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METODO PARA AUMENTAR LA PRODUCCION MASIVA DECONDOS- DBl e

ENTOMOPATOGENO Metarhizium anisopliae
DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se enmarca dentro de la Ingenieria Genética y particularmente est4
relacionada con células y/o cepas transformadas del hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae con capacidad de conidiacion en menor tiempo en fase sélida y con mayor

rendimiento de produccion de conidios en comparacion con la cepa tipo silvestre C4.

ANTECEDENTES

La produccion de células u organismos transtormados, es un campo muy interesante dentro
de la Ingenieria Genética, la cual permite que una cantidad innumerable de caracteristicas
deseables, puedan ser incorporados en organismos que son directa o indirectamente
benéficos al hombre. En la técnica actual, los métodos utilizados para controlar insectos
plaga en la agricultura moderna, implican el uso de grandes cantidades de insecticidas
quimicos, los cuales permiten la seleccion de cepas resistentes a €stos, provocando que su
empleo sea inutil en el futuro, ademas de permanecer en el suelo por tiempos prolongados,
pudiendo resultar toxicos tanto para humanos, como para otras especies animales y
vegetales.

Una alternativa potencialmente viable, es la aplicacién de enemigos naturales de los
insectos plaga a controlar, existentes en la naturaleza. Definiendo entonces al control
biologico de plagas como la utilizacion dirigida y premeditada de organismos patégenos
especificos con el objeto de mantener bajo control a las plagas (Hajék.,, 2004).
Aproximadamente 750 especies de hongos entomopatogenos representan los principales

géneros de Lumycota capaces de intectar artropodos que a su vez infestan plantas, suelos y
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ambientes acuaticos. Cerca de 25 de estas especies de hongos atacan plaga

agronomica, identificandolos como controladores naturales (Desphande, 1999).

En las ultimas décadas, el control bioldgico realizado por organismos entomopatdgenos vy el
manejo 1ntegrado de plagas se ha incrementado y adquirido gran importancia, ya que
representa una alternativa eficaz y ecoldgicamente amable, respecto a los pesticidas
quimicos, en ¢l control de plagas en la agricultura en distintas partes del mundo. Los
organismos utilizados en control biologico, o potenciales controladores bioldgicos, tienen la
ventaja de ser especificos sobre su huésped, y a diferencia de los pesticidas quimicos, no lo -
eliminan totalmente, sino que bajan la poblacidn a niveles que no representan un problema
para la produccion agricola; lo que favorece la conservacion de la biodiversidad en los
sitios en que son aplicados. Otra de sus grandes ventajas es su costo, menor que los
pesticidas quimicos.

Los hongos presentan caracteristicas, que los hacen unicos entre los organismos
entomopatdgenos, ya que mas que destruir a su hospedero por la accion de una toxina,
invaden el insecto de manera directa a través del tegumento, introduciendo el tubo
germinativo de un conidio. Es por ello que la infeccion no se limita a insectos masticadores
sino también afectan homopteros y otros artropodos chupadores. La capacidad de las
esporas o conidios de los hongos para persistir en el suelo por ciertos periodos de tiempo e
infectar insectos, independientemente del estadio de desarrollo de los mismos, les
proporciona una ventaja sobre los pesticidas quimicos que contaminan el agua, suelos,
plantas y otras formas de vida (Clarkson y Charnley, 1996).

De los mas de 750 especies de hongos entomopatégenos identificados, s6lo unos cuantos se
usan comercialmente en el control de plagas, entre ellos; Metarhizium anisopliae,
Beauveria spp., Lecanicillium lecanii y Paecilomyces fumosoroseus.

Un requisito importante para el uso de un microorganismo como agente de control es su
produccién masiva a bajo costo. Existen tres métodos principales para la produccion
comercial de esporas fungicas: la fermentacion en sustrato solido utilizando granos como el
arroz, la fermentacién en cultivo sumergido en fermentadores, y la produccidon bifasica en
la cual la biomasa (micelio) se produce en cultivo liquido transfiriéndose posteriormente al

sustrato solido para que ocurra la formacion de esporas o conidios (conidiacion).
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En sustratos solidos los hongos forman conidios a partir de hifas a'é?%m

masiva de conidios mediante cultivos en fase solida (SSF) suele ser el mejor metodo ara

obtener esporas fingicas de hifas aéreas. Esta clase de esporas son mas resis

desecacion, tienen una vida de anaquel mayor que las esporas producidas en cultivo
sumergido y persisten por mas tiempo en ambientes naturales. También muestran
diferencias morfologicas, funcionales y bioquimicas comparadas con las producidas en
cultivos sumergidos. Las esporas fungicas wusadas en el control biologico de
entomopatdgenos como el propio M. anisopliae con un rendimiento promedio de hasta 5
x10" conidios (Soundarapandian y Chandra, 2007), Beauveria bassiana alcanzando un
rendimiento de hasta 2 x10" conidios (Dhar y Kaur, 2011) y Lecanicillium lecanii
obteniendo hasta 2 x 10’ conidios (Machado et al. 2010), esporas fingicas de hongos
fitopatdgenos como Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum (Deshpande 1999; de Vrije
et al, 2001; Viccimi ef al. 2007); todas ellos son producidas preferencialmente en SSF,
debido a las ventajas ya mencionadas. Las esporas de Penicillium oxalicum obtenidas por
SSF tuvieron mayor hidrofobicidad, mejor sobreviviencia después de 27 semanas de
almacenamiento y sufrieron menos dafio por secado en frio (freeze-drying). Ademas, el
SSF, produjo esporas mds patogénicas sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Pascual et al. 2000). Las esporas de hongos usadas en la industria de alimentos han sido
producidas en SSF debido a mejores rendimientos de esporas homogeéneas y puras (Holker
et al. 2004). Por ejemplo Penicillium roquefortii, P. camemberti y P. nalgiovensis usadas
en la produccidn de queso azul y salami.

A nivel laboratorio, Metarhizium anisopliae in vitro € in insecta, tiene un tiempo de
conidiacion completa de alrededor de 11 dias (Sun ef al. 2002) e incluso hasta 14 dias
(Soundarapandian y Chandra, 2007). El escalamiento del proceso es dificil por factores
asociados como el tiempo que se toma la produccion a nivel semi-industrial e industrial de
conidios, la esterilizacion del sustrato, el intercambio gaseoso, el control de temperatura, el
mantenimiento de cultivos axénicos y la recoleccion del producto para la produccion de
microorganismos usados en el control bioldgico; para la reproduccion masiva de
microorganismos silvestres y microorganismos modificados genéticamente se han

empleado desde bolsas de polipapel hasta bio-reactores. En cuanto a la produccion de
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conidios a escala semi-industrial e industrial, generalmente ésta suele realizal®Tiant?

cultivos monofasicos, es decir se inoculan conidios en el arroz en el cualasprapagadoslee e

hongo, obteniéndose nuevos conidios en aproximadamente 23 dias. A nivel semi industrial
e industrial, para producir masivamente conidios de Metarhizium anisopliae (aislado Ma-
002, Barajas et al,2010) o Lecanicillium lecani (Machado et al, 2010) en menor tiempo, se
usan también los cultivos bifasicos; es decir, los conidios se inoculan en medio de cultivo
liquido para obtener micelio y posteriormente este micelio es usado para inocular el arroz
(en el caso de Merarhizium) o medios compuestos (en el caso de Lecanicillium) para su
propagacion obteniendo nuevos conidios, este proceso toma alrededor 15-21 dias.

Existen diversas patentes relacionadas con la produccion de Metarhizium para ser usado en
el control de insectos. Desde aquellas que describen el uso y/o disefio de cdmaras de
infeccidn con el hongo; el uso de aislados o cepas especificas del hongo para atacar ciertas
plagas o para dar proteccion directa a los cultivares; hasta el disefio de fermentadores para
la produccion masiva del hongo o de sus productos, entre otros ejemplos.

