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RESUMEN

La diversidad genética de 42 aislamientos de hongos entomopatdgenos
facilitados por INIAP fue determinada por medio de marcadores AFLP, obteniéndose
indices de similitud genética menores a 0.50, y un total de 121 bandas 100%
polimorficas. El dendrograma generado usando el coeficiente de similitud genética de
Jaccard exhibe doce grupos, siete de los cuales estan agrupados por género. De los siete
grupos anteriores, cinco estdn agrupados por el hospedador del cual provinieron. El
analisis de Bootstrap muestra 12 relaciones filogenéticas fiables con valores superiores
al 70% de confianza. El Andlisis de Coordenadas Principales produjo seis agrupaciones,
cuatro de las cuales se correlacionan por géneros. Los resultados sugieren la existencia
de una considerable diversidad genética en la coleccion de hongos entomopatdgenos del
INIAP, y un agrupamiento relacionado con el hospedador. No se hallaron regiones
gendémicas comunes que agrupen a los aislamientos por su nivel de entopatogenicidad.
La elevada diversidad genética presente en la coleccion de hongos estudiada constituye
una fuente potencial de adaptabilidad de estos organismos a condiciones agroecoldgicas
diversas, y una fuente potencial de fenotipos con potente efecto bioinsecticida.
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ABSTRACT

The genetic diversity of 42 entopathogenic fungi strains were determined using AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) markers. We obtained genetic similarity
indexes lower than 0.50 and 121 bands that showed 100% of polymorphism. The
dendrogram built using Jaccard genetic coefficient shows twelve groups, seven of them
clustered by genera. From these seven groups, five of them are clustered by the host
from which they were isolated. The Bootstrap analysis shows twelve trustworthy
phylogenetic relations with values higher than 70% of confidence. The Principal
Coordinate Analysis produced six clusters; four of them are associated by genera. The
results suggest the existence of a considerable genetic diversity among the INIAP
entophatogenic fungi collection, and a clustering tendency related by the host from
which they were isolated. We did not find common genomic regions among virulent
entopathogenic fungi strains. The high genetic diversity found among this
entomopathogenic fungi collection represents a potential source of adaptation within the
analized strains to diverse agroecologic environments, and also a potential source of
phenotypes with potent bioinsecticide activity.
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1. Introduccion:

1.1. Control Biologico de Plagas

El control bioldgico clésico puede definirse como la introduccion inoculativa de
un agente vivo previamente no presente en un determinado lugar para mitigar el efecto
de una plaga. En aquellos casos donde esto representa una nueva asociacion entre un
agente de control biolégico efectivo y una peste, es denominado control biologico
neoclasico (Lomer et al., 2001). También existen otras estrategias de control bioldgico
como la aumentacion inoculativa, que consiste en la aplicacion de un agente nativo del
lugar que tenga capacidad como controlador biolégico de la plaga de interés, para
promover un aumento de su poblacion in-situ; asi como también la aumentacion
inundativa, que se refiere a la aplicacion masiva de un agente con el objetivo primario

de inducir una elevada muerte inicial de la plaga (Lomer et al., 2001).

En lo que respecta especificamente a plagas de insectos, el control biologico
puede definirse como el empleo de “controladores bioldgicos”, entre los que se
incluyen: parasitos, agentes patdgenos y/o predadores para mantener el equilibrio de
poblaciones, asi como también reducir y/o mitigar el efecto deletéreo de plagas (Torres
et al.,, 1993). Una de las fortalezas de este método de control frente a estrategias
quimicas, es que su efecto tiende a ser permanente y su accion puede ejercerse sobre
grandes extensiones agricolas, ademas de no dejar residuos toxicos sobre las plantas ni
contaminar el ambiente (De Bach, 1964). Uno de los grupos de organismos mas
aceptados como controladores bioldgicos de plagas de artropodos son los hongos

entomopatogenos.
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1.1.1. Hongos Entomopatogenos

La expresion hongo entomopatéogeno hace referencia a aquellos hongos que
pueden actuar como parasitos de insectos, matandolos o provocandoles serios dafos.
Generalmente, la infeccion de tales hospedadores comienza con la adhesion de conidios
(forma asexual esporulada del hongo) en la superficie del exoesqueleto. Si se presentan
condiciones de temperatura y humedad adecuadas (elevada humedad), dichas esporas
germinan, crecen en forma de hifas y colonizan la cuticula del insecto; eventualmente
las hifas viajan a través del insecto y alcanzan la cavidad corporal (hemocele) del
mismo (Zimmermann, 2007). Posteriormente, las células del hongo proliferan en el
hemocele del hospedador, usualmente en forma de hifas con pared celular o de
protoplastos carentes de pared celular en algunas especies. Usualmente, luego de cierto
tiempo el insecto muere (a veces por accidon de toxinas), y nuevas esporas se forman
dentro y fuera del insecto si las condiciones ambientales son permisivas (Zimmermann,

2007).

Los hongos entomopatégenos no conforman un grupo monofilético, sino que
incluyen taxones de varios grupos del reino Fungi. Muchos de ellos pertenecen al grupo
Hypocreales de los Ascomicetos: las fases asexuales Beauveria, Metarhizium,
Nomuraea, Paecilomyces, Hirsutella, asi como el estado sexual Cordyceps son algunos
ejemplos. Otros representantes como Entomophthora, Zoophthora, Pandora,
Entomophaga, pertenecen al orden Entomophthorales de los Zygomicetos (Lomer et al.,

2001).
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Debido a que estos organismos se consideran ambientalmente seguros, existe interés
global en el empleo y manipulacion de hongos entomopatdégenos para el control
bioldgico de pestes de insectos y otros artropodos. Particularmente, las fases asexuales
de varios Ascomicetos (Beauveria, Metarhizium, Paecilomyces y otros) se encuentran

bajo intenso estudio por sus favorables caracteristicas para ser usadas como

bioinsecticidas (Lomer et al., 2001).

Se ha sefialado que el relativo éxito que se obtenga aplicando hongos
entomopatogenos como agentes controladores de plagas, dependerd en gran medida del
conocimiento de epizootiologia, de la seleccion del patdégeno, del método de produccion
del inoculo infectivo, de la adecuada formulacién del patdégeno y de su oportuna

aplicacion en los sitios de interés (Dorta & Arcas, 2003).

1.1.1.1. Género Entomopatogeno Beauveria

Uno de los géneros mas estudiados dentro del grupo de hongos
entomopatogenos es Beauveria. FEste es un género cosmopolita de hifomicetos
haploides transmitidos desde el suelo, cuya importancia radica en que parasita a mas de
200 especies de insectos de distintos 6rdenes y produce metabolitos bioldgicamente
activos, de manera que varias de sus especies constituyen potenciales controladores
bioldgicos de plagas (Rehner & Buckley, 2005). Las especies dentro de este género son
mohos blancos que forman conidios unicelulares blancos tipicamente hidrofébicos y
muy pequefios. Dichos conidios son formados holoblasticamente a partir de células
conididgenas infladas basalmente. Luego de producir conidios, la célula conididégena se

elonga produciendo otro conidio que forma un pequeio denticulo. El resultado es la
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formacién de distintivos conididforos en zig-zag insertos en el micelio, que dejan
cicatrices cuando se desprenden de ¢él. Beaveria bassiana es la especie mas
representativa del género; éste es un hongo de amplia distribucion geografica
proveniente del suelo, que parasita varias especies de insectos, causando la enfermedad
denominada muscardina blanca. Al ser un hongo entomopatdgeno, es utilizado como
bioinsecticida para controlar pestes como: afidos, termitas, saltamontes, trips, moscas
blancas, diferentes especies de escarabajo, orugas, acaros, etc. (Rehner & Buckley,
2005). Debido al amplio rango de artropodos a los que parasita B. bassiana debe ser
considerado como un bioinsecticida no selectivo y no deberia ser aplicado a flores que

son visitadas por insectos polinizadores.

Actualmente se conoce que Beauveria bassiana es el anamorfo (forma
reproductora asexual) del teleomorfo (forma reproductora sexual) Cordyceps bassiana,
la cual solamente ha sido colectada en Asia oriental (Li et al, 2001). Algunos estudios
han revelado que B. basssiana deberia considerarse como un conjunto de distintas
especies filogenéticas, ya que esta constituida por distintos linajes (Rehner & Buckley,

2005).

1.1.1.2. Género Entomopatogeno Metarhizium

De igual manera, Metarhizium es otro de los géneros representativos dentro del
grupo de hongos entomopatogenos. Este pertenece a la familia Moliniaceae, y se
caracteriza por el color de sus esporas, que son blancas al principio pero cambian a un
color verde olivo a medida que se desarrollan; tales estructuras se forman al final de los

conidioforos y contintian de esta forma hasta formar cadenas de esporas. Durante la
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germinacion de las esporas se forman uno o dos tubos germinativos, que se desarrollan
hasta dar lugar al micelio. En alrededor de una semana, el micelio da lugar a

conidioforos que formaran nuevas esporas.

Metarhizium anisopliae es la principal especie del género. Formalmente
conocido como Entomophthora anisopliae, es un hongo del suelo ampliamente
distribuido. Pertenece a la clase de hongos Hyphomycetes, y esta categorizado como un
hongo causante de murcardina verde, debido al color verde que presentan las colonias
esporulantes. Se ha reportado que infecta aproximadamente 200 especies de insectos y
otros artropodos. En mamiferos éste no es infeccioso o tdxico, pero la inhalacion de sus

esporas puede provocar reacciones alérgicas en individuos sensibles (Cloyd, 2002).

