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RESUMEN

El uso indiscriminado de plaguicidas quimicos ha traido impactos
ecoldgicos negativos al suelo, aire y mantos acuiferos. El estudio de agentes
microbiales para tratar o prevenir enfermedades agricolas ha ido en aumento,
debido a su efectividad y baja toxicidad. Un microorganismo de importancia
economica es el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana (Bb) el cual
puede establecerse como enddéfito con efectos benéficos para la planta como
proteccion contra estrés hidrico, mayor crecimiento y tolerancia al ataque de
insectos. Cepas diferentes de Bb tienen capacidades distintas para
establecerse como endoéfitos y por lo tanto, su desempefio varia dentro de la
planta. Es por esto por lo que es necesario contar con técnicas que ayuden a
monitorear las cepas aplicadas, para asegurarse que los resultados obtenidos
son debido a ellas y no por alguna otra cepa nativa. Estudios previos de
aislamientos de Bb encontrados en Nuevo Ledn, permitieron corroborar que
las cepas BBPTG-4 y GHA, se pueden establecer como endéfitos en maiz y
reducir el dafio por un lepiddptero. En el presente proyecto se estandariz6
una metodologia para diferenciar tres cepas de Bb: GHA, BBPTG4 y BB37,
por medio de la deteccion de su perfil de insercion de intrones del grupo I,
estando presentes como enddfitos en cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.).
Los resultados demostraron que la técnica molecular de PCR anidado
touchdown ““in planta” fue capaz detectar el perfil distintivo de cada cepa, si
el endofito se establece al menos a una concentracion de 1 pg/10 ng de ADN

de planta.
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ABSTRACT

The indiscriminate use of chemical pesticides has brought negative
ecological impacts to the soil, air and aquifers. The study of microbial agents
to treat or prevent agricultural diseases has been increasing, due to its
effectiveness and low toxicity. A microorganism of economic importance is
the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bb), which can be
established as an endophyte with beneficial effects for the plant such as
protection against water stress, increased growth and tolerance to insect
attack. Different strains of Bb have different capacities to establish
themselves as endophytes and therefore their performance varies within the
plant. This is why it is necessary to have techniques that help monitor the
strains applied, to ensure that the results obtained are due to them and not to
some other native strain. Previous studies of Bb isolates found in Nuevo
Leon confirmed that BBPTG-4 and GHA strains can be established as
endophytes in maize and reduce damage by lepidoptera. In this project, a
methodology was standardized to differentiate three Bb strains: GHA,
BBPTG4 and BB37, by detecting their group I intron insertion profile, being
present as endophytes in bean crops (Phaseolus vulgaris L.). The results
showed that the “in planta” touch-down nested PCR molecular technique
was able to detect the distinctive profile of each strain, if the endophyte is

established at a concentration of at least 1 pg/10 ng of plant DNA
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1. INTRODUCCION

Los endofitos son microrganismos (bacterias, hongos o
actinomicetos) que se encuentran en una forma asintomatica en el tejido de
todas las plantas. Dichos microorganismos pueden presentarse en todo o una
parte de su ciclo de vida dentro del tejido vegetal, sin causar dafio aparente.
Los enddfitos de tipo fungico pueden potencialmente proteger a las plantas
de una variedad de diferentes tipos de estrés y promover de esta manera el
crecimiento.

Dentro de los hongos de importancia agricola, destaca el uso de
Beauveria bassiana (Bb) ya que tiene caracteristicas de entomopatdgeno, por
lo que es ampliamente utilizado para control bioldgico de plagas en diversos
cultivos. Como existen una gran gama de cepas de Bb, con capacidades
distintas para establecerse como endofitos y con desempefios diferentes
dentro de la planta, es importante contar con técnicas que ayuden a dar
monitoreo de las cepas aplicadas artificialmente en campo para poder
asegurar que el resultado obtenido sea por la cepa aplicada y no por alguna
otra cepa nativa.

Actualmente, la metodologia utilizada como estdndar de oro para
asegurar el establecimiento como endofitos de cepas aplicadas
artificialmente, es el re-aislamiento de dichas cepas a partir de tejido lavado,
donde se busca primero remover epifitos (microorganismos sobre la
superficie) sin afectar la viabilidad de los endoéfitos, posteriormente dicho
tejido lavado se coloca sobre PDA (o algin otro medio de cultivo), lo cual es
denominado como plaqueo o plagqueado del tejido, esto para promover el
crecimiento de los hongos que se encuentren en el interior del tejido, es decir
que estén como enddfitos. Sin embargo, el uso frecuente de NaClO y otras
sustancias para los lavados afectan también la viabilidad de los endéfitos del
tejido tratado, por lo que es frecuente los casos de falsos negativos utilizando
esta metodologia, cuando se trata de re-asilar la cepa del endéfito aplicado
artificialmente. Asi mismo como el lavado del tejido es muy importante para

asegurar que lo que se aisle haya estado como endoéfito, existe todavia la
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necesidad de contar con técnicas que nos ayuden a determinar el tipo de cepa
aplicada, aunque el microrganismo ya no se encuentre viable.

Dentro las técnicas moleculares para la identificacion de hongos en
general, el mas utilizado es la amplificacion de sus secuencias ITS (por sus
siglas en inglés “Internal Transcribed Spacer”) del ADNr; dicha
amplificacion ayuda a determinar que especie de hongo se tiene en la
muestra, pero requiere de secuenciacion y solo determina el género y la
especie, no el tipo de cepa. Por otro lado, amplificaciones de cuatro sitios
conservados del gen de 28S del ADNr de Bb, donde se insertan intrones del
grupo I, han ayudado a diferenciar algunas cepas de Bb por medio de
patrones de insercion distintos, ya que dichos intrones son erraticos y se
encuentran insertados en algunas cepas si y en otras no, lo cual ha sido util
para diferenciar cepas de Bb a nivel de cultivo axénico del hongo solamente.

Por lo anterior, en este proyecto, se desarroll6 una técnica molecular
que ayudo a detectar el perfil de insercion de intrones proveniente de Bb “in
planta”, es decir, directamente de la planta cuando el hongo se encuentra
como endofito. Dicha deteccion se realizd de tres cepas aplicadas
artificialmente en plantas de frijol a nivel laboratorio y campo. Las cepas
utilizadas fueron GHA, la cual es una cepa comercial ampliamente utilizada
en control bioldgico, BBPTG4 una cepa nativa del estado de Nuevo Ledn, y
BB37 una cepa nativa de la zona del bajio mexicano, las cuales se sabia
previamente que mostraban un perfil insercion de intrones distinto entre

ellas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Microorganismos enddfitos

Todas las plantas interactdan con una variedad de organismos en su
medio ambiente, como bacterias, hongos, virus, herbivoros (OChippinti
2013). Estas interacciones pueden ser negativas, neutras o positivas (Newton
et al. 2010; van Dam 2009). Pero ademas muchas de estas interacciones
pueden considerarse mutualistas, en el cual ambos (planta y microorganismo)
se benefician (Saikkonen et al. 1998; De Mandal et al. 2020). Algunas de
estas relaciones incluyen interacciones entre plantas y una variedad de:
micorrizas, bacterias rizobiales y enddéfitos (Saikkonen et al. 1998; Bonfante
y Anca 2009).

El término enddfito fue acufiado por el cientifico aleman Heinrich
Anton De Bary (1866) y es usado para definir a un organismo que vive
dentro de los tejidos de la planta sin causarle dafio aparente; més de un siglo
después, en 1986, Carroll definié enddfitos como mutualistas que pueden
colonizar partes aéreas de plantas vivas sin causar sintomas de enfermedad,
por lo que micorrizas y patogenos quedaban excluidos del término.
Posteriormente, Petrini en 1991, realiz6 una expansion de la definicion de
Carroll, en la cual incluia a todos los organismos que en algun tiempo de su
ciclo de vida pueden colonizar tejido de la planta sin causar dafio aparente. A
la fecha existen mas definiciones del término donde se hacen aclaraciones y
exclusiones, pero la definicion de Petrini ha sido la més utilizada (Sun y Guo
2012).

Dentro de los organismos enddfitos podemos encontrar hongos,
bacterias o actinomicetos, donde su asociacion puede ser obligada o
facultativa (Wilson 1995). Los enddéfitos son ubicuos y han sido aislados de
todas las plantas examinadas hasta la fecha, siendo que su poblacion se
puede ver afectada en gran medida por las condiciones climaticas y la
localizacion donde la planta esté creciendo (Nair y Padmavathy 2014). Estos
microorganismos son componentes importantes del microbioma de las
plantas y potencialmente pueden proteger a su planta hospedadora de una

variedad de diferentes tipos de estrés, y de esta manera promover su
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crecimiento (Porras-Alfaro y Bayman 2011). A su vez, las plantas limitan
estrictamente el crecimiento de enddéfitos, quienes usan diversos mecanismos
para gradualmente irse adaptando a vivir dentro de la planta. (Dudeja et al.
2012). Entre la variedad de compuestos producidos por enddéfitos se pueden
encontrar:  bioactivos con importancia médica, como antibi6ticos,
compuestos medicinales y de alta relevancia en investigacion para la
industria alimenticia, como enzimas, ademas de aquellos con actividad de
tipo: fitoestimulacion, biocontrol, biorremediacion y pigmentacion, entre
otros (Ek-Ramos et al. 2019; Nair y Padmavathy 2014).

2.2 Endofitos fungicos

A diferencia de las micorrizas que colonizan las raices de las plantas
y crecen hacia el interior de la rizosfera, los endofitos flngicos residen
enteramente dentro del tejido vegetal y pueden crecer dentro de las raices,
tallos y hojas (Carroll 1988; Stone et al. 2004). En general, existen dos
grupos mayores de endofitos flngicos que han sido reconocidos previamente,
reflejando diferencias en relevancia evolucionaria, taxonomia, planta
hospedadora, y funciones ecoldgicas: uno de los grupos es el de los endéfitos
de la familia Clavicipitaceae (Clavicipitaceous) (C), los cuales infectan
algunos tipos de hierbas y el otro tipo son los endéfitos no Clavicipitaceous
(NC), que pueden aislarse de tejido asintomatico de plantas vasculares,
helechos, coniferas y angiospermas (Rodriguez et al. 2008).

Por mucho los hongos enddfitos méas estudiados son los
Clavicipitaceous: Epichloé y Neotyphodium (Clavicipitaceae, Ascomycota),
los cuales forman una relacion simbidtica obligada con su hospedero de
pasto (hierba) y pueden ser transmitido verticalmente a través de las
diferentes generaciones via semilla (Clay y Schardl 2002; Saikkonen et al.
2002). En dicha simbiosis el hongo produce alcaloides, los cuales actian
como componentes para la defensa de la planta contra insectos y animales
herbivoros, pero otros estudios demuestran también un sistema mas
complejo, en donde se observa que se requiere de una relacion hongo-planta
para producir dichos alcaloides (Schardl et al., 2013), ademas de hormonas y
otros metabolitos, los cuales interactivamente regulan la respuesta de factores

de estrés de origen bidtico y abidtico.(Clay 1988; Kaldau y Bacon 2008).
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Por otro lado, los hongos NC son altamente diversos y representan
una coleccion de diferentes filums, principalmente de hongos ascomicetos,
los cuales tienen funciones ecoldgicas, a la fecha poco entendidas. Los
hongos endofitos de tipo NC se han aislado de todos los tipos de plantas de
ecosistemas terrestres, incluyendo los sistemas agro-econdémicos y de
diferentes biomas, desde los tropicos hasta la tundra artica (Arnold y Lutzoni
2007). La escala de su diversidad espacial y temporal, sus patrones de
distribucion, sus funciones ecoldgicas, su potencial de aplicacion, su
asociacion con précticas organicas o convencionales, su habilidad para
cambiar entre los modos de vida libre y enddfitos, estdn siendo mas
estudiadas debido al aprovechamiento que se puede obtener con el
entendimiento de su relacion con plantas (Porras-Alfaro y Bayman 2011; Ek-
Ramos et al. 2013).

2.3 Aplicaciones de enddfitos fungicos con importancia econémica

Sin duda una de las principales aplicaciones de algunos enddéfitos es
el control biolégico de insectos plaga. Los enddfitos fungicos con
propiedades entomopatdgenas méas destacados son las especies Beauveria,
Metarhizium, Isaria, Hirsutella y Lecanicillium, los cuales han ayudado a
reducir la dependencia por plaguicidas quimicos, habiendo alrededor de 170
productos basados en dichos microorganismos ya disponibles en el mercado
(Bamisile et al. 2021).

Otra de las aplicaciones importantes de endéfitos es el control de
patdgenos en cultivos. En general, se ha observado que cuando se inoculan
plantas con enddfitos fangicos, se vuelven més resistentes al ataque por
patdgenos principalmente hongos y nematodos (Poveda et al. 2020), incluso
con la aplicacion de filtrados cultivables del end6fito también se muestra un
grado de resistencia, sugiriendo que el endofito puede estar produciendo
compuestos antifungicos en las plantas (Zabalgogeazcoa 2008). Por otro
lado, otro modo de accion de resistencia propone que el propio endoéfito
utilizado para biocontrol pudiera estar estimulando los mecanismos de
resistencia de la planta (priming) y de esta manera se tengan efectos que
contrarresten a los patégenos (Zabalgogeazcoa 2008; Martinez-Arias et al

2021). De dicha asociacion planta-endofito se ha concluido también en
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multiples investigaciones que los endofitos flungicos pueden potenciar el
crecimiento de su planta hospedadora (Baron y Rigobelo 2021). Ademas,
algunos entomopatdgenos han sido reportados como endofitos fungicos
naturales en diversas plantas y se ha demostrado que es posible inocular
artificialmente cultivos con entomopatdgeno fungicos, logrando establecerlos
como enddfitos (Vega 2008 y 2018).

Por otro lado, adem&s de conferir resistencia a insectos plaga,
patdgenos y a nematodos, existen endofitos que puede conferir resistencia a
la falta de agua. Estudios bien conocidos de enddfitos tipo C, muestran que
pueden potenciar la eco fisiologia de la planta hospedera para contrarrestar el
estrés abiodtico causado por sequia (Arechavaleta et al. 1989) y el estrés
causado por metales pesados (Malinowski y Belesky 2000). En general no
todos los hongos de tipo endéfito se han relacionado con la resistencia a
sequia 0 mejora en la produccion del cultivo (Schulz et al. 1998, 1999;
Arnold y Engelbrecht 2007), por lo que son necesarios méas estudios con
cepas, en cultivos y hébitat especificos, para poder establecer bases para el

buen uso de microorganismos endofitos en los cultivos seleccionados.

2.4 Beauveria bassiana y su relacion con plantas
2.4.1 Beauveria bassiana un entomopat6geno endoéfito

Una clasificacién del género Beauveria (con cepas de todos los
continentes excepto de la antértica), caracterizando por medio de multiples
locus, los cuales incluyeron secuencias parciales de los genes RPB1, RPB2,
TEF vy la region intergénica nuclear (Bloc), muestran una bien fundamentada
clasificacion con doce clados terminales correspondientes a especies de: B.
amorpha, B. asiatica, B. australis, B. bassiana, B. brongniartii, B. caledonica,
B. kipukae, B. malawiensis, B. pseudobassiana, B. sungii, B. vermiconia, y B.
varroae (Rehner et al. 2011), siendo de entre las anteriores la especie de B.
bassiana la més empleada en productos como agente de control bioldgico de
insectos plaga (de Faria y Wraight 2007).

Este microorganismo es un entomopatégeno ampliamente utilizado
para el control de termitas (Rath 2000), afidos (Kim et al. 2013), trips (Lee
et al. 2017), escarabajos (Thurkathipana y Mikunthan 2008), mosca blanca

(Sani et al. 2020), entre otros. En literatura se ha descrito ampliamente el
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modo de infeccidn directo de B. bassiana sobre insectos, el cual inicia con la
deposicion de conidios sobre su cuticula, seguido de la formacion de un tubo
germinal, el cual a través de reacciones enzimaticas y mecanicas perfora
dicha cuticula para penetrar el insecto, asi una vez en el hemocele, la hifa
crece, causando dafio del tejido y deplecién de la nutricién lo que provoca
con el tiempo la muerte del insecto (Hajek y St. Leger 1994). Posteriormente
se puede observar el crecimiento del micelio y conidios sobre el cadaver del

insecto, lo cual es denominado micosis (Fig. 1).

Figura 1. Micosis causada por Beauveria bassiana en insecto adulto de mosca de repollo
Delia radicum (Linnaeus). Tomado de Goetel et al. (2005).

Por otro lado, hay evidencia que sefiala que las plantas podrian ser
potencialmente parte del ciclo de vida de Bb (Gurulingappa et al. 2010).
Diversos reportes ubican este entomopatégeno también como enddfito
natural en plantas como el Pinus radiata (Reay et al. 2008; Lefort et al.
2016), maiz (Sn et al. 2018; Wanger y Lewis 2000), cafia de azUcar
(Kasambala et al 2021), entre otros. Pero ademas, un sin nimero de
investigaciones demuestran la factibilidad de establecer Bb como endéfito
por medio de inoculaciones artificiales (Vega et al. 2008), en diversos tipos
de plantas como por ej. en alcachofa (Jouini et al. 2014), amapola de opio
(Quesada-Moraga et al. 2006), café (Posada et al. 2007), tomate, algodon
(Ownley et al. 2008; Castillo-Lopez et al. 2014), chile (Allegrucci et al.
2020), cacao (Posada et al. 2010), calabacita (Jaber y Salem 2014), frijol
(Parsa et al. 2013; Volkova et al. 2020), nuez (Ramakuwela et al. 2020),
papa (Zhang 2021), platano (Akello et al. 2008), sorgo (Tefera y Vidal
2009), pepino (Rajab et al. 2020), uva (Jaber 2015), trigo, calabaza
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(Gurulingappa et al. 2010) entre otros. Siendo el principal interés, el de
control bioldgico de insectos plaga y en fechas mas recientes, el efecto
benéfico que pudiera tener sobre la planta cuando Bb se encuentra como
enddfito (Bamisile et al. 2018).

2.4.2 Efecto de Beauveria bassiana en plantas

Uno de los principales efectos medidos cuando se han estudiado
plantas con Bb establecida de manera natural o aplicada artificialmente como
enddfito, es mayor tolerancia a estrés bidtico (Bamisile et al. 2018). En
diversos estudios se ha observado una disminucion en las poblaciones de
insectos en plantas inoculadas o efectos adversos en su reproduccion
(Gurulingappa et al. 2010; Castillo-Lopez et al. 2014; Dash et al. 2018;
Sanchez-Rodriguez et al. 2017; Bamisile et al. 2019; Russo et al. 2019;
Allegrucci et al. 2020; Shaalan et al. 2021;). También se ha observado mayor
tolerancia a patdgenos fungicos (Owley et al. 2008; Jaber 2015, 2018) y
ademas en un estudio inusual Jaber y Salem (2014) demostraron por primera
vez que Bb tiene la capacidad de aminorar los efectos causados por virus en
plantas, observando sintomas significativamente menos severos del virus del
mosaico amarillo de la calabacita ZYMV (zucchini yellow mosaic virus por
sus siglas en ingles) en plantas inoculadas.

Se han reportado cambios en el desarrollo de las plantas cuando Bb se
encuentra como enddfito, como por ej.: en frijol se ha demostrado
potenciamiento o aceleramiento en el crecimiento (Dash et al 2018; Afandhi
et al. 2019) y plantas mas altas que los controles, cuando se utilizan varias
cepas inoculadas (Volvoka et al. 2020); en vid se observa mejor crecimiento
de raiz en plantas inoculadas (Mantzouskas et al. 2021) y aumento de calcio
y magnesio en hojas, pero no existe diferencia en crecimiento comparado con
controles (Moloinyane y Nchu, 2019); en trigo promueve el crecimiento y
aumenta el peso de tallo y raiz (Jaber 2018), ademas ha aumentado la
produccion alrededor de un 40%, comparado con los controles (Sanchez-
Rodriguez et al. 2017). En maiz incrementa su altura, el nimero de hojas, el
porcentaje de germinacion y el rendimiento (Russo et al. 2019), incluso
promueve su floracion temprana (Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al.

2020); potencia el crecimiento y aumenta la produccién de compuestos
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fenolicos en plantas de pepino (Shaalan et al. 2021), aumenta la altura y
niamero de hojas en plantas de limon (Bamisile et al. 2020), aumenta la
materia seca y numero de flores en plantas de algodon (Castillo-Lopez y
Sword 2015). También se ha reportado algunos efectos adversos por las
inoculaciones, como la baja en clorofila en plantas de yuca (Greenfield et al.
2016) y alternaciones en el potasio en cultivos de trigo y tomate (Sanchez-
Rodriguez et al. 2015).

Otro de las caracteristicas menos reportadas y/o estudiadas cuando se
estudia Bb como enddfito en plantas, es mayor tolerancia a estrés abiotico
(Bamisile et al. 2018). En un estudio Ferus et al. (2019) demostr6 mayor
tolerancia a sequia en plantulas de roble rojo (Querus rubra L.) inoculadas
con Bb, relacionando dicha tolerancia al posible estimulo por parte del hongo
hacia el crecimiento de la raiz. Por otro lado, Kuzhuppillymyal-
Prabhakarankutty et al. (2020) demostraron que Bb promueve mayor
tolerancia a sequia en maiz. En otro estudio se report6 alivio de sintomas de
clorosis causado por deficiencia de hierro en trigo y tomate (Sanchez-
Rodriguez et al. 2015).

2.4.3 Estudios con cepas de Beauveria bassiana

El estudio individual y/o comparativo de cepas en pruebas de
establecimiento de Bb en plantas es muy importante, ya que se ha
demostrado que diferentes cepas pueden tener efectos distintos en las plantas;
aunque no todos los estudios concluyen la significancia de los tipos de cepa.
Por ej. en un estudio realizado en la plantas de habas (Vicia faba), inoculadas
con Bb a nivel de semilla mostraron un efecto de potenciacién en el
crecimiento de plantas en cuanto a las variables medidas de: altura, largo de
raiz, largo y peso de tallo, nimero de hojas y nimero de habas con respecto
al control sin inocular mostrando una mejora en las variables
independientemente de las cepas utilizadas de dichos microrganismos (Jaber
y Enkerli, 2016).

Sin embargo, hay estudios que indican que las cepas si tienen un

efecto distintivo sobre la planta, como el estudio realizado en yuca (Manihot
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esculenta Krantz), donde se mostrd que hubo una diferencia significativa en
el grado de colonizacion y potenciacion en el crecimiento de la planta,
dependiendo de las cepas utilizadas, tanto de Bb como de Metarhizium
(Greenfield et al., 2016). Jaber (2015) sefiala también que hubo diferencia
significativa en el grado de colonizacion con diferentes cepas en plantas de
vid. En otro estudio realizado en frijol, se observd que en aplicaciones de
once cepas de Bb y Beauveria pseudobassiana todas colonizaban en algun
grado plantas, pero solo tres con el mayor grado de establecimiento, tuvieron
efectos significativamente diferentes sobre la altura de las plantas (Volkova
et al. 2020). En pléntulas de castafia de la india se observo que de tres cepas
probadas (dos Bb y una B. pseudobassiana), todas tuvieron menos efectos
adversos causados por el gusano minador (Cameraria ohridella Deschka &
Dimic) que las plantas sin inocular, sin embargo entre las cepas hubo
diferencias significativas en cuanto a la cantidad de tuéneles en el follaje
(Barta, 2018), En un estudio utilizando tres cepas de Bb, el autor destaca que
solo una cepa tuvo un efecto significativo en el mejoramiento en la altura y
nimero de hojas en plantulas de limon (Bamisile et al. 2020). En otro estudio
las cepas RGM-557 y RGM-731 de Bb produjeron plantas mas altas, pero
solo la cepa RGM-731 logro una diferencia significativa en biomasa de
plantas de tomate (Barra-Bucarei et al. 2020). Mas interesante aun, las
respuestas de cepas individuales a nivel molecular han sido estudiadas
también, ya que en un estudio que analiz6 microarreglos de las cepas BG11 y
FRh2, mostro evidencia de reprogramacion transcripcional de las vias de
defensa de la planta, las cuales tuvieron cambios especificos de cepa en la
expresion de genes relacionados con patogenesis, fitoalexinas, &cido
jasmonico y salicilico, ademés de sefialar que las inoculaciones a nivel de
raiz en plantas de Arabidopsis mostraron que solo la cepa BG11 incrementd
significativamente el crecimiento de la planta pero no la cepa FRh2 (Raad et
al. 2019).

