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Resumen

Los hongos como agentes entomopatdgenos afectan una amplia gama de insectos plaga, un
ejemplo de estos hongos es el género Metarhizium que presenta una amplia distribucion a
nivel global. Metarhizium presenta diferentes estilos de vida como saprofito,
entomopatogeno y micorriza. Con la finalidad de conocer mas sobre los procesos y
mecanismos que utiliza Metarhizium en sus diferentes estilos de vida, se han desarrollado
e implementado diversas técnicas moleculares, como la eliminacidén de genes en su genoma
con la intencion de analizar su funcion especifica.
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Introduccion

Varias especies de Metarhizium tienen estilos de vida multifuncionales y ocurren en
diversos nichos ecologicos, como patdgenos de insectos, simbiontes de raices de plantas y
saprofitos del suelo (Gotti et al., 2023). En particular, Metarhizium se ha estudiado y
cultivado extensamente como un medio para reemplazar los insecticidas o para reducir la
dosis de productos quimicos utilizados para controlar los insectos plaga (Woong et al.,
2020).

Dentro del estudio de Metarhizium se encuentra la secuenciacion genémica que permite
dilucidar la base genética del estilo de vida como entomopatégeno, al mostrar que esta
caracteristica se ha desarrollado a través de la evolucion (Wang et al., 2020). Las especies
de Metarhizium muestran variabilidad en su rango de huéspedes. Por ejemplo, M. robertsii
y M. anisopliae son generalistas con amplios rangos de huéspedes, mientras que otros como
M. album tienen rangos de huéspedes restringidos (Stone, LB y Bidochka, MJ., 2020).

En el analisis del genoma de Metarhizium las herramientas computacionales como la
bioinformatica, son fundamentales. La bioinformatica gestiona y analiza datos biologicos,
el estudio de las funciones, asi como las relaciones de genes y proteinas (Franco, M., 2008).
Con el andlisis del genoma de diferentes especies de Metarhizium se ha podido determinar
sus particularidades y caracteristicas. Conocer esta informacion nos ayuda a entender mejor
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los estilos de vida que presentan estos hongos y a su vez permite identificar genes de
interés, los cuales pueden estudiarse mediante su eliminacién, modificacion o
sobreexpresion utilizando técnicas moleculares, entre las cuales encontramos la
transformacion génica (Hu, et al., 2014).

La transformacion génica mediada por la bacteria Agrobacterium fue el primer sistema de
transferencia de genes en originar una planta genéticamente modificada, esto ocurrié por
primera vez en 1983 (Diaz, et. al, 2012). Agrobacterium se propuso como mediador para
la introduccion de genes de interés en plantas, esto debido a la capacidad y eficiencia de
¢éste para infectar diversos organismos (Diaz, et. al, 2012) y su capacidad de favorecer la
recombinacion homologa (Paz, et. al., 2011), permitiendo que el material genético de
diferentes organismos, con secuencias parcialmente similares puedan recombinarse.

En la actualidad y con la creciente disponibilidad de las secuencias gendmicas flingicas se
conduce a la identificacion de grandes conjuntos de genes, es por esto por lo que los
cientificos utilizan sistemas rapidos y altamente eficientes para la eliminacion de genes
(Paz, et. al., 2011). La técnica OSCAR (One Step Construction of Agrobacterium-
Recombination-ready-plasmids) fue desarrollada para crear en menos tiempo pldsmidos
para el sistema de transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT). El
proposito de generar mutantes en el hongo Metarhizium, es conocer la funcion de genes
especificos para poder dilucidar aplicaciones como mejora de procesos en la industria,
biorremediacion, etc.
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Resultados

Se trabaj6 con cepas de las especies de Metarhizium robertssi'y Metarhizium guizhouense,
para generar mutantes sitio dirigidos en genes de interés.

1.-Analisis bioinformatico.

Dentro de los genomas de Metarhizium se identificaron por medio de programas como ApE
(A plasmid Editor) y BioEdit (Bioedit sequence alignment editor), los locus de los genes
de interés, asi como las regiones flanqueantes correspondientes a la region 5’ y 3°. Los
programas informaticos mencionados se usaron también para disefar los oligonucledtidos
necesarios para la técnica OSCAR.