Metarhizium anisopliae generalmente ingresa en los insectos a través de los
espiraculos y poros de los 6rganos sensoriales. Una vez dentro del insecto, el hongo
produce una extension lateral de hifas, las cuales eventualmente proliferan y consumen
su contenido interno. El crecimiento de hifas continua hasta que el insecto se llena de
micelios. Cuando el contenido interno ha sido consumido, el hongo rompe la cuticula y
esporula, lo cual hace que el insecto tome un aspecto algodonoso (Cloyd, 2002). Esta
especie entomopatdogena puede liberar esporas (conidios) en condiciones de baja
humedad (<50%), y adicionalmente, puede nutrirse de los lipidos de la cuticula. Estos
hongos pueden también producir metabolitos secundarios, tales como destruxina, la cual
posee propiedades insecticidas sobre polillas y larvas de moscas. M. anisopliae es
sensible a temperaturas extremas; la viabilidad de las esporas decrece conforme la
temperatura de almacenamiento se eleva y la virulencia decrece a bajas temperaturas

(Cloyd, 2002).
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1.1.1.3. Verticillium lecanii

Verticillium lecanii es un hongo entomopatdgeno cosmopolita, que constituye el mayor
agente biologico de control de moscas blancas y afidos. Su patogenicidad involucra
adhesiéon de esporas en la cuticula del insecto, su germinacion, penetracion y
colonizacién interna, culminando en la muerte del hospedador. La elevada humedad es
un requisito absoluto para la germinacidn, el establecimiento de la infeccion y la

esporulacion (Zare & Gams; 2008).

A pesar que de que es factible caracterizar morfolégicamente a géneros como
Beauveria y Metarhizium, la indentificacion de especies dentro de cada género resulta
dificil a causa de su simplicidad estructural y a la carencia de variaciones fenotipicas
distintivas (Rehner & Buckley, 2005). Esta uniformidad fenotipica no necesariamente
significa baja diversidad genética, y una manera de determinar cuanta variabilidad

genética existe dentro de estos géneros es mediante el uso de marcadores genéticos.

1.2. Marcadores Genéticos

Un marcador genético es cualquier diferencia fenotipica controlada
genéticamente y utilizada en el analisis genético, por lo tanto, se lo puede definir como
un locus marcador que tiene que presentar polimorfismo. Estos pueden utilizarse con
dos finalidades: sefialar el locus que controla la diferencia fenotipica y/o marcar otro
locus cercano que controle algin caracter de interés (Nuez et al., 2000). Para que un

marcador genético sea considerado bueno, debe cumplir con los siguientes requisitos:
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poseer polimorfismo (multialélico), ser codominante, no ser epistatico (puede leerse el
genotipo a partir del fenotipo independientemente del genotipo de otros loci), ser neutro
(sus sustituciones alélicas no producen otros efectos fenotipicos) y ser insensible al

medio ambiente (el genotipo se infiere a partir del fenotipo con independencia del

ambiente en el que se halle) (Grattapaglia, 2000).

Los marcadores genéticos pueden ser de tres tipos: morfologicos, bioquimicos
(isoenzimaticos) y moleculares. Los marcadores genéticos morfologicos son locus
marcadores asociados a caracteres morfologicos, o en otras palabras fenotipos de facil
interpretacion visual. Los marcadores genéticos bioquimicos o enzimaticos son locus
marcadores que codifican isoenzimas, es decir grupos de multiples formas moleculares
de la misma enzima dentro de una especie, las cuales catalizan una reaccidon bioquimica
especifica (Grattapaglia, 2000). Finalmente, los marcadores genéticos moleculares son
segmentos o porciones de ADN que pueden asociarse a distintas caracteristicas en un
organismo de interés. Estos fragmentos generalmente se visualizan a manera de bandas
especificas en una matriz de separacion y es factible hacer un seguimiento de ellas a

través de generaciones sucesivas (Ramon et al., 2005).

Dentro de los marcadores genéticos moleculares es posible hacer una distincién
entre dos tipos: los denominados arbitrarios y los dependientes de secuencias
especificas. Los primeros son aquellos que no requieren informacion de secuencias
genéticas del organismo de interés previamente al andlisis, y en este grupo se debe
mencionar a los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs), los ISSR
(Intersimple sequence repeats), los AFLPs (Amplified Fragment Length

Polymorphisms), los SAMPL (Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic
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Loci) y los SSAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism). Los segundos por el
contrario son aquellos que requieren primers especificos disefiados a partir de la
secuencia total o parcial del segmento de ADN amplificado; entre éstos tenemos a los
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), los CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence), los SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism),
Los SNP (Single Nucleotide Polymorphism) y los SSR (Single Sequence Repeats)

también llamados Microsatélites (Ramon et al., 2005).

1.2.1 Marcadores Moleculares AFLPs

Los AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms) son un tipo de
marcador genético que combina dos técnicas utilizadas para generar marcadores
moleculares: la digestion con enzimas de restriccion (técnica de RFLPs) y una
amplificacion mediante PCR tipo RAPD. Esta técnica consiste en producir una
poblacion de fragmentos de ADN, mediante la digestion del ADN gendmico con una
combinacion de dos endonucleasas distintas: una de corte raro y otra de corte frecuente.
Luego de la restriccion, los fragmentos son ligados en sus extremos a dos adaptadores
especificos de cada enzima empleada. Posteriormente, utilizando dos primers
complementarios a la secuencia de cada uno de los adaptadores, se consigue la
amplificacion de los fragmentos de ADN digeridos (delimitados por los adaptadores),
sin necesidad de tener conocimiento previo de las secuencias del genoma que se desea
estudiar (Nuez et al., 2000). Finalmente, utilizando primers a los que se les ha afiadido
en el extremo 3’ una o mas “bases selectivas” (bases al azar), se logra la amplificacion
de solamente un subconjunto del total de fragmentos de ADN generados por la

restriccion doble. Esto ocurre debido a que cada base selectiva afiadida reduce en una
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cuarta parte el nimero de fragmentos amplificados durante este proceso; de tal forma
que si se utiliza una combinacidon de dos primers con tres bases selectivas en cada uno
de ellos, amplificaria 1/4096 de los fragmentos totales. Estos marcadores tienen la

ventaja de obtener un nimero muy alto de polimorfismos, y de ser més reproducibles

que otros marcadores arbitrarios como los RAPDs (Nuez et al., 2000).

1.2.2. Investigacion en Hongos Entomopatogenos mediante Marcadores Genéticos

Existen algunas investigaciones realizadas usando marcadores bioquimicos y
moleculares de hongos del género Beauveria realizadas en los ultimos 25 afios; la gran
mayoria de las cuales se llevaron a cabo con la intencionalidad de lograr una
identificacion mas precisa de diversas especies y cepas del género, habitualmente
identificadas de acuerdo a rasgos morfoldgicos como el tamafio, forma y color de los
conidios (Aquino de Muro et. al., 2003). Entre las técnicas modernas empleadas hasta
ahora se menciona: analisis de rRNA y con marcadores RAPD (Glare & Inwood, 1998),
uso de ITS nucleares y secuencias EF1-a (Rehner & Buckley, 2005), analisis mediante
marcadores RFLP y RAPD (Maurer et al., 1997), y estudios mediante las técnicas ITS-
RFLP y AFLP (Aquino de Muro et al., 2003). Aparte de las investigaciones
mencionadas, Glare & Inwood, (1998), también citan algunos estudios hechos en las
décadas de los 80’ y 90’ con técnicas bioquimicas (isoenzimas) y moleculares (rDNA,
SSCP, RAPD, RFLP) por otros autores. Pese a lo expuesto, ninguno de dichos estudios
ha logrado establecer un método de identificacibon més preciso que las técnicas
morfoldgicas cléasicas, ni tampoco arboles filogenéticos concluyentes. Segun dichos
estudios, el uso de marcadores moleculares para relacionar a los organismos estudiados

con su lugar de colecta y hospedador ha dejado entrever la naturaleza generalista de los
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hongos entomopatdgenos, al no existir un patron distinguible, salvo raras excepciones

(Glare & Inwood, 1998).

1.3. Investigacion de Hongos Entomopatogenos en el Ecuador

En el Ecuador, se han realizado algunos estudios sobre hongos entomopatdégenos
por parte del INIAP (Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias).
Esta institucion ha logrado aislar varias cepas pertenecientes a los géneros Beauveria y
Metarhizium en distintas localidades del pais. Con dichos aislamientos se han llevado a
cabo principalmente ensayos de agresividad in vitro y patogenicidad sobre plagas de

interés (Ayala, 2006).