2.5 Meétodos de aplicacion artificial y su efecto en la planta
Uno de parametros medidos en algunos experimentos con
inoculaciones de Bb en plantas, es determinar si los métodos de aplicacion

(semilla, suelo o foliar) tienen un efecto significativo sobre el
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establecimiento, potenciacion del crecimiento y demés variables medidas en
las plantas, el cual ha sido identificado como una limitante para la buena
colonizacion en diversos estudios (Bamisile et al. 2018). Aplicaciones
artificiales de Bb se han logrado por inoculacion de conidios o blastosporas a
nivel de suelo, sumergiendo raiz de plantulas, aplicaciones sobre semillas,
aspersiones en tallos u hojas o inyeccion de tallos en plantas mono y
dicotiledoneas (Posada et al 2007; Tefera y Vidal 2009; Gurulingappa et al.
2010; Bamisile et al. 2018). Hay estudios que confirman que la
sustentabilidad de la produccion de un cultivo y sus estrategias de proteccion
basados en el uso de Bb, depende de la efectividad del método de
inoculacion y del tipo particular del cultivo (Sanchez-Rodriguez et al. 2017),
pero existen resultados diversos. Por ejemplo, en el estudio de Tefera y Vidal
(2009) concluyen que el crecimiento de plantas de sorgo (Sorghum spp.), fue
afectado por el medio de crecimiento y no por los métodos de aplicacion del
enddfito (semilla, suelo y foliar) donde Bb se habia podido establecer con
todos los métodos siendo el foliar el mejor. Por otro lado, Séanchez-
Rodriguez et al. (2017); concluyeron que el método de inoculacion si tiene
un efecto significativo sobre el crecimiento de plantas de trigo, incluso un
aumento del 40% en la produccion con el método de aplicacion en semilla,
comparado con controles sin tratar. Confirmando otro estudio con
inoculacion en semilla en trigo, un aumento en algunos pardmetros de
crecimiento de plantas (Jaber 2018). En otro estudio hecho en frijol, se
observd un aumento significativo en el desarrollo causado por mejor
establecimiento después de la aplicacion en suelo y al asperjado en hojas,
pero no por el método de aplicacion en semilla (Aphandi et al. 2019). Posada
et al. (2007) concluye que, para inocular plantulas de café, el mejor método
es la inyeccion de tallos, comparado con asperjado foliar y aplicaciones al
suelo. En plantas de chile se demostr6 que fue mejor la técnica de asperjado
foliar para el establecimiento de Bb, que aplicando a semillas o sumergido de
raices (Allegrucci et al. 2020). Aun con el mismo cultivo se reportan
resultados variables. Por ejemplo, en tomate, se demostré que la colonizacion
de Bb por medio de asperjado foliar disminuy6 con el tiempo (Allegrucci et
al. 2017), pero en otro estudio también con asperjado foliar (por el envés)

demostré que con el tiempo la colonizacion de Bb en las plantas de tomate
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aumentaba (Gurulingappa et al. 2010).

Resultados distintos en el mismo cultivo también se puede deber a la
gran diversidad de variables contenidas en cada experimento, como: cepas
del enddfito, variedad de planta utilizada, tipo de tensoactivos usados para
aplicar los endofitos, estado fenoldgico de la planta, tipo de suelo, si esta
estéril o no, tipo de clima, como se mide la persistencia del hongo en la

planta y en que tejidos se evalla, entre otros.

2.6 Métodos actuales para estudios de Beauveria bassiana como

endofito

2.6.1 Tipos de métodos
Las metodologias de analisis de hongos endofitos en general son: i)
observacion directa al microscopio, ii) métodos dependientes de cultivo del

enddfito y iii) métodos independientes de cultivo (Sun y Guo 2012).

2.6.1.1 Observacion directa al microscopio

En el método directo de observacion, se examinan estructuras de
enddfitos directamente al microscopio electronico, en el cual se pueden
observar toda la microbiota dentro del tejido de la planta, particularmente
hongos que no pueden ser cultivables en el laboratorio, sin embargo la
mayoria de los hongos endéfitos dentro de las plantas, solo tienen estructuras
de hifas y no pueden ser identificados de acuerdo por su morfologia en
ninguna categoria taxondmica debido a la falta de estructuras productoras de
conidios sexual o asexual, por lo que esta metodologia no es muy utilizada en
estudios de diversidad (Sun y Guo 2012). Por este motivo los endofitos
inoculados artificialmente como Bb y otros entomopatdégenos endéfitos
generalmente necesitan primero ser cultivados en medios donde esporulen
para poder observar sus estructuras reproductoras para su identificacion. Pero
aun asi esta metodologia de observacion directa al microscopio es importante
para observar el tipo de tejido en el cual se establece el organismo en el
cultivo seleccionado. En un estudio, Landa et al. (2013) lograron detectar al
Bb establecido en plantas de opio, modificando genéticamente al

microorganismo con la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en
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ingles) para poder ser observado en microscopio de fluorescencia, siendo su
principal desventaja el trabajo laborioso para la transformacion del
organismo. Existe ademéas otra metodologia basada en diacetato de
fluoresceina, para observar la presencia de Bb estando como enddfito directo
al microscopio de fluorescencia, pero es solo para observar preparaciones

frescas de tejido inoculado en el laboratorio (Wei y Liu 2021).

2.6.1.2 Métodos dependientes de cultivo de tejido

En contraste al método de observacidon directo, el método dependiente
de cultivo se ha utilizado frecuentemente en estudios de diversidad, ya que es
importante aislar el endofito para estudiarlo en: caracterizacion, diversidad
de especies, estudio de endofitos inoculados artificialmente o para estudiar
metabolitos secundarios de importancia bioldgica (Sun y Guo 2012). Este
meétodo es el estdndar de oro utilizado para recobrar Bb cuando se inocula
artificialmente como enddfito y es ampliamente utilizado. Sin embargo, con
este método, se tiene la incertidumbre si el lavado (para retirar los
microorganismos de la superficie) afecte la viabilidad del enddfito y se
pueden dar casos de falsos negativos en tejidos donde se establezca el
enddfito en una cantidad baja.

Frecuentemente, los lavados utilizan sustancias bactericidas y/o
fungicidas, como el NaClO, y algunos tensoactivos (Parsa et al. 2013;
Greenfield et al. 2015), por lo que se deben ajustar los pardmetros de tiempos
para cada tipo de tejido, y aun asi hay contaminaciones donde las muestras
de tejido deben descartarse. Esta metodologia es buena cuando se manejan
cantidades pequefias de plantas y se tiene un laboratorio disponible para
procesarlas rdpidamente, ya que una vez muestreado el material vegetal este
se empieza a degradar y no se puede congelar con nitrégeno las muestras
para conservarlas, ya que seria imposible hacer un lavado posteriormente,
por lo que se deben procesar las muestras en pocos dias. Otra desventajas que
tiene esta metodologia es, que no se tiene la certidumbre si el endéfito

obtenido es la cepa que se inoculo.

2.6.1.3 Métodos independientes de cultivo

Los métodos independientes de cultivo utilizan técnicas moleculares
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para hacer PCR in planta (sin cultivo del tejido), estas muestras llevan una
mezcla del ADN de la planta y del endéfito, por lo que previo a la extraccion
del ADN se requiere también un lavado de la muestra para retirar los epifitos
de la superficie (Sun y Guo 2012). Para esta metodologia no importa que los
enddfitos no se encuentren viables ya que aun asi podrian ser amplificados.
Dentro de las secuencias mayormente utilizadas para la deteccion de
enddfitos fangicos, estd la amplificacién de Internal Transcribed Spacer
(ITS) 28S o 18S del ADNr (Fig. 2), ya que son secuencias en tandem,
repetidas miles de veces, por lo que son faciles de amplificar aunque haya
cantidades pequefias de ADN blanco, siendo las secuencias ITS y su
posterior secuenciacion, las preferidas para la identificacion de hongos, ya
que muestran en general mayor resolucion que las secuencias 18S y 28S para

detectar género y especie (Schoch et al. 2012).

[NTS ] rDNA-repeat [ NTS | rDNA-repeat |

o

[T s T Il ] 28S | CT38s T I ] 285
ETS \5.88/ ETS \S.BS

ITS ITS

Figura 2. Distribucion de secuencias ITS, 18S y 28S del ADNr en células eucariotas.

Para el caso especial de deteccion de Bb, existe una metodologia
basada en la amplificacion de secuencias ITS por medio de un PCR anidado
in planta (Nested PCR directo del genoma de la planta) con un buen
desempefio, la cual no necesita secuenciacion posterior, ya que en este
estudio se disefiaron oligonucledtidos especificos para la deteccion de esta
especie (Landa et al. 2013; Garrido-Jurado et al. 2016) lo cual ayuda a
amplificar solamente Bb dentro de una gran variedad de hongos, siendo su
Unica desventaja que no distingue entre cepas de Bb. Otras técnicas
moleculares que se han utilizado para la deteccion de Bb es el PCR
cuantitativo o gPCR (por sus siglas en ingles), donde se ha logrado detectar
hasta 26 fg del ADN del Bb en plantas de opio por cada 20 ng de ADN de
planta (Landa et al. 2013; Garrido-Jurado et al. 2016). Esta técnica tiene

pocas desventajas sobre otras técnicas, solo que es més costosa que un PCR
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convencional y en especifico, esta técnica tampoco distingue entre cepas de
Bb. Al final ambos métodos, dependiente e independiente de cultivo, tienen
sus ventajas y desventajas, por lo que la mejor estrategia es una combinacion

de ambas técnicas (Porras-Alfaro y Bayman, 2011)

2.6.2 Métodos moleculares para analisis de cepas

El andlisis de cepas especificas de Bb en campo no es facil ya que
existen especies nativas que se podrian establecer en el cultivo blanco. A la
fecha existen diversas investigaciones para determinar por ejemplo la
variedad de aislados de Bb provenientes de alguna muestra vegetal (Reay et
al. 2010;Kambrekar y Aruna 2018 ), de algun insecto plaga (Urtz y Rice,
1997; Castrillo y Brooks 1998; Valderrama et al. 2000; Takatsura 2007;
Mitina et al. 2011; Dhar et al. 2019; Furuie et al. 2022) o del suelo (Wang et
al. 2005; Estrada et al 2007) incluso para el monitoreo de aislamientos de Bb
en insectos (Neuvéglise y Brigoo 1997; Wang et al. 2004), pero en general
existen pocas investigaciones con metodologias que sean utilizadas para dar
monitoreo de una o varias cepas conocidas, cuando son aplicadas en plantas
y establecidas como endofitos. Por ejemplo, un estudio utilizando la técnica
de “Region Amplificada de Secuencia Caracterizada” (SCAR por sus siglas
en inglés), en combinacion con la técnica dependiente de cultivo para la
basqueda de la cepa GHA introducida en un campo, Castrillo et al. (2003)
lograron buenos resultados con uno de los tres pares de oligonucledtidos
disefiados, donde la técnica fue capaz de detectar hasta 100 pg de DNA
gendémico de la cepa en muestras de suelo; aunque esta técnica no estuvo
disefiada para la busqueda de GHA como endofito y no es muy sensible. En
otro estudio utilizaron otro de esos tres pares de oligonucleétidos disefiados,
observandose que fue til para detectar la cepa Bb ITCC 4796 estando como
enddfito en plantas de yute (Corchorus capsularis L.), pero como no se
comprobd en esa investigacion que esos oligonucle6tidos fueran exclusivos
de esa cepa, se concluyd solamente que eran buenos para detectar Bb estando
como enddfito en tallo, hojas y cépsulas del cultivo antes mencionado
(Biswas et al. 2012). En un estudio, Landa et al. (2013) lograron dar
monitoreo a la cepa 04/01-tip para establecerse en plantas de opio,

modificando genéticamente al microorganismo con la proteina verde
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fluorescente GFP para poder ser observado en microscopio de fluorescencia.
En otro estudio se logré la deteccidn de tres cepas de Bb en plantas de maiz,
por medio de la amplificacion del gen del Factor de Elongacion 1-alfa (efla
por sus siglas en inglés), con su posterior secuenciacion (McKinnon et al.
2018), lo que es poco practico y costoso cuando se tiene un alto nimero de
muestras. Otra técnica utilizada para la determinacion de cepas de Bb es el
analisis de microsatélites, la cual se basa en el grado de polimorfismos que
pueda haber entre ellas, solamente que los hongos exhiben un grado menor
de polimorfismos que otros organismos (Dutech 2007), pero aun asi se ha
utilizado con buenos resultados. En un estudio, Reineke et al. (2014)
mostraron que tres marcadores de microsatélites (SSRs, por sus siglas en
inglés) previamente disefiados para diferenciar entre cepas de Bb (Rehner y
Buckley 2003) fueron efectivos para su diferenciacion después de cultivarlas
en diferentes sustratos y en muestras de hojas, pero no se probd in vivo como
enddéfito. En general si existen metodologias para el anélisis de cepas para su

monitoreo, pero existen propuestas para mejorarlas.

2.6.3 Analisis de cepas por medio de intrones

Los intrones del grupo I (IDGI) son un tipo de enzimas de ARN
llamadas también ribozimas, las cuales tiene la capacidad de catalizar su
propio splicing, entre otras actividades (Saldahana et al. 1993). Estan
distribuidos en algunos bacteridfagos, bacterias, eucariotas inferiores
(hongos y protozoarios) y plantas superiores; sin embargo, se sabe que su
ocurrencia en bacterias es muy esporadica y aparentemente ausente en el
reino animal (Dujon, 1989). Entre genes, que se encuentran interrumpidos
por IDGI, estan el ARNr, el ARNm y en ARNt de genomas de procariotas y
en el genoma nuclear, mitocondrias y cloroplastos de eucariotas inferiores.
Para el caso de plantas superiores, estos intrones estan ampliamente
distribuido en los genes coxl de mitocondrias de angiospermas (Cho et al.
1998) y en cloroplastos (Kuhsel et al. 1990; De Longevialle et al. 2010).

En hongos saprofitos y parasiticos, se han encontrado exclusivamente
en el genoma nuclear, como complejos repetidos, usualmente localizados en

los genes de ARNTr de la subunidad pequefia (SSU por sus siglas en inglés) y
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subunidad grande (LSU por sus siglas en inglés) (De Priest 1993; Perotto et
al. 2000). Los intrones del grupo | se caracterizan por la presencia de
elementos de secuencias conservados llamados P, Q, R y S (Fig. 3), los
cuales estdn envueltos en la formacion de las estructuras parcialmente
apareadas (hélices), llamadas P1-P9, las cuales forman el centro de la
estructura secundaria, esenciales para el auto-splicing (auto-corte) de los
transcritos de ARN (Woodson 2005).

R
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Figura 3. Estructura general de Intrones de tipo I. Elementos de secuencia conservados P, Q,
Ry Sy hélices P1-P9.

- G—3
-|Po [

Como su distribucion es irregular, pueden estar presente en algunos
aislados de la misma especie y en otros no (Dujon 1989). Un estudio
realizado por Wang et al. (2003) identificaron cuatro sitios de insercion de
IDGI de cepas axénicas de Bb en la subunidad mayor LSU del ADNr en las
posiciones conservadas Ec2563, Ec2449, Ec2066 y EC1921 a los cuales

denominaremos sitios de insercion I, 11, 111 y 1V respectivamente (Fig. 4)
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Figura 4. Representacion de la regién 3"OH de la subunidad 28S del ADNr de B. bassiana

con sitios de insercion de IDGI I-1V. Oligonucleétidos con flechas para la amplificacion de
los sitios de insercién (Tomado de Wang et al. 2003).
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Analisis de las secuencias de estos sitios verificaron que los intrones
invariablemente se insertan en dichas secuencias especificas conservadas de
la subunidad grande del ribosoma LSU, asi como que el patron de insercion
era diferente entre multiples aislamientos.

Por otro lado, Valadez-Lira et al. (2014) demostraron la factibilidad
del uso de amplificacion del sitio de insercion de IDGI de la LSU para la
identificacion diferenciada de cepas de Bb nativas del estado de Nuevo Ledn
(PTG 1, 2, 4 y 6), donde se logr6 diferenciar dichas cepas de una comercial
(GHA) observando patrones distintos entre las nativas y la GHA. En general
dicho estudio y el anterior se realizaron a nivel de cultivos axénicos (y no
como enddfito en algln cultivo).

A la fecha no existe una metodologia basada en la busqueda del perfil
de IDGI para poder distinguir cepas de Bb como enddfito, cuando son
aplicadas a nivel laboratorio o para dar monitoreo cuando son aplicadas en

campo.

2.7 Otros aspectos de Beauveria bassiana inoculada

Actualmente existe una necesidad en los métodos de analisis de
enddfitos por medio de secuencias ITS [secuencia seleccionada por el Bar
Coding of life para la determinacion de género y especie en hongos (Schoch
et al. 2012)] o de casi cualquier otra metodologia que involucren la busqueda
molecular de endofitos, que al hacer pruebas de inoculacion artificial de
cepas diferentes de la misma especie, por ejemplo en este caso, B. bassiana
inoculada en algun cultivo y hacer su posterior deteccion, no hay certeza si la
cepa inoculada en la prueba es la que se obtiene por medio de la
amplificacion. Si bien es cierto, si existen metodologias moleculares para el
monitoreo de cepas (anteriormente descritas), estas son muy pocas Yy
laboriosas. Ademas, todavia existe un &rea de oportunidad para mejorar las
ya existentes, asi como explorar el uso de métodos distintos que sean
principalmente précticos.

Por otro lado la principal importancia de contar con métodos que
ayuden a dar mayor certeza de las cepas inoculadas, radica en que cepas

diferentes tienen cualidades y capacidades distintas de establecerse en el
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mismo cultivo bajo las mismas condiciones (Raad et al. 2019) y diversos
estudios demuestran que sus efectos sobre las plantas son también distintos
(Bamisile et al. 2020; Barra-Bucarei et al. 2020; Barta 2018; Greenfield et
al. 2016; Jaber 2015; Raad et al. 2019; Volkova et al. 2020). En general, los
estudios que ayuden a dar mayor certeza sobre el monitoreo de cepas
inoculadas seran de gran ayuda para:
i) dar seguimiento del microrganismo inoculado en pruebas en campo,
ii) tener una mayor seguridad que el resultado obtenido en el cultivo sea
por la cepa que se estd inoculando y no por alguna otra cepa que se
haya establecido en el cultivo de manera natural.
iii) hacer una correlacion entre el tipo de cepa inoculada y los resultados

obtenidos sobre la planta o el insecto plaga o ambos.

Por lo anterior el principal objetivo de este proyecto fue el desarrollo
de una metodologia para dar soporte al monitoreo de cepas cuando son
aplicadas artificialmente en plantas. Dicha metodologia se bas6 en la
basqueda in planta del perfil de insercion de IDGI de la subunidad mayor del
gen de ARNr de tres cepas de Bb GHA, BBPTG4 y BB37 cuando estan
como endofitos en plantas de frijol; ya que es un método practico para
diferenciar algunas cepas axénicas, no se tienen que disefiar oligonucleétidos
especificos para cada cepa, no requiere secuenciacion y que ademas no existe

una metodologia para su bisqueda cuando Bb se encuentra como endéfito.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad existe la necesidad de contar con metodologias mas
préacticas para el estudio de endofitos, ya que el método tradicional de
plaqueado de tejido es laborioso, consume mucho tiempo y material, y esta
propenso a dar falsos negativos por el uso de sanitizantes para limpiar el
tejido. Ademas, se requieren técnicas moleculares que sean més exactas y
sencillas para el monitoreo de cepas cuando son aplicadas en campo, para
asegurar que el resultado obtenido es por la cepa aplicada y no alguna nativa.
Finalmente, no existe una metodologia basada en la busqueda del perfil de
insercion de intrones del grupo I, para la deteccion e identificacion a nivel de

cepa cuando Beauveria bassiana esté presente como endofito en frijol.
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4. HIPOTESIS

La deteccion del perfil de insercion de intrones del grupo |, por medio de
PCR anidado “in planta”, ayuda a diferenciar entre tres cepas de Beauveria
bassiana (GHA, BBPTG4 y BB37), establecidas como enddfitos en cultivos
de frijol.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Estandarizar una metodologia para la deteccion “in planta” de los
cuatro sitios de insercion de intrones del grupo | de la regién 3’OH de la
subunidad mayor del ADNr de las cepas de B. bassiana GHA, BBPTG4 y
BB37, establecidas como endofitos en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris)

y verificar su efectividad para discernir entre cepas.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener los patrones de insercion de intrones del grupo | del gen 28S de
cultivos monospdricos de las cepas de B. bassiana. GHA, BBPTG4 y BB37.
2. Estandarizar técnica para la deteccion del perfil de insercion de intrones
del grupo | del gen 28 S de B. bassiana, presentes como endofito en planta
de frijol.

3. Seleccionar la mejor técnica de inoculacion de B. bassiana en frijol
(Phaseolus vulgaris L.) var. Pinto Saltillo.

4. Determinar la funcionalidad de la técnica estandarizada en el objetivo 2,
para discernir entre las cepas GHA, BBPTG4 y BB37 inoculadas en frijol a
nivel laboratorio.

5. Determinar el desempefio de la técnica con prueba de campo en frijol var.
Pinto Saltillo, con las cepas GHA, BBPTG4 y BB37.
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6. MATERIAL Y METODOS

Metodologia para el Objetivo 1. Obtener los patrones de insercién de
intrones del grupo | del gen 28S de cultivos monosporicos de las cepas
GHA, BBPTG4 y BB37

6.1. Generacion de cultivos monosporicos para andlisis de intrones

Las cepas de Bb fueron provistas por la Unidad de Formulacion de
Bioldgicos de la UANL. Se generaron cultivos monosporicos de las cepas
GHA, BBPTG4 y BB37 en PDA tomando una asada de cada cepa
provenientes de placas con PDA, posteriormente se inoculd por separado un
asada de cada cepa en matraces con 100 mL con caldo PDB y se puso a crecer
con agitacion de 120 rpm por seis dias. Pasado el tiempo de crecimiento se
sacO un mililitro de cada matraz y se realizaron diluciones de los conidios
hasta 1 x 107 por separado para cada cepa. Para las diluciones se agregaron
900 pL de agua a seis tubos eppendorf de 1.5 mL y se etiquetaron segun la
dilucion seriada desde 1 x 10 hasta 1 x 10; primero se agregaron 100 pL de
los conidios prevenientes de caldo en PDB de cada cepa al tubo con la
etiqueta de 1 x 10" y se mezclaron perfectamente para hacer la primera
dilucion. Posteriormente se obtuvieron 100 uL de dicha dilucion y se
agregaron al siguiente tubo etiquetado con la dilucién 1 x 10 y se mezclaron,
se continud consecutivamente con el resto de las diluciones, hasta obtener la
Gltima dilucion de 1 x 10”. Una vez realizadas las diluciones, se plaquearon
las etiquetadas con 1 x 10y 1 x 10”, tomando una asada de cada tubo y
estriandola en placas nuevas con PDA, las cuales se dejaron creciendo por 12
ha 25 °C en obscuridad.

Se buscaron conidios germinados que estuvieran aislados de otros
conidios con la ayuda de un microscopio 6ptico y los objetivos 4x y 10x;
para esto, se colocé directamente la caja Petri sin tapa en el microscopio,
teniendo cuidado de tocarla por adentro para no contaminarla. Una vez que
se encontrd un conidio germinado y aislado, se procedi6 a hacer cortes finos
en forma de un cuadro donde quedara en medio el conidio y con ayuda de un

bisturi estéril se extrajo el cuadro de agar con el conidio o espora germinada,
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y se traspasé a una placa nueva con PDA, colocando el cuadro con el conidio
germinado en el centro de la placa, la cual se incubd una semana a 25 °C en
obscuridad, hasta obtener un crecimiento radial en toda la caja, con

esporulacion, como se muestra en la fig. 5.

_/

Cultivo multiesporico

\

Esporas germinadas

Cultivo monospérico

Figura 5. Produccion de un cultivo monosporico a partir de conidios geminados procedentes
de un cultivo multiespérico.

Solamente los monospdricos generados fueron utilizados en todos los
experimentos que se describen mas adelante. Ademas, se guardaron en aceite
mineral a 4 °C para su conservacion y cuando se necesitaban, se realizaban

varios pases entre caldo y agar para su reactivacion (Anexo A).

