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OBTENCION DE CEPAS MEJORADAS DE METARHIZIUM SPRPavicano

'CONMAYOR RESISTENCIA A LA LUZ ULTRAVIOHETA. P?ﬁiii?fﬁ

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con la produccion de células u organismos transgénicos
para el control de insectos plaga en la agricultura, dentro de la Ingenieria Genética, y mas

particularmente estd relacionada con un método para la obtencién de cepas mejoradas de

Metarhizium_spp. en su capacidad como agentes de control bioldgico.

OBJETOS DE LA INVENCION

- Teniendo en cuenta los efectos negativos que produce la luz solar, y especificamente 1a luz

ultravioleta de tipo A (UVA), sobre la permanencia en campo de las esporas del hongo
entomopatdgeno Metarhizium, es un objeto de la presente invencion la obtencién de cepas
de Metarhizium Spp con caracteristicas mejoradas en su capacidad como agentes de control
bioldgico, sin afectar ninguna otra caracteristica, por medio de la mayor resistencia al dafio

producido por la luz ultraviolefa, especificamente por la luz UVA

Es un objeto adicional de la presente invencion, proveer un método para la obtencién de
cepas mejoradas de Metarhizium spp., en su capacidad como agentes de control bioldgico,

que emplee técnicas de DNA recombinante para producir organismos transgénicos que
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sobreproduzcan la proteinas mutTp, mutYp y mutMp de E.coli dmd&rcoigmggéggcglgr?01a
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una mayor resistencia a los efectos negativos producidos por la luz solar. ausina

Es un objeto adicional de la presente invencidn, obtener una cepa transgénica de
Metarhizium anisopliae CARO19, mejorada en su eficiencia de control bioldgico de

insectos plaga.

ANTECEDENTES
La produccion de células u organismos transgénicos, es un campo muy interesante dentro
de la Ingenieria Genética, la cual permite que una cantidad innumerable de caracteristicas
deseables, puedan ser incorporados en organismos que son directa o indirectamente

benéficos al hombre.

En ]a técnica actual, los métodos utilizados para controlar insectos plaga en la agricultura
moderna, implican el uso de grandes cantidades de insecticidas quimicos, los cuales
permiten la seleccidn de cepas resistentes a €stos, provocando que su empleo sea inttil en el
futuro, ademas de permanecer en el suelo por tiempos prolongados, pudiendo resultar
toxicos tanto para humanos, como para otras especies animales y vegetales.

Una alternativa, para la que se ha buscado mayor utilizacion, es la aplicacién de agentes
existentes en la naturaleza, los cuales son enemigos naturales de los insectos plaga a
controlar. El control microbiano de insectos se puede definir como la utilizacidén dirigida y

premeditada de organismos entomopatdgenos con el objeto de disminuir las plagas de

msectos (Badii ef al. 2000) .




11111

Cr
wiexicano
ae {a Propiedad

: : , £ Tel
Aproximadamente 750 especies de hongos entomopatdgenos representan lé?%%%gigales

generos de Eumycota capaces de infectar artrépodos que a su vez infestan plantas, suelos y

ambientes acuaticos. Cerca de 25 de estas especies de hongos atacan plagas de importancia

5 agronOmica, identificandolos como controladores naturales (Fuxa 1987; McCoy et al.

1988; McCoy 1990).

En las Gltimas décadas, el control bioldgico realizado por organismos entomopatdgenos y el
manejo integral de plagas se ha incrementado y adquirido gran importancia, ya que
10  representa una alternativa eficaz y ecologicamente amable, respecto a los pesticidas
quimicos, en el control de plagas en la agricultura. Los organismos utilizados en control
biolégico, o potenciales controladores bioldgicos, tienen la ventaja de ser especificos sobre
su huésped, y a diferencia de los pesticidas quimicos, no lo eliminan totalmente, sino que
bajan la poblacién a niveles que no representan un problema para la produccidn agricola; lo
16 que favorece la conservacion de la biodiversidad en los sitios en que son aplicados. Otra de

sus grandes ventajas €s su costo, menor que los pesticidas quimicos.