En el afio 2003, la mencionada institucion probd sustratos que favorezcian el
crecimiento masivo de hongos entomopatogenos usados en laboratorio y se observo que
el sustrato de arroz fue el mejor para este fin. También evaluaron la patogenicidad de
Beauveria brogniartii y Metarhizium anisopliae provenientes de las principales zonas
productoras de papa sobre Premnotrypes vorax, y hallaron diferentes grados de
patogenicidad entre distintos aislamientos, siendo un aislamiento de Beauveria
brogniartii asilado a partir de P. vorax en Chanchalo-Cotopaxi, y otro aislado a partir
del mismo hospedador en Huacona San José-Chimborazo los mas patogénicos (100% a
los 10 dias). En este mismo estudio se hicieron pruebas comparativas de efectividad y
costo entre agentes bioldgicos (Beauveria) y quimicos (carbofuran) de control de
plagas, y encontraron un porcentaje de mortalidad promedio de 65.15% en el método
bioldgico frente a 94.2% en el método quimico; asi como un costo por hectarea de 31

USD para el primero frente a 11.9 USD para el segundo (Barriga, 2003).
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Durante este mismo afio (2003) el INIAP realizo aislamientos de Beauveria y
Metarhizium en las provincias de Carchi y Cotopaxi, hallandose que los del primer
género en general presentan mejor efectividad en el control de P. vorax, que los del
segundo. Asi mismo, ensayos efectuados en este mismo estudio sugieren que a mayor
tiempo desde la inoculacion de Beauveria, la mortalidad de P. vorax se eleva también,

llegando a valores del 95.8% a los 17 dias (Landazuri, 2003).

En el afo 2004, investigadores de esta institucion aislaron dos cepas de
Beauveria y once cepas de Metarhizum a partir de individuos adultos de Macrodactylus
pulchripes y de larvas de Scarabeidos en las parroquias de Chavezpamba y San José de
Minas, provincia de Pichincha. Evaluaron la agresividad in vitro de los aislamientos de
ambos géneros y se determind que un aislamiento de Beauveria colectado de
Macrodactylus pulchripes en la localidad de Alance — Pichincha, y otra cepa de
Metarhizum colectada de larva de Scarabeido en la localidad de Alobuela — Pichincha
fueron las mas agresivas de todas las que se analizaron (Rueda, 2005). En otro trabajo
de 2004 llevado a cabo por el INIAP se realizaron aislamientos de hongos
entomopatogenos en la Isla San Cristobal-Galapagos (Cerro Gato, Cerro Azul, Socavon
y el Puerto) de los géneros Beauveria, Metarhizum y Paecilomyces. Se hicieron pruebas
de patogenicidad de dichos aislamientos sobre Metamasius hemipterus, hallindose una

elevada letalidad de Beauveria sobre el insecto (100% a los 9 dias) (Valverde, 2005).

Finalmente en 2005, esta institucion aisld doce cepas de Beauveria y ocho cepas
de Metarhizum a partir de especimenes adultos de Macrodactylus sp. y de larvas de

Scarabeidos colectados en 14 localidades (ubicadas entre los 1400 y 2400 m.s.n.m) del
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canton Chillanes provincia de Bolivar. De los aislamientos de hongos obtenidos se
evidencid que un aislamiento de Metarhizum proveniente de la localidad de S. F. Asapi
— Bolivar a 1500 m.s.n.m. y otro de Beauveria procedente de la localidad de Tablas —
Bolivar a 1700 m.s.n.m fueron los mas agresivos frente a insectos del género
Macrodactylus sp (Ayala, 2006). Otros aislamientos de dichos géneros colectados en los
mismos sitios antes citados mostraron la mas alta patogenicidad sobre individuos de
Macrodactylus sp., obteniendo en el caso del representante de Metarhizum una
mortalidad de 95.40% a los cinco dias desde la aplicacion; asi como una mortalidad de

84.27% en el caso del representante de Beauveria, al mismo tiempo antes descrito

(Ayala, 2006).

Con este antecedente, el motivo del presente estudio fue realizar un analisis de
diversidad genética de varios aislamientos en su mayoria pertenecientes a los géneros
Beauveria y Metarhizum, realizados por el INIAP en varias localidades del pais,
utilizando para ello marcadores moleculares AFLPs. Existia también la expectativa de
encontrar correlacion entre la presencia de alglin marcador particular en el genoma de
estos hongos y ciertas caracteristicas importantes como patogenicidad, agresividad y
adaptabilidad que han sido evaluadas por el INIAP para algunos de los aislamientos de

los hongos analizados.

2. Objetivo General
Analizar la diversidad genética de 46 aislamientos de Beauveria sp., Metarhizium

sp., Vericillium sp. y otros, mediante la metodologia de marcadores AFLPs.
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3. Objetivos Especificos
= Establecer un protocolo eficiente de extraccion de ADN de alta calidad de
los distintos aislamientos de hongos entomopatdgenos.
* Determinar la diversidad genética de los 46 aislamientos de hongos
entomopatogenos mediante AFLPs.
= Establecer asociaciones entre la presencia de determinados marcadores
moleculares en el genoma de los hongos, y la caracteristica de agresividad o

virulencia de los mismos.

4. Justificacion

El uso de hongos entomopatdogenos para el control de plagas, parece ser una
alternativa viable y acorde con las tendencias actuales, donde se fomenta el aumento del
uso de biopesticidas. Sin embargo la eficiencia de este método depende de un desarrollo

de informacion bésica que permita una mejor seleccion y caracterizacion de las cepas.

La coleccion de Hongos Entomopatdgenos realizada por el Departamento de
Proteccion Vegetal del INIAP, ha sido clasificada desde el punto de vista morfologico y
de eficiencia como controlador bioldgico; sin embargo, necesita de una caracterizacion
genética molecular para detectar diferencias a nivel de ADN y para complementar la
informacion aportada por los datos morfolégicos. En general, una de las principales
desventajas de la caracterizacion morfologica es que las caracteristicas a medir son
limitadas en numero, por lo cual la discriminacidn entre aislamientos es dificil. Por otro
lado, la presencia de estas especies en diversos climas y condiciones agroecoldgicas,

podria indicar la existencia de una alta variabilidad genética en las especies.
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Actualmente, la forma mas certera de determinar los niveles de diversidad y estructura

genética interespecifica e intraespecifica es a través del uso de marcadores moleculares.

Por lo tanto, una caracterizacion molecular en base de marcadores moleculares
de tipo AFLPs, contribuird al refinamiento de estudios taxondmicos, evolutivos, de
diversidad, el mejoramiento de cepas y el seguimiento molecular de los hongos en el
campo, que permita evidenciar su dindmica y su eventual establecimiento permanente,
en casos de inoculaciones artificiales. Existe también la posibilidad de encontrar
correlacion entre la presencia de un marcador particular en el genoma de estos hongos y

algunas caracteristicas importantes como patogenicidad, agresividad y adaptabilidad.

El uso de bioinsecticidas contribuiria con un manejo de la agricultura
ambientalmente mas amigable, y constituiria una estrategia interesante para el control

de plagas en cultivos econdmicamente importantes a nivel nacional y mundial.

5. Area de Estudio

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Universidad San Francisco de Quito (Colegio de Ciencias Bioldgicas y
Ambientales); Cumbaya-Ecuador. El material que fue objeto de estudio es una
coleccion de hongos entomopatéogenos provistos por el Departamento de Proteccion

Vegetal del INIAP (Instituto Nacional de Autonomo de Investigaciones Agropecuarias).

6. Materiales y Métodos
6.1. Materiales:

6.1.1. Material Biologico:
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El material bioldgico utilizado en este estudio fue micelio de hongos
entomopatogenos proveniente de recolecciones realizadas por el Departamento de
Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Santa Catalina, INIAP. Estas
recolecciones se realizaron en algunas provincias del pais, principalmente de la Sierra y
también en el Archipié¢lago de Galdpagos. De 63 cepas que conforman la coleccion del
Departamento del INIAP, 46 fueron entregadas en medio de cultivo PDA al Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito.

En la Tabla 1 se enlista el material bioldgico utilizado para efectuar este estudio de

diversidad genética.

6.1.1.1. Subcultivo de aislamientos fiingicos

Medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) DIFCO, 39gr/L
Gentamicina GIBCO, 40 mg/L

Agua destilada

6.1.2. Extraccién de ADN fingico

CTAB 2X

B-mercaptoetanol (10 ul por cada 1000 ul de CTAB)
Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)

Isopropanol

Etanol al 76%

Buffer TE (Tris 10mM, ImM EDTA estéril, pH 7.5)

Sand White Quartz (-50 + 70 mesh; Sigma Co. product # S-9887)

6.1.2.1. Cuantificacién de ADN
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fluorémetro Qubit™ (Invitrogen)

Quant-it™ working solution (Quant-it™ Reagent + Quant-it™ buffer, 1:200)
Quant-it™ Standard #1

Quant-it™ Standard #2

6.1.3. Amplificacion con kit AFLP Analysis System 1, INVITROGEN

6.1.3.1. Restriccion y Ligacion:

5X Reaction Buffer

= ADN fungico extraido de cada muestra (30-175 ng/pl)
* Solucién de enzimas EcoR1/Mse 1

* Agua destilada

* Solucidén de ligacion con adaptadores

= T4 ADN ligasa

» Centrifuga Eppendorf 5415D

=  [ncubadora

6.1.3.2. Reaccion de Preamplificacion:

ADN fungico extraido digerido y ligado (250 ng/ul)
= PRE-AMP PRIMER MIX

* 10X PCR buffer mas Mg

» Taq ADN Polimerasa (5U/ pl)

=  Termociclador Techne 7C-412

6.1.3.3. Reaccion de Amplificacion Selectiva:
= ADN fungico preamplificado

= Set de primers EcoR1
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= Set de primers Msel
* 10X PCR Buffer mas Mg

= Taq ADN Polimerasa (5U/ pl)