Entre ellas est4 el documento de patente W0O93/24013 A3 en el cual se describe un método
de camara para empacar cultivos fungicos y conidios de Metarhizium adicionado con un
atrayente para los insectos que serdn infectados con el biopesticida. El documento de
patente W092/003055 Al describe el disefio de una camara de infeccidon y aplicacion de
altas dosis de comidios de Metarhizium para el control y exterminacion de plagas de moscas
y cucarachas; Blatella germanica (cucaracha alemana), Periplaneta americana (cucaracha
americana), Fannia canicularis (mosca pequefia casera) y Musca domestica (mosca casera).
Y en el documento de patente W090/010389 A1l describe el empleo de Metarhizium y
Beauveria en camaras disefiadas ex profeso para asegurar la contaminacion de cucarachas
con estos hongos para su control.

Para el control de diferentes tipos de plagas se han patentado diferentes cepas de hongos
patdgenos. Por ejemplo, estad el documento de patente WO03/038065 Al el cual describe el
empleo de una nueva cepa de Metarhizium (cepa Metarhizium anisopliae HY-2) para el
control de plagas de suelo (escarabajos). En los documentos de patente WO 2007/112257
A2, W094/004034 Al y WO093/009672 Al se describe el uso de varias cepas de

Metarhizium para ¢l control de termitas. Aislados especiticos de Merarhizium y/o
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Beauveria bassiana se emplean en el control de Delia floralis (mosca £TW

radicum (mosca de la raiz de la col) como se indica en el dogumento de patente .

W091/009527 Al. También se ha descrito el uso de una cepa particular de Metarhiz{ium
para €l control de insectos plagas en jardines e invernaderos como se indica en el
documento de patente WO02/087344 Al. También se describe el uso de Metarhizium como
“fertilizante” el cual actia como protector contra dafio y plagas mejorando el crecimiento
de las plantas de acuerdo al documento de patente WOO00/064837 Al. No solo se han
patentado usos y metodos para el control de insectos mediada por Metarhizium, también se
ha patentado equipo de fermentacion sélida para la produccion masiva de conidios de
Metarhizium a nivel industrial como se describe en el documento de patente TWI226369 B,
o la produccidén de enzimas generadas por Metarhizium, por ejemplo Quitinasas, para el
control de plagas de suelo como se describe en el documento de patente WO03/038081 Al.

Estas son solo algunas de las patentes relacionadas con el empleo de Metarhizium para el

control de insectos plagas.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Considerando que, de los estadios morfolégicos dentro del ciclo de vida del hongo
Metarhizium spp, €l conidio es la estructura de propagacion y resistencia por excelencia, y
es capaz de iniciar la infeccién del insecto blanco; una modalidad de la presente invencion
es la obtencion de cepas de Metarhizium anisopliae con caracteristicas mejoradas en su
capacidad de conidiacion por medio de la transformacion con un plasmido que contiene el
gen CIE1, sin afectar el crecimiento ni la capacidad de infeccion, de modo que crece e,
infecta igual que la cepa silvestre C4 empleada en el control del complejo gallina ciega
(Phyllophaga sp).

Una segunda modalidad de la presente invencion se relaciona con proveer métodos para la
obtencion de transformantes de Metarhizium anisopliae, en su capacidad de formar
conidios para ser usados como agentes de control bioldgico, que porten el gen CIE],
integrado de manera estable en su genoma, que produzcan el RNA complementario del gen

CIE1 en direccion antisentido, dando como consecuencia una conidiacion 3-23 veces



10

15

20

25

30

6

mayor que la cepa silvestre C4 o que otras cepas silvestres de Metarlmu

mmm '
et al 2002), por tanto un rendimiento promedio de alrededor de 30 xlO8 conidios por placa.

El DNA de cualquier gen esta constituido por dos cadenas de DNA-cormplenentames caice
ellas y antiparalelas: la cadena codificante y la cadena sin sentido. La cadena codificante es
quien establece el extremo 5” y 37 del gen, y su secuencia es igual al RNA mensajero
(RNAm) quien es traducido a la proteina funcional; y en caso de que se genere el RNA
complementario antisentido (RNA AS) mediante manipulacion genética, su secuencia serfa
igual al de la cadena de DNA sin sentido y éste si diera lugar a un péptido, no es funcional,
sin embargo este RNA AS es capaz de alinearse con su respectivo RNAm gracias a su
complementariedad de 100 % induciendo la nactivacion y degradacion del RNAm. De
modo que, el RNA complementario antisentido RNA AS ha sido utilizado para disminuir la
expresion de genes en hongos y levaduras con la finalidad de estudiar la funcion biologica
de dichos genes (Wang y col, 2008; Castelnuovo y col, 2013).

Una tercera modalidad de la presente invencion se relaciona con la obtencion de
transformantes de Metarhizium anisopliae, con produccion de conidios a los 3-8 dias de
incubacion en arroz o en medio minimo MM constituido por sal nitrogenada, glucosa y
oligoelementos, en comparacion con 10 a 21 dias para la conidiacion de la cepa silvestre C4
en medio mintmo MM constituido por sal nitrogenada glucosa y oligoelementos o en arroz.
Una cuarta modalidad de la presente 1nvencion se relaciona con el uso de las transformantes
de Metarhizium anisopliae, que portan el gen CIE], integrados de manera estable en su
genoma, que produzcan el RNA complementario antisentido del gen CIE1; como agentes
de control biologico de plagas susceptibles a la infeccion por Metarhizium anisopliae tales
como ¢l complejo gallina ciega (Phyllophaga sp) o plagas de follaje como Plutella
xylostella

La cepa de la presente tnvencidon Metarhizium anisopliae, ha sido depositada en la
Coleccion Espanola de Cultives Tipo (CECT), cepa C4p37S, con numero de acceso
CECT20777 atribuido el 23 de marzo de 2011 por la Autoridad Internacional del Depdsito.
Esta cepa fue obtenida por transformacion con el plasmido integrativo pGG375,
conteniendo por tanto en su genoma una copia del gen CIEl de Metarhizium anisopliae en

direccion antisentido; produciendo el RNA en direccion antisentido de CIE1 y produce
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alrededor de 30 x10° conidios por placa en un tiempo de incubacion d

relaciona principalmente con su empleo en el control de plagas agricolas, tales como

Phyllophaga sp (complejo gallina ciega); o entre otras susceptibles a la infecciOn por

Metarhizium spp, tales como las antes descritas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los aspectos novedosos que se consideran caracteristicos de la presente invencidn, se
estableceran con particularidad en las reivindicaciones anexas. Sin embargo, la invencién
misma, tanto por su organizacion como por su método de operacion, conjuntamente con
otros objetos y ventajas de la misma, se comprenderd mejor en la siguiente descripcion
detallada de las figuras que se acompafian, de las cuales:

La Figura 1 muestra el mapa del plasmido pGG375 que contiene los elementos necesarios
para la seleccion de transformantes de AMetarhizium anisoplice con la secuencia
nucleotidica del gen CIE1 de Metarhizium anisopliae (nimero de acceso en la base de
datos FN666606) como se muestra en SEQ ID No.l; entre los que se incluyen los
siguientes: el gen amp de resistencia a ampicilina, como marcador de seleccion en £. coli;
el gen bar de resistencia a glufosinato, como marcador de seleccion en Metarhizium
anisopliae; el promotor del gen gpdA de Aspergillus nidulans (p gpdA); el terminador del
gen trpC de Aspergillus nidulans (1 trpC); y el gen CIE1 de Metarhizium anisopliae, €l cual
s¢ encuentra en direccion antisentido (as CIE1) bajo el control del promotor gpdA y del
terminador trpC. Esta construccion al ser introducida a Metarhizium producira el RNA
complementario del gen CIE1 (antisentido).

La Figura 2 muestra la produccion de conidios de la cepa silvestre C4 de Metarhizium
anisopliae cuando son crecidas en medio minimo a temperatura constante (28 °C) durante 8
dias.