En los ultimos afios se han obtenido excelentes resultados con el uso de hongos
entomopatogenos como factores de regulacidn de plagas agricolas en distintas partes del
20 mundo. Los hongos presentan ventajas, que los hacen Unicos entre los organismos
entomopatogenos, ya que mas que destruir a su hospedero por la accién de una toxina,
invaden el insecto de manera directa a través del tegumento, introduciendo el tubo

germinativo de una conidia. Es por ello que la infeccidn no se limita a insectos
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capacidad de las esporas de los hongos para persistir en el suelo por ciertos penoé dcei
tiempo e infectar insectos, independientemente del estadio de desarrollo de los mismos, les
proporciona una ventaja sobre los pesticidas quimicos que no permanecen en el suelo y

ademas contaminan el agua, suelos, plantas y otras formas de vida (McCoy 1990).

Se ha observado que existen una variedad de factores ambientales que tienen un efecto
dramatico en la eficacia de los hongos entomopatdgenos en contra de las plagas de insectos.
Entre los parametros que influyen en el éxito de los hongos entomopatdgenos contra los
insectos son: la radiacion solar, la temperatura, disponibilidad de agua, precipitacion pluvial

y viento. El mas importante de ellos es la radiacion solar.

En campo, la persistencia de las conidias de Meiarhizium y otros entomopatdégenos es baja
y uno de los factores mas agresivos es la luz solar, especificamente la luz UVA, ya que
afecta gravemente su viabilidad (Ignoffo er al. 1977; Fargues et al. 1997; Braga et al.
2001a; Braga ef al. 2001c; Braga et al. 2001b). Este efecto hace que el uso de estos
organismos como biopesticidas no llegue a obtener los niveles de control y uso extensivo.

No obstante, existen diversas patentes relacionadas con el uso de Metarhizium para el
control de insectos, entre las cuales se encuentran las siguientes: AOIN63/04, AU5476686,

CN1542123, GB2380131, WO 2006/046067, WO 2003/038065, WO 2002/087344, WO
2000/064837, WO 1994/004034, WO 1993/024013, WO 1993/009672, WO 1992/003055,

WO 1991/009527, WO 1990/010389.
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Diversas técnicas han sido empleadas para intentar obtener organismos de egf%ﬁ'g‘éﬁéﬁd

mejorados en su eficiencia como agentes de control bioldgico, mediante resistencia a los
factores ambientales como resequedad y luz ultravioleta, empleando formulaciones que
ayuden a bloquear los efectos dafiinos de la luz solar, pero estos procesos encarecen el

producto.

La luz solar esta compuesta por radiaciones de diferentes longitudes de onda, siendo la luz

ultravioleta de las mas perjudiciales, la luz ultravioleta de acuerdo a su longitud de onda se
clasifica en luz UV tipo A, B, C, siendo la luz ultravioleta del tipo A el 95% del total de la

luz ultravioleta que incide sobre la tierra. En este sentido, se ha descrito que la luz UVA
permite el entrecruzamiento del DNA con proteinas y rompimiento de las cadenas y
deleciones ademas, las radiaciones UVA pueden ocasionar estrés oxidativo; debido a la
formacion de radicales de oxigeno, principalmente oxigeno en singulete, peroxido de
hidrogeno y radicales hidroxilo (Ignoffo et al. 1977) siendo extremadamente perjudicial

para todas las formas de vida.

A pesar de que la mayoria de los organismos tiene un mecanismo primario de defensa al
estrés oxidativo, la radiacién recibida por las células puede rebasar a estas actividades
primarias dafiando al DNA mediante la produccion de nucleétidos oxidados como la 7,8
dihidro 8-oxoguanina (conocida como 8-hidroxiguanina o lesién GO) (Fowler ef al. 2003).

La 8-oxoguanina tiene propiedades ambivalentes de apareamiento de bases, es capaz de
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Consecuentemente, la 8-oxoguanina es una base altamente mutagénica. Indushiica!