6.1.4. Electroforesis en gel de Agarosa

Agarosa 1.5%

SYBR Safe (10000X, Invitrogen)

Cémara de electroforesis horizontal C.B.S. Scientific Co MGU-502T

Cémara de electroforesis horizontal EC Apparatus Coorporation Maxicell EC-360
Transiluminador Vilber Lourmat TFX 35M

Cémara digital Kodak DC290 Zoom

Software Kodak 1D

Fuente de Poder EC-Apparatus Coorporation EC2060P Series 90

Horno Microondas Mabe Softouch

6.1.5. Electroforesis en gel de Poliacrilamida

Fuente de poder BIORAD Powerpac HV™

Céamara de electroforesis vertical BIORAD Sequi-Gen GT Sequencing cell
Poliacrilamida al 6%

Persulfato de amonio al 10%

TEMED, Invitrogen

Ladder 100bp, Invitrogen

Buffer de carga

REPEL, Invitrogen

Solucion Stock (alcohol al 96% + acido acético al 0.5%)
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Silane sianol [3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylate 98%, Invitrogen]

TBE 1X

6.1.6. Tincién con Plata (Protocolo mejorado por Halima Benbouza, et al., 2006)

6.1.6.1. Solucion fijadora y de parada (2000 ml)
Acido Acético Glacial 10 ml
Alcohol absoluto 200 ml

Agua desionizada 1790 ml

6.1.6.2. Solucion de plata (1000 ml)
Nitrato de plata, 4 gr
Formaldehido al 37%, 3 ml

Agua destilada, 2000 ml

6.1.6.3. Solucion Reveladora (1000 ml)
Hidréxido de sodio, 30 gr
Formaldehido al 37%, 4 ml

Agua destilada, 2000 ml

6.1.7. Analisis de Datos:

Computador NEC Pentium III

Software NTSY Spc 2.11

Escaner EPSON Perfection 1260

Matrices de similitud; coeficiente de Jaccard

Dendrogramas; Principal Component Analysis
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Software Winboot

6.2. Metodologia

6.2.1. Cultivo de hongos entomopatogenos

Se replico cada uno de los aislamientos entregados por el INIAP en medios PDA
base con gentamicina (Ver Tabla 2) mediante la técnica de estriado empleando hisopos
estériles de mango largo. Se subcultivo cada aislamiento en dos cajas de medio PDA,
con el fin de obtener suficiente cantidad de micelio para realizar la extraccion de ADN

gendmico.

6.2.1.2. Codigos de aislamientos de hongos entomopatogenos

Los cédigos utilizados en este estudio corresponden a un sistema simple de
numeracion de cepas y de nombres cortos (asignados arbitrariamente), que el INIAP
empleaba originalmente para identificar los aislamientos entomopatdégenos de su
coleccion. En el presente trabajo dichos cédigos fueron renombrados como codigos
USFQ, debido a que durante la realizacion del proyecto el INIAP asigné nuevos
codigos de identificacion a todos sus aislamientos de hongos. Los codigos USFQ y los

cddigos INIAP se incluyen en la Tabla 1.

6.2.2. Extraccion de ADN fiangico
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Se sigui6 el protocolo de extraccion de ADN genomico mediante CTAB
(Maroof, 1984) con la adicion de Sand White Quartz (Sigma) durante la molienda del
micelio para mejorar la extraccion del ADN fungico (Weiland, 2000). El protocolo mas
eficiente de extraccion de ADN, se determind luego de efectuar tres ensayos
preliminares en donde se establecid que cantidades de micelio y arena eran las mejores
para obtener ADN de buena calidad en cantidades suficientes para el analisis molecular,

y éste se describe a continuacion.

Se coloco los aislamientos (cultivados en medio PDA) a 4°C en un refrigerador,
por 2 dias. Después de este periodo se tomd aproximadamente 150 mg de micelio de
cada aislamiento crecido en medio PDA. Se mezcldé Sand White Quartz (-50 + 70 mesh;
Sigma Co. product # S-9887), en una relacion de 3:1 con la muestra de micelio en un
mortero limpio y desinfectado. Se anadi6 1000 ul de CTAB 2X y se macer6 toda la
mezcla hasta lograr una consistencia homogénea. El micelio macerado se coloc6 en un
tubo eppendorf estéril de 1.5 ml, y se afiadié 10 pl de p — Mercaptoetanol (10 pl de B-
mercaptoetanol por cada 1000 pl de CTAB). Se incub6 por 1 hora a 62°C, agitando por
inversion los tubos eppendorf cada 15 minutos. Se afadio 200 pl de solucién
Cloroformo — Alcohol isomamilico (24:1), y se agitd continuamente por inversion
durante 10 minutos. Luego, se centrifugo6 las muestras durante 5 minutos a 13200 rpm, y
producto de este proceso se formaron 3 fases. Con una micropipeta se removio la fase
acuosa superficial (solucidn transparente) y se la transfirié a un nuevo tuvo eppendorf.
Se afiadi6 alcohol isopropilico enfriado a 4°C en una relacion 0.8 a 1 veces el volumen
presente en el tubo, con el fin de precipitar el ADN. Se agit6d los tubos por inversion
hasta ver los hilos de ADN formados en la solucion. Para precipitar todo el ADN, se

centrifug6 los tubos a 5000 rpm por 3 minutos; con lo cual se obtuvo un pellet blanco en
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el fondo de cada tubo. A continuacidon, se descart6 todo el sobrenadante de los tubos y
se afiadio 500 pl de Etanol (76%) para lavar el pellet agitando cada tubo hasta que el
pellet se despegue de la pared del mismo. Por ultimo, se removid el etanol con una
micropipeta cuidando de no absorber el ADN precipitado y se dejo secar completamente
el remanente de etanol presente en cada muestra. Para almacenar los ADNs extraidos, se

resuspendieron en 100-150 pl de buffer TE estéril o agua destilada ultra purificada.

6.2.2.1. Cuantificacion de ADN

El ADN fue cuantificado con el uso de un fluorometro Qubit™ (Invitrogen).
Para ello, se utilizd un volumen de 2 pl de ADN gendmico de hongo suspendido en
buffer TE, mas 198 pl de Quant-it™ working solution (Quant-it™ Reagent + Quant-
it™ buffer, 1:200). Cada vez, antes de efectuar cuantificaciones de muestras de ADN,
se calibr6 el fluorometro mediante el empleo de dos soluciones estandares de ADN de
bacteriéfago A (Quant-it™ Standard #1 y Quant-it™ Standard #2) que forman parte del
kit de cuantificacion. Para esto, se mezcld 10 pl de cada ADN estandar con 190 pl de
Quant-it™ working solution (tal como sugiere el protocolo de Invitrogen), y se hizo la
lectura de ambos ADNs estandar. Una vez calibrado el fluorémetro, se procedi6 a medir
las concentraciones de ADN de cada tubo, insertandolos uno a uno en la camara de

medicion y tomando los datos respectivos.

Los resultados obtenidos con el fluorometro Qubit™ se corroboraron repitiendo
las mediciones dos veces, una seguida de la otra por un intervalo de 30 minutos. Este
tiempo de espera entre una medicién y otra, responde al criterio de evitar lecturas

erroneas provocadas por el aumento de temperatura de los tubos causada por su
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manipulacion fisica (Quant-iT™ dsADN BR Assay Kit Instruction Booklet,

Invitrogen).

6.2.3. Analisis de ADN fungico mediante la técnica AFLP
Se siguid el protocolo de Invitrogen para el corte del ADN con enzimas de
restriccion, ligamiento de adaptadores, preamplificacion, y amplificacion selectiva,

salvo algunos cambios indicados a continuacion.

6.2.3.1. Restriccion y Ligacion

Con el fin de optimizar el uso de los reactivos del kit de AFLPs, las reacciones
de restriccion se llevaron a cabo con la mitad del volumen sugerido por Invitrogen en
tubos eppendorf de 1.5 ml, utilizando 1 pl de solucién EcoR1/Msel, 2.5 pl de buffer de
reaccion 5X, y un volumen tal de ADN (suspendido en buffer TE estéril) que contenia
250 ng del acido nucleico para todos los casos. El volumen final de la reaccion de
restriccion (12.5 pl) se completd adicionando diferentes volumenes de agua destilada
estéril, dependiendo de lo requerido para cada muestra. A continuacion, se aplicd una
centrifugacion corta de dos segundos, y la mezcla se sometié a incubacion durante 4
horas a 37°C. Después de este proceso, se pusieron los tubos en bafio de arena a 70°C
por 15 min, con la finalidad de desnaturalizar térmicamente las endonucleasas y detener
su actividad. Por ultimo, se realizé otra centrifugacion corta de dos segundos para que
todo el volumen de la mezcla baje a la base del tubo, antes de congelar las muestras a -

20°C.
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Las reacciones de ligacion de adaptadores a los ADNs digeridos con la mezcla
enzimatica EcoR1/Msel, se efectuaron afiadiendo 12 pl de solucion de adaptadores, y
0.5 ul de T4 ADN Ligasa. Los tubos se centrifugaron por dos segundos, y se dejaron en

incubacion a temperatura ambiente por dos horas. Una vez terminado el proceso, se

almacenaron a -20°C en el congelador.