6.2. Crecimiento y extraccion de ADN de Beauveria bassiana

Para la obtencion del patron de insercion de IDGI de cada cepa, se
procedié a crecer los hongos obtenidos de los cultivos monospdricos en
caldo PDB para realizar posteriormente la extraccion de ADN gendmico.
Bajo el mechero se inoculé una asada de placas Petri con cada cepa en
matraces de 100 mL con caldo PDB vy se dejaron creciendo por cinco dias en
agitacion 120 rpm a 25°C. Posteriormente se extrajo el ADN de cada cepa
con el protocolo de extraccion de ADN gendmico del kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit A1125 de PROMEGA, utilizando el protocolo descrito

para plantas, el cual previamente sé verifico su funcionalidad para extraccion
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de ADN de hongos con algunas modificaciones; el protocolo se describe a
continuacion: se agregd 1 mL del hongo crecido en caldo PDB a tubo
eppendorf de 1.5 mL. Cada muestra se centrifugd a 5000 rpm por 5 min y se
descart6 sobrenadante, se volvié a agregar 1 mL del cultivo al mismo tubo,
se centrifugd a 5000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante.
Posteriormente, se agregaron 600 pL de la solucion Nuclei Lysis Solution
mantenida en hielo, el pellet se maceré con un pistilo por 3 min y
posteriormente se dio un vortex a alta velocidad por 10 segundos. Las
muestras se incubaron a 65°C/15 min con agitacién y a cada muestra se
agregaron 3 uL de ARNasa, invirtiendo el tubo cinco veces. Los tubos se
incubaron a 37 °C/15 min y pasado ese tiempo, se dejaron atemperar por 5
min. Adicionalmente, se agregaron 200 pL de la solucion Protein
Precipitation Solution, se le dio un vortex a alta velocidad por 30 segundos y
el contenido del tubo se centrifugo a 14,000 rpm/3 min. Se tomd solamente
el sobrenadante y se pas6 a un tubo nuevo, se le agregaron 600 uL de
isopropanol al 100% y se invirtio cada tubo 3 veces. El contenido se
centrifugo a 14,000 rpm/5 min y se decant6 el sobrenadante. Se lavo el pellet
de ADN con 600 uL de etanol al 70%, se invirtié el tubo 5 veces, se
centrifugd a 14,000 rpm/5 min y se descarto el sobrenadante. Los tubos se
dejaron secando por una hora o el tiempo necesario para que evaporara el
alcohol y, pasado ese tiempo, se disolvio el pellet en 100 pL de agua
destilada inyectable estéril previamente filtrada con un filtro de 0.25 pm.
Finalmente, las muestras se incubaron a 65 °C/15 min para homogenizar y se

guardaron a -20 °C.

6.3. Medicion de concentracion de ADN
Una vez obtenido el ADN gendmico, se procedi6 a su cuantificacion
por medio de un espectrofotometro NanoDrop Lite de Thermo Fisher
Scientific™. Para lograrlo, se coloc6 un microlitro de agua inyectable
previamente filtrada con filtro de 0.25 um, en el pedal del equipo para hacer
el blanco y, una vez calibrado, se coloco la muestra a leer para obtener la
concentracion de ADN y para verificar la pureza de la muestra a un rango de

absorbancia entre Ajgo/Aseo.
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6.4. Amplificacion de sitios de insercion de intrones del grupo |

Una vez obtenido el ADN de las tres cepas se procedié a realizar la
amplificacion de los cuatro sitios de insercion de IDGI del gen 28S del ARNr
de Bb. Para obtener el perfil de inserciones de cada cepa se realizaron cuatro
amplificaciones diferentes en cada muestra, utilizando los oligonucleotidos
descritos por Wang et al. (2003). Para amplificar cada uno de los cuatro
sitios de insercion de intrones de las posiciones Ec2563 (1), Ec2449 (l1),
Ec2066 (111) y Ec1921 (IV) se utilizaron los oligonucleétidos: E23F y M1R
para el sitio I, el 121F y 122R para el sitio 11, el I38F y I132R para el sitio 111 y
el 129F y 131R para el sitio 1V de insercion (Tabla 1).

Tabla1l. Secuencia de oligonuclettidos para amplificacion de sitios de insercion
IDGI I-1V.

Sitio Oligo Secuencia

| E23F 5-CCG AAG GAA TTC GGT AAG CG-3'
M1R 5-GGT AAA ACT AAC CTG TCT CAC G-3’
121 F 5-CGA TCC TTT AGT CCC TCG AC-3’

' 122 R 5-CGC TTACCG AAT TCC TTC GG-3°

" 138 F 5-ATG GGC TTG GCA GAA TCA GCG-3’
132R 5-CAG CCA AAC TCC CCC CTG-3’
129 F 5-CTG CCC AGT GCT CTG AAT GTC-3’

v 131R 5-CGC TGA TTC TGC CAA GCC CAT-3’

Cada amplificacion se realiz6 de un volumen final de 20 L, las
cuales contenian: 0.5 uM de cada oligonucleétido, 1 uL de ADN del hongo
(concentracion 20-30 ng/uL) y 10 uL de GoTag® Green Master Mix 2X
(Promega Corp., Madison, WI. La amplificacion se realiz6 en un equipo
T100 Thermal Cycler (BioRad Laboratoires) con un programa de
amplificacion que se describe a continuacion: 4 min a 95 °C como paso de
desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de: desnaturalizacién por 45 s
a 94 °C, alineacion por 45 s a 57°C y extension de 45 s a 72 °C y un paso de
extension final de 4 mina 72 °C.

Para visualizar las bandas se corri6 un gel de agarosa al 1% a 100 V

durante 60 min con el marcador molecular de Promega de 100 pb. Los geles
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se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador Gel
Doc XR+ Imagin System de la marca Biorad.

Para visualizar de manera rapida si cada uno de los cuatro sitios
contenia un intron insertado o no, las bandas con mas de 500 pb
aproximadamente indicaban una insercion de intron. En la tabla 2 se
muestran los tamafios moleculares para cada sitio cuando hay ausencia o
presencia de intrones en pares de bases. Todos los fragmentos con y sin

intrones se enviaron a secuenciar (Anexo B).

Tabla 2. Tamafios moleculares de las bandas amplificadas

en pares de bases segun ausencia o presencia del intrén.

Sitio Ausencia Presencia
Bbl 84 pb 501 pb
Bb2 157 pb 656 pb
Bb3 244 pb 606 pb
Bb4 207 pb 620 pb

Metodologia para el Objetivo 2. Estandarizar técnica para la deteccion
del perfil de insercion de intrones del grupo | del gen 28S de B. bassiana,

presentes como enddfito en planta de frijol.

6.5. Amplificacion de los sitios de insercion IDGI en frijol.

Las variedades de frijol Pinto Americano y Pinto Saltillo fueron
donados al laboratorio por la Facultad de Agronomia, departamento de
Nutricion de la UANL. Primero para retirar los microorganismos epifitos, las
semillas se lavaron con 20 mL de 0.5% de NaClO por 2 min, después con 20
mL de etanol al 70% por 2 min y finalmente se les dio tres enjuagues de 30
mL c/u con agua estéril. Posteriormente se realizd la extraccion de ADN por
medio del protocolo de Promega A1125 descrito en la secciéon 6.2 o el
protocolo con el reactivo CTAB (Anexo C). Seguidamente se realizd la
amplificacion de los cuatro sitios de insercion de intrones I-1V para
determinar si arrojaban algun resultado, para esto se utilizaron los mismos

oligonucledtidos y condiciones descritas en 6.4.
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6.6. Analisis in silico de sitios de insercion de IDGI en ADN de
plantas

Se realiz6 un analisis bioinformatico en frijol (Phaseolus vulgaris) y

también en otras plantas como chile (Capsicum annuum), sorgo (Sorghum

spp.) y Maiz (Zea mays).para determinar la posible interaccion de los

oligonucledtidos que amplificaran los sitios I-IV con el genoma de dichas

plantas. Se utiliz6 la “herramienta basica de blsqueda por alineacion local”

(BLAST por sus siglas en inglés).

6.7. Prueba de PCR directo simulando establecimiento de Bb en
frijol.

Para determinar si un PCR directo fuera factible para detectar el
perfil de IDGI del gen 28S de Bb en mezcla con el ADN de frijol, se realiz6
una prueba fabricando muestras con concentraciones conocidas de ADN de
Bb en mezcla con ADN de frijol, para realizar un PCR de un paso. Para esta
prueba primero se prepararon stocks de ADN de frijol a una concentracion 10
ng/uL de raiz, tallo y hojas de manera separada. Ademas, se prepar6 también
un stock de ADN de la cepa BBPTG4 a una concentracion de 10 ng/uL para
hacer diluciones seriadas, para las cuales, se agregaron a 4 tubos eppedorf de
0.6 mL 90 pL de agua destilada, seguidamente se agregaron 10 pL del tubo
del stock de Bb de 10 ng/uL al primer tubo con la etiqueta 1 x 107, se
mezcld con pipeta y se tomaron 10 pL de ese tubo y se agregaron al tubo con
la etiqueta 1 x 1072, asi consecutivamente hasta tener la dilucion hasta 1 x 10°
4 quedando las concentraciones de las diluciones seriadas en 1000, 100, 10 y
1 pg/uL de ADN de BBPTG4. Después se prepararon cuatro muestras con
mezclas de ADN de frijol y Bb para probar el PCR de un paso, las cuales
contenian 1 uL del stock de ADN de planta (10 ng) y 1 pL de los stocks de
cada una de las diluciones. Ademas, se prepard un control positivo también
con 1 pL del stock de ADN de planta (10 ng) y 1 uL de ADN de BBPTG4 de
otra muestra que se encontraba a una concentracion de 400 ng/ul.
Posteriormente se realizé el PCR directo utilizando las muestras de las cuatro
diluciones con ADN de Bb y frijol y el control positivo, utilizando los

oligonucledtidos y condiciones descritas en el apartado 6.4.
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6.8. Disefio de oligonucledtidos para desarrollo de PCR anidado

Se disefiaron oligonucleotidos para amplificar el gen 28S del ARNr
del Bb que flanqueara toda la regién que contuviera los cuatro sitios de
insercion desde Bb1l hasta Bb4 y que no hibridaran con el genoma del frijol.
Para disefiar dichos oligonuclettidos, se busco la secuencia del gen en el
Banco de Genes del Centro Nacional de informacién Biotecnoldgica (NCBI
por sus siglas en inglés). La secuencia se descargo en formato FASTA y se
cargd en el programa Amplifix version 1.5.4 para el disefio de los
oligonucledtidos. Una vez seleccionados algunos pares con la ayuda del
programa, se realizd también una corrida de PCR in vitro con las secuencias
de oligonucledtidos seleccionadas para verificar el tamafio del amplicon. Se
verifico también que no tuviera buena hibridacion y una posible
amplificacion en el genoma de frijol utilizando la herramienta Blast
(mencionado en la seccion 6.6). Una vez que se tuvieron las posibles
secuencias, se enviaron a sintetizar con un proveedor extranjero que sintetiza
oligonucledtidos (IDT del inglés Integrated ADN Technologies) por medio

del intermediario local en México llamado Uniparts.

6.8.1. Condiciones de primera y segunda reaccion

Para este objetivo, se estandarizo una amplificacion de dos pasos
(PCR anidado). En esta primera etapa, para determinar las condiciones de
amplificacion de la primera reaccion (reaccion de enriquecimiento), se utiliz6
solamente ADN de Bb (sin ADN de frijol). Primero se probaron condiciones
utilizando los oligonucledtidos previamente disefiados los cuales
amplificarian toda la region 3’OH del gen 28S del ARNr de Bb que contenia
los cuatro sitios de insercion de intrones y en la segunda reaccion (reaccion
intrones) se usaron los cuatro pares de oligonucledtidos de los sitios de
insercion de intrones, descritos por Wang et al. (2003) con los cuales se
obtiene el patrdn distintivo de cada cepa.

Para estandarizar la primera reaccion, se probaron cinco mezclas de
pares de oligonucledtidos, dichas mezclas se realizaron entre los
oligonucledtidos disefiados anteriormente (seccion 6.8) y algunos de los

disefiados por Wang et al. (2003) que delimitaran la zona de las inserciones.
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Debido a los tamafos tedricos mayores de los amplicones en las cepas
BBPTG4 y BB37 por tener mas intrones insertados que GHA, se probaron
dos tipos de enzimas, una Taq polimerasa (GoTaq®) Polymerase y una del
tipo Hot start (Platinum™ Super Fi™ DNA polymerase de ThermoFisher
Scientific). Las condiciones para las reacciones con la enzima Taq
polimerasa fueron similares a las descritas en la seccion 6.4, solo con la
variacion de la temperatura de alineamiento las cuales se determinaron
utilizando la herramienta Tm Calculator (ThermoScientific) para cada juego
de oligonucleotidos, seleccionando para el programa la menor temperatura de
alineamiento para que todos los oligonucledtidos pudieran amplificar en la
misma prueba.

Para la prueba con la enzima Platinum™ Super Fi™ se siguieron las
recomendaciones del proveedor en cuanto a los tiempos y temperaturas de
desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacion. Finalmente, para la primera
reaccion, la enzima seleccionada y las condiciones de amplificacion se
adaptaron a un programa de PCR touchdown para que fuera mas eficiente el
PCR anidado. Para la segunda reaccion se utilizaron los oligonucleétidos y el

programa descrito por Wang et al. (2003).

6.8.2. Limite de deteccion

Para determinar el limite de deteccidn del anterior PCR anidado (PCR
anidado-cepas), se fabricaron controles positivos con cantidades conocidas
del ADN de Bb y de frijol. Para lograrlo, se tomaron semillas de frijol var.
Pinto Saltillo, y se enjuagaron con NaClO al 3% por 10 s y etanol al 70% por
10 s y se enjuagaron con agua destilada estéril. Dicha semilla se colocé en un
contender de plastico sanitizado con algodon y agua estéril y se dejo
remojando hasta que germinara. Una vez emergida la plantula, a los tres dias
se tom6 de 2 a 3 cm?del tejido de las primeras hojas y se colocé en un tubo
eppendorf de 1.5 mL, posteriormente se procedié a hacer la extraccion de
ADN utilizando el protocolo de extraccién de ADN gendémico para plantas
del kit A1125 de PROMEGA anteriormente descrito en la seccion 6.2. desde
la adicion del primer buffer.

Esta prueba se realizé solamente con la cepa BB37 (ya que es la que

contenia el mayor nimero de intrones y mas pesados que las otras dos cepas)
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en mezcla con ADN de frijol en concentraciones conocidas. Primero se
prepararon cuatro muestras con mezclas de ADN de frijol y Bb para probar
el limite de deteccién del PCR anidado-cepas, las cuales contenian 1 uL del
stock de ADN de planta (10 ng) y 1 uL de los stocks de diluciones de 1000,
100, 10 y 1 pg/uL de BB37 los cuales se prepararon como lo descrito en la
seccion 6.7. Posteriormente se les agregaron a las muestras los reactivos para
la primera y segunda reaccion del PCR anidado-cepas descrito anteriormente
y se corrio el programa segun lo estandarizado en la seccion 6.8.1
Posteriormente se realizd el corrimiento y tenido del gel segun lo descrito en

la seccién 6.4.

Metodologia para el Objetivo 3. Seleccionar la mejor técnica de
inoculacion de B. bassiana en frijol (Phaseolus vulgaris) var. Pinto
Saltillo

6.9. Experimentos de inoculacién a nivel laboratorio con cepa control
Para determinar cudl técnica de inoculacion era mejor, se realizaron
pruebas de inoculacion a nivel laboratorio. Las metodologias de inoculacion
que se probaron fueron: inmersion de las semillas en el in6culo, aplicacion al
suelo y asperjado foliar (haz o envés), utilizando conidios (experimento No.
1) y, ademas, se determind también con los tres métodos si era mas
conveniente el uso de conidios o blastosporas (experimento No. 2).
Ambos experimentos se realizaron solo con la cepa control GHA.
Para el crecimiento de plantas de frijol a nivel laboratorio, el Departamento
de Cultivos basicos y Oleaginosas, de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, doné semillas de frijol var. Pinto

Saltillo, las cuales se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C, hasta su uso.

6.9.1 Crecimiento de plantas de frijol

Para esta prueba se prepararon macetas con suelo estéril y no estéril
(experimento No. 1). Primero la tierra para maceta (comprada en un vivero
de la localidad de San Nicolas de los Garza) se mezcl6 en una proporcion de

2:1 con arena. Posteriormente la mitad de la mezcla se transfiri6 a 16
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macetas de un litro y la otra mitad se esteriliz6 por autoclave a 121 Ib de
presion/15 min. El suelo estéril se dejo enfriar y se depositd en otras 16
macetas de 1 litro previamente sanitizadas, para hacer un total de 32 macetas.
Se realizd ademés otra prueba con suelo de la localidad de Marin Nuevo
Leon (experimento No. 2), el suelo (tipo vertisol) se recoleto de una de las
parcelas de prueba de la Facultad de Agronomia de la UANL, el cual se
depositd en 36 macetas sin ningun tipo de tratamiento. Las semillas de frijol
se lavaron con 20 mL de 0.5% de NaClO por 2 min, después con 20 mL de
etanol al 70% por 2 min y finalmente se les dio tres lavados de 30 mL c/u
con agua estéril. Para el experimento No. 1 se depositaron tres semillas por
maceta y para las pruebas del experimento No. 2 se colocé solamente una
semilla por maceta; ambas pruebas se acomodaron en bloques al azar, bajo
una lampara fluorescente de 9,200 limenes con un fotoperiodo de 12 h de
luz-oscuridad. Las plantas se regaban cada dia con 100-200 mL de agua
potable, si el suelo se observaba con falta de agua. Después de emergidas las
plantas, se fertilizaron a los 10 dias y 22 dias con solucion de NPK 15-15-15
(6 g/litro).

6.9.2 Preparacion de inoculo de Beauveria bassiana

Preparacion de conidios. Preparacion de inoculo para sumergido de
semillas, aplicacion al suelo y asperjado foliar: Se activo la cepa GHA en
medio liquido PDB por 6 dias en agitacion de 120 rpm a 25 °C y
posteriormente se inoculd por estria en medio PDA 8-12 dias a 25°C.
Posteriormente se agregaron 10 mL de Inex A al 0.02% a las placas para
levantar los conidios raspandolos con un asa de vidrio (solo para el caso del
exp. No.l se utiliz6 el tensoactivo Triton X-100 al 0.02% en las
inoculaciones de semilla, para el caso del experimento No. 2 se utilizo
solamente agua solucion salina al 0.9% sin tensoactivo). Después, se vertio el
contenido de todas las placas se les agité en vortex a alta velocidad para
dispersar los conidios hacer el conteo.

Preparacion de blastosporas. Se prepard inoculo de blastosporas
medio de cultivo PDB, los cuales se inocularon con una asada de la cepa
GHA proveniente de una placa con PDA y se dejaron en agitacion por 8 dias

a 120 rpm. El caldo se filtr6 con una gasa para quitar el exceso de micelio y
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el filtrado se centrifugo a 3000 rpm/7 min a 4°C para sedimentar las
blastosporas. Posteriormente, se decantd el sobrenadante y se agregaron 30
mL de Inex A al 0.02%.

Conteo de conidios o blastosporas. Para la cuenta de conidios se
realizaron diluciones seriadas desde 1 x 10™ hasta 1 x 10, como lo descrito
en la seccién 6.1. Para hacer el conteo de conidios , se utilizd la camara de
Neubauer, poniendo 10 uL de la dilucién 1 x 10* y contando los 5 campos
en color rojo indicados en la figura 6, para posteriormente sacar un
promedio. Para obtener la cantidad de conidios se utilizd la siguiente
formula:

No. de conidios /mL = promedio x 250,000 x dilucion

I Area donde se cuentan las esporas

Figura 6. Campos en la camara de Neubauer para contar conidios.

Una vez contados, los conidios se ajustaron a una concentracion de 1 x
10%/mL, agregando la cantidad de agua necesaria de afore, utilizando la

siguiente formula:

Volumen final = volumen del stock x concentracién del stock

de aforacion 1 x 108

Prueba de viabilidad. Cada vez que se hacian inoculaciones se
realizaron pruebas de viabilidad de los conidios o blastosporas. Para esto se
cort6 bajo el mechero un cuadro de PDA de una placa de Petri y se depositd
el cuadrito en un portaobjetos estéril contenido en otra caja Petri nueva
estéril, posteriormente se le agregé al cuadro 10 pL de la dilucién 1 x 10* y
se cubrid con un cubreobjetos estéril, se coloco también un algodén himedo

dentro de la caja Petri a un costado del portaobjetos para que no se resecara
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el agar. Se dejd creciendo 14-22 h (para conidios) y 12 h (para blastosporas),
se visualiz6 al microscopio en objetivo de 40x para contar conidios
germinadas o blastosporas alargadas en un total de 10 campos. Se
consideraba un conidio germinado cuando el tubo de germinacion se
observaba visiblemente mas largo que la mitad del diametro del conidio y
para el caso de las blastosporas cuando se observaran las hifas mas largas
que el observado previo a la incubacion. Para considerar el inoculo viable
para las pruebas de inoculacion solo se utilizaron cultivos con mas 90% de

conidios/blastosporas germinadas.

6.9.3 Aplicacion de GHA en plantas de frijol

Los in6culos de GHA se aplicaron como tratamiento de semilla,
aplicacion al suelo o asperjado foliar.
Tratamiento de semilla. Las semillas se lavaron (ver lavado de semilla en
seccién 6.5), posteriormente se sumergieron en un stock de conidios o
blastosporas de GHA a una concentracién de 1 x 10%/mL dejandose incubar
por 5 min, seguidamente se dejaron secar y se depositaron en una maceta
presionandolas aproximadamente 2 cm de la superficie y se cubrieron con
tierra de la maceta.
Aplicacion al suelo. Se prepar6 otro inoculo de GHA a una concentracion de
1 x 10%mL el cual se aplicé al suelo a los 21 y 32 dias después de la
germinacion y para las inoculaciones al suelo agricola a los 30 dias
solamente. Se aplicd en ambos experimentos la misma cantidad (10 mL)
sobre la base del tallo dirigido al suelo.
Aplicacion foliar. Se asperjaron 10 mL de la solucion stock 1 x 108/mL en
el haz de la 2% hoja verdadera y en el envés de la 3* hoja verdadera de la
misma planta. Para las aplicaciones foliares en el experimento con suelo
agricola, se aplicaron en haz y enveés de hojas de macetas diferentes.
Las tablas 3 y 4 muestran los tratamientos que se realizaron en los
experimentos 1 y 2 (experimento con suelo agricola). Una vez aplicados los

tratamientos, se taparon las macetas con bolsas por 12 h.
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Tabla 3. Tratamientos en suelo estéril y no estéril (Experimento No.1)

Tratamientos

Suelo No estéril: Suelo estéril
Control: T1-T4  Control: T29-132
Aplicacion a semilla: T5-T8  Aplicacion a semilla: T17-T20
Aplicacion al suelo: T9-T12  Aplicacion al suelo: T21-T24
Aplicacion foliar: * T13-T16 Aplicacion foliar: * T25-T28

*Tratamientos foliares en haz 2% hoja verdadera y envés en 3° hoja verdadera

Tabla 4. Tratamientos en suelo agricola no estéril* . (Experimento No. 2)

Tratamientos

Controles Conidios Blastosporas
Semilla: T1,T4 ,T6 Semilla: T7,T8,T10 Semilla: T11lyT12**
Suelo: T13, T15, T17 Suelo: T19-T21  Suelo: T22-124
Foliar haz: T26-728 Foliar haz: T31-T33 Foliar haz: T34-T36
Foliar envés: T29,7T30,T25 Foliarenvés: T2y T18 ** Foliar envés: T5y T16**

*Suelo agricola proveniente de Marin Nuevo Leon.
**Tratamientos con dos repeticiones.

6.9.4 Medicion de variables y evaluacion de establecimiento.

Las plantas se sacaron de las macetas 10 dias después a la Gltima
inoculacion en el experimento no.1 y 13 dias después de la inoculacion en el
experimento 2. Se sumergio6 raiz de la planta en agua para retirar el exceso de
suelo, se lavo la raiz con abundante agua y se eliminé exceso de agua para
proceder a la medida de variables: nimero de hojas, altura, peso fresco y
largo de raiz.

6.9.5 Lavado y plaqueo de tejido

Para el muestreo de tejido, se cortd alrededor de 15 cm de raiz, 3
hojas por planta y alrededor de 15 cm de tallo, midiendo desde la base de la
raiz hacia arriba. Todo el material muestreado se guardd etiquetado en bolsas
de aluminio a 4 °C. El material se lavo y plaqueo al siguiente dia después del
muestreo siguiendo el método descrito por Parsa et al. (2015) con ligeras
modificaciones, dandole primero a los tejidos un lavado en la tarja, para
continuar en la campana de flujo laminar con el apoyo de un mechero con la
siguiente secuencia: 20 mL de NaClO al 0.5 % por 60 s, después 20 mL de
etanol al 70% por 2 min y tres lavados de 30 mL c/u con agua estéril;
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posteriormente se dejo secando en papel previamente estilizado y seco, para
absorber el exceso de humedad del lavado. Sucesivamente se corté el tejido
en <10 fragmentos de alrededor de 1 cm? procurando cortar primero los
bordes del tejido, seguidamente se depositaron los fragmentos en placas con
agar PDA con tetraciclina, penicilina, estreptomicina a 2 mg/L, las cuales se
incubaron a 25°C en obscuridad por el tiempo en el que se observaran y se
pudieran contar los endofitos de Bb, siendo 14 dias el tiempo maximo de
evaluacion. Del ultimo enjuague del lavado de cada tejido, se tomaron 100
uL para extenderlo con asa de vidrio en placas con PDA sin antibi6ticos,
para confirmar que se hubieran retirado los epifitos de la superficie, dichas
placas se incubaron a 25°C por 10 dias. Para considerar un resultado dentro
del conteo final de porcentaje de establecimiento de endéfito en el tejido
plaqueado, se determinaba primero si el agua plaqueada del ultimo lavado
estuviera libre de crecimiento de hongos, por lo que algun resultado con
plagqueo de agua con crecimiento de hongos se descartaban del conteo. Se
consider6 como resultado positivo, cuando se observd la morfologia tipica de
crecimiento de Bb alrededor del tejido plaqueado, la cual constituia un color
blanco de forma algodonosa caracteristico de la especie y para algunas
ocasiones la confirmacion con observacién al microscopio de estructuras

reproductoras.

