro del genoma de forma estable y un alto niUmero de transformantes
con so6lo 1 copia de DNA integrada (Kurochkin et al., 2007) .

Para la agrotransformacion se seleccioné una colonia de A. tumefaciens transformada con el vector
pPAGICA114 construido por Cerda-de Loera (2016) y previamente comprobado por PCR con los
oligos BamHIKATdir y eGFPSpelrev para obtener un producto de amplificacion de 2230 pb

correspondiente con la fusién gendémica Kat-Gfp (Fig. 27). El vector pPAGICA114 contiene las
siguientes biopartes: los bordes izquierdo (LB) y borde derecho (RB), el promotor PGDA (PPGDA)
que regula al gen Natl de Streptomyces noursei que confiere resistencia a nurseotricina, el promotor
del gen del factor de elongacion 1-a (PEF-1a) que regula la expresion de la fusién Kat-Egfp y el gen

Kat (secuencia gendmica con exones e intrones y sin codén de paro) fusionado a Egfp (Cerda-de
Loera, 2016).

BamHIKATdIr

Eem Ewm
o

M 1 2 3 4

5000 pb
«—2230 pb
1500 pb

Figura 27. Diagrama de la construccion pPAGICA114 y comprobacion por PCR de
las colonias transformantes de A. tumefaciens. Amplificacién de la fusion Kat-Egfp con
un tamafio de amplificacién de 2230 pb en los transformantes de A. tumefaciens. M.
Marcador de peso molecular en pb

Después de la transformacion de M. brunneum con la colonia transformante A. tumefaciens
pPAGICA114 se seleccionaron las colonias transformantes en placa por su resistencia a
nurseotricina y posteriormente se realizaron 2 pases monoespdricos. En cada pase monoespoérico

se seleccionaron las colonias de acuerdo al patrén de distribucion de peroxisomas mostrado en la
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microscopia de fluorescencia después de 4 dias de sembrado de las colonias en placa con medio
M-100, tiempo en el que mostraron un estado 6ptimo de crecimiento de las hifas y una fuerte
intensidad de EGFP.

A partir de estos transformantes se realizd la extraccion de DNA gendmico y la amplificacion por
PCR del gen Kat con los oligos BamHIKATdir y KATeGFPrev y del gen Natl con los oligos pNAT
Xbal y 5NAT Bglll. En la figura 28 se muestra el patrén de amplificacién de los 2 marcadores
moleculares Kat y Natl (1422 pb) con los tamafios esperados en uno de los transformantes. Este
resultado indic6 que este transformante de M. brunneum lleva en su genoma la construccion KAT-
GFP y el marcador de seleccion Natl (Fig. 28), este transformante se denominé CARO19KAT-eGFP
con namero de catdlogo M. brunneum CARO19KAT-eGFP.

3000 pb
2000 pb =— 2230 pb 2000 pb
~—1422 pb

1000 pb

Figura 28. Comprobacion molecular por PCR del transformante de M. brunneum. A.
Amplificacion de la fusion Kat-Egfp. B. Amplificacion del gen Natl que le confiere resistencia a
nurseotricina.

Finalmente, el transformante M. brunneum CARO19KAT-eGFP obtenido se crecié en medio liquido
y se observé el patron de distribucion de la fluorescencia a lo largo de la hifa dado por la expresion
de la fusiébn KAT-EGFP. Se usaron como cepas control las cepas de Metarhizium que expresan
constitutivamente a la proteina rojo fluorescente MCHERRY vy la proteina EGFP soluble, las cuales
se esperaba se distribuyeran de manera homogénea en el citoplasma. En la figura 29 el
transformante KAT-EGFP se aprecia claramente una distribucion de la fluorescencia en pequefios
“puntos”, lo cual es tipico de una distribucién peroxisomal (Fig. 29 B) y la cual es totalmente distinta

a la observada en los controles de ubicacion citoplasmica (EGFP o MCHERRY), la cual en estos
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casos se ve distribuida de manera homogénea en el citoplasma, no se definen “puntos” como en el
caso de KAT-EGFP (Fig. 29, D-I). En el Laboratorio de Genética Molecular de Hongos no se habia

observado en microscopio una transformante con fluorescencia de ubicaciéon peroxisomal para

Metarhizium pero se compard con los controles que no son de sitio-localizacion.
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Figura 29. Fluorescencia de hifas de M. brunneum etiquetadas con proteinas reporteras. A.
Cepa sin transformar. B. Transformante que expresa la fusion KAT-EGFP. C. Transformante que
expresa la proteina EGFP. D. Transformante que expresa la proteina MCHERRY I. Campo claro;
[I. Fluorescencia. Ill. Empalme campo claro y fluorescencia.
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4. Discusion

Los patégenos de insectos que son usados como control biolégico para disminuir o eliminar insectos
plaga muestran algunas caracteristicas principales: matan, reducen la reproduccién, provocan
crecimiento lento o acortan la vida de la plaga; usualmente son especificos de las especies blanco o
especificos de ciertas etapas de vida; su efectividad depende de las condiciones ambientales o la
abundancia del hospedero; actian relativamente lento en comparacion con un pesticida quimico
debido a que les toma varios dias para adecuar el control de la plaga, no obstante, tienen la ventaja
de disminuir la aplicacion de insecticidas quimicos (Hoffmann & Frodsham, 1993). Como resultado
secundario trae el beneficio medioambiental y hasta después de 24 horas se puede ver reduccién

drastica en la ingesta del cultivo favoreciendo la produccién agricola.