6.2.3.2. Preamplificacion

Se siguid el protocolo especificado en el manual del Kit de AFLPs (Invitrogen),
para efectuar las reacciones de preamplificacion de todas las muestras. Con la finalidad
de optimizar el Kit, la inica modificacion que se hizo fue disminuir el volumen de cada
reaccion a la mitad sin alterar la concentracion de los reactivos que intervienen en ella.
En consecuencia, para preamplificar cada muestra se coloco en un tubo de 0.2 ml de
capacidad, 2.5 pl de ADN previamente ligado, 20 ul de solucion pre-amp primer mix,
2.5 pul de 10X PCR buffer y 0.5 pl de Taq Polimerasa. El programa de la PCR utilizado
fue el que se describe en el manual del AFLP Analysis System 1 de Invitrogen (20

ciclos de: 94°C por 30s — 56°C por 60s — 72°C por 60s).

6.2.3.3. Screening de primers selectivos

Se evaluaron las siguientes 10 combinaciones de primers EcoR1/Msel
provenientes del AFLP® Starter Primer Kit: 1 (MCAG/EAAC), 2 (MCAC/EAAQG), 3
(MCAT/EACT), 4 (MCTG/EACA), 5 (MCAA/EAAC), 6 (MCTT/EAGG), 7
(MCTA/EAGC), 8 (MCTC/EACG), 9 (MCTT/EAAG) y 10 (MCAT/EACA). La

eleccion de dichas combinaciones respondid al criterio de buscar aquellos pares de
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primers que se presentaban como mas universales en tablas de amplificacion positiva
para especies vegetales del manual de usuario del Kit de Invitrogen.

Se realizaron varias pruebas de amplificacion selectiva con cinco ADNs
fingicos escogidos al azar (12, 14, 15, 28, CJ) para verificar si se obtenia una
amplificacion exitosa con cada una de las distintas combinaciones de primers. Para cada
una de las muestras, la reaccion contenia 2.5 pl de ADN preamplificado, 2.5 pl de
solucion de primers EcoR1/Msel y dNTPs, y 5 pl de solucion de Taq polimerasa mas
10X PCR buffer. Se utiliz6 el programa de PCR recomendado en el manual del Kit de
AFLP. Los resultados de estos ensayos fueron visualizados en geles desnaturalizantes

de poliacrilamida al 6% mediante tincion con plata.

6.2.3.4. Doble Preamplificacion

El proceso de Amplificacion Selectiva exhibid la imposiblilidad de generar
patrones fingerprint AFLP a partir del ADN fungico empleado en este estudio. Se
generaron escasas bandas, probablemente como consecuencia de un exceso de
selectividad por parte de primers con 3 bases selectivas disefiados para genomas
vegetales grandes. Debido a lo anterior, se decididé disminuir el grado de seleccion
analizando directamente el producto de la preamplificacion (primers con 1 base
selectiva), que contiene una decimosexta parte de la totalidad de fragmentos de ADN
potencialmente analizables. Para elevar sustancialmente la visibilidad de las bandas de
preamplificacion en geles de poliacrilamida al 6%, se aplicO una segunda
preamplificacion del ADN originalmente preamplificado. Para ésto, se mezclo en un
tubo eppendorf (0.2ml) 2.5 ul de ADN preamplificado, 20 ul de pre-amp primer mix,

2.5 ul de 10X PCR Buffer y 0.5 ul de Taq polimerasa.
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6.2.4. Electroforesis en Gel de Agarosa

Para comprobar el éxito del proceso, después de cada una de las fases que
conforman la estrategia de andlisis por AFLPs, se realizo electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%. Mediante esta técnica se observO presencia y cantidad de ADN
gendmico extraido, asi como también de los productos de restriccion, ligacion,
preamplificacion y amplificacion selectiva. Cada vez que se requirid, se prepararon
geles de agarosa de 100 o 250 ml dependiendo del nimero de muestras analizadas,
usando TBE 1X y 1.5% de agarosa. La mezcla de TBE 1X y agarosa fue sometida a
ebullicion por medio de un horno microondas, y una vez homogenizada la solucion, se
dejo enfriar hasta que la temperatura de la superficie del erlenmeyer fuera tolerable al
tacto. Enseguida, se agregd 5 ul de SyBr Safe por cada 100 ml de gel preparado, y la
solucion se agitd para mezclarla nuevamente. A continuacion, se vertid el gel liquido
sobre la camara de electroforesis (C.B.S. Scientific Co MGU-502T), y se colocaron
peines plasticos para formar los pocillos de carga; el gel se dejo solidificar durante
treinta minutos antes de cargar las muestras. Para la visualizacion de ADN gendmico
extraido, se cargd en cada pocillo 10 pl de muestra que resulta de la mezcla de 2 pl de
buffer de carga (Blue Juice 10X, Invitrogen), 5 ul de agua destilada estéril, y 3 ul de
ADN genémico suspendido en buffer TE estéril; las muestras se corrieron por 30
minutos a 80V. En cambio, para la visualizacion de los productos de restriccion,
ligacion, preamplificacion y amplificacion selectiva, se cargd en cada pocillo 5 ul de
muestra compuesta por 4 pul de ADN (producto de cualquiera de los mencionados
procesos) y 1 ul de buffer de carga (Blue Juice 10X, Invitrogen); las muestras se

corrieron por 1.5 horas a 80V.



XXXV1

6.2.5. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% y en éstos se
corri6é los productos de preamplificacion de los ADNs fungicos usando una cédmara
vertical de electroforesis BIORAD. Como primer paso del proceso, se lavdo ambos
vidrios de la cdmara de electroforesis empleando el detergente ALCONOX disuelto en
agua (2 cucharitas en 150 ml). Después de enjuagar y dejar secar los vidrios, se los
limpid con alcohol al 96%, para luego esparcir sobre uno de ellos 1003 pl de solucion
de Bind Silane (1000 pl de solucion stock + 3 pl de silane sianol), asi como 500 pl de

Repel (Invitrogen) sobre el otro vidrio.

Para preparar el gel, a un volumen de 100 ml de acrilamida al 6%, se le afiadié
550 pl de persulfato de amonio al 10% y 109 pl de TEMED (invitrogen). La mezcla fue
homogenizada rapidamente mediante agitacion, e inyectada a velocidad constante entre
los dos vidrios que forman parte de la camara de electroforesis vertical BIORAD; una
vez colocado el peine para formar el frente de corrida, se dejo polimerizar el gel por
cuarenta y cinco minutos. Al término de la polimerizacion del gel, se armo
completamente la cdmara, se crearon los pocillos con la ayuda del peine, se elimind la

urea del frente de corrida, y se efectud la precorrida con buffer de carga.

Para cargar las muestras, se adicion6 en cada una de ellas una cantidad tal de
buffer de carga (Blue Juice 10X, Invitrogen), que la concentracion final de este reactivo
en cada tubo eppendorf fue de 1X. Luego se desnaturalizé las muestras a 96°C por 6

minutos mediante el uso de un termociclador TECHNE TC-412, y acabado el proceso se
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las centrifugo6 por dos segundos para bajar todo el liquido al fondo del tubo. Finalmente,
en los pocillos del gel se cargaron 5 pl de cada muestra junto con las muestras
necesarias de Ladder 100bp. El Ladder 100bp se lo prepard en una relacion 2:1 de

Ladder 100bp-buffer de carga. Finalmente, se corri6 a 85W las muestras por 3 horas.

6.2.6. Tincion con Plata

Para tefir los geles de poliacrilamida, se sigui6 el protocolo de Benbouza
(2006) sin modificacion alguna. Los detalles de este protocolo se describen en la Tabla

3.

6.2.7. Analisis de datos

Una vez tefiido el gel de poliacrilamida, las bandas generadas y visualizadas
mediante un transiluminador de luz blanca, se transformaron en datos binarios de ceros
y unos. Para ello, primero se asigné una numeracion arbitraria a todas las bandas
claramente visibles en el gel, y se verifico su presencia o ausencia en todos los
organismos analizados. Aquellas bandas que se presentaron definidas y claras fueron
asignadas como (1), significando presencia; y en los casos donde las bandas estuvieron
ausentes o muy tenues fueron asignadas como (0). Con los datos binarios se construyo
una matriz basica de datos en una hoja de célculo de Microsoft Excel para ser leida por
el software estadistico empleado para procesar estudios moleculares. Esta matriz estaba
formada por todas las bandas enumeradas dispuestas en filas, y los organismos
analizados ubicados en columnas. En la primera fila de la hoja de célculo se ingresé de

izquierda a derecha: el tipo de matriz, el nimero total de filas, el niimero total de
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columnas y el niamero total de bandas no identificadas. Para analizar los datos de la
matriz se utilizd el programa NYSYSpc 2.11, en el cual se transformé la matriz basica
de datos en matrices de similitud mediante la aplicacion de un coeficiente de asociacion.
En este caso se utiliz6 el coeficiente de Jaccard debido a que es uno de los coeficientes
mas extensamente empleados en analisis de diversidad genética con marcadores
moleculares. La matriz de similitud compara todos los individuos analizados y provee
valores de similitud genética para todas las combinaciones posibles. Con el uso de este
mismo programa se construyd un dendrograma de similitud UPGMA para determinar
las relaciones filogenéticas mas probables entre los individuos que conformaron la
poblacion de estudio. Adicionalmente, se efectud un andlisis de Bootstrap utilizando el
software Winboot, y se generd un arbol que incluye el resultado de dicho andlisis.
Finalmente, se hizo una grafica de PCoA (Principal Coordinate Analysis) mediante el
programa NTSYSpc 2.11 para tratar de buscar potenciales agrupamientos que puedan

tener un significado bioldgico.