La Figura 3 muestra la produccion de comidios de la transformante de Metarhizium

anisopliae C4p375 que expresa el gen CIEl de Metarhizium anisopliae en direccion




10

15

20

235

30

antisentido cuando son crecidas en medio minimo a temperatura constante (28 °C) durante

5 diaS “‘-—/

La Figura 4 muestra la produccion masiva de conidios de la cepa silvestre C4 de
Metarhizium anisopliae sobre los granos de arroz. Para ello se sembraron los conidios de la
cepa en arroz previamente esterilizado en bolsas de polipropileno y fueron incubadas a
temperatura constante (28 °C) durante 12 dias. La humedad conservada por el arroz
postertor a la esterilizacion es suficiente para apoyar el crecimiento y conidiacion del hongo.
La conidiacion en arroz es ampliamente utilizada en la produccion semi-industrial de este
controlador bioldgico.

La Figura S muestra la produccion masiva de conidios sobre los granos de arroz, de la cepa
transformante de Metarhizium anisopliae C4p375 que expresa el gen CIE]1 de Metarhizium
anisopliae en direccion antisentido. Para ello se sembraron los conidios de la cepa en arroz
previamente esterilizado en bolsas de polipropileno y fueron incubadas a temperatura
constante (28 °C) durante 8 dias.

La Figura 6 muestra el porcentaje de viabilidad de los conidios producidos por C4 silvestre
y de la transformante de Metarhizium anisopliae que expresa el gen CIE1 de Metarhizium
anisopliae en direccion antisentido, medido como capacidad de germinar en medio minimo.
C4 es la cepa silvestre (barras negras), y C4p375 es una transtormante de Metarhizium
anisopliae (barras blancas), con numero de acceso CECT20777 (transtormada con el
plasmido pGG375 que contiene el gen CIE1 de Metarhizium anisopliae). En esta figura se
observa que en un lapso de 16 horas, ambas cepas germinan al 100%.

La Figura 7 muestra el aspecto de la larva sana de Plutella xylostella sin infectar y
observada en un microscopio estereoscopico Zeisse Stemi SV6.

La Figura 8 muestra el aspecto micosado de larvas de Plutella xylostella intectadas y
muertas por la cepa silvestre C4 de Metarhizium anisopliae; observacion en un microscopio
estereoscopico Zeisse Stemi SV6.

La Figura 9 muestra el aspecto micosado de larvas de Plutella xylostella infectadas y
muertas por la cepa transformante C4p375 de Metarhizium anisopliae; observaciéon al
microscopio estereoscopico Zeisse Stemi SV6. El aspecto de las larvas muertas por cada

una de las cepas de Metarhizium anisopliae €s muy similar entre si (Figuras 8 y 9).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La mvencion se refiere a los métodos que permiten el mejoramiento de cepas de
Metarhizium spp utilizadas en el control de plagas de suelo, p. €j. el complejo gallina ciega
(Phyllophaga sp), o plagas de follaje como la palomilla dorso de diamante (Plutella
xylostella), asi como las transformantes obtenidas por estos métodos, modificando de
manera especifica la eficiencia de conidiacion mediante la integracién en su genoma de
secuencias especificas de DNA del propio hongo incidiendo en optimizacion de la
produccion masiva de conidios del biocontrolador reduciendo su costo de produccion.
Los métodos de la presente invencion, permiten obtener transformantes de Metarhizium
anisopliae, que producen de 3 a 23 veces mas conidios en un tiempo de incubacidon de 5-8
dias (alrededor de 30 x10° conidios por placa, v 12 x10' conidios en arroz) debido a la
expresion del gen CIE1 en direccién antisentido (con nimero de acceso FN666606 en el
GenBank del NCBI), cuya secuencia nucleotidica esta representada por la SEQ ID No.1 del
listado de secuencia.
Los métodos implican el uso del gen CIE1 en direccion antisentido, lo cual significa que el
gen CIE] en direccion antisentido va a disminuir la expresion del gen CIE]l normal, y la
metodologia para construir un gen en antisentido es conocida. La novedad radica en el
fenotipo generado de mayor conidiaciéon debido a la disminucidn de la expresion del gen
CIE1 por efecto del antisentido del gen CIE1, en comparacion con la cepa silvestre. La
presente invencion se refiere a un método para la obtencion de cepas con mayor produccion
de comdios de Metarhizium anisopliae que comprende las siguientes etapas:

a) Proporcionar cepas transformadas de Metarhizium anisopliae, que de acuerdo con la

invencion, expresan ¢l gen CIE1 en direccion antisentido.
b) Proporcionar la cepa transformada de Metarhizium anisopliae, que expresa el gen
CIE1 en direccidén antisentido, con mayor produccion de conidios en fase solida en

5-8 dias de incubacidén (medio minimo o arroz).
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Etapa (a). Transformacidn de cepas silvestres de Metarhizium amsoplme Eﬁ’ﬂ"ﬂiﬂpla

que contiene la secuencia nucleotidica del gen CIE] en direccion ra |

que produce el RNA complementario del gen CIE1 de Metarhizium anisopliae siguiendo
cualquiera de los protocolos de transformacion descritos en los ejemplos 1, 2, 3 y/o 4. El
ensayo consiste en la tormacion de protoplastos (Goettel ef al, 1990) de C4 silvestre de
Metarhizium anisopliae; se colectd por filtracion el micelio de Metarhizium anisopliae
crecido durante 36-48 horas de incubacion en 50-100 ml de medio rico, y se suspendio en
3-8 ml de medio de digestion (MD) el cual contenia una mezcla de quitinasas y glucanasas
al 0.05%. Se incub6é 2-4 horas en agitacion de 60-100 rpm y los protoplastos se
recuperaron por filtracion y se concentraron por centrifugacion a 500-1500 rpm durante 5-
15 minutos y se suspendieron en 300-600 pLL de medio de transformacion (TM). 100-300
ul de la suspension de protoplastos fueron mezclados con 1-50 pg del plasmido pGG375
(Figura 1). Se incubaron a 2-10°C durante 30-60 minutos. Se adiciono 700-800 ul de
Polietilenglicol (PEG) y se incubd durante 10-30 minutos a 18-26°C y se sembraron en
placas de medio de regeneracidn el cual contiene medio selectivo (dextrosa 2%, sales,
agarosa 2%, y el antibidtico glufosinato 200-600 pg/mlL) adicionado de sorbitol 1Molar,
incubando las placas durante 4-10 dias a 22-30 °C hasta que aparezcan colonias.

Seleccionar las transformantes de Metarhizium anisopliae por su capacidad de crecer en
presencia del antibidtico carboxina, benomyl, glufosinato o higromicina, acorde con el
marcador de seleccion presente en el plasmido (genes de resistencia Chx', Bml, bar, o
HygB', respectivamente): Las colonias que crecieron en el medio selectivo fueron
recuperadas y transferidas al mismo medio pero sin sorbitol incubando a 22-30 °C durante
7-10 dias para que haya conidiacidn. Los conidios fueron nuevamente transteridos al medio
selectivo sin sorbitol, repitiendo el proceso 2-5 veces eliminar falsos positivos. De esta
manera se seleccionan los transformantes que al haber integrado el plasmido en su genoma,
el gen As CIE1 de Metarhizium anisopliae presente en el plasmido tambié€n se ha integrado
en su genoma de manera estable, produciéndose de manera constitutiva el RNA
complementario de CIE1 de Metarhizium anisopliae. En el caso particular descrito, para
permitir la expresion constitutiva del gen CIE1 en direccion antisentido produciéndose el

RNA complementario, se empled el promotor del gen gliceraldehido 3-fosfato
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Etapa (b). Los transformantes se crecen hasta conidiacion en cajas de medio minimo MM
0 en bolsas de polipapel conteniendo 100-300 g de arroz esterilizado. Para ello se siembran
500 conidios en el medio minimo (MM, que es igual al medio de regeneracidn pero carece
de! antibidtico y del sorbitol); o 1 x10° a 1 x 10 conidios en 100-300 g de arroz. Se
incuban entre 22-30 °C durante 5-15 dias, hasta conidiacion completa. Se colectan los
conidios suspendi€éndolos en una solucion con detergente al 0.01-0.001 % (peso/volumen) y
se cuentan al microscoplo en una cdmara de Neubauer. En ambas condiciones las
transformantes presentan una produccion de conidios 3-23 veces mayor en comparacion
con la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones (Tablas 1 y 2; Figuras 2, 3,4 y 3).
En seguida se procede a la cuantificacion de la viabilidad de los conidios, mediante la
capacidad de germinar en MM o MDS; para ¢ello se siembran 200-400 conidios en gota en
MM o MDS preparado sobre una laminilla, se incuban a 22-30 °C durante 16 horas en total,
contando el nimero de germinulas al microscopio a las 8 horas y después cada dos horas.
Se cuantifican el nimero de germinulas y de conidios intactos en al menos 100 células
totales de cada réplica. Los experimentos se realizan al menos tres veces por triplicado de
manera independiente (Figura 6). La viabilidad de los conidios también se cuantifica
mediante la capacidad de germinar y formar colonias sembrando 200-400 conidios por caja
Petri conteniendo MM, incubando por 48-72h a 22-30 °C contando el nimero de colomas
(Tabla 3). Estos experimentos también se hacen al menos tres veces por triplicado.