Para combatir las consecuencias de la 8-oxoguanina los organismos han desarrollado

mecanismos de defensa celular (Fowler et al. 2003).

El sistema GO es un mecanismo que esta dedicado a aumentar la fidelidad de la replicacion
de] DNA. Se conoce que el sistema GO en bacteria protege del dafio a nivel de DNA
causado por estos radicales. En este proceso participan los genes mutM y mutY, y en la
degradacion del 8-o0xo-dGTP, compuesto mutagénico producido por accidén de la luz UVA,
el gen mutl (Fowler et al. 2003). Estas tres proteinas, codificadas por los genes mutM,
mutl y mutY son las responsables de remover la forma de dafio oxidativo de la guanina

presente en el DNA y de la poza nucleotidos.

La proteina mutTp de E. coli hidroliza el compuesto mutagénico §-0x0GTP (a 8-0xoGMP y

pirotosfato) para prevenir el dafio al DNA al impedir que sea utilizado como substrato por

la DNA. polimerasa (Fowler et al. 2003).

La proteina mutYp de E. coli es una enzima de reparacion por escision de bases (BER)

involucrada en el reconocimiento y la reparacion del dafio oxidativo en el DNA. Es una

DNA glicosilasa que remueve bases de adenina apareadas erréneamente con guanina y con

la 8-oxoguanina (Michaels er al. 1992; Michaels and Miller 1992).
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La proteina mutMp de E. coli es una DNA glicosilasa que reconoce prlmég gle%éé’;léglgé On

GO y cataliza su escision y subsiguiente degradacion del azicar, de tal foéﬁlxquqmgse

remueve por completo del DNA (Michaels ef al. 1992; Michaels and Miller 1992).

Una de los factores que mas afectan la viabilidad de Merarhizium como agente de control
bioldgico es la luz solar, especificamente la luz ultravioleta tipo A (UVA) que representa el
95% de la radiacion que incide sobre la superficie de la tierra. A pesar de que existen
varios trabajos sobre el empleo de conidias de Metarhizium para el control de insectos

plaga en la agricultura (Patentes: AOIN63/04, AU5476686, CN1542123, GB2380131,

WO 2006/046067, WO 2003/038065, WO 2002/087344, WO 2000/064837, WO
1994/004034, WO 1993/024013, WO 1993/009672, WO 1992/003055, WO 1991/009527,
WO 1990/010389, entre otras), ninguno de ellos se enfoca en la implementaciéon de

técnicas Genetico - Moleculares para incrementar su persistencia en campo.

Una manera confiable y altamente eficiente de modificar estos organismos biocontroladores
como Metarhizium, sin alterar caracteristicas deseables en ellos, v que ademdas permite

hacerlo de una manera controlada, es la introduccidn de la caracteristica deseable usando el

segmento de informacidn genética que lo codifica para transformar a dicho organismo.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Los aspectos novedosos que se consideran caracteristicos de la presente invencion, se
5  estableceran con particularidad en las reivindicaciones anexas. Sin embargo, la invencion
misma, tanto por su organizacidon como por su metodo de operacidn, conjuntamente con

otros objetos y ventajas de la misma, se comprendera mejor en la siguiente descripcion

detallada de los dibujos que se acompafian, de los cuales:

10  La Figura 1 muestra el mapa del plasmido pGG241 que contiene los elementos necesarios
para la seleccion de cepas transgénicas de Metarhizium con el gen mutT de Escherichia
coli. Entre los que se incluyen los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a
ampicilina, como marcador de seleccion en E. coli. “cbx” representa el gen de resistencia al
fungicida carboxina. “gpdpAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus

15 nmidulans. “trpC” representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans. “mutT”

representa el gen mut 1 de Escherichia coli., BamHI, EcoR]1, Hindlll, Ndel, Pstl, Sall, Xbal,
Xhol, representan las posiciones de los sitios de reconocimiento para las enzimas de

restriccidn respectivas presentes en el plasmido.