Aproximadamente 1,000 especies de hongos de los filo Microsporidia, Chytridiomycota,
Entomophthoromycota, Basidiomycota y Ascomycota son conocidos por matar insectos (Shang et
al., 2015). Los insectos, a su vez pueden responder a la actividad patégena del hongo a través del
cambio en el comportamiento como por ejemplo el incremento de su temperatura corporal por
exposicion al sol deteniendo el desarrollo de las blastosporas y facilitando la accion de los hemocitos
(Téllez-Jurado, Cruz Ramirez, Mercado Flores, Asaff Torres, & Arana-Cuenca, 2009) o a través de
la respuesta inmune en procesos como la sintesis de melanina que suele depositarse sobre los
patégenos formando encapsulados, la fagocitosis para eliminar al invasor cuando se encuentra en
concentraciones bajas y la nodulacion se forma para eliminar al invasor cuando esta en cantidades

mayores (St Leger and Roberts, 1997).

Con base en el enfoque gendmico en el grupo de trabajo del Laboratorio de Genética Molecular de
Hongos de la Universidad de Guanajuato se identificé la familia de genes 2np (Padilla-Guerrero,
2006) y mediante ensayos de expresién heteréloga de dichas proteinas con la proteina rojo

fluorescente se demostré la ubicacion peroxisomal en S. cerevisiae (Ramirez-Cuellar, 2014).

En los transformantes obtenidos de S. cerevisiae, con las proteinas PEX12 y KAT, al realizar la
induccion del promotor GAL1 con galactosa y sumonitoreo alas 1, 2, 3, 4, 5y 6 horas post-induccién
no se observo fluorescencia, pero si una disminucién en el tamafio de la célula hija. La disminucion
del tamafio de la célula se verificé en la grafica de caja-bigotes donde la dispersion de los datos
para las células sin induccion tenia valores mas altos en comparacion con las células después de la
induccion. Figura Ademas, que con el método estadistico de analisis de varianza (ANOVA) de un
factor se confirmd la diferencia significativa entre las cepas transformantes y las cepas control. Con
la prueba de Tukey se identific6 que las cepas y condiciones de induccién tienen una diferencia
significativa entre las células BY4741y POT1-GFP con las células transformantes con GFP-PEX12
y KAT-GFP. Los resultados que se esperaban en microscopia es que las células metabdlicamente
activas, division celular donde los organelos se transportan entre la célula madre y célula hija, los

peroxisomas se encontrarian en la periferia de las células y con igual nimero en las célula madre y
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la yema (Fagarasanu et al., 2006). La disminucién del tamafio de la célula puede ser debido a que
la induccion especifica de los genes Kat o Pex12 donde sus proteinas pudieron tener un mal
plegamiento y esto represente un estrés muy fuerte, llevando a la célula a la modificacion de la
velocidad de crecimiento y/o supervivencia de la célula (Folch-Mallol et al., 2004), ya que
observamos muerte celular. Ademas la regulacion en cada compartimiento celular puede conducir
ala degradacion de la proteina (Siddiqui et al., 2012). Otra posible causa es la proteina EGFP puede
producir en algunos casos dafios citotoxicos que derivan en el dafio celular (Ansari et al., 2016) o
gue en la transformacion se hayan conseguido falsos positivos de células de levadura transformadas
aunque esto ultimo es menos probable porque células tratadas con el método de transformacion por
LiAc no crecieron en medio YNB-Ura. Este resultado impidié visualizar la localizacion de las
proteinas hibridas KAT-EGFP y PEX12-EGFP en la levadura S. cerevisiae.

Con el plasmido pPAGICA114 se realizé la Agrotransformacion de la cepa CARO19 de M. brunneum,
donde se obtuvo como resultado el transformante denominado M. brunneum CARO19 KAT-eGFP
comprobado molecularmente y por microscopia de fluorescencia y confocal se logré observar la
fluorescencia de EGFP con un patron de distribucién de fluorescencia en forma de “pequefios
puntos” tipico de los peroxisomas en contraste con la fluorescencia en todo el citoplasma en los
controles de las cepas MCHERRY y EGFP. Por lo que podemos concluir que la proteina KAT se
ubica en los peroxisomas. Este resultado también nos permitié identificar y observar por primera vez
a los peroxisomas de Metarhizium puesto que dichas estructuras no habian sido descritas
anteriormente en este hongo.