En ambas condiciones de crecimiento, en medio minimo o arroz, la viabilidad de los
conidios del transformante es 1gual que en la cepa silvestre C4.

[Las cepas transformadas de Metarhizium anisopliae As CIE1 pueden ser propagadas en
fase sélida (cajas de medio minimo) para la obtencion y mantenimiento de los indculos
(Tabla 1, Figuras 2 y 3) para su posterior propagacion masiva semi-industrial € industral en
fase sélida (arroz) (Tabla 2, Figuras 4 y 5).

La cepa transformada obtenida denominada C4p375 con numero de acceso CECT20777

puede ser producida a nivel semi-industrial e industrial en la fabricacién de una
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(Phyllophaga sp), entre otras, susceptibles al ataque de Metarhizium. e

Dentro de la transformante, la produccion del RNA complementario del gen CIEl
Metarhizium anisopliae a partir de la construccion antisentido del gen CIE1, reduce los
niveles de expresion del RNA mensajero de CIE]l ya que es capaz de alinearse con ¢€l,
debido a que contiene la secuencia complementaria. De esta manera se bloquea su
traduccidn y/o se estimula su degradacion, dando como resultado final que, en comparacion
con la cepa silvestre, la transformante de Metarhizium anisopliae produce mayor numero
de conidios, alrededor de 3-23 veces mas conidios por placa o en arroz como se describe
detalladamente en el ejemplo 5, lo cual redunda en un mayor rendimiento de produccion
masiva de conidios, por lo tanto bajard los costos de produccion de este controlador
bioldgico en la fabricacion de una composicion para el control de plagas agricolas tales
como el complejo gallina ciega (Phyllophaga sp), palomilla dorso de diamante (Plutella
xylostella) langosta (Locusta migratoria) (Schistocerca gregaria), entre otras, susceptibles
al ataque de Metarhizium.

El RNA complementario del gen CIE1 de Metarhizium anisopliae sera producido en todas
las etapas del ciclo de vida del hongo debido al promotor fuerte constitutivo que lo controla,
el promotor gpdA (St. Leger et al 1996), manteniendo bajos los niveles del RNA mensajero
CIE1 provocando una produccion alrededor de 3-23 veces mas conidios por placa o en
arroz en un tiempo de incubacion de 5-8 dias.

En los métodos de la presente invencion en la Etapa (a); el gen CIE1 de Merarhizium
anisopliae, expresandose en direccion antisentido a partir de un promotor funcional como
el promotor del gen gpdA (p gpdA) produce el RNA complementario de CIEL en
Metarhizium, se puede introducir en el genoma de Metarhizium anisopliae de manera
directa mediante un plasmido empleando como marcadores de seleccion los genes de
resistencia a los fungicidas: carboxina, gen Cbx" proveniente del hongo Ustilago maydis
descrito por (Keon et al. 1991); benomyl, gen Bml de Neurospora crassa utilizado
previamente en Metarhizium (Bogo et al. 1996); higromicina, gen Hyg previamente
empleado en Ustilago maydis (Wang et al. 1988); y glufosinato, gen bar previamente

empleado en Metarhizium (Inglis et al. 2000) para la seleccion de las transtormantes.
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Tal y como ya se mencion6 en la Etapa (a), la presente invenciof UyTR4%inei e

anisopliae. Sin embargo, puede utilizarse un método indirecto mediante el ¢

Agrobacterium tumefaciens, para la introduccién de los genes en Metarhizium, como ha
sido recientemente descrito por (Fang ef al. 2006; Duarte et al. 2007; Staats et al. 2007)
para Metarhizium anisopliae.

En los métodos de la presente invencion en la etapa (a), las transformantes pueden ser
seleccionadas después de la transformacidn, usando una de las secuencias de DNA que
confieren resistencia a los fungicidas carboxina, benomyl, glufosinato o higromicina, no
obstante es posible introducir en el plasmido otro marcador de seleccion o algin otro gen
que confiera resistencia a otro fungicida o que permita la seleccion directa en Metarhizium
anisopliae.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el método de transformacion de
Metarhizium anisopliae utiliza transformacion directa, donde se incluyen entre otros, la
transformacion mediada por PEG (polietilenglicol), la electroporacidén y la biobalistica o
bombardeo.

En una modalidad de la presente invencion, el método de transformacion mediada por PEG
emplea protoplastos o blastosporas.

En una modalidad de la presente invencion, el método de biobalistica o0 bombardeo puede
emplear el bombardeo con particulas/biobalistica sobre conidios del hongo, o bien sobre
micelio, o bien sobre células osmoticamente sensibles.

En otra modalidad de la presente invencion, el método de transformacion de Merarhizium
anisopliae utiliza transformacion indirecta empleando Agrobacterium tumefaciens, se
pueden utilizar las técnicas descritas por (Fang et al. 2006; Duarte et al. 2007, Staats ef al.
2007) para Metarhizium.

En otra modalidad de la presente invencién, el método de transformacion de Metarhizium
anisopliae mediada por electroporacidn utiliza conidios intactos.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el metodo para la obtencidén de cepas
mejoradas de Metarhizium anisopliae, en su capacidad de produccion de conidios, emplea

métodos de transformacidn directa con DNA del gen CIE1 de Metarhizium.
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El método comprende transformar a Metarhizium anisopliae Wm It | N

| BE LA PROPTS
secuencia del gen CIE1 en direccion antisentido de manera estable en su @

»

transformacion con el plasmido pGG375 que contiene este ~geneletbidman.dieccion

antisentido bajo el control del promotor pgpdA y contiene también el gen bar de resistencia
a glutosinato para la seleccion de transformantes, y de este modo obtener Metarhizium
anisopliae transformada en la cual ha sido integrada la secuencia del gen CIE] en direccion
antisentido de Metarhizium, y que le permite una produccién alrededor de 3-23 veces mas
conidios por placa o en arroz.

Los plasmidos empleados para la seleccion de las transformantes de Metarhi.;jz}m
anisopliae que portan el gen CIE1 de Metarhizium, pueden contener un gen marcador
funcional en Metarnizium, o bien, dentro de las secuencias de acido nucléico empleadas, se
puede encontrar una molécula de DNA recombinante que codifica ya sea para resistencia a
antibidticos, para resistencia a un herbicida, para resistencia a un fungicida, para
complementacion de una auxotrofia, o para un gen reportero.

El pldsmido o vehiculo de la secuencia del gen CIE]1 en direccion antisentido de
Metarhizium anisopliae, puede ser una molécula de DNA que incluye un plasmido capaz de
replicarse en Escherichia coli, conteniendo un marcador de resistencia a antibioticos; una
molécula de DNA recombinante que comprende: una secuencia o secuencias promotoras
que funcionan en Metarhizium spp, para la controlar la produccion de una secuencia o mas
de RNA; secuencias estructurales de DNA que conllevan a la produccion de RNA
mensajero del gen usado como marcador de seleccion y el RNA complementario del gen
CIEl de Metarhizium, y una secuencia terminadora 3° que permite la terminacion de la
transcripeidn y la adicidon de secuencias poliadeniladas al extremo 3’ del correspondiente
RNA.