6.9.6 Analisis molecular “in planta” para confirmar colonizacién

de la cepa

Se seleccionaron algunas muestras de tejido de varios tratamientos
para determinar cuél era el dptimo para el andlisis molecular de la cepa
enddfito. Los tejidos de raiz, tallo y hoja lavados y sin lavar seleccionados
(aproximadamente 1-2 cm?) se les realizaron extracciones del ADN vegetal
siguiendo el protocolo descrito con el buffer lisis CTAB descrito en el anexo
C, (seccion anexos, pagina 127). Una vez extraido el ADN se contabilizé y
se realiz6 el andlisis molecular del perfil de la cepa GHA con la técnica de
PCR anidado-cepas (seccion 6.8.1). Una vez amplificadas las muestras se
corrieron en un gel de agarosa al 1 % con las condiciones mencionadas
anteriormente (ver seccion 6.4); posteriormente se seleccion6 solo un tipo de

tejido para el resto de los analisis moleculares.

54



Metodologia para el Objetivo 4. Determinar la funcionalidad de la
técnica estandarizada en el objetivo 2 para discernir entre las cepas
GHA, BBPTG4 y BB37 inoculadas en frijol a nivel laboratorio.

6.10 Siembra de frijol a nivel laboratorio para anélisis cualitativo y
molecular de las tres cepas
Se realizaron dos experimentos por separado (experimento A y B) de
aplicacion de las cepas GHA, BBPTG4, BB37 y control sin tratar, todos por
triplicado en plantas de frijol a nivel laboratorio, para probar la técnica de
PCR anidado-cepas. Para ambos experimentos se germinaron semillas de
frijol en algodon himedo vy, una vez germinadas, se pasaron a macetas con
suelo no estéril, con las condiciones de lavado de semilla y fotoperiodo
descritos en la seccion 6.9.1. Los indculos de las tres cepas se prepararon a
una concentracion de 1 x 10%/ mL (seccién 6.9.2) y se aplicaron a los 21 y 25
dias después de la germinacion respectivamente para los experimentos 4 y 5
por el haz y envés de hojas (cubriendo las macetas con bolsas por 12 hr),
posteriormente las plantas se sacaron a los 7 dias después de la aplicacion

para el andlisis de los enddfitos por plaqueo de tejido y analisis moleculares.

6.10.1 Filtrado molecular de muestras positivas para Bb

Para el plaqueado del tejido se muestrearon solamente hojas, las
cuales se lavaron y plagquearon segin el método mencionado anteriormente
(ver seccion 6.9.5). Del material lavado se guardé la mitad a -80 °C para
aislamiento de ADN (seccion 6.2 desde la adiccion del primer buffer). Una
vez que se hizo la extraccion del ADN, se procedi6 a hacer un filtrado de las
muestras para confirmar cuales eran positivas para Bb antes de hacer la
prueba del PCR anidado-cepas. Para dicho filtrado se utilizd otro PCR
anidado que detecta la especie de Bb (Landa et al. 2013), el cual utiliza en la
primera reaccion los oligonucledtidos ITS1F 5’-CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GTA A-3’ y ITS4 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3" yen la
segunda reaccion los oligonucleotidos especificos para B. bassiana Bb.fw 5'-
GAA CCT ACC TAT CGT TGC TTC-3'y Bb.rv 5-ATT CGA GGT CAA
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CGT TCA G-3"), amplificando una banda de 464 pb aprox. para muestras
positivas para dicha especie.

Las condiciones para dicho PCR anidado que detecta Bb (PCR
anidado-Bb) fueron: en la primera reaccion (volumen total 10 pL) se utilizo:
0.5 uM de cada oligo ITS1F/ITS4, 1 uL de ADN de la planta con el endéfito
(concentracion 20-100 ng/uL) y 5 puL de GoTaq® Green Master Mix
(Promega Corp., Madison, WI) con un programa de ciclos de 3 min a 95 °C
como paso de desnaturalizacion inicial, seguido de 40 ciclos de: 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de alineamiento a 61 °C, y 1 min de
extension a 72 °C, con un paso de extension final de 5 min a 72 °C. Los
productos amplificados se utilizaron para la segunda reaccion del PCR
anidado-Bb de manera directa, con los oligonucle6tidos especificos para B.
bassiana la cual consistié (volumen final de 10 pL) de: 1 uL de la muestra
del primer PCR del ITS1F/ITS4, 0.5 uM de cada oligo BB.fw/BB.rv (0.5uL
de un stock de 10 uM de cada uno) y 5 puL de GoTag® Green Master Mix
(Promega Corp., Madison, WI) con un programa de ciclos de: 2 min a 95 °C
como paso de desnaturalizacion inicial, sequido de 40 ciclos de 1 min de
desnaturalizacién a 94 °C, 1 min alineamiento a 65 °C, 1 min de extension a
72 °C y un paso de extension final de 5 min a 72 °C. Los productos de
amplificacion se corrieron en un gel de agarosa al 1% el cual se tifio y

visualizo en un foto documentador de luz UV como lo descrito previamente.

6.10.2 PCR anidado in planta para diferenciar entre las tres cepas
Una vez que se identificaron Unicamente las muestras positivas para
Bb, por medio del filtrado molecular anteriormente descrito, se procedié a
correr la técnica del PCR anidado-cepas (estandarizada en seccion 6.8.1) que
correspondi6 a la primera reaccion para amplificar toda la region 3’OH del
gen 28S del ARNr de B. bassiana y la segunda reaccion para amplificar los

cuatro sitios de insercion de intrones.

Metodologia para el Objetivo 5. Determinar el desempefio de la técnica
con prueba de campo en frijol var. Pinto Saltillo, con las cepas GHA,
BBPTG4 y BB37.

56



6.11. Siembra de frijol para inicio de prueba de campo

Para la prueba de campo, se sembr6 la variedad Pinto Saltillo, con

un ciclo de 85 dias (12 semanas), en uno de los campos de prueba de la

Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, en la

localidad de Marin, bajo la direccion del Dr. José Elias Trevifio Ramirez. El

frijol se sembro en el ciclo tardio de agosto-diciembre del 2018.

La siembra inicid el 3 de septiembre del 2018 y consistié en una

superficie de 6.4 x 30 m, la cual tenia ocho surcos que corrian a lo largo de

30 m. La zona se dividio en cuatro bloques cada uno con doce parcelas de

2.5 x 1.6 m, conteniendo cada parcela dos carriles, donde en uno de los

carriles se hizo la aplicacion y en el otro carril se dejé sin aplicar. Tres

parcelas se dejaron sin aplicar como proteccion entre los tratamientos (Fig.

7).
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Figura 7. Mapa de parcelas y tratamientos para la prueba de campo en Marin, Nuevo Ledn.
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6.11.1. Preparacion de indculos

Los inoculos de Bb y la aplicacion se realizaron seis semanas
posteriores a la siembra. Para la preparacion de los indculos de las cepas
GHA, PTG4 y BB37, se creci6 cada una de las cepas en matraces de 250 mL
en caldo de PDB por seis dias a 120 rpm/25 °C. Una vez que se observd
crecimiento de las cepas en caldo, se procedid a tomar asadas de cada caldo
para estriar en 20 placas con PDA por cepa, con un total de 60 placas. Las
placas se incubaron por 10-12 dias en obscuridad, colocando las placas
volteadas, las cuales se abrian cada dos dias bajo el mechero para proveerlas
de aire fresco, ya que se observo que ayudaba al crecimiento del hongo.

Para la preparacion de los indculos, se abrieron todas las placas de la
misma cepa al mismo tiempo bajo el mechero, y se les agreg6 a cada un 10
mL de Inex-A al 0.2%. Se rasp6 con mucho cuidado cada placa para levantar
el micelio, el cual al ser removido del agar se iba vaciando el contenido de
cada placa a tubos de 50 mL estériles, los cuales se llenaban con cuatro
placas. Una vez removidos todos los micelios de las placas y vaciados a los
tubos de 50 mL, se les dio un vortex a cada tubo (vortex en el No. 8) /60 s, y
se vacio todo el contenido de todos los tubos a un vaso de precipitado de 1 L
previamente esterilizado para homogenizar el contenido de todas las placas.
Posteriormente se agregd méas Inex-A al 0.01%, hasta alcanzar la marca de
500 mL en el vaso de precipitado.

Para contar los conidios en la cdmara de Neubauer se hicieron cuatro
diluciones del stock final de 500 mL, a como se describe en la seccién 6.9.2.
Posteriormente se ajusté la concentracién de los conidios a 1x 10%/mL con la
ayuda de Inex A al 0.01%.

6.11.2. Aplicacion de in6culos via foliar y al suelo

Pasada la sexta semana después de la siembra se hizo la aplicacion de
las tres cepas. Primero se aplicaron todos los controles (tratamientos 1-3 con
todas sus repeticiones), los cuales consistieron en control absoluto (nada) y
controles foliares y suelo, donde solo se aplico Inex-A al 0.01% sin alguna
cepa. Seguidamente se realizaron las aplicaciones a nivel de suelo, las cuales

se hicieron rociando la suspension con conidios en toda la hilera de las 10

58



plantas (500 mL para toda la hilera de 10 plantas) (tratamientos T5, T7 y T9
con todas sus repeticiones). Finalmente se hicieron las aplicaciones foliares a
nivel de envés a la tercera y cuarta hoja verdadera, contando a partir de las
primeras hojas cerca del suelo (se marcaron con plumon azul y rojo las hojas

con la aplicacion foliar de los tratamientos T4, T6 y T8).

6.11.3. Muestreo de plantas

Pasados los 85 dias del ciclo se muestrearon entre cinco a siete
plantas por tratamiento, es decir, cada tratamiento con sus respectivas
repeticiones tubo al menos 20 plantas a las cuales se les midi6 diversas
variables en el siguiente orden:
1) Longitud de guia central (de la base de la planta, antes de raiz, hasta la
punta de la guia principal, esta medida se tomd antes de sacar la planta).
2) Numero de hojas verdaderas (de cualquier tamafio) confirmando que sea
solo de guia principal (esta variable se tomd directamente del campo antes de
sacar las plantas).
3) Numero de vainas totales por planta (se midi6 este pardmetro antes de
sacar las plantas).
4) Vainas normales y vainas de cada planta (se midi6 este parametro antes de
sacar las plantas. Para este paso se iban arrancando las vainas y se tuvo
cuidado que no se revolvieran con las de otras plantas).
5) De las vainas totales de cada planta, se tomaron 10 vainas por planta y se
desgranaron (a cada vaina por separado se le contaron el nimero de frijoles y
se anotd por separado). Se trat6 de no mezclar las semillas de plantas
diferentes del mismo tratamiento.
6) Se desgranaron todas las vainas de cada planta, para obtener el
rendimiento en peso por planta, pesando todas las semillas de todas las
vainas y reportando el peso de las semillas por planta, para no revolver las
semillas de plantas diferentes del mismo tratamiento.
7) Peso de 100 semillas por tratamiento. Se obtuvo una muestra de las
semillas representativas de 5 o 7 plantas muestreadas, obteniendo un
promedio de 15-20 semillas por planta.
8) De las 100 semillas pesadas, se obtuvo el porcentaje de humedad solo en

20 semillas en una termobalanza.
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9)Peso fresco y seco.

6.11.4. Lavado y plaque del tejido

De las plantas muestreadas a las que se les midio las variables
descritas, se escogieron tres plantas en total por tratamiento para realizar
lavado y plaqueo de hojas.

Para el muestreo de tejido se corté una hoja por planta, todo el
material muestreado se guardod etiquetado en bolsas de aluminio a 4 °C, por
si se necesitaba tomar mas para plaquear. El material se empez6 a procesar al
siguiente dia después del muestreo, dandole primero un lavado en la tarja,
para posteriormente continuar en la campana de flujo laminar con el apoyo
de un mechero. El plaqueado del tejido de hojas y las aguas de lavado se

realiz6 a como se describid anteriormente en la seccién 6.9.5.

6.11.5. Muestreo del tejido para analisis molecular.

Para colectar las muestras, se escogieron algunas muestras al azar al
momento de lavar el tejido de las hojas para su plaqueo, dichas muestras
seleccionadas una vez lavadas, se separaban en tubos eppendorf de 1.5 mL,
para realizar la extraccion de ADN con el kit de Promega A1125 (seccion 6.2
a partir de la adicion de Nuclei Lysis Buffer), las cuales fueron guardadas a -

80 grados antes de la extraccion.

6.11.6 Andlisis “in planta” para confirmar colonizacion de cepas

Una vez que se hizo la extraccion del ADN de las plantas de las
muestras previamente lavadas de hojas de frijol, se procedié a hacer una
exploracion de las muestras para confirmar cuales eran positivas antes de
hacer la prueba del PCR anidado-cepas. Para dicha exploracion se utilizo el
PCR anidado-Bb de Landa et al. (2013) descrito en la seccion 6.10.1.

Una vez que se identificaron las muestras positivas para B. bassiana,
se procedi6 a correr la técnica del PCR anidado-cepas (seccion 6.8.1), que
correspondia a la primera reaccion para amplificar toda la region 3’OH del

gen 28S del RNAr de B. bassiana, y la segunda reaccion para amplificar los
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cuatro sitios de insercion de intrones, el cual ayudaba a identificar la cepa.

6.12. Andlisis estadistico

Para determinar si habia diferencias significativas entre los
tratamientos de enddfitos (GHA, PTG4 y BB37) y controles se realizaron
pruebas de ANOVA (para determinar si algun tratamiento era diferente). Si
algun tratamiento resultaba diferente en la prueba de ANOVA se procedia
a realizar la prueba de comparacion de medias de Tukey o Tukey-Kramer
(si el nimero de repeticiones era diferente entre los tratamientos). Las
diferencias entre tratamientos se establecieron con base a una significancia
de P <0.05.
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7. RESULTADOS

Resultados del Objetivo 1. Obtener los patrones de insercion de intrones
del grupo | del gen 28S de cultivos monospéricos de las cepas de
Beauveria bassiana GHA, BBPTG4 y BB37.

7.1 Obtencién de monosporicos de cada cepa.

Se obtuvieron cultivos monospoéricos de las cepas de B bassiana
GHA (Fig.8), BBPTG4 (Fig. 9) y BB37 (Fig.10) los cuales se mantuvieron a
4°C y posteriormente se guardaron en tubos eppendorf con aceite mineral
para su preservacion a largo plazo también a 4 °C. Se observo que las cepas
GHA y BB37 crecieron més répido en el medio PDA que la cepa BBPTGA4.

Figura 8. Monospérico final de la cepa GHA.

Figura 9. Monospérico final de la cepa BBPTG4.
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Figura 10. Monosporico final de la cepa BB37.

Se obtuvieron también las amplificaciones de los cuatro sitios de
insercion de IDGI del gen 28S del ADNr de cada una de las tres cepas de Bb
utilizando los oligonucleétidos descritos en la tabla 1. Dichas cepas
mostraron diferentes perfiles de insercion de los intrones Bb1, Bb2, Bb3 y/o
Bb4 (Fig. 11). Cuando estadn presentes estos intrones, amplifican bandas
igual o mayor de 500pb por lo que con la cepa GHA no se observan los
intrones Bb1, Bb2, y Bb3, solamente el intrén Bb4. En la cepa BBPTG4 solo
falta el intrén Bb2 pero el resto de los intrones estan presentes. La cepa
BB37 no amplificd el intron Bbl insertado pero si el resto. En la tabla 5 se

muestran los tamafios aproximados de las bandas.

Figura 11. Electroforesis en gel del patron de amplificacion de sitios de insercion IDGI I-1V
del gen 28S en tres cepas de B. bassiana. Carril 1 Marcador 100 pb Promega, carriles 2-5
patron de la cepa GHA, carriles 6-9 patréon de la cepa BBPTG-4, carril 10 mismo marcador
que carril 1y carriles 11-14 patrén de la cepa BB37.
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Tabla 5. Tamafio de las amplificaciones de los sitios de insercion I-1V
del gen 28S en las cepas GHA, PTG4 y BB37

I I 1 v
GHA 90 pb 157 pb 244 pb 620 pb
BBPTG4 501 pb 157 pb 606 pb 620 pb
BB37 207 pb 606 pb 606 pb 620 pb

7.2 Secuenciacion de amplicones obtenidos de los sitios de

insercion IDGI en las tres cepas.

Se clonaron los 12 amplicones obtenidos de las amplificaciones de los
cuatro sitios de insercion IDGI del gel 28S para GHA, BBPTG4 y BB37, las
cuales se enviaron secuenciar por el método secuenciacién capilar por medio
de un servicio externo (Laboratorio de Servicios Genémicos LANGEBIO del
Cinvestav de Irapuato). Los resultados de la secuenciacion fueron leidos con
el software de SnapGen ver. 3.3.4 y comparados entre ellos y contra otras
secuencias publicadas con la herramienta Blast del NCBI.

En las figuras 12-14 se muestran los resultados de las secuencias para
GHA, BBPTG4 y BB37 de cada uno de los sitios de IDGI amplificados. En
rojo se muestran los oligonucleétidos, en gris estdn secuencias que no
pertenecen a secuencia de IDGI; en color amarillo estdn las secuencias
pertenecientes a algun IDGI. Se ubicaron ademas las secuencias de insercion
exactas publicadas por Wang et al en el 2003 de cada uno de los cuatro
sitios: para: Bbl CCACT v AATAGGGAA, Bb2 GGGAT v AACTGGCCT,
Bb3 GACCCT v GTTGAGCTTG, Bb4 TGACT v CTCTTAAGG, las

cuales se observan en cursiva y minuscula en las figuras. La Unica variacion

que se encontrd con respecto a lo reportado por Wang y cols. (2003) fue el
cambio de C por T en el sitio de insercion Bb2 en el cual se detecto la
secuencia Bb2 GGGAT v AACTGGCTT para las tres cepas en lugar de Bb2
GGGAT v AACTGGCCT.
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GHA

e Sitio de insercion | sin intrén insertado (amplicon completo 90 pb).
TTGGATTGTTCACccactaatagggaaCGT
GAGCTGGGTTTAGACCGT|

e Sitio de insercion Il sin intron insertado (amplicon completo 153 pb).
TTTGAGGCTAGAGGTGCCAGAAAA
GTTACCACAgggataactggcttGTGGCGGCCAAGCGTTCATAGCGACGT
CGCTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCAT

e Sitio de insercion Il sin intron insertado (amplicon completo 241 pb).
BICCECTICECACARIGABEEGGGAAAGAAgaccctgttgagcttgACTCT
AGTTTGACATTGTGAAAAGACATAGGAGGTGTAGAATAGGTGGG
AGCTTCGGCGCCGGTGAAATACCACTACTCCTATTGTTTTTTTACT
TATTCAATGAAGCGGGGATGGATTTTTGTCCAACTTCTGGTTTTAA
GGTCCTTCGCGGGCCGACCCGGGTTGAAGACATTGTEACEEEEEE

e Sitio de insercioén 1V con intron Bb4 insertado de 445 pb en amarillo
(amplicon 647 pb).

GTGAAGTAATTCAACCAAGCG
CGGGTAAACGGCGGGAGTAACTALtgactCGAGAAATTGGCGGCTGC
CTTTTGGGGATGGACGGGCACCTGGTGCTGTAACGGCTGCTATGC
AGGCGCCTGGAAGTCCTCAACGTCAAGAGGGTCAAGCGGCATAA
AAGCTGTCCGCTAGTGGGCTGGGAATCACACTCTCAGCCCGCAAC
ACTGTCAAATTGCGGGAACATCCTAAAGCCAACACTACCAAGCGG
GCGCTGAAAGGCGTGCGTGGCCGGGGTAACGACCTAGGGTACGG
TAAAAACGTGTTGGATGATACAATGGACAATCCGCAGCCAAGCCC
TACGTTTGGTGCCATACGGGCGTGTGAGCCTGGCTGGCATCAGAT
ATGGGTGCAGTTCAACGACTAAATGGTGGTGGGTTCTGTAAGGGC
GCGTGCTGCCAACTCTTACAGGGCTTAAGATATAGTCTACTCCCA
CTCTGAAAGGATGGGTACTGAGTGctcttaaggTAGCCAAATGCCTCG
TCATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATTAACGAGATTCCCAC
TGTCCCTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGCCAAGGGABIGEEE

Figura 12. Secuencias de amplicones de sitios de insercion de IDGI I-1V para GHA.
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BBPTG-4
e Sitio de insercion | con Intrén Bbl insertado de 336 pb en amarillo (amplicon

completo 473 pb).

TTGGATTGTTCACCccactAGAGTCGTAGACT
CAATTGATTTATTGTTTCTTGTTGGTGGGGATAGTCGGGTCCTGTTGGCA
GGATTACGCCGGCTAGTCGACATGACATGCACGCTGCAGGTGTCATGCG
GCGACATAACCTGGATCGGGGAAGGCTAATGGCCTGTAGGCCTACGCTA
ATCCCGAGTGCAGTCCTGGAGGGGTGACCTTCCGGGACGCATGTAGAGC
GCGGAAAGGTYTGACTCTTCTAGGGACGCCTAGAAGGTTGCTTAAGGGA
CGTGCCAGACCCACGGGAAACCGTGCCGGATGCGAAGGACCTGCAGTC
CGAATCGTCCGGGTGGCTTCGAGGCCGGGAGGAAATGCCCGGAAGAGC
CTGGTATACTATACCTACATGGTATTCGaatagggaaCGTGAGCTGGGTTTA
GACCG

e Sitio de insercion No. 11 sin intron insertado (amplicdn completo 153 pb).
CEATCEIIACICEENEEAEATTTGAGGCTAGAGGTGCCAGAAAAGTTA
CCACAgggataactggctt GTGGCGGCCAAGCGTTCATAGCGACGTCGCTTTTTG
ATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCAT,

e Sitio de insercion No. Il con intrén Bb3 insertado de 358 pb en amarillo
(Amplicon completo 600 pb).

GGGAAAGAAQaccctGAACAGAATCGCGG
TTCGTTCCAAACGATAAGCATCAACGGGGTCAATAGCGGTCTACGTGCC
GCTAGTCCAGCAGCCAGGTACGTTGTGGGTGGCTGCGGGCGAGACAACC
TGGTACGGGGAAGCCTACGGGGAGGACGCAGTCCTCTCTACGGTGATCC
CGTGGCGAGCCTCCAGGGGCCGTCGTAACGCGCGGAAAGGTGTCGGTTA
GCGGTCGTCATGGCCGCTGGCTTAAGGGACGTGCTAAACCCAGGCGAAA
GCCTGCCTGCCGACGGAGCGCCCACAGCGCAAAGTCGACGGGGGCCGT
ATCTACACAACGCCTGGGAGGAAATGCCCAGGCGGAGGCCGGTAGAAC
TCGottgagcttgACTCTAGTTTGACATTGTGAAAAGACATAGGAGGTGTAGA
ATAGGTGGGAGCCTCGGCGCCGGTGAAATACCACTACTCCTATTGTTTTT
TTACTTATTCAATGAAGCGGGGATGGATTTTTGTCCAACTTCTGGTTTTA
AGGTCCTTCGCGGGCCGACCCGGGTTGAAGACATTGTEACCECECEEACH

e Sitio de insercion para IV con intron BB4 insertado de 445 pb amarillo
(amplicén completo 647 pb).

GTGAAGTAATTCAACCAAGCGCGGG
TAAACGGCGGGAGTAACTAtgactCGAGAAATTGGCGGCTGCCTTTTGGGG
ATGGACGGGCACCTGGTGCTGTAACGGCTGCTATGCAGGCGCCTGGAAG
TCCTCAACGTCAAGAGGGTCAAGCGGCATAAAAGCTGTCCGCTAGTGGG
CTGGGAATCACACTCTCAGCCCGCAACACTGTCAAATTGCGGGAACATC
CTAAAGCCAACACTACCAAGCGGGCGCTGAAAGGCGTGCGTGGCCGGG
GTAACGACCTAGGGTACGGTAAAAACGTGTTGGATGATACAATGGACA
ATCCGCAGCCAAGCCCTACGTTTGGTGCCATACGGGCGTGTGAGCCTGG
CTGGCATCAGATATGGGTGCAGTTCAACGACTAAATGGTGGTGGGTTCT
GTAAGGGCGCGTGCTGCCAACTCTTACAGGGCTTAAGATATAGTCTACT
CCCACTCTGAAAGGATGGGTACTGAGTGctcttaaggTAGCCAAATGCCTCGT
CATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATTAACGAGATTCCCACTGTCC
CTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGCCAAGGG

Figura 13. Secuencias de amplicones de sitos de insercién de IDGI I-1V para
BBPTGA4.
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BB37

e Sitio de insercion | sin Intrén insertado (amplicn completo 90 pb).

