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Andlisisy aplicaciones de la tipificacion molecular del genoma mitocondrial

de Beauveria bassiana
Analysis and applications of the molecular typification of the mitochondrial genome of Beauveria bassiana

DANIEL URIBE*!?y GEORGE KHACHATOURIANS

Resumen: Beauveria bassiana es uno de | os hongos entomopatégenos méas ampliamente usados anivel mundial parael
control de plagas en €l sector agricola. Su importancia desde €l punto de vista comercial ha planteado |a necesidad de
desarrollar estrategias de caracterizacion molecular, con €l objeto de realizar seguimiento de las cepas en campo y
eventualmentelograr laproteccion de aquellas comercial mente importantes. EI genomamitocondrial esunaherramienta
gue se presta para la caracterizacion taxonémica, la realizacion de estudios filogenéticos y la identificacion de cepas a
nivel molecular, ya que es una molécula haploide, de rapida evolucion, y con similitud funcional en diferentes niveles
taxondmicos. En este trabajo se evalué la diversidad de DNA mitocondrial en 20 cepas del hongo entomopatdgeno B.
bassiana. Esta caracterizacion se realizé mediante €l uso de la técnica de RFLP empleando €l DNA total de la cepade
referencia GK 2016 digerido con laenzimaderestriccion Hpa Il como sonda. Se encontré unagran diversidad representada
por la presencia de 10 mito-tipos dentro de la muestra estudiada. No se encontré relacion especifica entre patrones de
mito-tipificacion y €l origen geogréfico o de hospedero. Asi mismo se realizé un andlisis filogenético de diferentes
especi es de hongos filamentosos i ncluyendo algunos entomopatdgenos empleando €l gen que codificaparael fragmento
16s srRNA de origen mitocondrial. El andlisis de estos resultados y nuestra interpretacion de las implicaciones en la
investigacion de B. bassiana seran discutidos.

Palabr as clave: Hongos entomopatdgenos. Mitocondria. RFLP. Caracterizacion molecular.

Abstract: Beauveria bassiana is one of the entomopathogenic fungi most widely used world wide for the control of
insect pests in the agricultural sector. Its importance from the commercia point of view has lead to the necessity to
develop strategies of molecular characterization, with the aim of following the fate of strainsin the field and eventually
protecting thosethat are most commercially important. The mitochondrial genomeisatool that isappropriate for taxonomic
characterization, the development of phylogenetic studies and the characterization of strains at the molecular level
because it is a haploid molecule, fast evolving and with functional similarity at different taxonomic levels. In thiswork
the mitochondrial DNA diversity of 20 strains of the entomopathogenic fungi B. bassiana were evaluated. This
characterization was done by using the RFL P technique with the total mitochondrial DNA of the standard strain GK 2016
digested with the restriction enzyme Hpa |l as a probe. A great diversity was found, represented by the presence of 10
mito-types within the sample studied. No specific relationship was found between the patterns of mito-typification and
either the geographic origin or the host. Similarly a phylogenetic analysis was conducted on several filamentous fungi
species including some entomopathogenic fungi using the mitochondrial gene 16s sTRNA. The analysis of these results
and our interpretation of the implications for research on B. bassiana are discussed.

K ey words: Entomopathogenic fungi. Mitochondria. RFLP. Molecular characterization.

Introduccién

Las moléculas de ADN mitocondrial (ADN mt) son genomas
relativamente pequefios que coevolucionan a su propia taza
evolutiva en relacién con genoma nuclear de los organismos
enloscualesellosestan alojados. Particularmente en animales
y hongos dichos genomas evolucionan mas rapidamente que
su contrapartedeADN nuclear (Kouveliset al. 2004). EIADN
mt es ampliamente empleado para la determinacién de
relaciones taxonémicas y filogenéticas entre los grupos de
organismos eucarioéticos que poseen dicho organelo. Las
razones parasu popularidad reside en caracteristicasintrinsecas
de esta molécula tales como su reducido tamafio, la alta tasa
evolutiva, la falta de bases metiladas, el alto contenido de
residuos adenina-timina (AT) y € hecho de ser una molécula
haploide donde la mayoria de los alelos poseen la misma
funcion e inclusive poseen regiones universalmente
conservadas (Burns et al. 1991). Dentro del genoma

mitocondrial las secuencias de ARN ribosomal (ARNr) han
sido empleadas como herramienta molecular paraidentificar
relacionesfilogenéticos adiferentes nivelestaxondmicos (Hillis
et al. 1996).

El genoma mitocondrial en hongos filamentosos es
usual mente unamoléculacircular deADN, detamafio variable
gue oscilaentre 18,9 kpb en Torulopsisglabatray 176 Kpb en
Agaricus bitorquis (Quel) (Taylor 1986). A pesar de las
diferencias en tamafios, todos los genomas mitocondriales
perteneci entes a hongos examinados hasta la fecha poseen un
numero similar de genes, incluyendo una serie de genes de
ARNr, 23-26 ARN de transferencia (ARNt) y varios genes
codificantes de proteinas (Khachatourians y Uribe 2004). La
diferenciaen tamafio en relacion con los genomas méas grandes
esté determinada principa mente por intronesy regionesricas
enA-T (Cummings et al. 1990).