El plasmido o vehiculo de la secuencia del gen CIE1l en direccidon antisentido, también
puede ser una molécula de DNA que incluye un fragmento de DNA recombinante
constituido por: una secuencia promotora proveniente de otro organismo o del mismo
Metarhizium anisopliae que funciona en Metarhizium anisopliae para controlar la
produccion de un RNA; secuencias estructurales de DNA que conllevan a la produccién de

RNA complementario del gen CIEl de Metarhizium anisopliae; y, una secuencia 3’ de
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DNA que funciona en Metarhizium, dando lugar a la termlnach (M‘[P Ir1 7

adicion de secuencias poliadeniladas al extremo 3’ de la secuenmw
INDUSTRIAL

Las transtormantes de Metarhizium anisopliae que se obtienen con los métodos de la

presente invencién, mejoradas en su rendimiento en la produccion de conidios produciendo
alrededor de 3-23 veces mas conidios por placa o en arroz, en comparacion con el nimero
de conidios producidos por la cepa silvestre C4. Estos conidios pueden ser usados contra
insectos plaga agricolas o de importancia en la salud publica, producida por introduccion de
una o0 mas copias del gen CIEl de Metarhizium anisopliae para producir el RNA
complementario del gen CIE], integradas de manera estable en su genoma.

La transformante de Metarhizium anisopliae obtenida mediante la transformacion de
protoplastos de la cepa silvestre C4 de Metarhizium anisoplia con el plasmido pGG375
contiene en su genoma al menos una copia del gen CIE]1 en direccion antisentido y
consecuentemente produce alrededor de 3-23 veces mds conidios por placa o en arroz,
presentando conidiacion completa en un periodo de 3-8 dias de incubacion, en placa o arroz
respectivamente. El plasmido pGG375 contiene la secuencia nucleotidica del gen CIEI de
Metarhizium anisopliae en direccidn antisentido, bajo el control del promotor del gen gpdA
(p gpdA) de Aspergillus nidulans y del terminador del gen trpC (t trpC) de Aspergillus
nidulans; el gen amp de resistencia a ampicilina, como marcador de seleccion en £. coli; el
gen bar de resistencia al fungicida glufosinato, como marcador de seleccion para
Metarhizium anisopliae. Esta transformante de Metarhizium anisopliae se deposito en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia el 23 de
marzo de 2011 con nimero de acceso CECT20777 atribuido por la Autoridad Internacional
del Deposito. Los depodsitos referidos en la presente solicitud se refieren a los depositos
ante la CECT y tales depositos son mantenidos bajo los términos del Tratado de Budapest

sobre el Reconocimiento Internacional del Deposito de Microorganismos.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1
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Construccion de transformantes que expresen el gen CIE] en direccion a%tisentido,

produciendo el RNA complementario del gen CIE]. e ———————

Usando una de las posibles variantes de los métodos descritos en esta invencién, se
generaron transformantes de Metarhizium anisopliae que producen alrededor de 3-23 veces
mas conidios por placa o en arroz en un periodo de 5-8 dias de incubacion. El ensayo
consistid en la formacidon de protoplastos (Goettel et al, 1990) de C4 silvestre de
Metarhizium anisopliae; se colectd por filtracion el micelio de Metarhizium anisopliae
crecido durante 36-48 horas de incubacion en 50-100 ml de medio rico, y se suspendid en
3-8 ml de medio de digestidn (MD) el cual contenia una mezcla de quitinasas y glucanasas
al 0.05%. Se incubo 2-4 horas en agitacion de 60-100 rpm y los protoplastos se recuperaron
por filtracion y se concentraron por centrifugacion a 500-1500 rpm durante 5-15 minutos y
se suspendieron en 300-600 pl de medio de transformacion (TM) y tueron transtormados
mediante la técnica de PEG-CaCl,, empleando el plasmido pGG375 (Figura 1) el cual
contiene toda la informacion necesaria para la expresion del RNA complementario del gen
CIE1 (es decir, en direccidn antisentido) de Metarhizium en Metarhizium anisopliae.
Ademas, contiene los elementos necesarios para seleccionar a las transformantes mediante
la resistencia al fungicida glufosinato. Para ello 100-300 pl de la suspension de protoplastos
fueron mezclados con 1-50 pg del plasmido pGG375 (Figura 1). Se incubaron a 2-10 °C
durante 30-60 minutos. Se adicioné 700-800 ul de Polietilenglicol (PEG) y se incubo
durante 10-30 minutos a 18-26°C y se sembraron en placas de medio de regeneracion el
cual contiene medio selectivo (dextrosa 2%, sales, agarosa 2%, y el antibidtico glufosinato
200-600 pg/ml) adicionado de sorbitol 1Molar, incubando las placas durante 4-10 dias a

22-30 °C hasta que aparezcan colonias.

Se seleccionaron varias transformantes con el plasmido pGG375 que contienen una 0 mas
copias del gen CIE1 de Metarhizium en su genoma. Cada una de estas transtormantes y C4
silvestre de Metarhizium anisopliae fueron usadas en experimentos de evaluacion de la

conidiacion y de la viabilidad de los conidios (Figuras 2 y 3).

l~““|u=:mw Il-" |
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EJEMPLO 2

En otra de las posibles variantes de los métodos descritos en esta invencién se pueden
generar transformantes de Metarhizium anisopliae que producen alrededor de 3-26 veces
mas conidios por placa o en arroz en 5-8 dias de incubacion mediante transformacion
directa empleando el método de electroporacion de conidios o blastosporas de la cepa
silvestre C4 de Metarhiziuam anisopliae con el plasmido pGG375 que contiene la
secuencia nucleotidica del gen CIE1 en direccion antisentido de Merarhizium anisopliae
como se muestra en la Figura 1, produciendo por tanto el RNA complementario CIE].
Donde el plasmido pGG375 contiene toda la informacion necesaria para la expresion en
direccion antisentido del gen CIE1 de Metarhizium en Metarhizium anisopliae. Ademas,
contiene los elementos necesarios para seleccionar a las cepas transformantes mediante la
resistencia al fungicida glufosinato.

Transformacion por electroporacion utilizando conidios:

Una suspension de conidios a una concentracion de 1 x 10° - 1 x10° conidios/ml, se
centrifuga a 3000 rpm por 5-10 minutos. Se descarta el sobrenadante y se lavan los conidios
de la cepa C4 silvestre de Metarhizium anisopliae con sorbitol 1M dos veces. Los comdios
se resuspenden en sorbitol 1 M y se incuban en hielo (0°C). Se mezclan 5-10 ul el DNA
del plasmido pGG375 con 50-100 pl de la suspension de conidios y se transfirieren a una
cubeta de electroporacion, previamente enfriada a 0 °C. Se le aplica a la muestra un pulso
eléctrico de 600 €, por 8-16 milisegundos en un electroporador. Inmediatamente se
adiciona sorbitol 1 M y solucion de recuperacion compuesta por extracto de levadura 0.5%
y dextrosa al 1 %, incubandose por 2-4 horas a 22-30°C y agitacion constante de 60-120
rpm, para posteriormente sembrar en placas de medio selectivo (medio minimo que
contiene glufosinato).

Transformacion por electroporacion utilizando blastosporas:

Para producir las blastosporas, los conidios se sembraron en Medio Dextrosa Saboraud
liquido durante 36-60 horas a 22-30 °C en agitacion a 150-200 rpm. Las blastosporas se
recuperaron por filtracion y se lavaron con agua estéril concentrandolas por centrifugacion

a 2000-3000 rpm, contando las blastosporas en camara de Neubauer al microscopio. Y se
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transforman por electroporacion tal cual como se describié en la transformacién por

electroporacion de conidios. e —

Se recuperan los transformantes que contienen una o mas copias del gen CIE1 en direccién
antisentido en su genoma. Los transformantes y la cepa silvestre CARO4 de Metarhizium
anisopliae se pueden usar en experimentos de cuantificacién de la conidiacién y evaluacion

de la viabilidad de los conidios.