20

La Figura 2 muestra el mapa del plasmido pGG247 que contiene los elementos necesarios
para la seleccidn de cepas transgénicas de Metarhizium con el gen mutM de E. coli. Entre

los que se incluyen los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a ampicilina,
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carboxina. “gpdAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus nfdula}%@@"t!ﬁﬁfﬁ;@’

representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans. “mutM” representa el gen

mutM de Escherichia coli. BamHl, Bgll, Bglll, Ndel, Pstl, Sall, Xbal. representan las

5 posiciones de los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccidn respectivas

presentes en el plasmido.

La Figura 3 muestra el mapa del plasmido pGG250 que contiene los elementos necesarios

para la seleccion de cepas transgenicas de Mefarhizium con el gen mutY de E. coli. Entre
10  los que se incluyen los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a ampicilina,
como marcador de seleccion en £. coli. “cbx” representa el gen de resistencia al fungicida

carboxina. “gpdAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus nidulans. “trpC”

representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans. “mutY” representa €l gen
mutY de Escherichia coli. BamHI, EcoRl, Nael, Ncol, Ndel, Sall, Xbal representan las
15 posiciones de los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccidn respectivas

presentes en el plasmido.

La Figura 4 muestira el mapa del plasmido pGG268 que contiene los elementos necesarios

para la seleccion de cepas transgenicas de Metarhizium con el gen mutY de E. coli. Entre

20 los que se incluyen los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a ampicilina,

como marcador de seleccion en £. coli. “Higr” representa el gen de resistencia al fungicida

higromicina. “gpdAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus nidulans “trpC”

representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans. “mutY” representa el gen
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plasmido.

La Figura 5 muestra el mapa del plasmido pGG269 que contiene los elementos necesarios
para la seleccion de cepas transgeénicas de Metarhizium con el gen mutY de E. coli. Entre
los que se encuentran los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a ampicilina,
como marcador de seleccion en E. coli. “glur” representa el gen de resistencia al fungicida
glufosinato. “gpdAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus nidulans “trpC”
representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans. “mutT” representa el gen
mutT de Escherichia coli. BamHI, EcoR1, Hindlll, Ncol, Xbal representan las posiciones de
los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccidn respectivas presentes en el

plasmido.

La Figura 6 muestra el mapa del pldsmido pGG270 que contiene los elementos necesarios
para la seleccion de cepas transgenicas de Mefarhizium con el gen mutM de E. coli. Entre
los que se encuentran los siguientes: “amp” representa el gen de resistencia a ampicilina,
como marcador de seleccidn en E. coli. “Higr” representa el gen de resistencia al fungicida
higromicina. “gpdAp” representa el promotor del gen gpda de Aspergillus nidulans “trpC”
representa el terminador del gen trpC de Aspergillus nidulans “mutM” representa el gen

mutM de Escherichia coli. BamHI, EcoRI1, Hindlll, Ncol, Xbal representan las posiciones
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La Figura 7 muestra el porcentaje de supervivencia de las conidias de la cepa silvestre
CAROI19 y las cepas transgénicas de Metarhizium que sobreexpresan los genes mut de
E.coli, al ser expuestas a luz UVA (320 — 400 nm) de 211.8 Kj/cKJ/m*/h por un total de 5
horas de 1rradiacion, cuantificandose la viabilidad de las esporas, mediante la capacidad de
germinar y formar colonias. Cepa silvestre (CARO19), cepas transgénicas de M.
anisopliae, C19mutM6 (transformada con el plasmido pGG247 que contiene el gen murM
de E. coli); C19mutT3 (transformada con el plasmido pGG241 que contiene el gen mutT
de E. coli); C19mutY6 (transtormada con el plasmido pGG250 que contiene el gen murY
de £. coli); C19murY6M3 (transformada con el plasmido pGG250, que contiene el gen
mutY E. coli v con el plasmido pGG270 que contiene el gen mutM de E. coli);
C19mutM6T3 (transformada con el plasmido pGG247, que contiene el gen murM E. coli y
con el plasmido pGG269 que contiene el gen murT de E. coli); C19mufY6T11
(transformada con el plasmido pGG250, que contiene el gen mutY E. coli y con el plasmido
pGG269 que contiene el gen muiT de E. coli); C19mutY6M3T23 (transformada con el
plasmido pGG250 que contiene el gen murY de E. coli, el plasmido pGG270 que contiene

el gen mutM de E. coli y el plasmido pGG269 que contiene el gen murT de E. coli.
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La imvencién se refiere a los métodos que permiten el mejoramiento de cepas de