File Edit Enzymes ORFs Features Tools Window Help
PEBEXDOAMNW2BOWDPDE~60 =

E] Sequence insert@

61356 18351<2> ¥ Dam/Dem

30 * 40
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18177|TGCCCARCCACCGCGTTGTTCCCGARGAGATCAACACTCCGTTCATCGRATACCTTAACCCCCGATCGACCATCTCACCACCGTATCCGTCCCCCCTTGCCGCCARGCTCATGARCATCGATGGCATC
18305/ACGTCCGTCTTCTATGGCGCAGACTTCATTACTGTCACCAAGGCAGGAGATGCGAACTGGGCCCATATCCGGCCAGAGATCTTTGCCTTGAT TACCGAGGCAATTACCTC: CATTGTCAG|
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Figura 1. Ejemplo de los analisis bioinformaticos realizados en los genomas de Metarhizium.
Se muestra la identificacion de las secuencias 5’ y 3’ (morado) del gen de interés (azul cielo) y los
oligonucledtidos disenados (amarillo).

2.-Extraccion de DNA de cepas de Metarhizium.
2.1.-Recoleccion y conteo de conidios.

De cultivos en cajas Petri de cepas de Metarhizium, se realizo la recoleccion de conidios.
Se adicion6 tritén al 0.01% ya que este ayuda a desprender mas facil los conidios.
Posteriormente, se realiz6 de manera manual un suave raspado con la finalidad de
desprender los conidios del medio, para centrifugar los conidios y colectarlos.
Posteriormente se procedi6 a realizar diluciones seriadas para su conteo utilizando una
camara de Neubauer.
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Figura 2. Recoleccion de conidios y el conteo en camara de Neubauer. Imagen creada en
BioRender.

2.2.-Obtencion de micelio.

Los conidios previamente obtenidos, se inocularon en medio de cultivo liquido YPD-2, por
72 horas a 28 °C. Posteriormente el micelio obtenido se filtrd al vacio. Una vez obtenido
el micelio se almacend a -80 °C.

// \\

Figura 3. Obtencion del micelio. Imagen creada en BioRender.
2.3.- Extraccion de DNA.

El micelio obtenido previamente se utiliz6 para extraer el DNA de nuestras cepas de interés,
mediante rompimiento por friccion y utilizando la técnica de fenol-cloroformo (Green. et
al., 2012). Las muestras de DNA se trataron con enzimas “RNAsas” con la finalidad de
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eliminar la contaminacion por RNA. Finalizado el tratamiento con RNAsas, se realiz6 una
electroforesis para ver la integridad del DNA obtenido, como se aprecia en la Figura 4.

DNA gendmico de Metarhizium

Figura 4. Extraccion de ADN en gel agarosa al 1%. La letra M representa el carril marcador de tamafio
molecular, los carriles 1 y 2 son las muestras de DNA correspondientes a M. guizhouense y los carriles 3
a 6 son pertenecientes a DNA de M. robertsii.

Posterior a la electroforesis se realizé la cuantificacion del DNA. Esto se realizo utilizando
un espectrofotdmetro, el cual es un equipo capaz de obtener mediciones de luz reflejada o
transmitida de muestras a diferentes longitudes de onda. Para el DNA, se realizan lecturas
a 260 nm/280 nm, lo que nos permite conocer la pureza de la muestra y la concentracion.

3.-Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta metodologia tiene la finalidad de crear muchas copias de un fragmento de DNA de
interés. La reaccion requiere de diferentes elementos, los cuales son oligonucleotidos,
DNA, nucledtidos, polimerasa y buffer de reaccion. Esta reaccion se lleva a cabo en un
termociclador, el cual es un quipo que puede cambiar de temperaturas para realizar las
diferentes etapas de un PCR, las cuales son desnaturalizacion, alineamiento y elongacion
(Green. et al., 2012).
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Para verificar si la reaccion de PCR se hizo correctamente, se realizo una electroforesis en

gel de agarosa, donde buscamos identificar bandas correspondientes al tamafio esperado
(Figura 5).

Fragmento de DNA amplificado

Figura 5. Electroforesis en gel agarosa al 1%. La letra M representa el marcador de tamafio
molecular, y en los carriles 1 y 2 los fragmentos de DNA purificados.

Identificadas las bandas, se confirma la amplificacion de DNA de interés y se realiza la
purificacion del fragmento obtenido, esto mediante un Kit comercial, se muestran los pasos
de la purificacion en la Figura 6.
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Figura 6. Representacion del proceso de purificacion de DNA en gel agarosa. Imagen creada en
BioRender.

Finalmente, con el DNA purificado se realiza la reaccion OSCAR, con la cual se lleva a
cabo la construccion para poder transformar Metarhizium utilizando Agrobacterium y
obtener mutantes carentes de los genes de interés.
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4.- Conclusiones.

Para la obtencion de mutantes en hongos como lo es el género Metarhizium, se necesitan
diferentes herramientas bioinformaticas y técnicas moleculares. La generacién de mutantes
facilita y permite dilucidar la participacion de genes en los diferentes estilos de vida de
Metarhizium, permitiendo preceder las bases para el desarrollo de conocimiento y
aplicaciones de este género de hongos.
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