TTGGATTGTTCACccactaatagggaaCGTGAGC
TGGGTTTAGACCG

e Sitio de insercidn Il con intron Bb2 insertado de 398 pb en amarillo (amplicon
completo de 551 pb).

TTTGAGGCTAGAGGTGCCAGAAAAGTTA
CCACAQggatAAACTGTTTTGTCCGAGGTGCAAGCCTATCACTTGCGCCTA
GTCGATCTACCGCTAAATGGCACTGGCGGTATACTGGCGACACGCCTGG
ATGCGGGGAACTCTCGTTAGGCACATGGTACCAAGCATTGGTTGTAACG
CTCCAATGTTCCGATGATAAGGGTACGGTAATAAACCATGTGATAGAGA
CAATCCGCAGCCGAGTTGGCTGCCTCGGAAGAGGATGCTGGCCGGTTCA
ACGCTCGCTAAGGTGTGGGTTATGACCAATTTTTGAACATATTTACGGTC
ATGGCTTAAGGTACGGGCTACGCCCACCCGAAAGGGTGATACTGTCTAC
CGGAAGTGCACTCTGAGAAGCAGTATGCGCGGGGAGTCCTCACTCCTCG
CAGGGTATCACGGaactggcttGTGGCGGCCAAGCGTTCATAGCGACGTCGC
TTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATACCEAACEAATICEET

e Sitio de insercion 1l con intron Bb3 insertado de 358 pb en amarillo (amplicdn
completo 600 pb).

GGGAAAGAAQaccctGAACAGAATCGCGG
TTCGTTCCAAACGATAAGCATCAACGGGGTCAATAGCGGTCTACGTGCC
GCTAGTCCAGCAGCCAGGTACGTTGTGGGTGGCTGCGGGCGAGACAACC
TGGTACGGGGAAGCCTACGGGGAGGACGCAGTCCTCTCTACGGTGATCC
CGTGGCGAGCCTCCAGGGGCCGTCGTAACGCGCGGAAAGGTGTCGGTTA
GCGGTCGTCATGGCCGCTGGCTTAAGGGACGTGCTAAACCCAGGCGAAA
GCCTGCCTGCCGACGGAGCGCCCACAGCGCAAAGTCGACGGGGGCCGT
ATCTACACAACGCCTGGGAGGAAATGCCCAGGCGGAGGCCGGTAAAAC
TCGottgagcttgACTCTAGTTTGACATTGTGAAAAGACATAGGAGGTGTAGA
ATAGGTGGGAGCTTCGGCGCCGGTGAAATACCACTACTCCTATTGTTTTT
TTACTTATTCAATGAAGCGGGGATGGATTTTTGTCCAACTTCTGGTTTTA
AGGTCCTTCGCGGGCCGACCCGGGTTGAAGACATTGTEACEEEECEECAET

e Sitio de insercién IV con intrdn Bb4 insertado de 445 pb en amarillo (amplicdn
completo de 647 pb).

GTGAAGTAATTCAACCAAGCGCGGG
TAAACGGCGGGAGTAACTAtgactCGAGAAATTGGCGGCTGCCTTTTGGGG
ATGGACGGGCACCTGGTGCTGTAACGGCTGCTATGCAGGCGCCTGGAAG
TCCTCAACGTCAAGAGGGTCAAGCGGCATAAAAGCTGTCCGCTAGTGGG
CTGGGAATCACACTCTCAGCCCGCAACACTGTCAAATTGCGGGAACATC
CTAAAGCCAACACTACCAAGCGGGCGCTGAAAGGCGTGCGTGGCCGGG
GTAACGACCTAGGGTACGGTAAAAACGTGTTGGATGATACAATGGACA
ATCCGCAGCCAAGCCCTACGTTTGGTGCCATACGGGCGTGTGAGCCTGG
CTGGCATCAGATATGGGTGCAGTTCAACGACTAAATGGTGGTGGGTTCT
GTAAGGGCGCGTGCTGCCAACTCTTACAGGGCTTAAGATATAGTCTACT
CCCACTCTGAAAGGATGGGTACTGAGTGctcttaagg TAGCCAAATGCCTCGT
CATCTAATTAGTGACGCGCATGAATGGATTAACGAGATTCCCACTGTCC
CTATCTACTATCTAGCGAAACCACAGCCAAGGGABRTCECETICECACAA

Figura 14. Secuencias de amplicones de sitios de insercion de IDGI I-1V para BB37.
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Se realiz6 comparacion de las secuencias de los intrones insertados en
las cepas, con secuencias ya reportas en el NCBI. Para el caso del intron Bbl
insertado solamente en la cepa BBPTG4, se observd que la secuencia del
intron es similar al de otras cepas de Bb ya reportadas como ECB L16,
INRS-IP, Bb151 (ID de secuencias: AF336302.1, EU334675.1, AH011185.2
respec.), asi como también se ha encontrado en cepas de otras especies como
Cordyceps bassiana (ID: EF115313.1), C. militarus (ID: CP023322.1) entre
otras, pero ninguna fue 100% idéntica a la secuencia aqui reportada. Para el
caso del intrén Bb2 insertado solamente en la cepa Bb37, este intrén
tampoco tiene una secuencia publicada que sea idéntica al 100% Y se reporta
insertada en otras cepas de Bb como la Bb232, Bb1121, ARSEF654,
DAOM210087 (ID: AH011184.2, AF391117.1, KJ701419.1, EU334678.1
respect.) asi como también en especies de C. bassiana (EF115315.1) entre
otras especies de hongos. Para el caso del intron Bb3 insertado en las cepas
BBPTG4 y BB37 este intron es casi idéntico en ambas cepas, mas sin
embargo si tienen una diferencia solamente en una base. Por otro lado, la
comparacion de ambas secuencias reportadas de Bb como con otras cepas de
Bb como ARSEF502, ARSEF654 y DAOMZ216540 (ID: KJ701420.1,
KJ701419.1, EU334679.1 respect.) y con cepas de otras especies como C.
militaris (ID: CP023322.1) y Lecanicillium sp. (ID: MH013330.1) mostraron
también ligeras variaciones en algunas posiciones. Finalmente, los intrones
Bb4 insertados en las tres cepas, fueron idénticos entre ellos, pero diferentes
con los reportados en la base de datos y el cual se encuentra insertado en
otras cepas de Bb como Bb2515, Bb148, Bb1962, INRS-CFL (ID:
AF323943.1, AF430704.1, AF39116.1, EU334674.1 respec.), asi como
también en cepas también de C. bassiana (ID: EF115310.1, EF115307.1)

entre otros.

Resultados del Objetivo 2. Estandarizar técnica para la deteccion del
perfil de insercion de intrones del grupo | del gen 28 S de B. bassiana,

presentes como enddfito en planta de frijol.

7.3 Amplificacion de los sitos de insercion de IDGI en frijol.

Se realizd un andlisis de amplificacion de los cuatro sitios de
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insercion IDGI en el genoma de dos variedades de frijol Pinto Americano y
Pinto Saltillo germinadas en el laboratorio, observandose que ambos
genomas amplifican para los sitios 11, 111 y IV, pero no para el I, en el cual no
se observa la tipica banda de 91 pb. (Fig. 15).

Figura 15. Electroforesis en gel de la amplificacion de sitios de insercion de IDGI I-1V para
el gen 28S de Bb, en dos genomas de frijol. Variedades Pinto Americano (carriles 2-5) y
Pinto Saltillo (carriles 6-9). Carriles 1 y 10 marcador 100pb Promega.

Al realizar otra extraccion de ADN de otra planta de frijol var. Pinto
Satillo (de otro lote de semillas), se observo que el sitio de insercién para
Bbl si amplificaba (banda 91 pb) pero el sitio para Bb2 no amplificaba o
amplificaba muy tenue (Fig. 16), por lo que podrian ser ambas bandas de

endofitos y no del genoma de frijol per se.

Figura 16. Electroforesis en gel de la amplificacion de sitios de insercién de IDGI I-1V del
gen 28S de Bb, en genoma de frijol de dos lotes. Variedad Pinto Saltillo, carriles: 1
marcador 100pb Promega, 2-5 de lote de semilla 1 y carriles 6-9 de lote de semilla 2.

7.4 Analisis in silico de sitios de insercion de IDGI en plantas
Como se obtuvieron amplificaciones en los cuatro sitios de insersion

en plantas de frijol sin inocular con B. bassiana (Fig 15 y 16), se realiz

69



analisis in silico de los cuatro pares de oligonuclétidos que amplifican los
sitios de insercion de IDGI I-1V para determinar si las amplificaciones eran
endofitos internos o si pertenecian al genoma de la planta de frijol. Tambien
se revisaron los genomas de otras plantas como chile, sorgo y maiz. Para
esto, se utilizaron las secuencias de los oligobuleotidos y se revisd
manualmente el porcentajes de alineamiento, utilizando la herramienta Blast
del NCBI para cada genoma.

Los resultados de alineamiento de los cuatro pares de oligos en
diferentes genomas se describen en la tabla no. 6. Para el caso del sitio I, se
observd que aunque la hibridacion del oligonuclétido reverse (R) esta al 100
%, el porcentaje de hidridacion del oligonuclétido forward (F) es baja (del 50
%), pero aun asi se podria dar en algun grado la amplifiacion en frijol por
que no esta comprometida la hibridacion en 3’0OH en ninguno de los dos
oligos, que es lo que necesita la enzima para polimerizar; sin embargo por los
resultados presentados en las figuras 15 y 16, donde se observo que en una
muestra no amplifica y en otra si, por lo que hay una alta probabilidad que lo
ampificado en el sitio 1, sea algun otro endofito que se encuentre en el frijol
al momento de la extraccion. Se observé también que la hidridacion de los

oligos F y R en el sitio | fué smiliar para el resto de las plantas.

Tabla 6. Porcentajes de alineamiento in silico de los cuatro pares de oligos utilizados para
amplificar los sitios de insercion I-1V de B. bassiana en los genomas de frijol, chile, sorgo y

maiz respectivamente.

Plantas Sitios de insercion
| Il i \Y

Phaseolus F: 50% F: 85%** F: 95% F: 91%

vulgaris R: 100% R: 60%** R: 95% R: 91%

Capsicum F: 50% F:80% ** F:91% F:100%

annuum R: 100% R: 60% ** R: 95% R:95%

Sorghum sp. F: 50% F: 80%** F: 81% F:100%

R: 100% R: 60%** R: 95% R:81%

F: 50% F: 75% F:91% F:100%

Zea Mays
R: 100 % R: 70% ** R: 95% R:95%
** dos pares de bases que no hacen alineamiento en la regiéon 3’OH

Los resultados de hibridacion del sitio Il mostraron que el

oligonucledtido F permitia un buen porcentaje de alineamiento, pero las dos
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Ultimas pares de bases de la region 3’OH no estaban hibridando, y el oligo R
solo hibridaba al 60%. Tambien se comprometia la hibridacion en 3"OH, por
lo que en este caso se tendria una alta probabilidad de que lo amplificado en
el genoma de frijol sin tratar con Bb, sea debido a un endéfito al momento de
la extraccion, no por el genoma del frijol.

Con las pruebas de amplificacion del sitio Il si se observo
amplificacion (Fig. 15) pero con la otra muestra de otro lote de firjol no (Fig.
16), por lo que ambas pruebas aputan a que la amplificacion no era del
genoma del frijol. Resutados similares de hidridacion se observaron con el
resto de las plantas.

Para el caso de los sitios 11 y 1V, la alta homologia de hibridacion y
los resultados de amplificacion observadas con bandas intensas en las figuras
15 y 16, confirman que los oligonucleétidos utilizados amplifican muy bien
dichos sitios en el genoma de frijol y en los genomas de las otras plantas
revisadas, por lo que representan un problema al momento de hacer la
deteccion de la amplificacion de intrones a partir de una muestra donde B.

bassiana se ecuentre como endofito.

7.5 PCR directo simulando establecimiento de Bb en frijol

En este ensayo se prepararon muestras con concentraciones
conocidas planta y hongo para simular el establecimiento de Bb como
enddfito en frijol y determinar si un PCR de un paso puede detectar
cantidades bajas de ADN de Bb mezclado con el de frijol. En el resultado de
esta prueba se puede observar que habiendo 400 ng ADN de B. bassiana por
cada 10 ng de ADN de planta se podria observar el patrén distintivo de la
cepa BBPTG4 en cada uno de los diferentes tejidos de raiz (A), tallo (B) u
hojas (C), siendo dichas amplificaciones correspondientes a los controles
positivos (Fig. 17).

No se pudo observar el patron de insercion de IDGI cuando habia
cantidades iguales o menores de 1000 pg de ADN del hongo por cada 10 ng
de ADN de frijol utilizando la técnica de amplificacion directa de los cuatro
sitios de insercion de IDGI (Fig. 17). Se observd ademas que en las
amplificaciones para los sitios I11 y 1V, bandas de alrededor y menor de 200

pb corresponden al ADN de frijol ya que esto ya se habia determinado en
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pruebas anteriores (Figs. 15 y 16).

Fondo DNA de Raiz frijol (10 ng)
400 ng 1000 pg 100 pg 10 pg

1 2 3 4 5 6 7 8 =] 0 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22

Fondo DNA de Tallo frijol (10 ng)
400 ng 1000 pg 100 pg 10 pg

1 2 3 4 5 3] 7 8 El 10 11 12 13 14 15 16 17 18 i3 20 21 22

Fondo DNA de Hoja frijol (10 ng)
400 ng 1000 pg 100 pg 10 pg

700 oh —
500 ph —
300 ph—
200 ph—
100 pb—

1 |

Figura 17. Electroforesis en gel de prueba de PCR directo de sitios de IDGI I-IV para
detectar Bb BBPTG4 como endofito en raiz, tallo u hoja en frijol in vitro. Carriles 1 y 10
marcador 100 pb PROMEGA (Geles A, B y C). Carriles 2-5 patrdn de amplificaciones de
sitios de insercion de IDGI I-1V del gen 28S de Bb en muestras con 400 ng de ADN de
BBPTG4 y 10ng de ADN de frijol de raiz (A), tallo (B) u hojas (C), todas como control
positivo. Carriles 6-9, 11-14, 15-18 y 19-22 correspondene a amplificaciones de sitios de
insercion de IDGI I-1V del gen 28S de Bb en muestras con 1000, 100, 10 y 1 pg de ADN de
BBPTG4 respec. y 10 ng de ADN de frijol de frijol de raiz (A), tallo (B) u hojas (C).

7.6 Disefio de oligonucledtidos para PCR anidado.

Se disefiaron oligonucleotidos a partir de una parte del genoma de B.
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bassiana correspondiente a la region 3’OH del gen 28S (GenBank:
JF429894.1), utilizando el programa Amplifix version 1.5.4. Los
oligonucledtidos disefiados para la primera reaccion de PCR anidado-cepas,
abarcaron toda la zona donde se encontraban los cuatro sitios de insercion de
IDGI del gen antes mencionado (regiones I-1V). Las secuencias

seleccionadas se describen en la figura 18.

28S-3'F 5"-AGCTAGGGTTTAATGGCCGGAAGA-3’
28S-3’'R1 5°-TTACCATTGCGGTGAGGTCATC-3’
28S-3'R2 5-TAGAGGCGTTCAGCCATTATCCAG-3’

Figura 18. Oligonucledtidos sintetizados para la amplificacion de la region 3'OH del gen
28S de Bb.

7.7 Condiciones de primera y segunda reaccion
Para la primera reaccion se probaron dos enzimas (Taq polimerasa y
Platinum Super FI) con cinco mezclas de oligonucle6tidos [incluidos los
oligonucledtidos disefiados anteriormente y los de los sitios de insercion | y
IV disefiados por Wang et al. (2003) para amplificar toda la zona de las

cuatro inserciones de IDGI].

La enzima Taq polimerasa se descarté ya que solo amplificaba dicha
region en la cepa GHA (por ser un amplicon més corto porque tiene menos
intrones insertados) pero no amplificaba en las cepas BBPTG4 y BB37. Por
otro lado, con la enzima Platinum Super Fl, si se logré amplificar en las tres

cepas las cinco mezclas de oligonucleodtidos probados (Fig. 19).

2 3 4 5 6 7 20 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22

— 500 pb
— 400 pb
— 300 pb

—200pb

— 100 pby

Fig. 19. Electroforesis en gel de las cinco reacciones propuestas para la primera reaccion
amplificadas con Platinum Super Fi. Carril 1-5 reaccion 1: oligonucle6tidos 28S-3'F y 28S-
3'R1, reaccion 2: 28S-3'F y 28S-3"R2, reaccion 3: 28S-3'F y 28S-M1R, reaccion 4: 129F-
28S-3'R1 y reaccion 5: 129F-28S-3"R2 en genoma de GHA, carriles 6 y 17 marcador 100
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pb Promega, carriles 7-11 mismas cinco reacciones con genoma de BBPTG4, carriles 12-16
mismas cinco reacciones con genoma de BB37 y carriles 18-22 mismas cinco reacciones en
genoma frijol. Figura derecha marcador de 100 pb Promega ampliado.

Finalmente, para la primera reaccion del PCR anidado-cepas se
seleccionaron los oligonucledtidos previamente disefiados de 28SF (5’-
AGCTAGGGTTTAATGGCCGGAAGA-3’) y 28SR2 (5’-
TAGAGGCGTTCAGCCATTATCCAG-3’) ya que se observd que no
amplificaban para el genoma vegetal y se tenia mayor resolucion en las tres
cepas (Fig. 19). La reaccion final consistio (volumen final de 10 ul) de 5 pl
de 2x Platinum™ SuperFi™ PCR Master mix (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific), 0.5ul de un stock de 10 uM de cada oligonucleétido 28S-
3'F/285-3'R2 (0.5 um cada uno), 2.0 ul de 5x SuperFi™ GC enhancer y 1 pl
de ADN de planta con enddéfito (concentracion de 10-100 ng/ul). Para la
amplificacion se seleccion6 un estilo de programa tipo touchdown el cual es
especial para cuando hay concentraciones bajas del ADN blanco en la
muestra, el cual consistié de: 30 s a 98 °C como temperatura inicial de
desnaturalizacion, seguido de 14 ciclos de: 10 s de desnaturalizacion a 98°C,
30 s de alineamiento a 67°C con una reduccion de 0.7°C por cada ciclo y 2
min extension a 72°C, seguido de 30 ciclos de: 10 s de desnaturalizacién a
98°C, 30 s de alineamiento a 56°C y 2 min de extension a 72°C con una
extension final de 10 min a 72 °C. El producto amplificado con ambos
oligonucledtidos se utilizé6 como templado para la segunda reaccion del PCR
anidado-cepas, la cual consistid en las cuatro amplificaciones de los sitios de
insercion del I-1V utilizando 1 pl para cada reaccion por separado. Para
dichas reacciones se utilizaron las condiciones y el programa para PCR

descrito por Wang y cols. (2003), descrito en la seccion 6.4.

7.8 Limite de deteccion
Para la determinacion del imite de deteccion se seleccioné la cepa
BB37 ya que tiene insertados tres intrones y son mas largos en conjunto que
los de BBPTG4 por lo que se generaria un fragmento de la primera reaccion
mas largo y mas dificil de amplificar de las tres cepas. En el resultado se

puede observar el patrén distintivo de BB37 a una concentracion de 10 pg de
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ADN con 10 ng de ADN frijol en los carriles 2-5, en los carriles 6-9 se puede
observar también el patron de Bb37 donde se encontraba a una concentracion
de 1 pg por cada 10 ng de ADN de frijol, pero en los carriles 10-13 donde se
encontraba Bb37 a una concentracién de 0.1 pg por cada 10 ng de ADN de
frijol, ya no se observa el patrén de BB37 (Fig. 20). Por lo que el limite de

deteccion de la técnica es hasta 1 ng/ por cada 10 ng de planta de frijol.

250,253 pb—

Figura 20. Electroforesis en gel del patrén de amplificaciones de sitios de IDGI I-1V del gen
28S de Bb de la cepa BB37 para determinacion del limite de deteccidn. Carril 1: marcador
de 1kb (Promega), carriles 2-5, 6-9 y 10 a 13 perfil de amplificacion de sitios de insercion de
IDGI I-1V a una concentracion de 10pg, 1 6 0.1pg de BB37 teniendo como fondo cada
amplificacion 10 ng de ADN de frijo respectivamentel.
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Resultados del Objetivo 3. Seleccionar la mejor técnica de inoculacion de

B. bassiana en frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. Pinto Saltillo

7.9 Inoculacién de B. bassiana en frijol a nivel laboratorio.

Se aplico la cepa GHA en frijol para determinar de entre los métodos
de aplicacion en semilla, al suelo o foliar (has o envés) en cual se lograba un
mayor porcentaje de establecimiento. Se observo un buen desarrollo de las
plantas a lo largo del experimento (Fig. 21-23) con las condiciones utilizadas

para su crecimiento (tipo de ldmparas, tiempos de luz, tipo de suelo y riego).

Figura 21. Crecimiento de frijol var. Pinto Saltillo a nivel laboratorio con tres semanas de
crecimiento.

Figura 22. Primera aplicacion de B. bassiana GHA en plantas de frijol.
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SN 8

Figura 23. Plantas de frijol al final del experimento.

Se observo también en algunas placas del tejido lavado y plaqueado,
crecimiento de Bb como enddfito (Fig. 24).

Figura 24. Plaqueo de tejdo lavado en PDA con antibidticos. Der. aplicacion en haz, izq.
aplicacidn en envés de hoja positivo para B. bassiana.

Los resultados del plagueo del tejido en PDA donde se utilizé suelo
estéril y no estéril, mostraron que el mejor establecimiento se dio en las hojas
cuando fue aplicado a nivel foliar con un 25 y 20 % de establecimiento del
endofito respectivamente (Fig. 25 y 26); de dicha aplicacién foliar se observo
un mejor establecimiento cuando era aplicado por el envés de las hojas en
suelo estéril y no estéril (16 y 15%), que cuando era aplicado por el haz (9 y
5%).
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SUELO ESTERIL
30.0%
25.0%
20.0%
15.0%
10.0%
5.0%
0.0% . ‘

Control Semilla Suelo Foliar

Establecimiento

Métodos de aplicacion

M Raiz mTallo ®Hoja

Figura 25. Porcentaje de establecimiento de Bb GHA en plantas de frijol con suelo estéril.
E= envés, H= haz.

SUELO NO ESTERIL

25.0%
20.0%
15.0%

10.0%

Establecimiento

5.0%

0.0% [ .

Control Semilla Suelo Foliar

Métodos de aplicacion

M Raiz mTallo wHoja

Figura 26. Porcentaje de establecimiento de Bb GHA en plantas de frijol con suelo no
estéril. E= envés, H= haz.

En aplicaciones a nivel de semilla y al suelo, se observaron
variaciones entre el suelo estéril y no estéril, ya que en suelo estéril no se
logré observar el establecimiento del end6fito en ningln tipo de tejido en las
aplicaciones a nivel de semilla, pero si se detectd en raiz (2.5%) y tallo
(5.0%) cuando era aplicado nivel del suelo. Donde se utilizé suelo no estéril
fue al revés, ya que si se detecto establecimiento del end6fito cuando este era

aplicado a nivel de semilla en los tejidos de raiz (2.5%) y tallo (2.5%) pero
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no se detect6 en ningun tejido cuando fue aplicado a nivel de suelo (Figs. 25
y 26).

7.9.1 Medicion de variables

Se observé un efecto adverso en las aplicaciones a nivel de semillas
al inicio del experimento, que se considera pudiera ser un efecto del
tensoactivo Tritdn x100 al 0.02 % utilizado para aplicar el enddfito sobre las
semillas, mas que por el endéfito (por pruebas preliminares). Dicho efecto
muestra una mayor frecuencia de plantas con las primeras hojas con
deformidades, plantas no emergidas 0 muy pequefias en ambos tipos de
suelo, pero se observo esta frecuencia mas marcada en suelo estéril. Dichas
deformidades se observaban también en plantas sin aplicacion a nivel de

semilla, pero menos frecuentes (Figs. 27 y 28).

Suelo Estéril Suelo No Estéril

T20 T7 T8

Figura 27. Deformidades de primeras hojas de frijol en plantas inoculadas en semilla. Para la
inoculacion se utilizo el tensoactivo Triton X100 al 0.02 %.
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Suelo Estéril Suelo No Estéril

T30 T22 T11 T3

Figura 28. Deformidades de primeras hojas de frijol en plantas sin inoculacion en semilla.