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Metarhizium spp. asi como las cepas obtenidas por este método, modificando de manera
especifica una de las caracteristicas mas importantes en el control biolégico de insectos

plaga, mediante la integracion en su genoma de una secuencia especifica de DNA.

El método de la presente invencion, permite obtener cepas de Metarhizium, con una mayor
resistencia al dafio producido por la luz ultravioleta de tipo A, mediante la sobrexpresion de
los genes mutT, mutM y/o mutY de Escherichia coli, cuya secuencia nucleotidica se

muestra, de manera individual o en las distintas combinaciones de ellos.

Las proteinas mutTp, mutYp y mutMp de E. coli serdan sobrexpresadas en el genoma de
Metarhizium de manera constitutiva, en el caso particular se emplea el promotor del gen de
la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gpdA) y el terminador trpC de
Aspergillus nidulans, ambos previamente empleados en Metarhizium de manera exitosa (St
Leger et al. 1996), proporcionando al hongo la capacidad de resistir un mayor dosis de luz
ultravioleta, lo cual redunda en un mayor tiempo de permanencia en campo, por lo tanto

capaces de llevar a cabo un mejor control biolégico.

Las proteinas mutTp, mutYp y mutMp de E. coli seran expresadas en todas las etapas del
ciclo de vida del hongo, protegiéndolo del dafio producido por la radiacidén solar en todas

las etapas del proceso infectivo a su hospedero.
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manera directa mediante un plasmido, empleando como marcadores de seleccildsiHeHes
de resistencia a los fungicidas: carboxina, proveniente del hongo Ustilago maydis descrito
por (Keon ef al. 1991); benomyl, descrito previamente en Metarhizium (Bogo et al. 1996);

higromicina, previamente empleado en Ustilago maydis (Wang et al. 1988); y glufosinato,

previamente empleado en Metarhizium (Inglis et al. 2000) para la seleccién de las cepas

modificadas.

Las cepas modificadas, pueden ser seleccionadas después de la transformacion, usando
secuencias de DNA que confiere resistencia a los fungicidas: carboxina, benomyl,
glufosinato o higromicina, no obstante es posible introducir en el plasmido otro marcador

de seleccidn o alglin otro gen que confiera resistencia en Metarhizium.

Tal y como ya se mencion0, el método de la presente invencién utiliza principalmente
metodos de transformacién directa con DNA que contienen los genes mutT, muiM y/o
mutY de E.coli. Sin embargo, puede utilizarse un método indirecto mediante el empleo de

Agrobacterium tumefaciens, para la introduccion de los genes en Metarhizium.

Entre los métodos de transformacién directa que se pueden utilizar, se incluyen ente otros,
la transformacion mediada por PEG (polietilenglicol), la electroporacion y la biobalistica o

bombardeo.
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En el método de celectroporacion puede emplearse electroporacién de células

osmoticamente sensibles o conidias del hongo.

El método de biobalistica 0 bombardeo puede ser bombardeo con particulas/biobalistica
sobre conidias del hongo, o bien sobre micelio, 0o bien sobre células osmoéticamente

sensibles.

En el método indirecto empleando Agrobacterium tumefaciens, se pueden utilizar las
técnicas descritas por (Fang et al. 2006; Duarte et al. 2007; Staats et al. 2007) para

Metarhizum.

En una modalidad especifica de la presente invencion, el método para la obtencion de

cepas mejoradas de Merarhizium spp., en su capacidad de control bioldgico, emplea
metodos de transformacion directa con DNA de los genes mufT, mutM y/o murY de

Escherichia coli.