Con el etiqguetamiento de los peroxisomas y su visualizacion a lo largo de la hifa de Metarhizium
brunneum sera posible realizar ensayos de interaccion con el insecto blanco para dar seguimiento a
la biogénesis y comportamiento de estas vesiculas durante el proceso infectivo y su posible
participacion en la colonizacién y estimulacién del crecimiento de las plantas como sorgo o brécoli,
debido a que los peroxisomas de las plantas estan involucrados en diversos procesos metabdlicos
y fisiolégicos tales como la B-oxidacion de &cidos grasos durante la germinacion de las semillas para
que los lipidos almacenados sean usados como alimentacion; la fotorespiracion de las hojas en la
cual los poros de los peroxisomas permiten la difusion de pequefios solutos intermediaros de la
fotorespiracion (glicerato) y el ciclo del glioxalato (succinato); el metabolismo de especies reactivas
de oxigeno, de nitrégeno y de sulfuro; la fotomorfogénesis; la biosintesis de fitohormonas; la

senescencia y la defensa contra patdgenos y herbivoros (del Rio, 2013).

Para los entomopatdgenos, tales como las levaduras y los hongos filamentosos son capaces de
degradar n-alcanos, las cuticulas de insectos representan una fuente de hidrocarburos importantes
para el ciclo del carbono (Pedrini et al., 2013). Por consiguiente dado que las enzimas con actividad
de 2NP pueden ser capaces de metabolizar hidrocarburos.
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El exoesqueleto de los insecto tiene como primera barrera la epicuticula o capa de cera, la cual es
una mezcla abundante de lipidos de cadenas cortas, metiladas, saturadas e insaturadas de
hidrocarburos. En los insectos los hidrocarburos son sintetizados a partir de los acidos grasos a
través de la ruta de elongacion-descarboxilacion (Qiu et al., 2012). Los hidrocarburos, principalmente
n-alcanos, alcanos y cadenas con ramificaciones de metilacion, son lipidos cuticulares con actividad

antifingica y componentes toxicos para entomopatégenos (Blomquist et al., 1987).

Con los datos anteriores se puede formular una hipétesis que puede ser probada en el laboratorio
donde las proteinas 2NP con actividad de nitropropano dioxigenasa localizadas en los peroxisomas

podrian degradar los hidrocarburos presentes en la cuticula de los insectos.

Otro aspecto importante de los peroxisomas en el proceso infectivo, en un estudio morfologico se
mostré que los ascomicetos filamentosos contienen estructuras derivadas de los peroxisomas
llamados cuerpos de Woronin, tienen funcion estructural en los poros septales para prevenir la
filtracion del citoplasma durante un dafio a la hifa. En la etapa inicial de infeccion, los cuerpos de
Woronin se requieren para el desarrollo y la funcién del apresorio. Después de la infeccidon son
necesarios para la supervivencia de la hifa fangica infecciosa durante el crecimiento invasivo y la

colonizacion del hospedero (Pedrini et al., 2013).

Con el etiguetamiento y localizacién intracelular de los peroxisomas en Metarhizium con la fusion
KAT-EGFP permitird una mejor comprensioén de la funcién de los genes 2np, por lo cual es necesario
realizar la transformacion de la cepa de Metarhizium construida en este trabajo, con los genes 2np
etiquetados con una proteina fluorescente diferente a la EGFP para realizar empalme y determinar
co-localizacion. Ademas se necesitaria realizar ensayos de interaccion Metarhizium- insecto-planta
para elucidar el papel de los genes 2np en dicha interaccion. Otra perspectiva de este trabajo seria
realizar de nuevo la transformacién de S. cerevisiae con Egfp-Pex12 y Kat-Egfp, pero empleando
una cepa diploide y ver si se pueden obtener transformantes mas estables y capaces de emitir la

fluorescencia con distribucién peroxisomal.
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5. Conclusiones

Se analizé la expresion de la fusion KAT-GFP en Metarhizium y se determiné la localizacion celular,
donde el transformante presenta un patrén punteado y uniforme a lo largo del citoplasma de la hifa,

gue concuerda con lo observado para peroxisomas en otros hongos.

No se observo emision de fluorescencia al expresar los genes de M. brunneum Pex12 o Kat
fusionados a Egfp en S. cerevisiae. Sin embargo, se observé una disminucion en el tamafio de la
célula sugiriendo que las construcciones genéticas generadas en este trabajo ocasionan una
alteracion del crecimiento posiblemente debido a efectos citotoxicos por la expresion de las fusiones

genéticas peroxisomales.
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