En los hongos entomopatégenos (HE) el genoma
mitocondrial delos organismos donde dichamoléculahasido
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estudiada es relativamente pequefio (Khachatouriansy Uribe
2004). Los tamarios oscilan entre 24,5 kpb en Lecanicillium
muscarium (Petch) (Sinénimo Verticilliumlecanii) (Kouvelis
et al. 2004) y 32 kpb en Metarhiziumani sopliae (M etschnikoff)
(Mavridouy Typas 1998), pasando por 28,5 kpb en Beauveria
bassiana (Balsamo) (Pfeifer et al. 1993). Su reducido tamafio
sugiere mol écul as con pocas secuenciasintergenéticas redun-
dantes, asi como pocafrecuenciade secuenciastipo intronesy
por ende poca variabilidad genética a nivel intraespecifico
(Khachatourians y Uribe 2004; Kouvelis et al. 2004). Sin
embargo, a pesar del reducido tamafio de los genomas
mitocondriales en los HE, Mavridou y Typas (1998)
demostraron un alto grado de variabilidad genética asociada
al genomamitocondrial de M. anisopliae. En su trabajo estos
investigadores encontraron 16 patrones de RFLP mito-
condrial, luego de analizar 25 cepas de M. anisopliae
obtenidas de 15 paises, demostrando asi un alto grado de
variabilidad genéticaasociadaa genomamitocondrial de este
HE. Asi mismo, Kouveliset al. (1999) identificaron unaalta
variabilidad genética presente en el genoma del HE L.
muscarium al encontrar 17 mitotipos diferentes luego de
analizar 51 cepas.

Beauveria bassiana es uno delos hongos entomopatdgenos
mas ampliamente usados a nivel mundia en €l control de
insectos plaga en laindustria agricolay forestal (Ingliset al.
2001). Larazdn paraestapreferenciareside en suamplio rango
de accién correspondiente acercade 750 especies deinsectos,
el alto grado de conocimiento a nivel molecular de la
interaccion hospedero-patégenoy el desarrollo del sistemade
produccién de este hongo (Feng et al. 1994; Ingliset al. 2001;
Khachatourianset al. 2002). El éxito comercial deB. bassiana
hallevado alanecesidad dedesarrollar sistemasdetipificacion
molecular, no Unicamente con €l objeto de proteger algunas
cepas deinterés comercial, sino paralograr €l seguimiento de
las mismas en campo con &l objeto de entender su capacidad
deresidualidad, asi como laestructurapoblacional del genero
anivel molecular (Gaitan et al. 2002; Padmavathi et al . 2003;
Wang et al. 2003). Diferentes aproximaciones se han llevado
a cabo para la deteccion de polimorfismos genéticos en B.
bassiana, entre las técnicas mas sobresalientes se pueden
mencionar lade RFLP (Kosir et al. 1991; Maurer et al. 1997;
Coateset al. 2001), polimorfismos asociadosalaconformacion
de cadenasencilla(Hegedusy Khachatourians 1996), andlisis
telomérico (Couteaudier y Viaud 1997; Padmavathi et al. 2003)
e inclusive combinacion de técnicas como PCR anidado del
gen de la Prl, marcadores de microsatélites y andlisis de 28s
rADN (Wang et al. 2003). Estos andlisis han proporcionado
una mejor comprension de la taxonomia y la tipificacion
molecular de la especie, sin embargo, estas aproximaciones
no incluyen el andlisis de ADN mt, el cual, como bien se
menciond antes, es una molécula altamente informativa para
estetipo deandlisis.

El DNA mitocondrial de B. bassiana ha sido caracterizado
con respecto alos rasgos fisico-quimicos més rel evantes, tales
como densidad boyante, temperatura de fusion, contenido de
G+C, mapa genémico y secuencia de aproximadamente 60%
del genoma (Pfeifer y Khachatourians 1989; Hegeduset al. 1991;
Pfeifer et al. 1993; Hegedus et al. 1998). El andlisis de
polimorfismos del DNA mt de B. bassiana, fue abordado por
primera vez por Hegedus y Khachatourians (1993). En dicho
estudio fueron empleadas 15 cepas principalmente de norte
América, mostrando Unicamente dos genotipos mitocondriales,
lo cual sugiri6 un genomaaltamente conservado en relacién con

otrosHE como M. anisopliaey L. muscarium (Mavridouy Typas
1998; Kouveliset al. 1999).

En este estudio se pretende evaluar nuevamente el
polimorfismo deADN mt de B. bassiana. Paratal fin seempled
la técnica de RFLP en 18 aislamientos de la especie
pertenecientes a cuatro continentes. Digestiones simples y
dobles del ADN total de cada cepa se confrontaron contra el
ADN mt total de la cepa GK2016 empleada como sonda. Asi
mismo, se presenta un andlisis filogenético de la especie
empleando secuencias de 16sRNA del ADN mt, conlo cual se
busca establecer relaciones de los hongos entomopatégenos
con otro grupo de hongos filamentosos.

Materialesy M étodos

Hongos entomopatogenos. Veinticinco aislamientos
identificados como B. bassiana, B. amorpha (Hohn), B. nivea
(Syn Tolypoladiuminflatum (W. Gams), B. cylindrospora (Syn.
Tolypocladium cylindrospurum (W. Gams), Beauveria spp, P.
farinosus (Holmsk) y M. anisopliae fueron estudiados; sus
insectos hospederosy origenes geogréficos estan descritos en
laTabla 1. Loshongosfueron propagados en medio Sabouraud-
Dextrosa incubados por 72 horas a 27°C y 150 rpm, y
almacenadosen glicerol al 12,5% de acuerdo a procedimiento
de Pfeifer y Khachatourians (1989).