El método comprende basicamente transiormar c€lulas de Metarhizium con el gen de
interés, por transtformacion con un vector, en el cual se encuentran el gen de interés (muiT,

mutM y/o mutY de Escherichia coli) y otras secuencias accesorias, en un plasmido que

lleva las funciones necesarias para la seleccién de cepas transgénicas, para finalmente,
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Las secuencias de acido nucleico empleadas para la seleccion, pueden contener un gen

5 marcador funcional en Metarhizium, o bien, dentro de las secuencias de acido nucléico
empleadas, se puede encontrar una molécula de DNA recombinante que codifica ya sea

para resistencia a antibidticos, para resistencia a un herbicida, para resistencia a un

fungicida, para complementacion de una auxotrofia, o bien, que codifica para un gen

reportero.

10

El plasmido vehiculo de la secuencia de interés, puede ser una molécula que incluye un

plasmido capaz de replicarse en Escherichia coli, conteniendo un marcador de resistencia a
antibidticos; y, una molécula de DNA recombinante que comprende: una secuencia o
secuencias promotoras que funcionan en Metarhizium, para la produccion de una secuencia

15 o0 mas de RNA; secuencias estructurales de DNA que conllevan a la produccién de

secuencias de RNA que codifican para los genes mutT, mufM y/o mutY de Escherichia coli
y para el marcador de seleccidn; y, una secuencia o secuencias 3° de DNA que funciona(n)
en Metarhizium, dando lugar a la terminacion de la transcripcion y a la adiccion de
secuenclias pohiadeniladas al extremo 3° de la(s) secuencia(s) correspondiente(s) de RINA.

20

La secuencia de interés, también puede ser una molécula que incluye una molécula de DNA
recombinante que comprende: una secuencia promotora proveniente de otro organismo o

del mismo Metarhizium que funciona en Metarhizium para la produccidén de una secuencia
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RNA que codifican para la proteinas MutTp, MutMp y/o MutYp de Escherichia ciigiygiohe’

secuencia 3° de DNA que funciona en Metarhizium, dando lugar a la terminacién de la
transcripcion y a la adicion de secuencias poliadeniladas al extremo 3’ de la secuencia

correspondiente de RNA.

La cepa que se obtienen con el método de la presente invencidn, es la cepa transgénica de
Metarhizium, mejorada en su eficiencia de control bioldgico contra insectos plaga en la
agricultura, producida por medio de introduccion de copias multiples de los genes mufT,

mutM y/o mutY de Escherichia coli integradas de manera estable en su genoma.

Estas cepas son capaces de producir RNA y proteina de los genes mufT, murM y/o mutY de
Escherichia coli en Metarhizium y consecuentemente siendo mas resistente al dafio

producido por la luz ultravioleta de tipo A.

EJEMPLO
Usando una de las posibles variantes de los métodos descritos en esta invencién, se han
generado cepas de Metarhizium anisopliae cepa CAROI19 con una mayor capacidad de

resistir al dafio producido por la luz ultravioleta de tipo A. Brevemente, la experiencia
consistié en la formacion de protoplastos empleando una modificacion de la técnica
descrita por (Goettel ef al. 1990), los cuales fueron transformados mediante la técnica de

PEG-CaCl,, empleando los pldasmidos pGG241 (que contiene el gen mutT de E.coli),
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(Figura 1); pGG247 (que contiene el gen muM de E.coli), (Figura 2)isple(GREMIGMed
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contiene el gen mutY de E.coli), (Figura 3); pGG268 (que contiene el gen mutY de E.coli),
(Figura 4); pGG269 (que contiene el gen mutT de E.coli), (Figura 5); pGG270 (que
contiene el gen mutM de E.coli), (Figura 6). Donde los plasmidos: pGG241, pGG247,
pGG250, pGG268, pGG269 y pGG270, contienen toda la informacidén necesaria para la
expresion de los genes mutT, mutM y/o mutY de E. coli respectivamente en Metarhizium.

Ademas, contienen los elementos necesarios para seleccionar a las cepas transgénicas

mediante la resistencia a los fungicidas: carboxina, glufosinato y/o higromicina.