EJEMPLO 3

En otra de las posibles variantes de los métodos descritos en esta invencidon se pueden
generar transformantes de Metarhizium anisopliae que producen alrededor de 30 x10°
conidios por placa en 5-8 dias, mediante la transformacion directa empleando el método de
biobalistica 0 bombardeo de conidios de la cepa silvestre C4 de Metarhizium anisopliae
empleando particulas de Tungsteno, con el plasmido pGG375 (que contiene el gen CIE] en
direccion anfisentido) (Figura 1). Donde el plasmido pGG375, contiene toda la
informacidn necesaria para la expresion del RNA mensajero complementario del gen CIE]
de Metarhizium en Metarhizium anisopliae. Ademas, contiene los elementos necesartios
para seleccionar a las transformantes mediante la resistencia a los fungicidas: carboxina,
benomyl, glufosinato o higromicina. El ensayo consiste de los siguientes pasos: a) 200-
300 ul de la suspensidn de particulas de Tungsteno M5 (particulas de 0. 4 um de diametro
promedio) en glicerol al 50% (v/v), se suspenden en 200-300 ul de etanol absoluto, se
agitan en un agitador Vortex, para homogenizar completamente, se dejan reposar 15-20
segundos y se centrifugan a 14000 rpm por 10-25 segundos, en una microcentrifuga. El
sobrenadante se elimina cuidadosamente, posteriormente las particulas de Tungsteno se
lavan tres veces con 200-300 ul de agua estéril, agitando en el vortex, para mezclar
uniformemente las particulas y en cada ocasion centrifugando a 14000 rpm por 5-15
segundos. El sobrenadante se retira con una micropipeta y las particulas se resuspenden en
Glicerol al 50% y se almacenan a -20°C hasta su uso.

b) Para la transtormacion de la cepa C4 de Metarhizium anisopliae, se toman 50-100 pl de
las particulas de Tungsteno, previamente preparadas, y se les adiciona 3-10 pg de plasmido

a utilizar (pGG375). Se afiade CaCl, 2.5 M, se sonica la mezcla durante 3-10 segundos, y se
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agrega espermidina (.1 M, se sonica nuevamente la mezcla durantg 3-10. Segundos s semmmmmmm

centrifuga a 14000 rpm durante 10 segundos. Se elimina cuidadosamente el sobrenadante v
se lavan las particulas con 50-100 ul de etanol absoluto, se sonica nuevamente durante 3-10
segundos y nuevamente se centrifugan las particulas a 14000 rpm durante 10 segundos. Se
elimina cuidadosamente el sobrenadante y se resuspenden las particulas en 10-20 pl de
¢tanol absoluto (para homogenizar se sonica durante 3-10 segundos). Una vez preparadas
las particulas con los plasmidos, se procede a la transformacion de la cepa C4 de
Metarhizium anisopliae, en un aparato de biobalistica. Se colocan 2-5 ul de particulas
preparadas con los plasmidos en el acarreador de particulas del aparato, se cierra la cdmara
de balistica y se procede a bombardear con 60-75 unidades de presion de vacio (cm Hg) y
35-45 kilogramo fuerza por centimetro cuadrado de Helio (kgf/cm®). Se realizan dos
disparos por placa de Petri que contienen medio minimo y el inhibidor de seleccion
(carboxina, benomyl, glufosinato o higromicina) previamente inoculadas con 1 x 10°alx

10° conidios de la cepa C4 de Metarhizium anisopliae. Enseguida las placas se incuban

durante 6-14 dias a 22-30 °C.

Se seleccionan transformantes con cada uno de los plasmidos que contienen una o mas
copias del gen CIE! integrado de manera estable en su genoma. Las transtormantes y la
cepa silvestre C4 de Metarhizium anisopliae pueden ser usadas en experimentos de

cuantificacion de la conidiacion y evaluacidn de la viabilidad de los conidios producidos.

EJEMPLO 4

En otra de las posibles variantes de los métodos descritos en esta invencidon se pueden
generar transformantes de Metarhizium anisopliae que producen alrededor de 3-23 veces
mas conidios por placa o en arroz en 5-8 dias de incubacion, ntroduciendo el gen CIE]
mediante un método indirecto empleando Agrobacterium tumefaciens, usando las técnicas
descritas por (Fang er al. 2006; Duarte et al. 2007, Staats et al. 2007) para Metarhizum.
Para la utilizacidon de este método es necesario construir un plasmido que sea funcional en
Agrobacterium tumefaciens y que porte la secuencia nucleotidica del gen CIEL. Uno de los

posibles plasmidos a emplear puede ser el plasmido binario pFBENGFP descrito por (Fang
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et al. 2006), y a partir del plasmido pGG375, transferir el gen CIEf"Mb fesar

pFBENGEFP vy realizar la transformacion de Metarhizium amsopl:ae medmnt

Agrobacterium tumefaciens como sigue; Agrobacterium prewamente transtforma

plasmido binario que acarrea dentro de la region del T-DNA al gen CIE1 en direccion
antisentido bajo el control de un promotor fuerte constitutivo como el promotor del gen
gpdA, y un gen de resistencia a carboxina, benomyl, glufosinato o higromicina, se crece en
caldo Luria Bertani (LB) con Kanamicina hasta alcanzar una densidad Optica a 660 nm
(D.O. ¢0) de 0,6 y se diluye 4 veces con medio de induccion adicionado de acetosiringona
(IMAS). Se incuba 3-4 horas en agitacion constante. Por otra parte se preparan cé€lulas de
Metarhizium anisopliae (conidios o blastosporas) a una concentracion de 1-5%10°
células/ml, se centrifugan a 5000 rpm 5 min, y a la pastilla se le adiciona Agrobacterium
tumefaciens previamente inducidas. Se mezclan y después se esparcen sobre celofan
depositado sobre placas Petri conteniendo medio IMAS. Después de 2 dias de cultivo a 22-
30 °C, el celofan con las células se transfieren a medio M-100 fresco con cefotaxima u otro
inhibidor para Agrobacterium tumefaciens y el antibidtico para seleccionar los
transformantes de Metarhizium anisopliae (carboxina, benomyl,  glufosinato o
higromicina). Después de un dia de incubacidn, se transfirieron a nuevas placas del mismo
medio y se volvieron a incubar. A los 3 dias de incubacion a 22-30°C se recogieron las
transformantes sembrandolas en medio selectivo. Estas transformantes pueden ser usadas

en experimentos de evaluacion de la conidiacidn.

EJEMPLO 5
COMPROBACION DEL AUMENTO EN LA CONIDIACION EN LAS
TRANSFORMANTES DE Metarhizium anisopliae

Para analizar el efecto de la expresion del RNAm complementario del gen CIE] en la
produccion de conidios, tanto la cepa silvestre C4 y las transformantes de Merarhizium
anisopliae generadas por los métodos previamente mencionados, se¢ inoculan en placas
Petr1 con medio minimo (MM) constituido por sal nitrogenada, glucosa y oligoelementos.

Se inoculan 500 conidios por caja Petri. Las cajas Petri se incuban entre 22-30 °C durante
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5-8 dias, hasta conidiacion completa, el ensayo de conidiacion se hace por triplicado (Tabla

1, Figuras 2 y 3). La producciéon de conidios también se cuantifica en arroz en las

condiciones empleadas en la produccién del hongo a escala semi-industrial para su
aplicacidén en campo como biopesticida. Para ello se siembran 1 x10° a 1 x 107 conidios en
100-300 g de arroz esterilizado en bolsas de polipapel a 1.5 Kg/cm* de presion y 120 °C
durante 20 min. Se incuban entre 22-30 °C durante 5-15 dias, hasta conidiacidon completa.
El ensayo se hace por triplhicado (Tabla 2, Figuras 4 y 5). Para la cuantificacion, los
conidios se colectan suspendiéndolos en una solucion con detergente al 0.01-0.001 %
(peso/volumen) y se cuentan al microscopio en una camara de Neubauer. Los datos de
conidiacion en caja de Petri con medio minimo y los datos de conidiacion obtenidos en
arroz se sometieron a analisis estadistico aplicando el Método Lineal General Anova
Factorial. Los resultados indican que en ambos casos, la diferencia de conidiacidon de la
cepa C4p375 respecto de la cepa silvestre C4, es estadisticamente significativa, con un
valor de P menor a 0.025.