Sondas de ADNmt. Las sondas de ADN mt usadas en este
estudio fueron el fragmento BbmtE2 descrito por Hegedus y
Khachatourians (1993), €l cual contiene el gen NAD1 vy €
extremo 5’ del gen ATP6. Este fragmento fue obtenido apartir
de ADN mt de la cepa de B. bassiana GK2016 (Hegedus y
Khachatourians 1993; Pfeifer et al. 1993). Asi mismo el ADN
mt completo delamismacepafueaislado usando latécnicade
gradiente de CsCl-bis-benzimida descrita por Pfeifer y
Khachatourians (1989). Una vez obtenido el genoma
mitocondrial éste fue digerido con la enzima de restriccion
Hpa Il para posteriormente ser marcado y empleado como
sonda.

Preparaciéon del ADN mt. El andlisis de RFLP paraestudiar
los polimorfismos del DNA mt de B. bassiana, se realiz6
empleando ADN total de cadaunadelascepasaanadizar. Dicho
ADN fue aislado siguiendo la técnica de micdlio liofilizado
descritapor Pfeifer y Khachatourians (1989). Lastécnicas de
aislamiento de plasmidos, digestion enzimética de ADN,
hibridizacion, transferenciay revelado, asi comolaelaboracion
de soluciones tampon fueron realizados de acuerdo con los
protocol os esténdar descritos por Sambrook y Russell (2001).

A continuaci 6n se describen brevementelos procedi mientos
asociados a la preparacion DNA mt, para llevar a cabo los
andlisis de polimorfismos. Entre siete y diez microgramos de
ADN genomico total aislado de cada aislamiento fiingico
fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoR |.
Adicionalmente, el ADN fue sometido a digestion doble
empleando las enzimas EcoR |- Hind 111 y EcoR | — Bgl Il
cuando pBbmtE2 y ADN mt total respectivamente, fueron
usados como sonda. El ADN fue separado €l ectroforéticamente
en geles de agarosa-TBE (0,09 M Tris-HCI, 0,09 M &cido
borico, 0,02 M EDTA) a 0,8% (peso/val). Posteriormente el
ADN fue transferido a membranas de nylon Hybond-N
(Amersham PharmaciaBiotech, Buckinghamshire, Inglaterra)
por el método de transferencia por capilaridad (Sambrook y
Russell 2001).
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Andlisis de polimorfismos mitocondriales por RFLP. Las
membranas de nylon con el ADN total fueron hibridizadas a
52°C con sondas no radioactivas marcadas con digoxigenina
por la técnica de incorporacion de nuclettidos modificados
por iniciadores aleatorios (“random primers’), de acuerdo al
manual de instrucciones del productor (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim 1999). Las condiciones de
astringencia durante el procedimiento de lavado consistieron
en dos lavados durante 30 min. cada uno 0,5x SSC (20X SSC
es175,3 gdecloruro desodioy 88,2 g de citrato de sodio por
litro) y 0,5% de sodio dodecil sulfato a 52°C luego de dos
lavados previamente realizados a 2xSSC, 0,1% SDS a 25°C
en agitacion constante, siguiendo lasindicacionesdel productor
del kit de marcacion y deteccion.

La capacidad de las bandas de ADN para hibridizar con
las sondas mitocondriales fueron registradas con caracteres
binarios donde 1 = presenciay 0 = ausencia de hibridizacion.
Las relaciones filogenéticas entre los polimorfismos mito-
condrial es obtenidos fueron estimadas usando €l método dela
parsimoniade Wagner luego de 1000 reorgani zaci ones usando
la opcion “bootstrap” con e programa PHY LIP (Felsenstein
1989).

Analisis filogenético empleando secuencias de ADN mt
16sRNA. Un arbol filogenético basado en las secuencias
génicas mitocondriales de 16sRNA provenientes de trece
hongos filamentosos fue construido usando 743 nucledtidos
no ambiguamente aineados. Estas secuenciasfueron sometidas
al andlisis de “neighborhood-joining” usando €l programa
CLUSTAL W (Higgingset al. 1994), luego de 1.000 pasos de
reorgani zaciones usando la opcién “bootstrap”.

Resultados

Andlisis de genotipos mitocondriales empleando la sonda
BbmtE2. Serealizaron tres aproximaciones para caracterizar
los patrones de RFLP obtenidos al analizar el ADN mt de B.
bassiana. Laprimeraconsistio en €l aislamiento del ADN total
de 18 cepasdelaespecie. El ADN de estas cepas fue digerido
conlaenzimaderestriccion EcoR | y confrontado con lasonda
de ADN mt BbmtE2. Se encontraron cinco genotipos
mitocondrial es (mito-tipos) (Tabla 1) con diferenciasentre una
y dos bandas entre si. Los mito-tipos A y B, descritos
previamente por Hegedus y Khachatourians (1993)
prevalecieron dentro de la poblacion analizada. Seisdelos 18
aislamientos de B. bassiana mostraron genotipo A, mientras
gue ocho aislamientos mostraron genotipo B cuando son
digeridos con EcoR I. Estos mito-tipos se caracterizan por
presentar una banda de 4,6 Kb y 4,1 Kb respectivamente.
Dos aislamientos presentaron el mito-tipo C el cual consiste
en dosbandasde 4,4y 2,1 Kb respectivamente. Finalmente,
un aislamiento representalos mito-tipos D y E con una banda
de 5,4 Kby dos bandas de 4,4 kb y 0,8 Kb respectivamente
(Tabla 1).