Se seleccionaron una serie de transformantes con cada uno de los plasmidos que contienen
multiples copias de los genes mut de E.coli en su genoma, células de cada una de éstas
cepas transgenicas y de la cepa silvestre fueron usadas en experimentos de sensibilidad

producida por la luz UV A, como se describe a continuacion:

Para analizar el efecto de la Luz ultravioleta de tipo A (UVA, 320 — 400 nm) sobre las
conidias de las cepas transgénicas y la cepa silvestre de Metarhizium anisopliae, se
inocularon por cuadriplicado, 500 esporas por caja de cada una de las cepa en placas de
medio Dextrosa-Sabouraud con ampicilina y TritonX-100 al 0.01%. Como control
negativo, 2 de las placas se envolvieron con papel aluminio (para que no reciban radiacion)
y todas se sometieron a un radiacién de luz UVA (320 — 400 nm) de 211.8 Kj/cm*/h en una
camara “CL-1000 Ultraviolet crosslinker” (UVP), por periodos de 10 minutos de
irradiacion y 10 minutos de no irradiacion, hasta completar un total de 5 horas de

irradiacion. Las placas se incubaron a 28° en un incubador marca “Lab-Line” de
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mediante la capacidad de germinar y formar colonias. Los experimentos se ré8liziroHAl

menos tres veces por duplicado de manera independiente.

En la Figura 7 se muestran los resultados de la viabilidad de las esporas de la cepa silvestre
(CARO19) y las cepas transgénicas de M. anisopliae, C19mutM6 (transformada con el
plasmido pGG247 que contiene €l gen mutM de E. coli); C19murT3 (transformada con el
plasmido pGG241 que contiene el gen mutT de E. coli); C19murY6 (transformada con el
plasmido pGG250 que contiene el gen mutY de E. coli); C19murY6M3 (transformada con
el plasmido pGG250, que contiene el gen murY E. coli y con el plasmido pGG270 que
contiene el gen mutM de E. coli); C19mufM6T3 (transformada con el plasmido pGG247,
que contiene el gen mufM E. coli y con el plasmido pGG269 que contiene el gen mutT de
E. coli); C19mutY6T11 (transformada con el plasmido pGG250, que contiene el gen mutY
E. coli y con el plasmido pGG269 que contiene el gen mutT de E. coli), C19murY6M3T23
(transformada con el plasmido pGG250 que contiene el gen murY de E. coli, el plasmido
pGG270 que contiene el gen mutM de E. coli y el plasmido pGG269 que contiene ¢l gen
mutT de E. coli). En todos los casos la viabilidad de los conidios de las cepas transgénicas
es mayor que la de la cepa silvestre CARO19, demostrando que la sobreexpresion de los
genes mut de E.coli protegen a Metarhizium del dafio producido por la Iﬁz ultravioleta de

tipo A.
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REIVINDICACIONES

Habiendo descrito suficiente mi invencidon, considero como una novedad y por lo tanto

5 reclamo como mi exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes clausulas:

1. Una cepa de Metarhizium anisopliae modificada genéticamente con majfor
resistencia al dafio producido por la luz ultravioleta tipo A en comparacidn que la

10 de la cepa silvestre, caracterizada porque sobrexpresa de manera estable en su
genoma, de manera individual o combinada la secuencia nucleotidica del gen

mutT, mutM ylo mutY de Escherichia coli, donde la sobrexpresion se obtiene por

transformacion del organismo.

2. La cepa de conformidad con las reivindicacion 1 y caracterizada ademads porque

15 el vector es un plasmido seleccionado de al menos uno de los siguientes

plasmidos: pGG241, pGG247, pGG250, pGG268, pGG269 0 pGG270.

3. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la

cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el

numero de acceso CECT-20707.

20 4. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la

cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el

numero de acceso CECT-20708.

e
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cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el

numero de acceso CECT-20709.

6. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la
cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el
numero de acceso CECT-20710.

7. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la
cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el
numero de acceso CECT-20711.

8. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la

cepa depositada ante la Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el

numero de acceso CECT-20712.