Al final del experimento se realiz6 la medicion de algunas variables
de crecimiento en las plantas. No se observaron diferencias significativas
entre controles sin el endéfito y los tratamientos con GHA en las variables de
altura de la planta (Fig. 29), namero de hojas (Fig. 30) y peso fresco (Fig.
31).
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Figura 29. Medias (+DE) de la altura en plantas controles y tratamientos, utilizando suelo
estéril (SE) y suelo no estéril (SNE). Control sin tratar con GHA (CTR), aplicacién en
semillas (Semilla), aplicaciones al suelo (Suelo), aplicaciones foliares (Foliar) de la cepa
GHA.
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Figura 30. Medias (+DE) de ntimero de hojas en controles y tratamientos, utilizando suelo
estéril (SE) y suelo no estéril (SNE). Control sin tratar con GHA (CTR), aplicacién en
semillas (Semilla), aplicaciones al suelo (Suelo), aplicaciones foliares (Foliar) de la cepa
GHA.
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Figura 31. Medias (+DE) de peso fresco en controles y tratamientos, utilizando suelo estéril
(SE) y suelo no estéril (SNE). Control sin tratar con GHA (CTR), aplicacion en semillas
(Semilla), aplicaciones al suelo (Suelo), aplicaciones foliares (Foliar) de la cepa GHA.

Por otro lado, solamente la variable de largo de raiz (Fig. 32) en los
tratamientos de aplicacion de GHA al suelo (en suelo estéril) mostro
diferencias significativas en comparacion al resto de las pruebas. Sin
embargo se acentlia que este parametro es muy subjetivo ya que al sacar las

plantas de las macetas, en diversas ocasiones las raices se rompian.
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Figura 32. Medias (xDE) del largo de raiz en controles y tratamientos, utilizando suelo
estéril (SE) y suelo no estéril (SNE). Control sin tratar con GHA (CTR), aplicacién en
semillas (Semilla), aplicaciones al suelo (Suelo), aplicaciones foliares (Foliar) de la cepa
GHA (P<0.05)

7.9.2 Prueba de PCR anidado en controles y muestras

Para probar la técnica de plantas controles e inoculadas, se tomaron
algunos de los tejidos sin lavar y lavados y se les realizo extraccion de ADN
para la prueba molecular. Se realizé primero la prueba del PCR anidado-
cepas con 28S vy los sitios de insercion para los intrones Bb1-Bb4 en tejido
de raiz, tallo y hoja de una muestra control sin inocular. En la figura 33 se
observa el perfil de insercion de intrones Bb1-Bb4 en raiz (carriles 1-4)
negativo para GHA o poco definido para confirmar que sea GHA; en tallo
(carriles 6-9) y hoja (carriles10-13) se observa un patron mas contundente
negativo para GHA, finalmente se observan las amplificaciones de los sitios
I-IV de ADN de otro hongo que es distintivo morfolégicamente a B.
bassiana (hongo de color verde), mostrando todas las muestras un perfil
negativo para GHA (Fig. 33).
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Figura 33. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas para la busqueda de perfil de GHA
en muestra de frijol sin tratar y sin lavar. Carriles 1-4,6-9, 10-13 y 14-17 amplificaciones en
ADN de raiz, tallo, hoja y ADN de hongo color verde (endofito en frijol) de los sitios 1, II,
11y IV respectivamente. Carril 5 marcador de 100 pb de (Promega).

En otra muestra también control negativo sin inocular (T32) se
realizé el andlisis de insercion de IDGI I-1V de raiz, tallo y hoja sin lavar
observandose un perfil negativo para GHA en raiz (carriles 1-4), pero
positivo para GHA en tallo y hojas (carriles 5-8 y 10-13 respec.), ya que se
observa el perfil distintivo de GHA dichas muestras (Fig. 34).
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Figura 34. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas para la busqueda de perfil de GHA
en muestra de frijol sin tratar y sin lavar. Carriles 1-4,5-8, 10-13 y 14-17 amplificaciones
raiz, tallo, hoja y ADN de hongo Bb (control positivo) de los sitios I, 11, 111y IV
respectivamente. Carril 10 marcador de 100 pb (Promega).

También se analizaron dos muestras una que si se inoculo a nivel de
semilla (muestra T8) y otro control sin tratar (T29) (Fig. 35) ambas muestras

sin lavar, observandose que la muestra analizada en tejido de raiz tratada con
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el enddfito GHA, en un principio se observa dudoso el resultado positivo
(por que no se ve amplificado el sitio I1).

Sin embargo, se pudo observar el intron Bb4 (carril 4), lo cual es
tipico en el perfil de GHA y los sitios | y Il (carriles 1 y 3) muestran la
amplificacion tipica de ausencia de intrones como lo observado en el control
positivo para GHA (carriles 9-12). Se observa también un perfil positivo para
GHA en los carriles 5-8 correspondientes a un control sin tratar el cual

muestra una contaminacion con la cepa.
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Figura 35. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas para la busqueda de perfil de GHA
en muestra de frijol tratada a nivel de semillay sin tratar (ambas sin lavar). Carriles 1-4,5-8
y 9-12 muestran amplificaciones de los sitios I, II, 111 y IV, respectivamente en muestras de

tratamiento de aplicacion de semilla, analizado en tejido de raiz (T8), control negativo
analizado en tejido de hoja (T29) y ADN de hongo Bb (control positivo), respectivamente.
Carril 10 marcador de 100 pb (Promega).

Se verificd también en una muestra positiva, si era necesario el uso de
la enzima de tipo hot start (Super Fi) para la primera reaccion (para detectar
GHA) en lugar de una enzima Taq polimerasa (Gotagq, ya que es mas
econdmica), observandose que si era necesaria ya que utilizando las enzimas
Hot Start/Taqg polimerasa para la primera y segunda reaccion
respectivamente, se logré la amplificacion deseada para observar GHA
(carriles 1-4), pero utilizando Taqg polimerasa para ambas reacciones (carriles
6-9), no se logré ver el perfil de GHA (Fig. 36). Adicionalmente, los carriles

10-13 muestran la amplificacion directa de los sitios para los intrones Bb-1 a
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Bb-4 (solo segunda reaccion) de la muestra positiva, observandose que

tampoco se logro observar el perfil de GHA.

Figura 36. Electroforesis en gel de comparativa de dos tipos de PCR anidado-cepas con
diferentes enzimas y PCR directo con muestra positiva de frijol para GHA. Carriles 1-4
amplificacion de los sitios I, 11, 111y IV respectivamente por método de PCR anidado-cepas
con enzimas Hot Start/Taq pol. para primera y segunda reaccion, carriles 6-9 con enzimas
Taq pol/Taq pol para primera y segunda reaccion respectivamente y carriles 11-14
amplificacion de intrones directa. Carriles 5y 10 marcador de 100 pb (Promega).

7.10 Plantas de frijol con suelo de Marin Nuevo Ledn e inoculacion de
B. bassiana a nivel laboratorio

Se realizé una segunda prueba a nivel laboratorio para confirmar el

mejor método de aplicacion (semilla, al suelo o foliar en haz o envés) para el

establecimiento de Bb, con la cepa GHA, pero utilizando suelo de la

localidad de Marin Nuevo Leon (Fig.37).

Figura 37. Crecimiento de plantas de frijol con suelo de tipo vertisol de localidad de Marin
Nuevo Ledn.
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Para esta prueba no se utiliz6 tensoactivo para las aplicaciones a nivel
de semilla ya que por pruebas anteriores se observo cierto grado de toxicidad
con el tensoactivo Tritdn X100 a nivel de semilla (Figs. 27 y 28), por lo que
se utilizé para esta prueba solucion salina en dichas aplicaciones. Por otro
lado, al realizar el plaqueo de tejido en algunas ocasiones se procedia a cortar
las muestras con otros hongos que ya se conocia que pudieran tener un
crecimiento rapido sobre toda la placa e impedir la observacion del
establecimiento de Bb (Fig. 38), pero las cuales eran consideradas en el

conteo final para la obtencion del porcentaje de establecimiento.

Figura 38. Placa de PDA de muestra T2 con tejido sustraido a causa de enddfitos de
crecimiento rapido. A) plagueo de hoja muestra T2 (aplicacion foliar envés) con 3 dias de
crecimiento y aparicion de endofito de crecimiento rapido que no es Bb. B) Tejido de
endofito de crecimiento rapido sustraido y C) placa con resultado final 8 dias después con
tejido positivo para Bb.

Los resultados finales del plaqueo de tejido en PDA para determinar
los porcentajes de establecimiento de Bb GHA como enddfito en el tejido
lavado de raiz, tallo y hojas utilizando suelo de la localidad de Marin N.L,
mostraron que el mejor establecimiento se dio de nuevo en las hojas por
medio de aplicaciones foliares de conidios (33.2%) o blastosporas (20.5%),
siendo mejor el establecimiento para ambos casos mejor por el envés (28 y
16% respectivamente) que por el haz de la hoja (5.0 y 4.5% respectivamente)
(Figs. 39 y 40).
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Figura 39. Porcentaje de establecimiento de Bb en frijol utilizando conidios y suelo de una
localidad de Marin Nuevo Leén. E= envés, H= Haz.
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Figura 40. Porcentaje de establecimiento de Bb en frijol utilizando blastosporas y suelo de
una localidad de Marin Nuevo Ledn. E= envés, H= Haz.

Las aplicaciones foliares con conidios mostraron ademas un buen
establecimiento en tallo (25%), observandose de nuevo que la aplicacion
foliar por el envés obtuvo mejor establecimiento en tallo que la aplicacién
por el haz (15 y 10%), pero dicho efecto no se observd utilizando
blastosporas (Fig. 39 y 40). Por otro lado, las aplicaciones en semillas

utilizando blastosporas mostraron mejores resultados de establecimiento en
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raiz que las aplicaciones con conidios (16 y 3.3%), observandose ademas un
grado de establecimiento en tallo (4.5%). Ademas, en este experimento no se
observo establecimiento en ningln tipo de tejido cuando los conidios o

blastosporas fueron aplicados al suelo.

Resultados del Objetivo 4. Determinar la funcionalidad de la técnica
estandarizada en el objetivo 2, para discernir entre las cepas GHA,
BBPTG4 y BB37 en frijol a nivel laboratorio.

7.11 Filtrado molecular de muestras positivas para Beauveria
bassiana

Se adaptd el PCR anidado descrito por Landa y cols. (2013), el cual

sirve para detectar muestras positivas para la especie de Bb (PCR anidado-
Bb). Esto se realizd, para hacer un filtrado molecular de muestras que fueran
positivas para Bb antes de hacer el PCR anidado para discernir entre cepas
(PCR anidado-cepas). Al realizar el PCR anidado-Bb, con los tres genomas
de Bb: GHA, BBPTG4, BB37 y de otro hongo Asperguillus versicolor, se
observaron amplificaciones alrededor de 500 pb para las tres muestras de Bb

y la no amplificacion para la muestra de Aspergillus versicolor (Fig. 41).
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Figura 41. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb (ITS/Bb) para la deteccion de muestras
positivas para B. bassiana como enddfito. Carriles 1-4 segunda reaccion de PCR anidado de
muestras de hongos GHA, BBPTG4, BB37 y Aspergilus versicolors. Carriles 5-8 primera
reaccion de PCR anidado de la region ITS amplificando GHA, BBPTG4, BB37 y
Aspergillus versicolors., carril M marcador 1kb (Promega).
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7.12 Determinacion del establecimiento de las tres cepas en frijol por
plagueo de tejido y PCRs anidados.

Se realizaron dos experimentos aplicando las tres cepas en plantas de
frijol en macetas, uno en campo y el otro a nivel laboratorio respectivamente
(A y B), siendo todas las aplicaciones foliares por el envés. Se hace la
observacion que se tuvo un problema con una plaga en las hojas antes de las
aplicaciones en el experimento A (Figs. 42 y 43), por lo que se realizd
ademas el experimento A-1 solo con la cepa control GHA, el cual también

fue al aire libre y no se reportd problema de plagas.

Figura 42. Crecimiento de plantas para pruebas de inoculacién con GHA, BBPTG4 y BB37
de experimento A antes de la plaga.

Figura 43. Crecimiento de plantas para pruebas de inoculacién con GHA, BBPTG4 y BB37
de experimento A con la plaga.

Al terminar el periodo de crecimiento en los tres experimentos, el
tejido fue lavado y una parte se utilizé para la técnica de plaqueado de tejido
y el resto se guard6 a -80 °C para su posterior extraccion de ADN para
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realizar los dos PCRs anidados (PCR anidado-Bb y PCR anidado-cepas).

Los resultados del tejido lavado y plaqueado en PDA del experimento

A aplicando cada una de las tres cepas mostraron un bajo establecimiento

con solo 3 de 9 (3/9) muestras con tejido positivo con las caracteristicas de B.

bassiana: dos de plantas marcadas con la cepa BBPTG4 y una con BB37

(Tabla 7, A), las cuales demuestran un grado o porcentaje de establecimiento

menor de 33% en las muestras que fueron positivas.

Tabla 7.Comparacién de plagueo de tejido, PCR anidado para detectar B. bassiana y PCR

para diferenciar entre cepas.

A)

Muestras Plaqueo de tejido  PCR anidado-Bb PCRCzr;i::do-
Control 1 NEGATIVO NEGATIVO NR
Control 2 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-1 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
GHA-3 NEGATIVO NEGATIVO NR
BBPTG4-1 POSITIVO (33%) POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4-2 POSITIVO (28.5%) POSITIVO POSITIVO
BBPTG4-3 NEGATIVO NEGATIVO NR
BB37-1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
BB37-2 POSITIVO (11%) POSITIVO POSITIVO
BB37-3 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

A-1)

Muestras Plaqueo de tejido  PCR anidado-Bb PCRCaer;)i::do-
Control 1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
Control 2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
Control 3 NEGATIVO NEGATIVO NR
Control 4 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-1 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-2 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-3 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-4 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
GHA-5 NEGATIVO NEGATIVO NR
GHA-6 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
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GHA-7 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

GHA-8 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

GHA-9 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO

GHA-10 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO

B)
Muestras Plagueo de tejido  PCR anidado-Bb* PCR anidido-
cepas

Control-1-1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
Control-1-2 NEGATIVO NR NR
Control-2-1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
Control-2-2 NEGATIVO NR NR
Control-3-1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
Control-3-2 NEGATIVO NR NR
GHA-1-1 POSITIVO (40%) POSITIVO NEGATIVO
GHA-1-2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
GHA-2-1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
GHA-2-2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
GHA-3-1 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
GHA-3-2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4-1-1 POSITIVO (100%) POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4 -1-2 POSITIVO (50%) POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4 -2-1 POSITIVO (20%) POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4 -2-2 POSITIVO (16.6%) POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4 -3-1 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
BBPTG4 -3-2 NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
BB37-1-1 POSITIVO (20%) NEGATIVO NR
BB37 -1-2 POSITIVO (40%) POSITIVO NR
BB37-2-1 POSITIVO (60%) NEGATIVO NR
BB37 -2-2 NEGATIVO POSITIVO NR
BB37-3-1 NEGATIVO POSITIVO NR
BB37 -3-2 POSITIVO (80%) NEGATIVO NR

NR= No realizado, * muestras sin lavar

Como no se obtuvieron muestras positivas para GHA por el método
de plaqueo de tejido lavado en el experimento A, se realizd el experimento
A-1 donde se aplicé solamente GHA, ademas de los controles sin inocular
(Tabla 7, A-1), observandose de nuevo que, no se obtuvieron muestras
positivas de GHA por el método de plaqueo de tejido en PDA.
Posteriormente, para el experimento B (Tabla 7, B) se obtuvieron un total de
9/16 muestras positivas con caracteristicas de Bb, siendo: 1/6 muestras

positivas para GHA, 4/6 muestras positivas para BBPTG4 y 4/6 muestras
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para BB37, observandose diversos porcentajes de establecimiento (desde un

16 hasta un 100%) en las muestras positivas de cada cepa.

Se considera que la cepa GHA no estaba en buenas condiciones
durante estas pruebas, ya que en estos tres experimentos (A, A-1 y B) tuvo
un bajo establecimiento con el método de placa. Es probable que el
almacenamiento de dicha cepa en aceite mineral puedo haber afectado su
desempefio ya que en pruebas anteriores donde se habia utilizado lotes del
monospdrico de GHA sin haber estado guardado en aceite mineral (para
determinacion del mejor método de aplicacién), se observd un buen
desempefio de la cepa con mejores porcentajes de establecimiento
(Fig.25,26,39 y 40).

7.12.1 PCR anidado-Bb y PCR anidado-cepas de experimento A

Al realizar el tamizaje molecular para determinar el nimero de
muestras positivas para Bb con el PCR anidado-Bb (Tabla 7, A), las muestras
que dieron positivo en el plaqueo de tejido, vuelven a dar positivo con el
PCR anidado-Bb y ademas otras tres muestras, una proveniente de una planta
inoculada con la cepa GHA y dos BB37), siendo un total de 6/9 muestras
positivas. En la fig. 44 se muestran algunas de las muestras positivas por

medio del PCR anidado-Bb para el experimento A.
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Figura 44. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb para detectar muestras positivas para B.
bassianana en experimento A. Carril 1 marcador 100 pb (Promega), carriles 2-7: GHA-
1,GHA-2 BB37-1, GHA-3, PTG4-1 y control negativo respectivamente. Banda de sefial

positiva esperada 464 pb aproximadamente.

Al realizar la prueba de PCR anidado-cepas a las muestras que dieron

positivas con el PCR anidado-Bb, se observé que aunque inicialmente la
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mayoria de las muestras se observaban aparentemente negativas, es decir sin
mostrar el patrén distintivo de insercion de intrones de cada cepa (Fig. 45),
se observé en dicho gel que en los patrones obtenidos de GHA 1 y 2
BBPTG4 y control negativo, el sitio para el intron 2 amplifica muy bien, (lo
cual es distintivo de la presencia de GHA o BBPTG4), ya que cuando se
amplifican los cuatro sitios para la planta solamente sin inocular, el sitio para
el intron 2, sale muy tenue o no sale (Fig. 15 y 16), por lo que dicho gel
podria indicar que por la falta de ADN de Bb no se pueda observar bien el

patron distintivo de cada esas cepas.
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Figura 45. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas a muestra de hoja de frijol con
endofito en experimento A. Carril 1 marcador 100 pb (Promega), carriles 2-21 PCR anidado-
cepas (28S/1-1V) con una reaccion de 28S y posterior amplificacion para los sitios de
insercion I-1V del gen 28S de Bb para las muestras de hojas con endéfitos: GHA-1y 2,
BB37-2, BBPTG4-2 y control sin inocular, respectivamente.

Por la incertidumbre anterior, a todas las muestras pasadas que dieron
positivo para Bb se les realizo la primera reaccion de PCR anidado-cepas dos
veces, para concentrar mas dicho amplicén (tomando un microlitro de la
primera reaccion como muestra para la repeticion de la primera
amplificacién) y posteriormente la segunda reaccion que detecta el perfil de
insercion de IDGI, ya que se observaba que de esta manera algunas muestras
que arrojaban un resultado inicialmente negativo (0 no correspondiente a la
cepa que se habia aplicado), con una segunda amplificacién de la primera
reaccion y su posterior amplificacion de perfil de insercion de IDGI
arrojaban un resultado positivo distintivo de la cepa que se le habia aplicado
a dicha planta (Fig. 46).
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Figura 46. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas a muestra de hoja de frijol con
endofito Bb BBPTG4-2 con ajustes en primera reaccién. Carril 1 marcador 100 pb
(Promega), carriles 2-5 PCR anidado-cepas (28S/1-1V) en hoja de frijol con BBPTG4
(BBPTG4-2) con doble amplificacion del gen 28S y posterior amplificacion de sitios de I-
IV. Carriles 6-9 PCR anidado-cepas en hoja de frijol (BBPTG4-2), con una amplificacion
del gen 28S y posterior amplificacién de sitios de I-1V del gen 28S.

De esta manera, se obtuvieron dos muestras positivas con su distintivo perfil
de insercion de IDGI correspondiente a la planta que se les habian aplicado,
una para BBPTG4 (Fig. 46 y 47) y otra para BB37 (Fig. 48); siendo que en
general la técnica de PCR anidado-cepas pudo detectar 2/6 muestras

positivas para Bb (Tabla 7, A).

Endofito/BBPTG4 | Cntrl hongo BBPTG4

Figura 47. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas a muestra de hoja de frijol con
endofito BBPTG4 aplicado previamente y control de hongo positivo. Carril 1 marcador 100
pb (Promega), carriles 2-5 PCR anidado-cepas (28S/I-1V) con doble reaccion de 28S 'y
posterior amplificacién de sitios de insercion I-1V. carriles 6-9, PCR directo de muestra de
hongo BBPTG4 de sitios I-IV.
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Figura 48. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas a muestra de ADN de frijol con
aplicacion previa de la cepa BB37 (muestra BB37-2). Carril 1: marcador 100 pb (Promega),
carriles 2-5 PCR anidado-cepas (28S/1-1V) con doble reaccién de 28S y posterior
amplificacion de sitios de insercion I-1V. Carriles 6-9 con reaccion sencilla de 28S'y
posterior amplificacion de sitios de insercion I-1V del gen 28S.

7.12.2 PCR anidado-Bb y PCR anidado-cepas experimento A-1

Para el experimento A-1, al realizar el tamizaje molecular para
determinar el nimero de muestras positivas para Bb con el PCR anidado-Bb
se observaron un total de 6/10 muestras positivas (Fig. 49) y ademas 2/4

controles sin inocular, tambiéen positivos (Tabla 7, A-1)

Figura 49. Electroforesis en eI de PCR anidado-Bb (ITS/Bb) en muestras de ADN de hoja
de frijol lavadas y tratadas previamente con GHA.

Con base en resultados anteriores, donde se observdé una mejor
amplificacién haciendo la primera reaccion doble, se tomaron las muestras
positivas GHA-4 y GHA-6 y se les realizd la primera reaccion doble para
posteriormente hacer la segunda reaccion, obteniendo un resultado mas

nitido del perfil de insercién de GHA (Fig. 50), que haciendo solamente la
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primera reacciéon una sola vez (Fig. 51). Para este Ultimo caso se
consideraron las muestras GHA-9 y GHA-10 positivas por que muestran
insertado el intron Bb4, el cual es distintivo de dicha cepa (aunque no se

haya visto el resto del perfil por falta de muestra).

Figura 50. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas (28S/1-1V) para muestras de hoja de
frijol lavadas y tratadas previamente con GHA. Carril 1: marcador 100 pb (Promega),
carriles 2-5 y 6-9 muestras de ADN de frijol tratadas: muestras de frijol GHA-4 y 6
respectivamente con PCR anidado-cepas con la primera reaccion doble y la segunda
reaccion para los sitios de insercion I-1V del gen 28S.

Figura 51. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas de muestras de frijol previamente
tratadas con GHA. Carril 1 marcador 100 pb (Promega), carriles 2 -5, 6-9, 10-13, 14-17 con
GHA-7,8,9 y GHA-10 respectivamente con PCR anidado-cepas (28S/I-1V) con la primera
reaccion sencilla y la segunda reaccion para los sitios de insercion I-1V.

7.12.3 PCR anidado-Bb y PCR anidado-cepas de experimento B

Para el caso del tamizaje molecular para determinar el namero de
muestras positivas para Bb en el experimento B con el PCR anidado-Bb
(Tabla 7, B), se tuvo un problema con el procesado de las muestras lavadas al
hacer la extraccion de ADN, ya que se observo que en el PCR anidado-Bb
(Landa et al. 2013) solo dos muestras dieron positivo, observandose poca
amplificacién (Fig. 52, gel derecho, carriles 1 y 3), por lo que se piensa que

en la extraccion del ADN pudieron haber problemas de degradacion de las
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muestras ya que dichas extracciones salieron con cantidades bajas de ADN y
radios absorbancia que indican la calidad de extraccion (260/280) también

bajos (datos no mostrados).

— 500 ph

Figura 52. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb (ITS/Bb) de muestras de ADN de hoja
de frijol lavadas y tratadas previamente con GHA, BBPTG4 o BB37 de experimento B.
Carriles 1 (gel izg.) y 10 (gel der.) marcador 100 pb (Promega), carriles 2 -7 muestras con
GHA, carriles 8-10 (gel izq) y del 1-3 (gel der.) muestras con BBPTG4 y 4-9 muestras con
BB37.

Para algunas de las muestras anteriores se tenian muestras de repuesto
congeladas a -80 °C sin procesar, pero solo se tenian 9 de las 24 (dos
controles, tres muestras para GHA y una para BBPTG4 y dos para BB37),
por lo que se procedi6 a hacer de nuevo la extraccion de ADN con mejores
resultados en la calidad del ADN y mayor cantidad de extraccion (datos no
mostrados), por lo que se realizd el PCR anidado-Bb a estas muestras de
repuestos y se observaron cuatro muestras positivas, siendo una para GHA,
una para BBPTG4 y dos para BB37 (Fig. 53).