La segunda aproximacion, que consistié en la digestion
doble del ADN total con las enzimas EcoR | y Hind Il y
confrontado contra la sonda BbmtE2, basicamente confirmé
losresultadosdescritos arribaa mantener [os cinco mito-tipos
con la digestion sencilla (EcoR 1) para cada aislamiento. La
Unicaexcepcion fuelacepaDAOM 144746, lacual, luego de
la digestion sencilla, fue identificada dentro del mito-tipo A
(con unabandade 4,6 Kb), pero ladoble digestién con EcoR
| 'y Hind 111 mostré Unicamente dos bandas de 3,1y 0,6 Kb,

como las cepas caracterizadas como mito-tipo B, en lugar de
lastres bandas obtenidas paralos aislamientos del mito-tipoA
(resultados no mostrados). Este resultado sugiere que la cepa
DAOM 144746 posee un sitio de corte extraparalaenzimade
restriccion Hind 111, produciendo bandas de tamafio molecular
més pequefio que no lograron ser detectadas en lamembrana
de hibridizacién. Las diferencias en el genoma mitocondrial
de esta cepafueron confirmadas mas adel ante cuando el ADN
total fue doblemente digerido con las enzimas de restriccion
EcoR | - Bgl 1l y confrontada contra el ADN mt total de la
cepa GK2016 como sonda (Tabla 2). En conclusién, la
estrategia de doble digestién ayud6 a mejorar €l nivel de
resolucion de la sonda BbmtE2, evidenciando seis mito-tipos
enlugar de cinco dentro delapoblacién estudiada. Sinembargo
esta estrategia posee menos capacidad de resol ucién cuando es
comparada con la utilizacion del ADN mt total como sonda.

Las otras especies de Beauveria usadas en este estudio
fueron B. amorpha, B. nivea, B. cylindrospora y Beauveria
spp. Lasprimerastres especiesfueron facilmente diferenciadas
de las cepas de B. bassiana a ser confrontadas con la sonda
BbmtE2 luego de la digestion simple y doble del ADN total
(Tabla 1). Este resultado confirma que el andlisis de RFLP
mitocondrial es una herramienta confiable para diferenciar
cepas a nivel de especie como fue reportado por Hegedus y
K hachatourians (1993). Teniendo en cuentaesa consideracion,
nuestros resultados sugieren que | os aislami entos de Beauveria
spp. ARSEF 32 y ARSEF 3289 pertenecen a B. bassiana ya
gue ambos ai slamientos poseen el mitotipo B al ser sometidos
a digestion simple y doble y confrontados contra la sonda
BbmtE2. Adicionalmente, un andlisisfilogenético empleando
el DNA mt total como sonda (resultados no mostrados) agrupo
estas dos cepas con el grupo principal de 15 cepas de B.
bassiana.

Otras dos especies de HE, Paecilomyces farinosus
(Holmsk) y Metarhiziumanisopliae fueron también incluidas.
Estos dos géneros presentaron claramente patrones de
hibridizacién diferentes en comparacion con los aislamientos
de Beauveria (Tablas 1-2; Fig. 1). Estos resultados confirman
nuevamente que este sistema de tipificacion molecular puede
ser usado para diferenciar entre a menos algunos géneros
principalesde HE. Sin embargo, lacepade P. farinosusATCC
1360 present6 unabandade 4,6 Kb, smilar alosaislamientos
del mito-tipo A delos aislamientos de B. bassiana, cuando €
ADN total fuedigerido conlaenzimaderestriccién EcoR 1. A
pesar de estassimilitudes, cuando el ADN total fue sometido a
digestion doble, con las enzimas derestriccion EcoR | 'y Hind
[11, anicamente una banda de 3,8 Kb fue encontrada, en lugar
de dos o tres bandas como en los mito-tipos A y B de los
aidamientosdeB. bassiana (Tablal). Estosresultados sugieren
gue el fragmento complementario con lasondade BbmtE2 en
P. farinosus no posee sitios de reconocimiento paralaenzima
de restriccion Hind 111 hacia el segmento central de este
fragmento. Sin embargo, si debe poseer un par de estas
secuencias hacia uno o ambos extremos del segmento
produciendo fragmentos méas pequefios que no pudieron ser
detectados en la membrana de nylon.

Andlisis de genotipos mitocondriales empleando ADN mt
total como sonda. La Ultima aproximacién para identificar
mito-tipos diferentes en cepas de B. bassiana consistio en la
hibridizacion de ADN total digerido con las enzimas de
restriccion EcoR | - Bgl 11, con e ADN mt total de la cepa
GK?2016 empleado como sonda. EIl ADN mt fue previamente
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Tabla 1. Cepas de hongos entomopatogénicos empleados en este estudio con su origen geografico, hospedero y sus respectivos mito-tipos luego de
un corte sencillo (Eco-RI) y con doble clivaje (EcoR | —Hind I11) y confrontado con la sonda mitocondrial de B. bassiana BbmtE2.