En seguida se procede a la cuantificacion de la viabilidad de los conidios, mediante la
capacidad de germinar en MM; para ello se siembran 200-400 conidios por placa de Petri
con MM, se incuban a 22-30 °C durante 16 horas en total, contando el nimero de
germinulas al microscopio a las 8 horas y después cada dos horas. Se cuantifican el numero
de germinulas y de conidios intactos en al menos 100 células totales de cada réplica. Los
experimentos se realizan al menos tres veces por triplicado de manera independiente
(Figura 6). La viabilidad de los conidios también se cuantifica mediante la capacidad de
germinar y formar colonias sembrando 200-400 conidios por placa de MM, incubando por
48-72 horas a 22-30 °C contando el nimero de colonias (Tabla 3). Estos experimentos
también se hacen al menos tres veces por triplicado.

Posteriormente se evalia su virulencia mediante ensayos biolégicos realizados como se
describe en Morales Hernandez er al, 2010, utilizando como 1nsecto de prueba larvas del
tercer instar de Plutella xylostella, las cuales se inoculan con conidios de la cepa silvestre
C4 o conidios de la cepa transformante C4p379, se incuban durante 5-10 dias a temperatura
ambiente proporcionandoles como alimento hojas de brocoli, cuantificando al final de la

incubacion el nimero de larvas muertas por la infeccion del hongo (micosis). En estos
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ensayos se inoculan 160 larvas con cada dosis de conidios de cge,ﬁ?(:E 0!

tratamientos se observo la misma dosis letal media (DLsg) de 1.2 x10’ conidios/m] para la

cepa C4p375 y la cepa silvestre C4 en el insecto de prueba Plut;}};ﬁxylosrella? indicando
que ambas cepas, por separado, matan con la misma eficiencia al insecto blanco. En la
Figura 7 se observa la larva sana. En las Figuras 8 y 9 se observa el aspecto de larvas
infectadas y muertas por Metarhizium anisopliae cepas C4 y C4p375, respectivamente, el
cual es muy similar entre ellos. '

Estos resultados en conjunto, indican que la expresion del RNA complementario de CIE]
provoca mayor produccion de conidios y no afecta la viabilidad del hongo ni su virulencia
en el insecto.

En las Tablas 1 y 2 se muestran los resultados de conidiacion y la viabilidad de los conidios
producidos por la cepa silvestre C4 de Metarhizium anisopliae y la transformante C4p373
con numero de acceso CECT20777 (transformada con el plasmido pGG375 que contiene el
gen CIE1 de Metarhizium anisopliae en direccidon antisentido). La produccion de conidios
de la transformante es de 30 x10° conidios por placa, o 12 x10 ' conidios producidos en
arroz, en 5-8 dias de incubacidn, siendo 3-23 veces la conidiacion observada en la cepa
silvestre C4 y que las reportadas para algunas cepas nativas por Sun ef a/, 2002. Ademas, la
viabilidad de los conidios de la transformante es similar al de la cepa parental o tipo
silvestre C4 de la cual proviene C4p375, y ambas cepas germinan al mismo tiempo (ver
Figura 6), demostrando que la expresion del RNAm complementario al mensajero de CIE]
de M. anisopliae en el propio Metarhizium anisopliae solo afecta favorablemente la

eficiencia de conidiacion y no cambia otro aspecto del microorganismo.



Cepa ~ Conidios producidos ~ Tiempo de incubacién

x 10° (dias)

Silvestre C4 162(+0.02) 10
Transformante C4p375 36.9(+ 0.08) 5
No. de acceso CECT20777

o (i 03)* o .

.......................................................

(Saboraud Dextrosa Agar suplementado con extracto de levadura), datos reportados por Sun et al, 2002.

TABLA 2. Produccién masiva de conidios de Metarhizium anisopliae en arroz.

......................................................................................................

Cepa Conidios producidos  (dias)
x 10"
Silvestre C4 ? 4.6 (+0.04) 12
Transtormante C4p375 : 12.6 (+ 0.2) 8

No. de acceso CECT20777
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TABLA 3. Viabilidad de los conidios de Metarhizium anisomm

capacidad de germinar y formar colonia en Medio Minimo.

Cepa : Unidades formadoras de
" colonia UFC (%) 2
Silvestre C4 100
Transformante C4p375 100
No. de acceso CECT20777

numero de colonias. Donde UFC= (numero de colonias /numero de conidios sembrados) (100).
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. Una cepa de Metarnizium anisopliae, caracterizada porque comprende el plasmido

integrativo pGG375 que contiene el gen CIEl de Metarhizium anisopliae en
direccion antisentido, produciendo el RNA en direccion antisentido bajo el control
del promotor pgpdA y contiene también el gen bar de resistencia a glufosinato cuya
secuencia nucleotidica esta representada por la SEQ ID No.1 del listado de secuencia,

depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el numero de

deposito CECT 20777.

. La cepa descrita en la reivindicacion 1, caracterizada porque produce de 3 a 23 veces

mas conidios que la cepa silvestre C4 de Metarhizium anisopliae en un tiempo de

incubacion de 5-8 dias debido a la expresion del gen CIE] en direccidn antisentido.

. La cepa descrita en las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque crece € infecta a

sus insectos hospederos igual que la cepa silvestre de Metarhizium anisopliae.

. La cepa descrita en la reivindicacion 1, caracterizada porque es propagada en fase

solida para su propagacion masiva semi-industrial e industrial.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere al método de obtencion de transformantes de
Metarhizium anisopliae, mejoradas en su capacidad de conidiacidn masiva con una
produccion de 3-23 veces mayor de conidios en placa o en arroz, en 5-8 dias de
incubacion para ser usadas como agentes de control biolégico de insectos plaga en la
agricultura y de importancia en salud publica, por medio de técnicas de Ingenieria
Genética; las cuales son capaces de disminuir o abolir el RNA mensajero del gen CIEI
dando como consecuencia un mayor rendimiento en la produccidon de conidios en un
tiempo corto de incubacion de 5-8 dias. Estas técnicas permiten la modificacion de
cualquier cepa perteneciente al género Metarhizium, mediante transformacion geneética
para bloquear la expresion del gen CIEl. El método de transformacion implica la
introduccion del gen CIE1 en direccion antisentido de Metarhizium anisopliae, bajo el
control de los elementos adecuados de regulacion de la expresion, en una o mas copias
integradas de manera estable en su genoma. La cantidad de conidios producidos es mayor

en las transformantes en comparacion con la cepa silvestre utilizada como receptor de la

informacion genética.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere al método de obtencion de transformantes de
Metarhizium anisopliae, mejoradas en su capacidad de conidiacion masiva con una

produccion de 3-23 veces mayor de conidios en placa o en arroz, en 5-8 dias de

Incubacion para ser usadas como agentes de control biologico de insectos plaga en la
agricultura y de importancia en salud publica, por medio de técnicas de Ingenieria
Genetica; las cuales son capaces de disminuir o abolir el RNA mensajero del gen CIE1
dando como consecuencia un mayor rendimiento en la producciéon de conidios en un
tiempo corto de incubacion de 53-8 dias. Estas técnicas permiten la modificacion de
cualquier cepa perteneciente al género Metarhizium, mediante transformacion geneética
para bloquear la expresion del gen CIE1. El método de transformacidén implica la
introduccidn del gen CIEL en direccion antisentido de Metarhizium anisopliae, bajo el
control de los elementos adecuados de regulacidon de la expresion, en una o mas copias
integradas de manera estable en su genoma. La cantidad de conidios producidos es
mayor en las transformantes en comparacion con la cepa silvestre utilizada como

receptor de la informacion genética.
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Listado de Secuencias