500 pb —|

Figura 53. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb (ITS/Bb) de muestras de ADN de hoja
de frijol lavadas de repuesto de experimento B. Carril 1: marcador 100 pb (Promega),
carriles 2-9: GHA2-2, GHA1-2, GHA3-1, BB37-2-1, BB37-3-1, BB37-3-2, BBPTG4-3-2,
Control 1-1 y Control 2-1 respectivamente.
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En el experimento B, se conservaron muestras congeladas también
del tejido sin lavar, para determinar la factibilidad de determinar el perfil de
insercion de IDGI de dichas muestras. Para esto primero se realizd el
tamizaje molecular para detectar las muestras positivas para Bb,
observandose que de las seis muestras por cepa Yy tres controles negativos (21
muestras en total), 18 fueron positivas (Fig. 54), siendo solo una muestra de
GHA, tres de BB37 salieron negativas y uno de los tres controles negativos

sin tratar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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Figura 54. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb (ITS/Bb) de muestras de ADN de hoja
de frijol de experimento B sin lavar tratadas previamente con las tres cepas. Carril 1:
marcador 100 pb (Promega), carriles 2-7 GHA: 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, 3-1, 3-2,
carriles 8-13 PTG4: 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, 3-1, 3-2, carriles 14-19 BB37:1-1,
1-2,2-1, 2-2, 3-1, 3-2, carriles 20-22 controles negativos 1-1, 2-1 y 3-1.

Al realizar la técnica de PCR anidado-cepas para las cuatro muestras
lavadas (Fig. 53) y todas las muestras sin lavar (Fig. 54) que habian salido
positivas por la técnica de PCR anidado-Bb, se observd que se tuvo un
problema de exceso de degradamiento en las muestras de los PCR anido-
cepas, posiblemente por la contaminacion de la enzima Super FI, por lo que

no fue posible completar este experimento (Fig. 55-57).
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Figura 55. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas de muestras de frijol tratadas con
GHA de experimento B. Carril 1:marcador 100 pb (Promega) en geles izg. y der. Carriles 2-
5y 6-9 de muestras GHA1-1y 1-2 (gel izq) y muestras GHA 2-1 y 2-2 (gel der.) sin lavar.
Todas las muestras son PCR anidado-cepas (28S/1-1V) con la primera reaccion doble y la
segunda reaccion para los sitios de insercion I-1V.

Figura 56. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas de muestras de frijol tratadas con
BBPTG4 de experimento B. Carril 1: marcador 100 pb (Promega) en geles izq. y der.
Carriles 2-5 y 6-9 de muestras BBPTG4 1-1 y 1-2 (gel izq) y muestras BBPTG4 2-1 y 2-2
(gel der.) sin lavar. Todas las muestras son PCR anidado-cepas (28S/1-1V) con la primera
reaccion doble y la segunda reaccion para los sitios de insercion I-1V.

Figura 57. Electroforesis en gel de PCR anidado-cepas de muestras de frijol tratadas con
BB37 de experimento B. Carril 1:marcador 100 pb (Promega) en geles izq. y der. Carriles 2-
5y 6-9 de muestras BB37 1-2 y 2-2 (gel izq) y muestra BB37 3-1 y 1-1 (gel der.) sin lavar.
Todas las muestras son PCR anidado-cepas (28S/1-1V) con la primera reaccion doble y la
segunda reaccion para los sitios de insercion I-1V.
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Resultados del Objetivo 5. Determinar el desempefio de la técnica con
prueba de campo en frijol var. Pinto Saltillo, con las cepas GHA,
BBPTG4 y BB37.

7.13 Prueba de campo en frijol con cepas de B. bassiana
Se realiz6 prueba de campo en frijol var Pinto Saltillo, aplicado las
cepas GHA, BBPTG4 y BB37 en el ciclo tardio de agosto-diciembre del
2018. Se agrego al terreno arcilloso gallinaza para aportar materia organica
en una proporcion de 1 kg/ha. y posteriormente se sembrd frijol en ocho
carriles a lo largo de 41 metros del terreno (Fig. 7). El terreno se delimité con
rafia de manera transversal a los carriles para delimitar las parcelas y las

zonas con las diez plantas que se inocularon de cada parcela (Fig. 58).

Figura 58. Delimitacion de las plantas a tratar con rafia.
Posteriormente se aplicaron los nueve tratamientos en cada uno de los

cuatro bloques (Fig. 59).
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Figura 59. Aplicacién de tratamientos en plantas de frijol var. Pinto Saltillo

Ademas, al material enviado a campo se le realizd la prueba
molecular para confirmar que el patron de insercidn de intrones de cada una

de las cepas enviadas fuera el obtenido con anterioridad (Fig. 60).

1 2 53 4 5 6 7 8 6 10 11 12 13

Figura 60. Electroforesis en gel del patron de insercién de IDGI proveniente de cepas
enviadas a prueba de campo. PCR directo de sitios de IDGI I-1V en ADN de conidios de
GHA (carril 1-4), BBPTGA4 (carril 5-8), BB37 (carril 9-12) y carril 13 marcador de 100 pb
(Promega).

El ciclo de aproximadme 90 dias inicio con la siembra del frijol el 3
de septiembre del 2018 y termind el 28 de noviembre del 2018. Se realizé la
aplicacién de los microrganismos pasadas las cuatro semanas de crecimiento

(el 3 de octubre del 2018), las cuales fueron a nivel suelo y foliar. Cabe
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destacar que antes de la fecha de término del ciclo hubo helada en la zona y
el cultivo se seco (Fig. 61).

Figura 61. Cultivo de frijol quemado por helada en la zona.

AUn con los contratiempos se muestrearon entre cinco y siete plantas
de cada uno de los tratamientos por cada uno de los bloques, pero no se pudo
identificar el establecimiento del end6fito en los tejidos muestreados por el
método de plaqueo de tejido en PDA, posiblemente por lo maltratado y seco
del tejido.

Ademas, se realizo6 el tamizaje molecular de 29 muestras de hojas, y
por la mala calidad de ADN por las condiciones del tejido seco, (datos no
mostrados) no se pudo detectar ninguna muestra positiva para Bb por el
método de PCR anidado-Bb (Landa et al, 2013) (Fig. 62).

1 2 3 4 ] G 7 8 9 10

Figura 62. Electroforesis en gel de PCR anidado-Bb (ITS-Bb) en muestras de ADN de hojas
provenientes de prueba de campo. Carril 1 marcador de 100 pb (Promega), carriles 2 control
positivo de cepa BBPTG4, carriles 3-10: T1R1, T1R3, T1R4, T2R1, T5R3, T3R1, T5R1,
T3R4. T=tratamiento, R= repeticion.

Por lo tanto, no fue posible aplicar la técnica disefiada de PCR

anidado-cepas (estandarizada en el presente proyecto) ya que no se detectd
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absolutamente ninguna muestra positiva para Bb por la mala calidad del
tejido.

Ademés, se midieron variables morfolégicas y de rendimiento de los
tratamientos aplicados. Para el caso de ciertas variables como peso fresco y
numero de hojas de la guia central no se determinaron, ya que las plantas
después de la helada venian maltratadas y secas.

A continuacion, se detallan las variables de longitud de la guia
central, no. de vainas totales por planta, no. de vainas normales vs vainas
vanas (vainas sin frijoles), peso de todas las semillas de cada planta por
tratamiento, y peso de 100 semillas por tratamiento. Se observé un efecto
significativo en la longitud de la guia central, siendo esta més corta en el
tratamiento control absoluto T1 en comparacion con los tratamientos T4-T9
(P < 0.05) los cuales son los tratamientos de enddfitos aplicados de manera
foliar y al suelo (Fig. 63). Dicha significancia también se observa en
comparacion del control absoluto (T1) que no tiene tensoactivo, con el
control de aplicacion del tensoactivo Inex-A al suelo (T3), lo cual demuestra
que por si solo estd teniendo un efecto significativo en el desarrollo de la
planta. No se observé diferencia significativa entre el control absoluto sin
tensoactivo y el tratamiento T2 (control de aplicacion foliar con el

tensoactivo Inex-A sin enddfitos).
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Figura 63. Medias (+DE) de longitud de guia central de los nueve tratamientos en campo
con y sin endéfitos. T1 control absoluto, T2 control foliar, T3 control suelo, T4 y T5 GHA
foliar y suelo, respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo, respectivamente, T8 y T9

BB37 foliar y suelo, respectivamente (P <0.05).

Las variables de vainas, totales (Fig. 64), vainas normales (Fig. 65), vainas
vanas (Fig. 66) y peso de semillas totales por planta (Fig. 67) no se
observaron con diferencias significativas mas sin embargo esto se puede
deber a que hay datos con una dispersion alta y se considera que esto puede
ser producto de la helada y no tanto que no hubiera diferencia entre los

tratamientos.
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Figura 64. Medias (+DE) de nlimero de vainas totales de los nueve tratamientos en campo
con y sin endéfitos. T1 control absoluto, T2, control foliar, T3 control suelo, T4 y T5 GHA
foliar y suelo respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo respectivamente, T8 y T9
BB37 foliar y suelo, respectivamente.
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Vainas Normales
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Figura 65. Medias (+DE) de nimero de vainas normales de los nueve tratamientos en campo
con y sin endéfitos. T1 control absoluto, T2 control foliar, T3 control suelo, T4 y T5 GHA
foliar y suelo respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo respectivamente, T8 y T9
BB37 foliar y suelo, respectivamente.
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Figura 66. Medias (+DE) de nimero de vainas vanas (sin frijoles) de los nueve tratamientos

en campo con Yy sin enddfitos. T1 control absoluto, T2 control foliar, T3 control suelo, T4 y

T5 GHA foliar y suelo respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo respectivamente,
T8 y T9 BB37 foliar y suelo, respectivamente.
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Figura 67. Medias (xDE) peso de semillas totales por planta de los nueve tratamientos en
campo con y sin endofitos. T1 control absoluto, T2 control foliar, T3 control suelo, T4y T5
GHA foliar y suelo respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo respectivamente, T8 y

T9 BB37 foliar y suelo, respectivamente.

La variable de peso de 100 semillas por tratamiento se encontrd que
existe un menor rendimiento en los tratamientos con los endofitos (T4-T9) en
comparacion con el control absoluto T1 (p < 0.05), pero se destaca también
que en todos los tratamientos se utilizd el tensoactivo Inex-A a excepcion del
control absoluto T1 (agua), siendo entonces el efecto del tensoactivo que se
puede observar en los controles con solo tensoactivo T2 y T3 de aplicaciones
foliar y suelo respectivamente, los cuales tuvieron un efecto significativo

sobre el cultivo cuando era aplicado a nivel del suelo (Fig. 68).
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Peso de 100 Semillas
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Figura 68. Medias (+DE) de peso de 100 semillas de los nueve tratamientos en campo con y
sin endofitos. T1 control absoluto, T2 control foliar, T3 control suelo, T4 y T5 GHA foliar y
suelo respectivamente, T6 y T7 BBPTG4 foliar y suelo respectivamente, T8 y T9 BB37
foliar y suelo, respectivamente (P<0.05).
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8. DISCUSION

En el presente proyecto se disefid una técnica molecular que ayudo a
discernir entre tres cepas de B. bassiana cuando estas fueron aplicadas
artificialmente en tejido de frijol var. Pinto Saltillo a nivel laboratorio. La
técnica consistié en un PCR anidado que ayudo a la amplificacion de cuatro
sitios de insercion de IDGI del gen 28S del ADNr de B. bassiana, estando
como enddfito en frijol ya que dichos patrones de insercion son distintivos
entre las tres cepas aqui probadas (Fig. 11).

El uso de un PCR directo se descart6 desde un principio ya que, en
pruebas con el ADN de una de las cepas en diversas concentraciones y en
mezcla con ADN de frijol, se observd que no se podian detectar cantidades
pequefias 0 menores a 1,000 pg del ADN del endéfito por medio de dicha
técnica (Fig. 17).

El uso de un PCR anidado (PCR anidado-cepas) ayud6 a detectar los
patrones distintivos de insercion de IDGI de cada cepa en algunas muestras,
observandose un limite de deteccion de hasta un picogramo de B. bassiana
por cada 10 ng de ADN de frijol (Fig. 20), consistiendo la primera reaccion
de un PCR tipo touchdown para la amplificacién de una parte de la region
3’0OH del gen 28S del ADNr, la cual contenia los cuatro sitios de insercion
de intrones Ec2563, Ec24469, Ec2066 y Ec1921 descritos por Wang et al.
(2003); siendo dicha amplificacion con los oligonucle6tidos disefiados 28Sfw
y 28Srv2. Para la segunda reaccion se usé como muestra la reaccion anterior
de forma directa y los cuatro pares de oligonucledtidos (con la sustitucion de
uno de los oligonucledtidos originalmente disefiados) y las condiciones de
PCR descritos por Wang et al. (2003), variando también el uso de enzima
Taq polimerasa, la cual permiti6 la amplificacion de los cuatro sitios.

Tradicionalmente, el estudio de endéfitos involucra el lavado de
trozos de tejido vegetal para retirar los epifitos y su posterior
posicionamiento en placas con PDA o algun otro medio, para que el hongo
endofito crezca y de esta manera se pueda determinar el porcentaje de

establecimiento en base a la frecuencia de aparicion en el tejido lavado
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(Parsa et al. 2013; Sun y Dong Guo, 2012). Algunas de las principales
desventajas del anterior método es el trabajo laborioso (Posada et al. 2007) y
que puede dar falsos negativos debido a que el uso de cloro y otros quimicos
en el lavado pueden dejar no viables a los end6fitos para que crezcan en el
agar y que ademas aunque si crezcan, no se tiene la certeza que sea la cepa
que se aplico.

En la actualidad existen pocas metodologias moleculares para dar
monitoreo especifico de cepas de Bb cuando son aplicadas en algin cultivo.
Entre ellas, destaca la técnica para dar monitoreo descrita por Landa et al.
(2013), basada en la transformacion del organismo con la proteina verde
fluorescente para poder dar monitoreo a la cepa 04/01 tip utilizando un
microscopio de fluorescencia, siendo la principal desventaja, el trabajo
laborioso para la correcta transformacion de cada una de las cepas (que para
dicho estudio fue solamente una). Este mismo grupo, estandariz6 otras dos
metodologias para la deteccion y cuantificacion de Bb por medio de un PCR
anidado y un PCR cuantitativo respectivamente, con oligonucle6tidos que
son capaces de amplificar solo muestras que contengan la especie como
enddfito, més sin embargo dichas técnicas no diferencian entre cepas.

Otra de las técnicas para dar monitoreo utiliza la amplificacion del
gen efla también con un PCR anidado touchdown con su posterior
secuenciacion (McKinnon et al. 2018), lo cual cuando se tiene un amplio
nimero de muestras resulta poco préctico, costoso y laborioso.

Uno de los principales problemas del desarrollo de la técnica de
deteccion de cepas (PCR anidado-cepas) basado en la amplificacion de los
sitios de insercion de IDGI, fue que el gen 28S al ser conservado entre
especies, los cuatro pares de oligonucledtidos que flanquean los sitios de
insercion descritos por Wang et al (2003) y utilizados también como parte
del PCR anidado-cepas en el presente proyecto, amplifican también en el
genoma de la planta (Fig. 15 y 16), principalmente los correspondientes a los
sitios de insercion Il y IV (donde se insertan los intrones Bb3 y Bb4),
apareciendo bandas intensas en las amplificaciones en muestras de genoma
de planta de frijol sin inocular. Para las amplificaciones de los sitios | y Il
(donde se insertan intrones Bb1 y Bb2) las amplificaciones mostraron bandas

mas tenues y erréticas, es decir a veces aparecian y a veces no cuando se
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amplificaban del genoma de plantas sin inocular (Fig. 15 y 16); por lo que
habria la posibilidad que las muestras al momento de ser analizadas tuvieran
enddfitos sin intrones insertados de tipo Bb1 y Bb2, por lo que aparecian las
bandas amplificadas leventemente y sin intrones.

Un anélisis in silico del genoma de las plantas de frijol, chile , sorgo y
maiz, con los cuatro pares de oligonucle6tidos mostraron una alta paridad
con el ADN de frijol y también con los genomas de las otras plantas
analizadas, principalmente para la deteccion de los sitios de insercion Il y
IV, lo cual explica la alta intensidad de las bandas en frijol sin inocular,
ademas se observa también una menor paridad o hibridacion con los sitios de
los oligonucledtidos para los intrones Bbl y Bb2, principalmente con este
ultimo haciendo aparentemente una mala hibridacion con el extremo 3’OH
para poder amplificar dicho sitio del genoma de la planta (Tabla 6), lo cual
podria explicar también la tenuidad esta banda (Fig. 15 y 16).

Para el sitio de insercion I, se observd una mala paridad en solo uno
de los oligonucleotidos, pero esta no fue en el extremo 3’OH. En general se
observd que ambos pares de oligonucle6tidos (para el sitio de insercion | y
I1) no hibridan bien con el genoma de la planta (lo cual podria explicar la
tenuidad de ambas bandas) pero también es una caracteristica deseada en los
oligonucledtidos para el PCR anidado-cepas por su falta de interaccion con el
ADN vegetal, sin embargo los sitios de insercion 111 y IV se observaron
idénticos tanto en el genoma de Bb como en el de todas las plantas
analizadas.

Como dato adicional del analisis in silico, se observd ademas que,
todos los genomas de plantas analizados (frijol, sorgo chile, maiz) mostraron
en los cuatro sitios amplificados, las secuencias de entre 14 -17 pb donde se
hace el reconocimiento para la insercion exacta de los intrones del grupo |
(como en B. bassiana), las cuales se encontraban principalmente en
cloroplastos o mitocondrias, siendo algunos sitios idénticos a los de Bb (los
cuales podrian favorecer la insercion de algun intrén) y otros con algunos
cambios, en los cuales no se podria insertar dichos intrones (datos no
mostrados). Ademaés, se observO que, aunque todas las plantas tenian los
cuatros sitios, algunos idénticos y otros con diferencias, en ningin genoma se

observd intrones insertados, mas sin embargo si se han reportado intrones del
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grupo | insertados en genomas de plantas vasculares, uno en mitocondria
(Cho et al. 1998) y otro en cloroplastos (Eckardt 2007) solamente.
Remarcado que en literatura no se encontr6 alguna referencia relacionado a
que las plantas tengan los sitios de insercion para intrones del grupo I, pero
sin intrones, solo se mencionan la presencia de los dos intrones existentes
mencionados anteriormente.

El patron de insercion de intrones obtenido de cada monospoérico
aqui evaluado mostré un perfil distintivo: GHA tuvo solamente el intron Bb4
insertado, BBPTG4 tuvo los intrones Bbl, Bb3 y Bb4 insertados y la cepa
BB37 los intrones Bb2, Bb3 y Bb4 insertados (Fig. 11), siendo en esta
pequefia muestra de tres cepas de B. bassiana el intrén Bb4 el mas
representativo estando presente en todas las muestras (100%), seguido del
intron Bb3 (66.6%) y los intrones Bbl y Bb2 estando presente en una
muestra (33.3%) cada uno.

En un andlisis mas extensivo de 125 muestras Wang y cols. (2003)
describen al intron Bb4 como el intrdn mas frecuente con un 86.4 % de
aparicion y el resto de los intrones con una frecuencia de alrededor de un
30% (Wang et al. 2003). Por otro lado, dicho estudio reportd también las
secuencias de insercion de los cuatro sitios siendo CCACT v
AATAGGGAA, GGGAT v AACTGGCCT, GACCCT v GTTGAGCTTG y
TGACT v CTCTTAAGG para insercién de los intrones Bbl, Bb2, Bb3 y
Bb4 respectivamente. Asi mismo, al secuenciar cada uno de los amplicones
obtenidos del perfil de insercion se observd que: GHA, BBPTG4 y BB37
tienen los mismos sitios de insercion reportados a excepcion del sitio para el
intron Bb2 en las tres cepas, el cual tiene un cambio en la pendltima base de
T/C de la secuencia de 13 pb que se reconocen para la insercion.

Para determinar la efectividad de la técnica de PCR anidado-cepas en
plantas de frijol inoculadas con Bb, se procedid primero a determinar el
mejor método de aplicacion en frijol, utilizando conidios de Bb. Se observd
que tanto en suelo estéril como en suelo no estéril se dio un mejor
establecimiento del endd6fito cuando era aplicado en via foliar por el envés de
la hoja, seguido de la aplicacion foliar por el haz, para ambos suelos estéril y
no estéril (Fig. 25 y 26); resultados similares se han observado no solo en

otras pruebas con frijol (Afandi et al. 2019), sino también en otros cultivos
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como opio (Landa et al. 2013), sorgo (Tefera y Vidal 2009), chile
(Allegrucci et al. 2020), tomate (Gurulingappa et al. 2010) mostrado dichos
estudios mejores resultados de establecimiento con aplicaciones foliares,
pero, depende del tipo de cultivo y otras caracteristicas ya que otros cultivos
resultan ser mejores los establecimientos aplicando los indculos en semilla o
al suelo (Jaber 2018; Afandi et al. 2019).

En cuanto al resto de las aplicaciones se observo un contraste con el
uso de suelos estéril y no estéril, ya que el uso de suelo estéril afecto el
establecimiento a nivel de semilla (obteniendo 0% de establecimiento en
dicha aplicacion en todos los tejidos analizados), pero no afecto el
establecimiento en aplicaciones al suelo (Fig. 25). Pero, se observd lo
contrario con el uso de suelo no estéril, ya que no se afectd el
establecimiento a nivel de semilla, pero si se afect6 por completo el
establecimiento a nivel de aplicaciones al suelo (Fig. 26); observandose la
influencia del medio de cultivo sobre el establecimiento, lo cual concuerda
con lo obtenido por Tefera & Vidal, quienes concluyen también que el medio
de cultivo influencia el grado de colonizacion (suelo estéril, no estéril y
vermiculita) en un estudio en sorgo (Tefera y Vidal 2009).

En el segundo ensayo de este proyecto, realizado también con un
suelo no esteéril pero de tipo vertisol procedente de una localidad de Marin
Nuevo Leon, se repitid el mismo resultado que en el experimento anterior
con suelo no esteéril, observandose mejor la inoculacién por aspersion foliar
por el envés, sequido del haz, semilla y no establecimiento a nivel del suelo
(Fig. 39) destacando que aunque ambos tipos de suelo no estéril, fueron muy
diferentes (el primero con aparente mayor cantidad de materia orgénica y el
segundo de color claro tipo arcilloso y aparente menor materia orgénica),
tuvieron resultados similares en cuanto al establecimiento y tipo de
inoculacion. Se destaca ademés que se escogié también el uso de conidios
sobre el uso de blastosporas ya que tuvo un mejor establecimiento del
enddfito (Fig. 39 y 40).

Se observo un efecto adverso del tensoactivo Triton X-100 cuando
eran aplicado a nivel de semilla ya que hubo més deformidades en las
primeras hojas de plantas emergidas, plantas mas pequefias 0 no emergidas,

ademas dicha frecuencia de deformidades fue mas marcada en suelo estéril
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(Fig. 27 y 28). Adicionalmente, se hicieron pruebas con otros tensoactivos
como Tween 20, Tween 80, Inex A, todos mostrado algin grado de toxicidad
en los conidios del endéfito (por baja en viabilidad) y en la planta, cuando
era aplicada en semilla y de manera foliar (ambos resultados no mostrados).
Aunque diversos estudios mencionan en sus metodologias el uso de
tensoactivos, no se reporta si hay algin efecto negativo en los tensoactivos
usados sobre las plantas, los cuales suelen ser en general Triton X-100 y
Tween 80, entre otros, pero también dichos estudios se observa estuvieron
faltos de controles absolutos (sin aplicacion del tensoactivo), para cuestiones
de comparacion de los efectos del acarreador tensoactivo sobre la planta y/o
conidios (Parsa et al., 2013; Tefera y Vidal 2009; Greenfield et al. 2016,
Jaber y Enkerli 2016).

El uso de la técnica de PCR anidado-cepas analizado en tejidos de
raiz, tallo y hoja de algunos tratamientos muestreados mostré utilidad ya que
se pudo observar el patron de GHA en muestras donde se habia aplicado la
cepa (Fig. 35) y hasta en controles negativos sin aplicar (Fig. 34). Aqui cabe
destacar que todas las pruebas se hicieron en tejido sin lavar, siendo el tejido
de hojas el més préctico y con buena resolucién para la obtencion del perfil
de insercion de IDGI, utilizando la cepa GHA. Existe un estudio donde se
detecto la cepa GHA con la técnica de SCARS con un limite de deteccion de
100 pg en muestras de suelo, pero esta técnica solo se disefié para buscar Bb
en muestras de suelo y hojas no estando Bb como enddfito (Castrillo et al.
2003).