Especiede HE Cepa Origen geogr afico Hospedero Mitotipos
EcoR |- EcoR | Hind |11

GK2016 Canada ND 4.6 (A2 3.1, 0.8; 0.6 (A)
DAOM 195005 Canada Lepidoptera 4.6 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
ARSEF 3286 Francia Lepidoptera 4.6 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
ARSEF 3113 USA Lepidoptera 44,21 (C) 3.1; (0.8)%; 0.6, 0.3 ( C)
ARSEF 959 Brazil Lepidoptera 5.4 (D) 4.0 (D)
ARSEF 1512 Francia Lepidoptera 44,21(C) 3.1; (0.8)b; 0.6; 0.3 (C)
ARSEF 5640 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)
ARSEF 5642 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)

B. bassiana ARSEF 5643 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)
ARSEF 3622 USA Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 3866 Grecia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 5273 Grecia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 4150 Australia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 356 Australia Orthoptera 4.4; 0.8 (E) ND
DAOM 210569 Canada Coleoptera 4.1 (B) 3.1, 06 (B)
ATCC 44860 USA Sail 46 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
DAOM 144746 Canada Sail 46 (A) 3.1, 0.6 (B)
USSR 2274 USSR NA 46 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)

. ARSEF 3289 México Lepidoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)

Beauveria sp.
ARSEF 32 USA Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)

B. amorpha ARSEF 6376 USA Orthoptera 4.6 (A) 39 (B)

B. cylindrospora ATCC 56519 Republica Checa Soil 7.8,0.6 (F) 13;11;05(F)

B. nivea ATCC 18981 ND NA 3.4;0.8(G) 1.4; 0.8; 0.5; (0.3) (G)

P. farinosus ATCC 1360 ND NA 4.6 (A) 3.8 (H)

M. anisopliae M.a 549 ND NA 20;0.7 (1) 6.7; (0.3) ()

@ El mito-tipo obtenido luego del resultado de cada corte de restriccion estd en paréntesisy en maytiscula. b Nmerosen paréntesis representan bandas débiles. ND: No Disponible.

Tabla 2. Genotipos mitocondriales de cepas de hongos entomopatdgenos luego de ser digeridos con las enzimas de restriccion EcoR | y Bgl 11 'y
confrontadas con el ADN mt total de la cepa de referenciade B. bassiana GK2016.

Especiesde hongos GM?

Tamarios (en Kb) de los fragmentos
moleculares de ADN mitocondrial

Cepas

B. bassiana

7.1,4.6;3.9;3.4;2.9;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7
4.1;3.8;3.4,2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0,0.7

GK2016; USSR 2274; DAOM 195005; ARSEF 3286
ARSEF 5640; ARSEF 5642; ARSEF 5643; DAOM 210569;

ARSEF 3622
1] 7.1;3.6;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0,0.7 ARSEF 3866; ARSEF 5273
\Y, 4.6,3.4,2.9,2.7,(2.3)%,1.8;1.3;1.2;1.0;0.5 ATCC 44860
\ 7.1;3.8;2.9;2.7;1.8;1.3;1.0;0.9;,0.5 ARSEF 4150
\ 7.5;3.9;3.4;(2.3);(2.5);2.1;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7; (0.5) ARSEF 3113; ARSEF 1512
il 7.1,5.2;3.4,2.5;2.4,2.2;1.4;1.2;1.0;0.9;0.6; (0.3) ARSEF 959
Vil 7.1,4.6,2.7;2.5;1.8;1.3;1.0;0.9 DAOM 144746
IX 7.1;3.8;3.4,2.9;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7;0.6;0.5 ARSEF 356
. Il 4.1;3.8;3.4;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0;,0.7 ARSEF 32
Beauveria spp.
X 4.1;3.8;3.4;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0;,0.5 ARSEF 3289
B. amorpha XI 7.1,4.6;2.7;2.6;2.2;1.8;1.3;1.2;1.0;0.8;(0.6) ARSEF 6376
B.cylindrospora XII 5.8;4.6;3.9;2.4;(0.8);(0.7) ATCC 56519
B. nivea XMl 7.3;7.1;3.4,(2.3);0.9,0.8 ATCC 18981
P. farinosus XV 7.1;4.1;2.4;(1.8);1.6;1.3;1.2;0.9;0.7;(0.4) ATCC 1360
M. anisopliae XV 7.4;5.8;3.8;2.1;0.6 M. a 549

2 Genotipos mitocondriales. b Namerosen paréntesis representan bandas débiles.



Caracterizacion mitocondrial B. bassiana 93

Bb Bspp Bb Ba BcBn PfMa
| i | |
| Ti2345e7890111211314 1516171

b 2313
: Y
- . — 656
’ !'_4.36
! g Ty | o
1 —2m
- “hwl__ P & i
L .ﬂ-.wl. “s
s BN S .
- - Ee ¥
e , v e — 056
o e |

Figura 1. RFLP de ADN total digerido con las enzimas de restriccion
EcoR |- Bgl |1 'y confrontadas contrael ADN mt total de lacepaderefe-
rencia GK2016 digerido conlaenzimaHpa |l como sonda. Lineasuno a
25 corresponden alos aislamientos: ARSEF 5640; ARSEF 5642; ARSEF
5643; ARSEF 5273; ARSEF 3286; USSR 2274; ARSEF 3622; DAOM
210569; DAOM 195005; GK 2016; ARSEF 32; ARSEF 3289; ARSEF
3113; ARSEF 959; ARSEF 3866; ARSEF 356; ARSEF 1512; ARSEF
4150; ATCC 44860; DAOM 144746; ARSEF 6376; ATCC 56519; ATCC
18981; ATCC 1360 y M.a. 549. El tamafio (en Kb) de fragmentos de
ADN son indicados en la derecha. Las abreviaciones arriba son: Bb: B.
bassiana; Ba: B. amorpha; Bc: B. cylindrospora; Bn: B. nivea; B.spp:
Beauveria spp; Pf: P. farinosus y Ma: M. anisopliae.