9. La cepa de conformidad con las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es la
cepa depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) bajo el
numero de acceso CECT-20713.

10. Un método para la obtencidbn de una cepa de Mefarhizium anisopliae
modificada genéticamente segun las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque
comprende los pasos: a) transformar células de una cepa silvesire de

Metarhizium anisopliae con un vector seleccionado de al menos uno de los

siguientes plasmidos: pGG241, pGG247, pGG250, pGG268, pGG269 o pGG270;

y (b) seleccionar las celulas transformadas de Merarhizium anisopliae que

sobrexpresan de manera estable en su genoma, de manera individual o combinada
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11. El uso de una cepa de Metarhizium anisopliae modificada genéticamente de

conformidad con las reivindicaciones 1 a 10 para el control de plagas agricolas,

5 donde la plaga agricola consiste de la palomilla dorso de diamante (Plutella

xylostella), gallina ciega (Phyllophaga ravida) o langosta (Locusta migratoria,
Schistocerca gregaria).

12. El uso de una cepa de Metarhizium anisopliae modificada genéticamente de

conformidad con las reivindicaciones 1 a 11 para el control de plagas urbanas,

10 donde la plaga urbana se selecciona del grupo que consiste de la cucaracha comun

(Blatta orientalis) o cucaracha americana (Periplaneta americana)

15

20
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RESUMEN
La presente invencion se retiere a la obtencion de cepas mejoradas de Metarhizium spp., en
su capacidad como agentes de control biolégico de insectos plaga en la agricultura, por
medio de técnicas de Ingenieria Genética; las cuales son capaces de sobreproducir las
proteinas mutTp, mutYp o mutMp de Escherichia coli dando como consecuencia una
mayor resistencia a los efectos negativos producidos por la luz solar. Estas técnicas
permiten la modificacidn de cualquier cepa perteneciente al género Metarhizium, mediante
transtormacion genética para sobreproducir las proteinas antes mencionadas. El método de
transformacion implica la introduccién de los genes mutT, mufM o mutY de E. coli, bajo el
control de los elementos adecuados de regulacion de la expresion, en copias multiples de
manera estable. La resistencia al dafio producido por la luz solar, especificamente por la

luz UVA es mayor en las cepas transgénicas que en la cepa silvestre utilizada como

receptor de la informacidn genética.

[E——
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<400> 1
atg cct gaa tta ccc gaa gtt gaa acc age cgce cge gge ata gaa ccg 48
Met Pro Glu Leu Pro Glu Val Glu Thr Ser Arg Arg Gly Ile Glu Pro
10 1 5 10 15
cat ¢tc gtt ggt gca acc att c¢tt cat gca gtg gtg cgc aac gga cgc 96
His L.eu Val Gly Ala Thr Ile Leu His Ala Val Val Arg Asn Gly Arg
20 25 30
ttg cgc tgg ccg gtt tca gaa gag atc tac cgt tta agce gac caa cca 144
Leu Arg Trp Pro Val Ser Glu Glu Ile Tyr Arg L.eu Ser Asp Gln Pro
35 40 45
gtg ctt agc gtg cag cgg ¢gg gct aaa tat ctg ctg ctg gag ctg cct 192
Val Leu Ser Val Gln Arg Arg Ala Lys Tyr Leu Leu Leu Glu Leu Pro
50 55 60
20 gag ggc tgg att atc att cat tta ggg atg tct ggc agcec ctg cge atce 240
Glu Gly Txrp Ile Ile Ile His Leu Gly Met Ser Gly Ser Leu Arg Ile
65 70 80
CLt cca gaa gaa ctt ccc cct gaa aag cat gac cat gtg gat ttg gtg 288
Leu Pro Glu Glu Leu Pro Pro Glu Lys His Asp Hls Val Asp Leu Val
85 95
atg agc aac ggc aaa gtg ctg cgce tac acc gat ccg cge cgce ttt ggt 336
Met Ser Asn Gly Lys Val Leu Arg Tyr Thr Asp Pro Arg Arg Phe Gly
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