7. Resultados

7.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

A pesar de estar bien documentada la dificultad para extraer ADN fungico puro
y de alto peso molecular (Al-Samarray & Schmid, 2000), el uso de Sand White Quartz
(-50 + 70 mesh; Sigma Co. product # S-9887) permitid la obtencion de suficientes
cantidades de ADN genomico en la mayor parte de muestras, para realizar su analisis
mediante la técnica de AFLP. Las concentraciones de ADN obtenidas para cada muestra

se presentan en la Tabla 4. Para todos los eventos de extraccion, antes de efectuar la
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cuantificacion se verificd visualmente la presencia de ADN mediante geles de agarosa
al 1.5% (Figura 1).

Las concentraciones de ADN (Tabla 4) variaron desde 30ng/ul hasta cerca de
175ng/ul. Debido a lo anterior, se decidid no hacer diluciones estandares (100ng/ul) de
los ADN. El procedimiento seguido fue calcular el volumen de muestra stock que se
requeria para alcanzar una concentracion de 250 ng de ADN (recomendada por el
protocolo de Invitrogen) en cada reaccion de restriccion, cuyo volumen total fue de 12.5
ul.

Aquellas muestras que tras varios intentos de extraccion no alcanzaron
concentraciones suficientes de ADN o cuya pureza no fue la adecuada para ser
sometidas a un andlisis molecular, no se las incluyé en el estudio. Estas muestras

fueron: 3, ARL, 19 y TBA (Tabla 1).

7.2. Restriccion y Ligacion

Cada reacciébn de restriccion se efectud aplicando una mezcla de las
endonucleasas Eco R I y Mse [ sobre 250 ng de ADN provenientes de cada
aislamiento. Los mejores resultados se obtuvieron incubando los ADN con las enzimas
durante 4 horas a una temperatura constante de 37°C. Luego de este proceso, las
muestras digeridas se sometieron a 70°C por 15 minutos para detener la accion de las
enzimas de restriccion.

La totalidad de los productos de restriccion fueron sometidos a reacciones de
ligacion con adaptadores especificos, con lo cual se crearon sitios de anclaje para las los

primers responsables de las posteriores fases de amplificacion.
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Los productos de las reacciones de restriccion como de ligacion, fueron
sometidos a procesos de electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5% para
comprobar su éxito. En las figuras 2 y 3 se pueden observar fotografias del resultado de

ambos procesos.

7.3. Preamplificacion

Para todos los aislamientos analizados, se obtuvo una exitosa preamplificacion
de las muestras de ADNs previamente digeridas y ligadas a adaptadores. Este hecho fue
comprobado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 4), en donde se
evidencia una elevada cantidad de fragmentos amplificados que se visualizan como un

barrido de ADN distribuido uniformemente para cada muestra.

7.4. Screening de primers

Cada una de las 10 combinaciones de primers selectivos que se eligieron fueron
probadas en cinco muestras de ADN escogidas al azar, obteniéndose buenos resultados
Ginicamente con la combinacion de primers 1 (EAAC/MCAG). Este par de primers
produjo un patrén de bandas claro e informativo que podia ser analizado como
fingerprinting de AFLP; el resto de combinaciones no produjeron amplificacion o ésta
fue muy pobre (bandas escasas o tenues).

La Figura 5 muestra los resultados del proceso de amplificacion selectiva con 5
pares de primers distintos visualizados mediante gel desnaturalizante de poliacrilamida
al 6%, en donde es evidente que solo el primer grupo de muestras (combinacion de

primers 1) exhibe un buen patron fingerprint de AFLP.
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7.5. Doble Preamplificacion

Ante la imposiblilidad de generar patrones fingerprint AFLP mediante el uso de
primers selectivos, se optd por la estrategia de preamplificacion doble con la
combinacion de primers (EA/MC), lograndose visualizar en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6% la decimosexta parte de la totalidad de fragmentos potencialmente
analizables de los genomas fungicos estudiados. La Figura 6 muestra el resultado de
este proceso, en donde se observa un claro patron fingerprint en todas las muestras

estudiadas.

7.6. Determinacion de Diversidad Genética

Como se explica en la metodologia, la diversidad fue determinada
transformando los patrones de bandas generados en el gel, en datos binarios de
presencia y ausencia (1 — 0) (Anexo 1), y construyendo una matriz en hoja de célculo de
Microsoft Excel. La combinacion de primers de preamplificacion produjo un nimero
total de 121 bandas, de las cuales 100% fueron polimoérficas para toda la poblacion de
estudio que incluia representantes del género Beauveria, Metarhizium, Verticilium y
Candida. Las muestras del género Beauveria presentaron un total de 105 bandas, de los
cuales 100% fueron polimorficas. Para los integrantes del género Metarhizium se
generaron 44 bandas, 100% de las cuales también exhibieron polimorfismo. En lo que
respecta al género Verticilium se encontraron un total de 20 bandas, una vez mas, con
100% de polimorfismo. Finalmente, para la unica muestra del género Candida se halld

un total de 16 bandas.
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Mediante el programa NTSYSpc 2.11 se proceso la matriz béasica de datos para
generar una matriz de similitud genética usando el coeficiente de Jaccard, y se
construy6 un dendrograma. El dendrograma obtenido permiti6 visualizar las relaciones
filogenéticas mas probables entre los aislamientos que conformaron la poblacion
estudiada. En el dendrograma (Figura 7) se pueden observar claramente doce grupos
(designados con letras, desde la A hasta la L). Se aprecian cinco grupos conformados
exclusivamente por hongos del género Beauveria, el grupo C (conjunto mayor); y los
grupos A, D, F y H (conjuntos menores) compuestos por entre 2 y 4 aislamientos cada
uno. El grupo C contiene a los aislamientos 21, 22, 24, 25, 28, 30, 31, CJ, CM y
SALBA4, todos ellos pertenecientes al género Beauveria, aislados desde Premmnotrypes
vorax (Gusano Blanco de la papa), a excepcion de las cepas 30 y SALB4; la primera
hallada en un coledptero adulto de la familia Sthaphilidae y la segunda hallada en una
larva de coleoptero de la familia Scarabaeidae. Las localidades geograficas de donde
fueron aisladas cada una de éstas cepas son diversas, y no sugieren algin tipo de
vinculo entre el lugar de colecta de los hospedadores y la relacion filogenética existente
entre los entomopatdgenos aislados de ellos. Dentro del grupo C destaca la gran
semejanza genética entre las cepas 22 y CM con un coeficiente de 0.86, 25 y 30 con un
coeficiente de 0.84 y, 25 y 31 con un coeficiente de 0.82, asi como la existencia de dos
aislamientos de Beauveria genéticamente idénticos, las cepas 30 y 31; curiosamente
aislados de distintos hospedadores colectados en dos localidades diferentes (Tumbaco y

Pull Chico, Pichincha).

Por otro lado, el grupo A estd compuesto por los aislamientos 17, 23, BJHL y

CHA, todos ellos morfologicamente identificados como Beauveria sp. Los dos primeros
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fueron aislados a partir de Premnotrypes vorax (Gusano Blanco de la papa), el tercero
provino de un individuo adulto de Macrodactylus sp. (catzo del maiz), y el cuarto fue
extraido de una larva de coledptero de la familia Scarabaeidae. Al igual que el grupo C,
todas las cepas exhiben localidades de recoleccion diferentes. Por su parte el grupo D,
estd conformado por las cepas 12, 13, y 14 registradas por el INIAP como Beauveria
sp., y aisladas en diferentes localidades a partir de ejemplares adultos de Macrodactylus
sp. (catzo del maiz). El grupo F encierra a los aislamientos 26 y 29 de género
Beauveria, extraidos de ejemplares de Premnotrypes vorax colectados en dos distintos

lugares de la Sierra del Ecuador (ver Tabla 1).

Finalmente, el grupo I se compone de las cepas BAIA y HC identificadas como
Beauveria sp., provenientes de distintos sitios de colecta, asi como de hospedadores
diferentes. La primera cepa se aislo de un coledptero adulto y la segunda de un ejemplar

de Premnotrypes vorax.

En adicion a estos grupos, la cepa 16 también pertenece al género Beauveria,
pero se muestra como un linaje independiente del resto de agrupaciones de este género.
Este aislamiento proviene de un ejemplar de Premnotrypes vorax (Gusano Blanco de la

papa) colectado en Chanchald, provincia de Cotopaxi.

El dendrograma también muestra que los aislamientos identificados como
pertenecientes al género Metarhizium no estan conglomerados en un solo grupo, pero se
observan dos grupos bien definidos, E y J, conformados exclusivamente por cepas de
este género. El grupo E contiene a los aislamientos 1, 5, 7 y 10, tres de los cuales se

extrajeron de ejemplares adultos de Macrodactylus sp. (catzo del maiz), siendo la cepa
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10 la excepcion al haber sido aislada de una larva de coledptero de la familia
Scarabaeidae. En este grupo es notable la similitud genética entre los aislamientos 5 y
10 con un coeficiente de 0.97, a pesar de haber sido extraidos de diferentes
hospedadores colectados en distintas localidades. Los aislamientos 5 y 7 comparten
tanto el lugar de recoleccion del hospedador (Alobuela, Pichincha) como el tipo de
organismo de donde fueron aislados (adultos de Macrodactylus sp.), y también exhiben
un grado de similitud genética relativamente alto (aunque inferior al existente entre las

cepas 5y 10), con un coeficiente de 0.74.