digerido con la enzima Hpa Il y marcado con digocigenina.
En este caso, nueve patrones de hibridizacion diferentesfueron
obtenidos con las 18 cepas de B. bassiana o diez patrones
cuando los 20 aislamientos, incluyendo los dos aislamientos
de Beauveria spp., son considerados. Si este esel caso, cuatro
aislamientosfueron agrupados como mito-tipo |, seiscomo 1,
dos como mito-tipos |11 y VI y los otros seis (1V, V, VII-X)
fueron mito-tipos representados por una sola cepa (Tabla 2).
Una caracteristica muy importante en este caso fue la
identificacion de secuencias variables y conservadas dentro
de el ADN mt de B. bassiana. Por ejempl o, todas | as cepas de
B. bassiana, Beauveria spp., B. niveay P. farinosuspresentaron
la banda de 1Kb, Adicionalmente, una cepa de B. bassiana
(ARSEF 959) no mostré las bandas de 1,3 y 1,8 Kb y dos
cepas (ARSEF 4150 y DAOM 144746) no mostraron labanda
de 1,2 Kb. Estos resultados sugieren que las regiones que
contienen estos sitios de restriccion parti cul ares son altamente
conservados en el genoma mitocondrial de B. bassiana.

Polimor fismosmitocondrialesdeB. bassianay su relacion
con otros hongos filamentosos. En los hongos entomo-
patégenos se han hecho algunos esfuerzos para obtener
secuencias completas de ADN mt. De hecho en B. bassiana
alrededor del 60% del genoma ha sido secuenciado (Pfeifer
et al. 1993; Hegedus et al. 1991) y para L. muscarium la
secuencia completa del genomahasido reportada (Kouvelis
et al. 2004). Sin embargo, la Unica secuencia del ADN mt
disponible para otros HE diferentes a estos dos es la
equivalente al gen de la subunidad pequefia del RNA
ribosomal (sSTRNA). Es bien sabido que estasecuenciaofrece
ventajas muy particulares como herramientaparael andlisis
filogenético a nivel de especie y grupos taxonémicos

100 N. crassa
91,2 | .
P. anserina

L—— A nidulans

100 C. militaris
100 —[
100 P. tenuipes

70,8

V. lecanii

- B. brongmiartii

B. bassiana

H. lutea
79,9
100 H. jecorina
99,8

H. chrysospermus

C. paradoxa

M. anisopliae

Figura 2. Arbol filogenético basado en lasecuenciaparcial del gene 16s
srARN de diferentes hongos filamentosos. Un total de 743 nucledtidos
no ambiguamente alineados fueron sujetos a andlisisde* neighbourhood-
joining” usando &l programa CLUSTAL W. Losvaloresdel “bootstrapp”
para 100 pasos de re-evaluacion son mostrados en los nodos. Las
secuencias provienen de la base de datos del “ Gene Bank” del NCBI de
|os Estados Unidos con | os siguientes nimeros de accesiones: A. nidulans
(V00653.1), P. anserina (X55026.1), N. crassa (Z34001.1), B. bassiana
(855623.1;S55619S5), B. brongniartii (AB027359), P. tenuipes
(AB027358.1), L. muscarium (L. muscarium) (AF487277.1), C. militaris
(AB027357.1), C. paradoxa (AB027345.1), M. anisopliae (AB027361),
H. lutea (AB027362.1), H. jecorina (AF447590), H. chrysospermus
(AB027363.1).

superiores (Burns et al. 1991). Teniendo en cuenta esta
informacion, se realizé un andlisis filogenético (Fig. 2),
incluyendo diferentes HE pertenecientes al grupo de hongos
deuteromicetes (B. bassiana, B. brongniartii (Petch), L.
muscarium, Paecilomyces tenuipes (Samson) y M.
anisopliae) y ascomicetos (Cordyceps militaris (LinK) y C.
paradoxa (Kobayasi)). Otros ascomicetos fueron
consideradosincluyendo | os hongos mico parasitos Hypocrea
lutea (Tode - Petch), H. jecorina (Syn. Trichoderma reesei)
y Hypomyces chrysospermus (Tulasne). Las secuencias de
Neurospora crassa (Shear & Dodge), Podospora anserina
(Ces - Rehm) y Aspergillus nidulans (Tieghem) fueron
también incluidas como punto de referencia. Todos los HE,
con laexcepcién de C. paradoxay M. anisopliae hacen parte
de un clado monofilético. Vale la pena anotar la alta
significanciaestadistica de estos resultados segiin los val ores
de “bootstrap” en los nodos del arbol filogenético.
Interesantemente, las dos especies de Cordyceps se ubicaron
en grupos separados, e inclusive mas estrechamente
relacionadas con otros grupos anamorficos que con ellas
mismos. Este resultado sugiere no inicamente un alto grado
devariabilidad genéticaen el género Cordyceps, sino también
el grado de similitud entre algunas especies de este género
con algunas especies de hongos entomopatogenos
deuteromicetos. Este hecho soporta estudios previos que
reclaman el hecho de que algunas especies de HE
conidiogénicos como Metarrhizium taii, P. tenuipes, y B.
bassiana son la fase anamorfa de especies de hongos
ascomicetos del genero Cordyceps (Zong-Qui et al. 1991;
Huang et al. 2002).
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Discusiéon