<110> Universidad de Guanajuato
Universidad de Guanajuato
Torres Guzman, Juan Carios
Gonzalez Hernandez, Gloria Angelica
Salazar Solis, Eduardo
Salas, Manuel Dario
Ortiz Meza, Alfonso
Garcia Tapia, Adriana

Lopez Macias, Paola lvonne

<120> Metodo para aumentar la produccion masiva de conidos del

entomopatogeno Metarhizium anisopliae

<130> no aplica

<140> no aplica

<141> 2013-01-13

<160> 1

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 3004
<212> DNA

<213> Metarhizium anisopliae
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35
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<220>
<221> exon

<222> (941)..(994)

<220>
<221> exon

<222> (1098)..(1238)

<220>
<221> exon

<222> (1292)..(1699)
<300>

<308> FN666606
<309> 2012-05-31

<313> (941)..(1699)

<400> 1

gcatgtcgac tggcttcagce tccggatggt acgacagacc aacatgatcg agcagaagga 60

tggaatcagg ccgagagaca ttgctggeat cggecacgta tcgagecaac geeetgegea 120

atcggcgaac tgcagttgcet gecatgttee ctecceccgat ccacactgat tgetecgecac 180

catgattigt gattcggtag ttgcttaact gcattcgett gcaacttggt tagatcgece 240

tgcgattcgt ttttcggecc aagtctcaga tgtggaccag caattggtge cagctactac 300




60

65

70

75

80

85

caatttggca atgcccactc cegetteteg atcgteatgt ttetcegtag cccacgaaga 360

tctggcatcg tgtattacce atcacaattc catgecgtcg agaagaatge ccaagectaa 420

CCCaacgccg ccttagatag gegaattage aatgtctctc cccaacatgt cceegtttct 480

ggcactgttg tggttgcgta acgcagtgac tatactccgt ggttcaattc ctgtgtcage 540

tgccgegata cacaccegggce ctgecgteat tetggatcgg acaccaagga ggtttccgca 600

cttgaatcta gtattcttcc ccatecgteg accgecttge caagectgag gtcattccac 660

ttgacttgac aagcttgggt ttcacctacg gaccaagccc tccgegagtt cgtggtggat 720

cctcgetega cgttgtgaga tgtaacacag cccecgaccte tgteatcact tggacaagtc 780

ggcacatggc tctaagacgg tctcaagagg ctatatttge gttccagtga gtattagect 840

tagtattaaa ctagtgcctc tgtcaccccg ggetcccaac ttgaattget cgatgttget 900

tctctttcac aacccttctg caacttcaca tcattccaag atg gec tca cat gtc 955

Met Ala Ser His Val

1 5

gac ctc gtc atg aat ccc tgg gaa gec aaa get cte gat gtaaataaca 1004
Asp Leu Val Met Asn Pro Trp Glu Ala Lys Ala Leu Asp

10 15

aaccctcatc tteectgtgg ctggcagegt tgatgetcta cgatgettgt tgecgagtge 1064




90

95

100

105

110

115

ataattagtt tgctaacaat gatttcgtca tag tac cat tat ccagccgaaaca 1118
Tyr His Tyr Pro Ala Glu Thr

20 25

ttg cct tct gct aca ggg agg cca tccagt gtt tctagaggececcatgg 1166

Leu Pro Ser Ala Thr Gly Arg Pro Ser Ser Val Ser Arg Gly Pro Trp

30 35 40

cag gcc atg tca aat tcc gtt ttc tat cccggectgtattcagecaacg 1214
Gln Ala Met Ser Asn Ser Val Phe Tyr Pro Gly Leu Tyr Ser Ala Thr

45 50 55

ggc ttc gat atc atg ggc ata ttg gtaggattct tctcgaagat ttcgtgacca 1268
Gly Phe Asp lle Met Gly lle Leu

60 65

agtcgttact gacccagcct tag atg agt cta agg gcec cga ccgaac ccacaa 1321
Met Ser Leu Arg Ala Arg Pro Asn Pro Gin

70 75

gtt gaa att ggg aag ctc gac tgc tce gtg get ctc gtgctctgtaac 1365
Val Glu ile Gly Lys Leu Asp Cys Ser Val Ala Leu Val Leu Cys Asn

80 85 90

ctt gaa gag cct gac gac cct ata gtg tac gca tcg gat gca ttc igt 1417
Leu Glu Glu Pro Asp Asp Pro lle Val Tyr Ala Ser Asp Ala Phe Cys

95 100 105




120

125

130

135

140

145

gCC Ctc acc ggc tat tca caa gca gag gtc atc ggc aaa aattgccga 1465
Ala Leu Thr Gly Tyr Ser GIn Ala Glu Val lle Gly Lys Asn Cys Arg

110 115 120

{tC Ctc caa cag cca cac cct agc tca tgg gac atg tct aag agcaag 1513
Phe Leu GIn GIn Pro His Pro Ser Ser Trp Asp Met Ser Lys Ser Lys

125 130 135

CCC aag cac gac aag cac gca gec tca aaa atgcgg cacgeacttcaa 1561
Pro Lys His Asp Lys His Ala Ala Ser Lys Met Arg His Ala Leu GIn

140 145 150 155

gCC gaa cag gag atc cag cta cgc gtt ata aac tat cga aaagatggt 1609
Ala Glu Gln Glu lle GIn Leu Arg Val lle Asn Tyr Arg Lys Asp Gly

160 165 170

Cgc cga ttc atc aat cgc gtc agt att gta ccg gtg acattaaatggt 1657
Arg Arg Phe lle Asn Arg Val Ser lle Val Pro Val Thr Leu Asn Gly

175 180 185
tct ggc tac cgc tat get gtt ggg tta ctg aac gat gat tca 1699

Ser Gly Tyr Arg Tyr Ala Val Gly Leu Leu Asn Asp Asp Ser

190 195 200

tagccctaag atggatcaca gaaatatcge tgactggttg acgtgggcete tgtagagegg 1759

ccacgtcaca aaatcatcac agcatcttgc aaatagacgce tgagccatta gccaacacca 1819

tgcactgatg gtgttccaat tgctagattg gaactgageg gaacttectg ttatctccta 1879




tgtcgtattt ggeggecgat atgaaatggg gtgggatagg gegecaacge cteggatggg 193‘3I mIm!
m
NDUSTRIAL

catigtcaac tcgacagttg cacaatccct tatttcaatt gccataacac aatagttgga 1999 -

150

gaaaggctcg tagttttegt tcageatgtg tgtagetggg attatgatca ttgtttggag 2059

dalagCgacg gaacatagecg aaataatgat gatagattac cttttataag cgatttgata 2119

155  agccttttct tctttaactt getecttgtg ttattttgac atacaaatct agettccaaa 2179

ggcgggctag cticgtagtc gtaataattt aactacggga taacagactg tcaggcetttt 2239

ctcatgcatt tctcaatgag atatcgtatc tgetttcagg gecatacctcg acgaaatggt 2299

160

caacctggta gagcaagaag ttagagatac agcgagcagt ccagattctt gtcatagtaa 2359

gcgaaaggtg tctaagtatt gtcaaagaga agtggcccca tgctectage gtattatgag 2419

165  gcatgatata ccatgaatag caatacattt aattcaattc cgtagtcgag tcgaacgece 2479

tctccctgaa gecgaaaccag getctggett aaccacaccc tettecttet ttacactcta 2539

gtcttctgtt cttagtgaac ggctecgecac cctecaactcc atcctgttca agettetttt 2599
170

tgcggggtct tetgtacttt tggegcatag cagetegtec ggecaccaac cgtaataaac 2659

gccaattcte gecatgggta gtttactgga cgatcccttg cctectttec ccageggtga 2719
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Caaacatatc gaatgcttcg tatagcettct tgatttcage gtcgectaaag ctatcgetgt 2839

actgttccgg gtgaagctta agcttggtaa ggagtctcgt cggccaccca gttgecgatg 2899
180

ccactgatca tggcttggtc taacaggaga getttaactg ggacatgacg ggectgeate 2959

ttgccacgca agtactcttc agtgaatcta tcagtatcaa tgacc 3004
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