Adicionalmente en otros ensayos realizados donde se probaron las
tres cepas GHA, BBPTG4 y BB37 inoculadas en plantas de frijol distintas,
para determinar si la técnica era capaz de discernir entre cada una, se
obtuvieron resultados diversos. Primero se observd, que no todas las
muestras positivas para B. bassiana detectadas por la técnica de PCR
anidado-Bb (Landa et al. 2013) pudieron ser detectadas por la técnica PCR
anidado-cepas (Tabla 7), esto puede ser porque esta ultima tiene un limite de
deteccion de 1 pg de ADN de hongo por cada 10 ng de ADN de planta,
mientras la técnica de Landa et al. (2013), tiene un limite de deteccién més
sensible, de 0.01 pg de hongo por cada 10 ng de ADN de vegetal, por lo que

en muestras que si sean positivas para B. bassiana, no siempre se podra
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obtener el perfil al menos que la carga de ADN flngico sea al menos el
limite de deteccién. También se hace la observacion que la técnica PCR
anidado-Bb es la amplificacion una region (ITS) que es muy variable entre
especies de hongos y de otros organismos, por eso tiene un limite de
deteccion més bajo, ya que el ADN vegetal no interviene en las dos
reacciones de amplificacion, en cambio, en el PCR anidado-cepas, en la
segunda reaccion, correspondiente a la amplificacion de los sitios de
insercion de IDGI, como es una zona conservada entre especies interacciona
con el ADN vegetal (Fig. 15 y 16), por lo que es menos sensible.

Se observé también que en muestras sin lavar (Fig. 34 y 35), se puede
hacer una mejor deteccion de la cepa GHA que con las muestras lavadas
(Fig. 51), ya que en muestras sin lavar hay mayor cantidad del ADN
proveniente del enddfito en las muestras del genoma del frijol. Se observd
también que en muestras sin lavar solo se requirié hacer una vez la primera
reaccion y posteriormente la segunda para detectar el perfil de insercion de
IDGI (Fig. 34 y 35), pero en muestras lavadas, fue necesario hacer la primera
reaccion dos veces y posteriormente hacer la reaccion de la deteccion del
perfil de IDGI para poder observar el perfil de GHA (Fig. 50), de lo contrario
haciendo la primera reaccion solo una vez no se observaba el perfil completo
(Fig. 51), un resultado similar se observd también al detectar BBPTG4 de
una muestra lavada en la cual solo fue posible detectarla realizado dos veces
la reaccion 1 y posteriormente la reaccion 2 (Fig. 46). Al analizar muestras
de frijol lavadas con inoculaciones previas de BBPTG4 o BB37, se observd
una mayor dificultad para encontrar una muestra positiva (ya que tienen mas
intrones insertados) y la generacion del amplicon de la primera reaccion es
considerablemente mas largo (2,657 pb y 2,812 pb respec.) que el de GHA
(1,550 pb).

No fue posible determinar el perfil de IDGI en muestras de frijol sin
lavar con inoculaciones con BBPTG4 y BB37, debido a problemas con los
reactivos de la primera reaccion, pero el hecho de poder haber detectado en
muestras lavadas el perfil de IDGI, denota que seria méas sencillo determinar
dicho perfil en muestras sin lavar.

Para probar la efectividad de la técnica en un cultivo de frijol en

campo, se muestred tejido de plantas previamente inoculadas con las tres
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cepas, pero como hubo una helada en la zona del cultivo, el follaje de las
plantas se seco, por lo que, al realizar el método de plaqueado de tejido de
hojas en PDA, no se encontré establecimiento positivo o enddéfito viable en
ninguna de las muestras analizadas. A pesar de lo seco del tejido se realiz6
extraccion de ADN a diversas muestras las cuales mostraron un alto nivel de
degradacion (datos no mostrados) y lo cual pudo haber contribuido a que no
se obtuviera ninguna muestra positiva al realizar la prueba de PCR anidado-
Bb de Landa et al. (2013). Asi, al no tener muestras positivas para Bb, no se
pudo probar la técnica de PCR anidado-cepas de muestras provenientes de un
cultivo en campo.

Seguidamente, aun con las malas condiciones del tejido se lograron,
medir y analizar algunas de las variables fisioldgicas y de rendimiento en
controles absolutos, controles con tensoactivos y tratamientos con las tres
cepas. Los resultados mostraron un efecto adverso del tensoactivo utilizado,
ya que dichos controles aplicados al suelo muestran por si solos un efecto en
la medicion del peso de 100 semillas con mediciones de peso
significativamente menor (p < 0.05) en el control con tensoactivo aplicado al
suelo que el control absoluto (Fig. 68); ademéas se observd también dicha
significancia en todos los tratamientos con las cepas en comparacion con el
control absoluto, teniendo un mejor rendimiento en este ultimo (Fig. 68). Asi
mismo, se observé dicha variable mejor en la BB37, seguida de GHA y
BBPTG4; pero dichas diferencias no fueron significativas; sin embargo hay
estudios que si reportan diferencias significativas en las variables de
crecimiento medidas donde se aplican diferentes cepas de Bb (Jaber 2015;
Greenfield et al. 2016; Raad et al. 2019; Bamisile et al. 2020; Barra-Bucarei
et al. 2020; Volkova et al. 2020), asi como también donde no se observan
diferencias entre las cepas utilizadas (Jaber y Enkerly 2016), como es el
actual estudio, pero el cual no es concluyente por el efecto de la helada.

Otra variable también con diferencia significativa (P < 0.05), fue la
longitud de la guia central observandose plantas mas cortas en el control
absoluto y plantas més largas en los tratamientos con las cepas, lo cual
coincide con el estudio de Volkova et al. (2020) donde también observaron
plantas de frijol mas largas en 3 de 11 cepas de Bb. Sin embargo hay que

considerar que una planta més alta (alargada) no siempre corresponde a un
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efecto de una planta més saludable, ya que la anterior variable (plantas méas
alargadas en los tratamientos con las cepas que en el control absoluto) podria
también explicarse posiblemente por la baja en clorofila, que, aunque en este
estudio no se midid dicha variable, ni tampoco en el de Volkova et al.
(2020), en otros estudios como el de Greenfiel y cols. (2016), se hace la
asociacion de baja en la clorofila en plantas inoculadas con B. bassiana en
Yuca (Manihot esculenta), lo cual podria explicar en el actual estudio 1) las
plantas més largas, las cuales tienden a alargarse por falta de luz y/o por baja
en clorofila y como resultado se podria reflejar un 2) menor rendimiento,
como lo mostrado en el actual estudio. Aunque existe otro estudio donde se
remarca el aumento de clorofila en maiz con una de las tres cepas de Bb
probadas, se hace la observacion también de un crecimiento neutral o
negativo en plantas de maiz con las tres cepas (incluida la que hizo que
aumentara la clorofila), sugiriendo ademas en este estudio (por la realizacion
de microarreglos con dos de las cepas), que las respuestas de las
interacciones de la planta con el hongo eran moduladas por la planta y quiza
en algunas ocasiones podrian ser también dependientes de cada aislado
(Mckinnon 2017). Otra posible relacion que existe entre la clorofila y los
intrones del grupo | en general es que las plantas tienen un Gnico intrén del
grupo | en los cloroplastos (Eckardt et al. 2007) llamado tan-UAA (el cual
interrumpe el gen del ARNt de la Leucina) y en el cual si se afecta el splicing
de dicho intron, se crean plantas deficientes de clorofila (Asakura y Barkan
2007). Debido a que se observaron diferencias significativas en la altura de
las plantas, proponemos que pudiera ser por la afectacion en la clorofila y/o
cloroplastos, ya que como los cloroplastos tiene en su genoma también
ADNrr para la sintesis de algunas proteinas (Harris et al 1994) y como se ha
demostrado que puede haber inserciones de intrones del grupo | homélogos
de diferentes organelos y en organismos distantemente relacionados (Turmel
et al. 1995), pudiera ser que alguno de los intrones del grupo | de Bb o de sus
proteinas para el desempefio de los ribosomas pudiera estar afectado la
magquinaria o funcién de los cloroplastos y/o clorofila en la planta y por eso
se estén alargando las plantas en busca de luz.

Por otro lado, diversas variables importantes como de peso fresco y

seco, no. de hojas en la guia principal, no. de frijoles en 10 vainas
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representativas, no se pudieron determinar por qué las plantas estaban muy
maltratadas debido a la helada. Se destaca que multiples estudios concluyen
que B. bassiana causa un potenciamiento en el crecimiento, por el hecho de
observar plantas més largas (Afandi et al. 2019; Volvoka et al. 2020), pero
una planta larga frecuentemente podria ser también el resultado de un efecto
adverso relacionado con la falla en la captacion de luz u otros factores de
nutricion; ademas en cultivos donde al final la importancia econdémica radica
no en la vigorosidad de la planta si no el rendimiento del cultivo (como en
este caso el frijol), harian falta més enfocar los futuros estudios a probar si
realmente el uso de B. bassiana ayuda al rendimiento del cultivo como en
este caso el frijol var. Pinto Saltillo ya que hay cultivos en los que se ha
probado aumentos en el rendimiento de hasta 40 % como es el caso del trigo
(Sanchez-Rodriguez et al. 2017), por lo que posiblemente juegue un papel
muy importante la genética de compatibilidad de las variedades de los

cultivos con las diversas cepas de Bb.
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9. CONCLUSIONES

Se establecié metodologia que ayuda a discernir entre tres cepas de B.
bassiana: GHA, BBPTG4 y BB37 sin necesidad de secuenciar, cuando son
inoculados como enddéfitos en plantas de frijol var Pinto Saltillo a nivel
laboratorio. Dicha técnica esta basada en un PCR anidado que amplifica en la
primera reaccion toda la zona 3’OH del gel 28S del ADNr de Bb estando
como endofito, y la segunda reaccion son cuatro amplificaciones anidadas
que amplifican los sitios de insercion por separado para obtener un patron.
La técnica fue capaz de discernir entre las tres cepas porque tienen perfiles
de insercion de intrones diferentes. El acoplamiento de la metodologia
descrita por Landa y cols (2013) como parte del filtrado de muestras
positivas resulto en menor trabajo para la busqueda de los perfiles de las
cepas en las plantas inoculadas. EI ADN del endofito en la muestra a analizar
debe ser mayor a un 1 pg de ADN por cada 10 ng de ADN de planta para
poder ser detectado. Es més sencillo detectar la cepa GHA de muestras sin
lavar que en muestras lavadas (lo mismo debe ser para las otras dos cepas,
pero no se pudo confirmar por completo). Una desventaja de la técnica es
que el ADN de la planta también amplifica los sitios de insercion de intrones.

Se reportd un cambio en el sitio de insercion 1l en las tres cepas
diferente al Gnico reportado, y que las plantas no tienen intrones insertados,
pero si tienen los cuatro sitios de Bb, algunos de estos, siendo similares en
las plantas, si permitieran la insercion de algin intrén del grupo | y otros, con
diferencias, no permitirian la insercion de dichos intrones.

Se encontrd que la mejor manera de aplicar B. bassiana en plantas de
frijol para lograr el mejor establecimiento, es por el método de aspersion a
nivel foliar por el envés de la hoja.

Ademés, se encontr6 que los tensoactivos utilizados para inocular
tienen efectos adversos sobre la semilla y sobre la planta emergida. Las cepas
aqui utilizadas en cultivo de frijol var. Pinto Saltillo a nivel de campo se
observan pudieran tener un efecto adverso sobre el rendimiento de este y en
diversas variables que no fue posible mediarlas todas por el efecto de helada.

Un posible mecanismo de accion adversa del hongo es por medio de la baja
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de la clorofila, ya que se reportaron plantas significativamente més largas y
con menor rendimiento que el control absoluto, por lo que la medicion de
dicha variable en futuros trabajos seria de toral importancia para poder hacer
una correlacion entre la baja de este pardmetro y el establecimiento del

enddéfito Bb en frijol.
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10. PERSPECTIVAS

Dar seguimiento a cepas en campo es desafiante ya que existen
diversas variables que no pueden ser controladas como a nivel
laboratorio, sin embargo sigue existiendo la necesidad de contar con
técnicas que ademas de ser practicas sean econdmicas para poder analizar
el mayor niumero de muestras posibles y de esta manera tener un
resultado més confiable y con la menor variabilidad posible; por lo que se
buscara afinar los costos de metodologia con otras enzimas y material
mas econdémico.

Encontrar una posible correlacion entre los tipos de intrones del
grupo | de los endodfitos y la genética de cada planta, podria ayudar a
hacer una mejor seleccion del cultivo, donde B. bassiana como enddfito
sea mas compatible y se obtengan ademas los resultados benéficos de

proteccion de la planta contra insectos plaga.
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11. ANEXOS

ANEXO A

Conservacion de monosporicos en aceite mineral

Una vez obtenidos los monospdricos se procedid a guardarlos en
aceite mineral estéril para su conservacion genética a 4 °C. Para lograrlo se
tomo cada placa con el crecimiento radial de cada hongo por separado y bajo
el mechero se cortd con un bisturi estéril toda al area de la placa en cuadros
de aproximadamente 1 cm?; posteriormente, se tomaron los cuadros con el
bisturi y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL con 600 pL de aceite
mineral estéril, se agregaron alrededor de 3-4 cuadros por tubo dejandolos
perfectamente sumergidos en el aceite. Los tubos se etiquetaron y guardaron
a 4 °C para su uso posterior. Para extraer los hongos del aceite mineral
cuando fuera necesario, se realiz6 como sigue: se tomd un cuadro de agar
con hongo sumergido en aceite mineral, se puso directamente en una placa
con agar de PDA y se tomo con el asa la muestra del hongo mezclado con el
aceite y se estrié por toda la placa, dejando la placa crecer por varios dias en
obscuridad a 25°C hasta que se observaron las colonias; se tomé con el asa
una muestra de alguna colonia, y se creci6 en 15 mL de caldo PDB por cinco
dias a 25 °C. Del cultivo en caldo se tomd una asada, se estri6 sobre una
placa con PDA y se dejo6 crecer por siete dias en obscuridad a 25 °C, luego se
tomo una asada de dicha placa, y se volvid a crecer en 100 mL de PDB por
cinco dias, para finalmente volver a estriar una placa con el ultimo
crecimiento en caldo. Dicha placa se dejo creciendo por siete dias a 25 °C y

se guardo en el refrigerador, para su posterior uso.
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ANEXO B

Preparacion de muestras para secuenciacion

I.  Secuenciacion de intrones del grupo | de cada cepa

Se prepararon los doce fragmentos amplificados de las tres cepas para
enviar a secuenciar. Para lograrlo, se realizaron las amplificaciones con
reacciones de 50 pL (seccion 6.4 pero ajustado a 50 plL) y se corrieron y en
un gel de agarosa con las condiciones anteriormente descritas.
Posteriormente con ayuda de un bisturi se cortaron las bandas del gel a

purificar y se guardaron en tubos eppendorf por separado.

Il. Purificacion de fragmentos de PCR

Para la purificacion de fragmentos de PCR cortados de los geles de
agarosa se utiliz6 el kit de PROMEGA A2180, el cual se describe a
continuacion. Se agregaron 100 uL del Direct Purification Buffer del kit a un
tubo eppendorf estéril de 1.5 mL y 30-300 uL de la banda del PCR cortada
del gel que se quisiera purificar por separado. Se agreg6 a cada tubo 1 mL de
resina del kit y se le dio vortex por 1 min. Se ensamblo la jeringa y el filtro y
se agregd el contenido de la mezcla de la banda del gel con los reactivos
antes mencionados a la jeringa; se filtrd el contenido para que la banda de
PCR quedara atrapada en él. Se lavo el filtro con 2 mL de isopropanol al
80%, empujando suavemente con la jeringa el contenido del isopropanol para
que pasara a través del filtro. Se desensambld la jeringa del filtro y se coloco
este Ultimo en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se centrifug6 a 10,000 rpm/2
min para secarlo. Se colocd el filtro en un tubo eppendorf nuevo y estéril de
1.5 mL y se adicionaron 50 pL de agua inyectable estéril (previamente
filtrada en un filtro de 0.25 pum) y se dejo reposar por 1 min, para después

centrifugarlo por 20 s a 14,000 rpm para recuperar el fragmento de PCR.

I1l. Ligacion de fragmentos de pCR a vector PGEM-T
Una vez purificadas las bandas de PCR, se ligaron a un vector
llamado pGEM-T easy Vector (Fig. 3), utilizando la siguiente formula para

obtener la cantidad de inserto de cada purificacion por separado:
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ng de vector x kb de inserto x 3 = Cantidad de inserto
kb vector
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Fig. 5. Vector pPGEM-T easy vector con gen resistencia a ampicilina

Una vez calculada la cantidad de inserto para cada fragmento
purificado por separado, se procedid a realizar cada una de las reacciones de
ligacion de los fragmentos anteriormente purificados por medio de la
siguiente reaccion: 5 uL del Buffer 2x de ligacion, 1 uL del vector pGEM-T
easy (50 ng), producto de PCR o inserto segun la formula anterior y 1 pL de
T4 ligasa (30 U/uL), aforado a 10 puL con agua del kit de ligacion. La

ligacion se incub6 a temperatura ambiente por 15 min.

IV. Preparacion de bacterias calcio competentes

Se prepararon bacterias calcio competentes de la cepa Topl0 de E.
coli libres de resistencia a ampicilina. Primero se prepard un pre-inoculo
colocando en un tubo eppendorf con 1 mL de medio LB, se inoculd con una
asada de la cepa Topl0 y se dejo creciendo por 12 h. Pasado el tiempo, se
tomo una asada de la bacteria crecida y se estrié en una placa con agar LB,
tratando de arrastrar el estriado para separar colonias y se dejo crecer por 24
h. Posteriormente, se picé una colonia aislada y se inoculé en 5 mL de medio
LB y se puso a crecer a 2500 rpm/20 h a 37 °C. Del pre-inoculo se tomaron 2

mL y se inocularon a 100 mL del medio LB estéril. Después de
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aproximadamente 3.5 h, se checd la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm,
para revisar que alcanzara una densidad entre 0.3 y 0.4. Una vez alcanzada la
densidad dptica, se pasaron 100 mL de medio a tubos estériles de 50 mL,
previamente incubados en hielo para prevenir que el crecimiento continuara.
Se dejaron los tubos con las bacterias en el hielo por 10 min y se movieron
ocasionalmente. Se centrifugé el contenido de los tubos a 4,000 rpm/10 min
a 4 °C y se decant6 el sobrenadante con mucho cuidado. Se resuspendieron
los pellets de las bacterias en 5 mL de CaCl, al 0.1 M, se incubaron por 5
min, se centrifugaron a 3,000 rpm/15 min/4 °C y se descarté el sobrenadante.
Se volvieron a agregar 5 mL de CaCl, al 0.1 M, se incub6 en hielo por 20
min, se centrifugd a 3,000 rpm/15 min/4 °C, se descartd el sobrenadante y
finalmente se agregaron 4 mL de CaCl, al 0.1 M. Si las bacterias calcio-
competentes se usaban el mismo dia de la preparacion, no se agregaba
glicerol, pero si las bacterias se guardaban a -80°C, se les agregaba glicerol
para que quedaran a una concentracion final del 30%. Es decir, por cada 2
mL de bacterias se agregaron 3 mL de glicerol al 50% y se alicuotaron en

tubos de 0.6 mL con cantidades de 100 uL por tubo guardados a -80 °C.

V. Transformacion de colonias con vectores ligados

Una vez purificados los fragmentos a secuenciar y ligados cada uno
por separado a los vectores pGEM-T easy vector, se procedio a transformar
las ligaciones a bacterias calcio-competentes sin resistencia a ampicilina,
para obtener clonas que nos ayudaran a producir grandes cantidades del
plasmido transformado. Para lograrlo, se tomaron 5 uL de la reaccion de
ligacion (apartado 111) y se colocd en un tubo de 1.5 mL incubado en hielo.
Se agregaron 100 pL de las bacterias calcio-competentes y se dejo incubar en
hielo por 20 min, posteriormente se dio un pequefio golpe en el tubo para que
se mezclara el contenido, evitando pipetear ya que las células calcio-
competentes son fragiles. Después se dio un choque térmico en un bafio de
agua a 42 °C/45-50s, y se pusieron los tubos en hielo por 2 min. Finalmente,
se agrego6 al tubo 1 mL de LB sin ampicilina y se incubaron las células a 37

°C/1 h/150 rpm de agitacion en un termomixer, para posteriormente pasar a

124



plaquear la transformacion en placas con LB mezcladas con el antibidtico
Ampicilina/IPTG/X-GAL.

VI. Placas LB con ampicilina/IPTG/X-Gal

Una vez que se transformaron las bacterias calcio-competentes con
las ligaciones, se sembraron por expansion con asa de vidrio, agregando de
100-200 pL de la transformacion en placas de LB con ampicilina/IPTG/X-
GAL, para buscar colonias positivas para transformacion (de color blanco)
de las negativas (de color azul) con ayuda de los reactivos de IPTG y X-GAL
en el agar LB. Se prepar6 IPTG 0.1 M (inhibidor del operén Lac-Z)
agregando 1.2 g del reactivo a 50 mL de agua destilada y se guard6 a -20 °C.
Se prepard el reactivo X-GAL (sustrato para la enzima B-galactosidasa con
color azul) a una concentracion de 50 mg/mL, agregando 100 mg en 2 mL de
N,N’-dimetil-formamida la cual al prepararse se cubrié con aluminio y se
guardd a -20 °C. Para la preparacion de las placas de LB con los reactivos de
IPTG y X-GAL, primero se esterilizo el medio de cultivo LB en un matraz
de 250 mL, antes de que gelificara el medio, se le agreg6 el antibi6tico de
ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL y se vertié el medio a las
placas Petri estériles. El dia que se utilizaron las placas se adicionaron 100
uL de IPTG y se extendidé con asa de vidrio, al igual que 20 uL de X-GAL,
el cual también se extendidé con asa de vidrio, esto para permitir que las
bacterias crecidas con el inserto mostraran un color blanco y las negativas sin

el inserto un color azul.

VII. Busqueda de clonas con inserto y secuenciacion

Una vez sembradas las transformaciones en placas con medio LB con
ampicilina/IPTG/X-GAL, se procedid a dejarlas crecer por 24-48 h para
posteriormente buscar colonias de color blanco (clonas con inserto). Para
confirmar que las clonas fueran positivas para el inserto, se tomé una asada
de algunas colonias blancas y una clona de la placa del control negativo sin
transformar (como control negativo), se depositaron en 1 mL de LB con
ampicilina por duplicado y se pusieron a crecer por 24 h en agitacion a 2500

rpm. Posteriormente se hizo la basqueda del inserto en uno de los duplicados

125



de cada clona, utilizando la solucion Dye (6% de sucrosa/1% de azul de
bromofenol). Para lograrlo, pasadas las 24 h de crecimiento, se centrifugo
uno de los duplicados a 5000 rpm/5 min, se descartd el sobrenadante, se
agregaron 20 pL de solucion Dye al pellet de bacterias y se le dio un vortex
por 1 min para que se liberara el plasmido; posteriormente se centrifugaron
los tubos a 14,000 rpm/5 min y se cargo 10 uL del sobrenadante centrifugado
en un gel de agarosa al 1%. El gel se y corri¢ y tifio con la condicion antes
mencionada (ver apartado 15.4) y para seleccionar las clonas con el inserto,
se escogieron las clonas que se observaran més pesadas en el gel que el
control negativo sin transformar.

Una vez seleccionadas las clonas positivas para cada inserto, se
procedié a crecerlas por separado en 15 mL de LB con ampicilina (100
ug/mL) por 24 h, y se realizé la extraccion de ADN por medio del Kit A1270
de PROMEGA, segun como indica el proveedor. Para la obtencion de las
secuencias, las purificaciones de los pldsmidos con los fragmentos de PCR a
secuenciar se enviaron Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de

Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca, Morelos, MX.
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ANEXO C

Extraccion de ADN vegetal método CTAB

Para la obtencion del ADN vegetal, tejido de raiz, tallo u hojas
previamente lavado o no, se depositaron en micro tubos de 2.0 mL por
separado. Posteriormente se agreg6é 1 mL del buffer de lisis de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio al 2% (CTAB, Promega Corp.) previamente
calentado a 65°C, se macero la muestra con pistilo por 5 min y se incub6 por
5 min a temperatura ambiente. Después se incubo en hielo por 5 min y se
agregaron 20 pL. de ARNasa A (Promega Corp.) y se mezclé e incubd a
37°C por 20 min. Posteriormente se agregaron 3 pL de Proteinasa K
(Promega Corp.), se mezclé y se incubé a 65°C por 30 min, para
posteriormente dejar incubando en hielo por 5 min. Seguidamente se
agregaron 600 pL de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) mezclando por
inversion y se centrifug6 a 14,000 rpm por 12 min a 8°C. Posteriormente se
recobraron cuidadosamente de 200-400 pL del sobrenadante y se
transfirieron a un nuevo micro tubo de 1.5 mL y se agregaron de 50 uL. a 100
uL de acetato de amonio 10M y se mezcl6 por inversion. Seguidamente se
agregaron de 500 uL a 1000 pL de isopropanol al 100% mezclando por
inversion y se dejo incubar a -20°C. Después de la incubacion, se centrifugd
a 14,000 rpm por 15 min a 8°C, se decant6 el isopropanol y se agregd 1 ml
de etanol al 70% previamente enfriado y se incub6 por 5 min a temperatura
ambiente. Seguidamente se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 8°C, se
decanté el etanol y se dejo secar el pellet. Finalmente se hidrat6 la muestra

con 30-50 pL de agua libre de nucleasas.
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