Debido alas caracteristicasdel ADN mt, éste hasido usado en
latipificacion de cepas y andlisis de poblaciones de HE con
diferentesnivel esde éxito. Por g emplo Bidochkaet al. (2001)
no encontraron diferencias en e andlisis por RFLP de ADN
mt total entre 83 aislamientos de M. anisopliae obtenidos de
suelos agricolas y forestales de la provincia de Ontario
(Canada). Por otraparte, Mavridou y Typas (1998) reportaron
16 patrones diferentesde ADN mt al analizar 25 aislamientos
de M. anisopliae obtenidos de 15 paises cuando €l ADN mt
total se usd como sonda. Estos resultados demuestran que para
estetipo de andlisisno esimportante Uinicamentetener en cuenta
las herramientas molecularesautilizar, sino que el tamafioy la
natural eza de la poblacién es también importante. Hegedus y
Khachatourians (1993) analizaron el genomamitocondrial de
15 aislamientos de B. bassiana usando diferentes porciones
del genomamitocondrial como sondas. L osresultadosde dicho
trabajo sugirieron un genoma altamente conservado con
unicamente dos mito-tipos. Nosotros en este estudio usamos
una poblacion mas variada de aislamientos en términos del
origen geogréfico. Asi mismo se emplearon dostiposde sondas,
una porcion de 4,6 kb del genoma mitocondrial reconocido
anteriormente como relativamente polimérficaparalaespecie
(Hegedus y Khachatourians 1993) y el ADN mt total. La
aproximacion presentada aqui demostré la presencia de un
genomamitocondria atamente polimdrfico con nueve mito-
tipos dentro de las 18 cepas de B. bassiana analizadas.

El mapa de restriccion de B. bassiana descrito por Pfeifer
et al. (1993), es una herramienta adecuada paraidentificar la
localizacion fisicano Unicamente delasregionesvariablessino
también delas regiones conservadas dentro del ADN mt de B.
bassiana. Por gjemplo, las bandas altamente conservadas de
1,0y 1,3 Kb producidas despuésdedigerir el ADN mt con Bgl
I1, estan localizadas en e fragmento denominado XS1 en €l
genoma mitocondrial de la cepa GK2016 de B. bassiana
(Pfeifer et al. 1993). Este fragmento contiene el fragmento 5'
de los genes de la subunidad larga del ARN ribosomal
(LrARN); sinembargo, € andlisisderestriccion delasecuencia
dedicho fragmento indicaque lostres cortes de laenzimaBgl
Il caen fueradel gen. Laaltafrecuenciade estasbandasen las
cepas de B. bassiana sugieren quelos sitios de restriccion con
Bgl Il pertenecen a una seccion muy conservada presente en
este fragmento. Ademés, labandade 1,8 Kb, que corresponde
al fragmento E3B en el ADN mt de la cepa GK2016, es
producido por dos cortes de la enzima EcoR |. Esta banda
contiene la regién correspondiente al extremo 3’ de la
subunidad 6 de la ATPasay e extremo 5 del gen srARN
(Pfeifer et al. 1993). Un andlisisde aineamiento de secuencias
deADN dediferenteshongosfilamentosos usando €l programa
BLAST 2.2.5 (Altschul et al. 1997) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) de los Estados Unidos,
mostré que las secuencias de ambos genes son altamente
conservadas en este grupo de organismos. Sin embargo, 10s
sitios de restriccion de laenzima EcoR | &l interior de estos
dos genes son aparentemente especificos para el grupo
filogenético queincluye las especies de Beauveriay otrosHE
relacionados sugiriendo la presencia de una marca molecular
para este grupo de hongos (resultados no mostrados).

A pesar delanatural ezaaltamente conservadadelos genes
delasubunidad 6 delaATPasay e srARN, nuestraevaluacion
del genomamitocondrial total de B. bassiana mostré que hay
alguna variabilidad a nivel de cepa dentro de la especie, que

permite el reconocimiento de diferentes patronesde RFL P con
el ADN mt total como sonda. Usando estaestrategia, diez mito-
tipos de las 20 cepas de B. bassiana analizadas (incluyendo
las dos Beauveria spp.), fueron identificadas y separadas de
las otras cinco especi es de hongos entomopatdgenosincluidas
en este estudio. Nosotros especulamos que la fuente de esta
variabilidad es probablemente |l as secuencias intergénicas, ya
gue secuencias no codificantes tipo intrones no estan dentro
de las secuencias reportadas de los pequefios genomas
mitocondriales de HE (Grossman y Hudspeth 1985;
Khachatouriansy Uribe 2004; Pfeifer et al. 1993; Kouvelis et
al. 2004). La alta variabilidad geonémica mitocondria
encontrada en este estudio en B. bassiana y en M. anisopliae
(Mavridou y Typas 1998) y en L. muscarium (Kouvelis et al.
1999), indican que los genomas mitocondrial es estén expuestos
a mecanismos ambientales de variacion de secuencias en la
naturaleza (i.e. radiacion UV) que puede producir eventos
mutacional es aislados ya que no existe ningunaindicacion de
intercambios de genomas mitocondriales entre estos hongos
(Kawano et al. 1995; Viaud et al. 1998). Adicionalmente
errores en la replicacion, eventos de recombinacion
intermolecular y la presencia de un sistema de reparacion de
ADN mt muy smple, enéel cua inclusivedimerosdepirimidina
no son reparados (Kang y Hamasaki 2002), deben ser algunas
de las razones para perpetuar tal variabilidad dentro de los
genomas mitocondrial es de hongos filamentosos.