Por otro lado, el grupo J se compone de los aislamientos BLM y SALM1, ambos
caracterizados morfoldgicamente como Metarhizium sp., y provenientes de larvas de
coledpteros de la familia Scarabaeidae colectados en dos diferentes lugares, Tablas y S.
F. Asapi (Pichincha), respectivamente. De forma analoga a lo encontrado en los grupos
conformados por aislamientos del género Beauveria, el lugar de recoleccion de los
hospedadores de estos organismos entomopatdgenos generalmente es indistinto, y no
parece tener correlacion con las relaciones filogenéticas existentes entre los individuos

del género Metarhizium.

Con respecto al género Verticilium, los dos individuos presentes en este estudio,
registrados por el INIAP como Verticilium lecanii se ubicaron dentro de dos grupos
diferentes, B y G. El grupo B es un conjunto heterogéneo formado por tres aislamientos
(37, 40, 18), cada uno de los cuales pertenece a un género distinto. La cepa 37
corresponde a un ejemplar de Verticilium lecanii aislado por la Universidad de Ohio
(Estados Unidos), la cepa 40 fue identificada por el INIAP como un hongo del género

Candida proveniente del suelo, y la cepa 18 esté registrada como Beauveria asmnon. Lo
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destacable de este grupo, aparentemente tan disimil en cuanto a géneros, es la
coincidencia en el sitio de donde fueron aisladas las cepas 18 y 40, siendo éste, el

Archipi¢lago de Galapagos.

Por otro lado, el grupo G se halla compuesto por tres aislamientos, dos de los
cuales pertenecen al género Metarhizium (4, 36), y un tercero pertenece al género
Verticilium (38). La cepa 4 es un Metarhizium aislado de una pupa de coledptero de la
familia Scarabaeidae procedente de Alobuela (Pichincha, Ecuador), la cepa 36 esta
registrada como un Metarhizium aislado de un ejemplar de Premnotrypes vorax
proveniente de Santa Martha (Cuba), y la cepa 38 corresponde a un aislamiento de
Verticilium lecanii aislado por la Facultad de Agronomia de la Universidad Central del

Ecuador.

Adicionalmente, las cepas 58, 60, 61 y 62, cuatro aislamientos sin identificacion
morfolédgica, extraidos de ninfas de moscas blancas provenientes de dos localidades de
la Sierra ecuatoriana (Mascarilla, Valle del Chota-Imbabura y Cutuglagua-Pichincha),
se ubicaron dentro de los grupos H y K. El grupo H estd formado por los aislamientos
15, 58 y 62, siendo la cepa 15 un hongo del género Beauveria aislado de un coledptero
adulto colectado en la localidad de Alance (Pichincha, Ecuador). El grupo K es muy
similar al grupo H, y se halla conformado por las cepas SHA, 60 y 61, en donde SHA es
también un hongo del género Beauveria aislado de un ejemplar adulto de Premnotrypes
vorax. En ambos grupos lo destacable es la aparente relacion filogenética de mayor
proximidad que tienen estos aislamientos carentes de tipificacion morfologica, con
aislamientos de Beauveria sp. Sin embargo, dentro del grupo H el nivel de similitud

genética entre la cepa 15 (Beauveria sp.) y la cepa 58 (la mas cercana en términos
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filogenéticos) tiene un coeficiente de 0.31; y entre la cepa SHA (Beauveria sp.) y la
cepa 60 (la mas cercana en términos filogenéticos dentro del grupo K) existe un

coeficiente de similitud de apenas 0.28.

Finalmente, tenemos al grupo L compuesto por las cepas 32 y 43. La cepa 32
estd registrada por el INIAP como un aislamiento de Metarhizium proveniente de una
floricola (Hilsea), mientras que la cepa 43 consta como una posible Beauveria sp.,
aislada de un individuo adulto de coledptero (familia Scarabaeidae) colectado en la
localidad de Rio Negro. Esta relacion de cercania filogenética entre las dos cepas, que
presenta un coeficiente de similitud de 0.50, podria sugerir que la caracterizacion

morfoldgica de la cepa 43 como una posible Beauveria sp. puede ser incorrecta.

El dendrograma también corrobora visualmente los elevados niveles de
polimorfismo de los marcadores generados por la combinacion de primers de
preamplificacion (E/M); y la matriz de similitud (Ver Tablas 5 — 10) de esta
combinacion de primers confirma que el nivel de diversidad genética en la coleccion de
hongos entomopatdgenos estudiada es muy elevada exhibiendo coeficientes de similitud

genética entre parejas de aislamientos bajo 0.50 para la mayoria de casos.

7.7. Andlisis de Bootstrap

Para determinar el grado de confiabilidad que tienen las relaciones filogenéticas
presentadas en el dendrograma generado, se realiz6 un analisis de Bootstrap usando el
coeficiente de Jaccard mediante el software Winboot. El analisis de Bootstrap (Figura 8)
para la combinacion de primers de preamplificacion (EA/MC) exhibe 7 relaciones

filogenéticas altamente fiables con valores superiores al 90%. Entre estas tenemos el
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posicionamiento de los aislamientos 30 y 31 como genéticamente idénticos (95.3%), las
relaciones de mayor cercania evolutiva entre las muestras SALB4 y CJ (96%), 18 y 37
(97.8%), 10 y 5 (99.8%); asi como la ubicacion del grupo compuesto por las cepas 5, 7
y 10 como cercanamente relacionado con el aislamiento 1 (100% de confianza).
También posiciona a la cepa 28 como el aislamiento mas cercanamente relacionado al
grupo compuesto por las cepas: 21, 22, 24, 25, 30, 31 y CM, con el 95.8% de
confiabilidad. Finalmente, ubica al grupo anterior como el conjunto més cercanamente
relacionado con el grupo conformado por las cepas SALB4 y CJ, mostrando un 98.3%
de confiabilidad. Aparte de las anteriores, este analisis revela que existen 5 relaciones
filogenéticas adicionales que superan el 70% de confianza, y pueden considerarse
fiables. Entre estas tenemos las relaciones de mayor cercania evolutiva entre las
muestras HC y BAIA (75.5%), SALM1 y BLM (74.5%), y 32 y 43 (73.3%), la
ubicacion del grupo compuesto por las cepas 18 y 37 como cercanamente relacionado
con la cepa 40 (77% de confianza), y la cercana vinculacion del aislamiento 24 con el
grupo conformado por las cepas 21, 22, 25, 30, 31 y CM (78.3% de confianza). El resto
de relaciones filogenéticas presentan valores de bootstrap que van desde el 61% al 20%
de confianza, en general, disminuyendo conforme las relaciones filogenéticas abarcan
mayor cantidad de cepas. Solamente tres relaciones filogenéticas (las mas inclusivas del

arbol) exhiben valores tan bajos como 3.8% y 5% de fiabilidad (Figura 8).

7.8. Andlisis de Coordenadas Principales

Mediante el uso del programa NTSYSpc 2.11 se efectué un andlisis de

coordenadas principales (PCoA, por sus siglas en inglés), el cual es una técnica de

ordenamiento que permite la proyeccion de los datos en dos o tres dimensiones con el
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objetivo de visualizar diferencias entre los organismos y buscar potenciales
agrupamientos que posean un significado bioldgico. El PCoA (Figura 9) arrojé seis
agrupaciones, cuatro de las cuales tienen concordancia con lo visualizado en el
dendrograma. La agrupacion 1 corresponde exactamente al grupo E del dendrograma, y
encierra a cuatro aislamientos cuyo Unico factor comun es pertenecer al género
Metarhizium. Las cepas que conforman la agrupacion 2 forman parte del grupo C del
dendrograma, y todas ellas estdn descritas como Beauveria sp aisladas de Premnotrypes
vorax (Gusano Blanco de la papa), a excepcion de la cepa 30 extraida de un coledptero
adulto de la familia Sthaphilidae. La agrupacion 3 contiene cepas que también se hallan
dentro del grupo C del dendrograma, y cuyos puntos en comun son pertenecer al género
Beauveria y haber sido aisladas de Premnotrypes vorax. Finalmente, los hongos
contenidos en la agrupacion 4, de nuevo incluidos dentro del grupo C del dendrograma,
solamente poseen en comun estar tipificados como Beauveria sp. Respecto a las
agrupaciones 5 y 6 del PCoA, éstas se muestran como conglomeraciones heterogéneas
que circunscriben hongos de distintos géneros, hospedadores y sitios de origen. La
agrupacion 5 contiene seis aislamientos, cuatro de los cuales pertenecen al género
Beauveria, uno al género Verticillium y uno al género Candida; mientras que la
agrupacion 6 estd compuesta por 20 aislamientos pertenecientes a los géneros
Beauveria, Metarhizium y Verticillium, provenientes de diversos hospedadores y
localidades del pais. En adicion a las agrupaciones descritas, se observan dos cepas, 4 y
13, no agrupadas que pertenecen a los géneros Metarhizium y Beauveria,

respectivamente.

Las cepas 5, 18 y SALMI1 (Tabla 1) estdn descritas como las mas

entomopatogénicas y agresivas frente a coledpteros en trabajos previos llevados a cabo
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por el INIAP, sin embargo, se debe sefialar que éstas no se mostraron agrupadas entre

ellas.

7.9. Marcadores de Patogenicidad y Marcadores caracteristicos de aislamientos

entomopatdgenos

No se hallaron marcadores asociados a la entopatogenicidad comunes entre los
aislamientos descritos como altamente patogénicos y/o agresivos en investigaciones
efectuadas por el INIAP (cepas 5, 18 y SALM1) mediante la combinacion de primers de

preamplificacion (EA/MC) empleada en este estudio.

Se pudo identificar algunos marcadores aparentemente especificos de cuatro
aislamientos. Para la cepa 36 se identifico un marcador unico de alrededor de 180 bp.
En el caso de la cepa 17 se observd un marcador especifico cercano a los 350 bp. De
forma similar, para la cepa 58 se detectd un marcador de aproximadamente 160 bp.
Finalmente, se visualiz6 un marcador especifico de la cepa 24 con un tamafio cercano a

los 450 bp.

8. Discusion

Es conocido que la técnica de AFLP requiere de buena calidad y pureza de ADN
gendémico para que pueda ocurrir una completa digestion del mismo, y en consecuencia,
una apropiada ligacion de adaptadores a los fragmentos generados (Aytiil Incirli, 2000).

También esta bien descrita la dificultad que suelen presentar diversas especies de



hongos en la extraccion de ADN de alta calidad y en cantidades suficientes para
efectuar estudios moleculares, debido a la generalizada asociacién de su genoma con
polisacédridos y a la presencia de una fuerte pared celular (Al-Samarray & Schmid,
2000). Pese a lo anterior, en este estudio para la gran mayoria de aislamientos fungicos
se obtuvo suficiente cantidad de ADN lo suficientemente puro para efectuar un analisis
molecular exitoso, gracias al uso de Sand White Quartz (-50 + 70 mesh; Sigma Co.
product # S-9887) que permitié romper adecuadamente las paredes celulares, liberar el

ADN, manipularlo, y analizarlo.

La ausencia de bandas visibles en la matriz de poliacrilamida para casi la
totalidad de primers selectivos (Amplificacion Selectiva) probados, se debid
probablemente a un exceso de selectividad de dichos primers. Un estudio de diversidad
genética en Beauveria usando marcadores AFLP realizado por Aquino de Muro et. al
(2003), reporta el uso de primers preselectivos y selectivos con menor cantidad de bases
selectivas que los empleados en el AFLP Analysis System 1, usado en esta
investigacion. La relacién entre el tamano del genoma del organismo que se desea
analizar y la cantidad de bases selectivas aplicada es esencial ya que a menor tamaiio de
genoma, habrd menor cantidad de fragmentos de ADN generados luego de la digestion
con endonucleasas, y por tanto el nivel de seleccion de fragmentos a amplificar en dicha
poblacion debe ser menos estricto, de manera que se puedan obtener suficientes bandas
que conformen patrones fingerprinting en geles de poliacrilamida. La estrategia de
utilizar primers de preamplificacion para analizar la poblacion de hongos
entomopatogenos resultd exitosa ya que ésta permitid visualizar para cada aislamiento,
la decimosexta parte de la totalidad de fragmentos de ADN (bandas) potencialmente

analizables en matrices de acrilamida.
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Se encontrd una elevada diversidad genética entre los aislamientos de hongos
entomopatogenos que conformaron la poblacion estudiada; 100% de polimorfismo para
121 bandas generadas. Los coeficientes de similitud genética fueron menores a 0.50
entre aislamientos de un mismo grupo para la mayoria de casos, con excepcion de los
grupos C (Beauveria sp.) y E (Metarhizium sp.), cuyos integrantes poseen coeficientes
de similitud mayores a 0.50 entre ellos; y varios de los cuales comparten mas de 70% de
similitud genética. Estos datos concuerdan con un estudio de genotipificacion de B.
bassiana mediante RAPD (Berretta et al. 1998), en donde se encontré que los
aislamientos a partir de Diatraea saccharalis compartian un 80% de las 276 bandas
obtenidas. Los datos de Berretta et al. (1998) son analogos a lo hallado en el grupo C de
este estudio, en donde todos los aislamientos con coeficientes de similitud elevados son
Beauveria sp provenientes de Premnotrypes vorax. Por otro lado, otra investigacion
llevada a cabo con RAPD y RFLP (Maurer et al. 1997) demostré que diferentes
aislamientos de Beauveria bassiana provenientes de insectos coledpteros de diversas
especies exhibieron un elevado grado de diferenciacion genética, de manera también
semejante a lo hallado para otros grupos del dendrograma generado en este estudio, que
a pesar de estar constituidos por aislamientos del género Beauveria, exhibieron
coeficientes de similitud menores a 0.50. Los bajos coeficientes de similitud
evidenciados entre aislamientos de los demés grupos, se debe probablemente a la
naturaleza mas heterogénea de organismos que los conforman. Estos grupos
circunscriben aislamientos de los géneros Metarhizium sp., Verticillium sp., Candida sp

y cepas sin identificacion morfologica.
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El Analisis UPGMA mostrd que varios grupos se hallan asociados por géneros

(siete de doce), asi como por géneros y hospedadores de donde fueron aislados (cinco
de doce), pero nunca por el sitio donde fue colectado el hospedador, es decir, el lugar de
origen del aislamiento. Analisis moleculares e isoenzimaticos previos en Beauveria spp.
y otras especies de hongos entomopatdgenos han provisto resultados ambiguos respecto
a las posibles relaciones genotipo-hospedador y genotipo-distribucion geografica. De
forma semejante a lo encontrado en el presente estudio, Poprawski et al. (1989) y
Mugnai et al. (1989) hallaron aparentes correlaciones genotipo-hospedador en
Beauveria empleando marcadores isoenzimdticos. Otras investigaciones empleando
marcadores RFLPs y analisis de la region espaciadora interna transcrita (Viad et. al.
1996; Neuveglise et al. 1994) también encontraron que la variacion molecular entre
aislamientos de Beauveria se relacion6 con el rango de hospedador. Pese a lo anterior,
varias otras publicaciones parecen no apoyar la existencia de una conexion confiable
entre la identidad genética de los aislamientos, y la especificidad por hospedador 6 su
lugar geografico de origen. Un estudio realizado por Bidochka et al. (1994) en las
especies Metarhizium anisopliae y Metarhizium flavoviride mediante marcadores
RAPD no arrojaron evidencia alguna de agrupamiento por preferencia de hospedador.
Por su parte, Coates et al (2002) reportaron evidencia estadistica insuficiente para
correlacionar al alelo minisatélite BbMinl que emplearon para analizar una poblacion
de Beauveria bassiana, tanto con la preferencia de hospedador como con la localidad

geografica de recoleccion de los aislamientos.

La no existencia de agrupamientos asociados al lugar de origen de las cepas
analizadas concuerda con lo expuesto por Poprawski et al (1988), quienes sefalan que

solo ocasionalmente se han reportado aparentes correlaciones entre cepas y su lugar
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geografico de origen por medio de andlisis moleculares; poniendo en evidencia que este
tipo de hallazgos es bastante inusual. Los grupos separados por género fueron A, C, D,
E, F, I y J, de los cuales todos a excepcion de A, e I también estdn separados por
hospedador. Esto no necesariamente significa que exista un vinculo biolégico estricto
entre patdogeno y hospedador, ya que de hecho los grupos C (género Beauveria) y E
(género Metarhizium), muestran diferencias de hospedadores entre aislamientos muy
cercanamente relacionados, como 30 y 31 (Beauveria sp.) y, 5y 10 (Metarhizium sp.).
Lo anterior lleva a pensar que ambos géneros de hongos entomopatoégenos (Beauveria y
Metarhizium) podrian tener una relativa tendencia o habilidad para infectar cierto tipo
de insectos, sin embargo, también sugiere que no son especificos de un hospedador
determinado. Lo més probable es que estos géneros de hongos sean entomopatdgenos
oportunistas capaces de infectar a un amplio rango de taxones de insectos, como lo
apoyan otros estudios realizados por Glare & Inwood (1998), Aquino de Muro et. al
(2003) y Rehner & Buckley (2005), en donde andlisis moleculares de hongos del género
Beauveria han demostrado desde su eventual capacidad para exhibir infectividad
cruzada frente a insectos que no son sus hospedadores habituales, hasta un

comportamiento entomopatdgeno generalista en un amplio rango de hospedadores.

En lo referente al grupo E, donde dos aislamientos (5 y 10) mostraron una
similitud genética cercana al 100% (coeficiente 0.97) ain cuando sus hospedadores y
localidades difirieron completamente, varias publicaciones (St. Leger et al. 1992;
Bidochka et al. 1994; Poprawski et al. 1989) han reportado previamente que
aislamientos colectados en localidades geograficas distantes resultaron ser muy
similares genéticamente; de modo que estos datos no constituyen un caso aislado,

aunque la explicacion de este fendmeno sigue siendo motivo de debate.
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Asimismo, el fenomeno opuesto también ha sido documentado anteriormente
(Berretta et al. 1998; Urtz y Rice 1997); en donde se ha puesto en evidencia que
aislamientos de Beauveria originarios de la misma region y colectados a partir de las
mismas especies de insectos pueden ser genéticamente distintos, de forma semejante a
lo encontrado en el presente trabajo con los aislamientos 5 y 7. Estos comparten tanto el
l