Estudios filogenéticos en hongos filamentosos no
entomopatdgenos han permitido establecer correlacionesentre
patrones de ADN mt y caracteristicas que no estan asociadas
con las funciones mitocondriales (Gordon y Okasoto 1992;
Egger etal. 1991; Jeng et al. 1991). Sin embargo, en HE parece
ser que este no es el caso. Diferentes estudios empleando el
genoma mitocondrial han conducido a la conclusion que no
existe correlacion al menos entre especificidad, origen
geogréfico, habitat y polimorfismos de ADN mt (Hegedus'y
Khachatourians 1993; Mavridou y Typas 1998; Kouvelis et
al. 1999; Bidochka et al. 2001). Nuestros datos confirman y
extienden esta conclusion. Inclusive partiendo del modesto
ndmero de cepas de este estudio, nosotros encontramos dos
mito-tipos principales (I y 11) en B. bassiana. Las cepas del
mito-tipo | fueron colectadas de regiones tan separadas entre
si como Rusia, Francia y Canad4; mientras aquellas
pertenecientesa mito-tipo |1 pertenecen aregionesde Canada,
Etiopiay USA. Esto sugiere que ladistribucion geograficano
esun determinante primario paralasel eccion de estos genotipos
mitocondriales. En relacion con los hospederos, dos grupos
principales sonidentificables, las cepas ai sladas originalmente
de lepiddpterosy ortépteros. Esimportante mencionar que €l
andlisisfilogenético en este caso muestraunos agrupami entos
interesantes tales como mito-tipos 111, V y 1X, conformados
por cepas aisladas Unicamente de ortopteros. Mito-tipo | y VI
estén igualmente asociados y sus cepas fueron originalmente
aisladas de lepidopteros o provienen de hospederos
desconocidos. Sin embargo, el mito-tipo Il que posee cepas
aidadasde ortépterosy coledpteros estaagrupado con losmito-
tipos 1V y X, los cuales poseen cepas colectadas del suelo y
| epi dépteros respectivamente. Todos estos resultados sugieren
gue no existe realmente una relacién entre genotipos
mitocondriales y origen geografico u hospederos. La
distribucién mundial de los mitotipos | y Il en B. bassiana
deben sugerir unareproduccién clonal y unadispersion exitosa
de estas esporas independientemente de que el crecimiento
natural de esta especie en la naturaleza sea primordial mente
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entomopatogéni cao saprofitica(S. Leger et al. 1992; Bidochka
et al. 2002). Lo que es claro es que hay una gran variabilidad
dentro del genoma mitocondrial de esta especie, la cual esta
representada en este estudio por los nuevos siete mito-tipos
aqui descritos. Seria muy interesante entender los eventos
natural es que conducen atal variabilidad bien sean dados por
recombinaci 6n intra-molecular o mutaciones puntuales.

El andlisis de agrupamientos del bandeo del ADN mt
después de ser cortado con EcoR | y Bgl |1 y confrontado con
el ADN mt total como sonda (Fig. 1, Tabla 2) mostr6 que B.
amorpha, B. nivea eincluso P. farinosus, no fueron claramente
resueltos de la diversidad del genoma mitocondrial de B.
bassiana. Esteresultado puede ser interpretado como que estas
Son especi es al tamente rel acionadas compartiendo un genoma
mitocondrial ancestral o que B. amorpha y B. nivea estan
relacionadas con B. bassiana como sub-species. Vae lapena
mencionar que esta similitud no es del todo sorprendente ya
que todos los HE discutidos aqui son miembros de lafamilia
Clavicipitacea. Mas andlisis a nivel del genoma nuclear y
mitocondrial son necesariosparasoportar unau otrahipétesis.

La metodologia presentada aqui mostré un mayor grado
devariabilidad en el genomamitocondrial de B. bassiana que
lavariabilidad antes reportada, indicando ademés que deben
existir aun mas mito-tipos en la naturaleza que no han sido
descritos todavia. El poder de discriminacion de latécnicade
RFLP mitocondrial (10 mito-tipos luego del andlisis de 20
cepas) fue méas grande que | as técni cas previamente reportadas
para analizar € polimorfismo gendmico de B. bassiana. Por
giemplo el andlisis usando I TS PCR-RFLP, mostr6 24 haplo-
tipos de 96 aislamientos de B. bassiana analizados (Coates et
al. 2001) y seis haplotipos de 95 cepas (Gaitan et al. 2002).
Por otra parte la utilizacion de marcadores iso-enziméticos
presentaron 39 haplo-tipos luego de analizar 138 cepas de B.
basssiana (St. Leger et al. 1992) y 11 haplo-tipos dentro de 45
aislamientos analizados (Poprawski et al. 1988). Grupos de
compatibilidad vegetativa (Couteaudier y Viaud 1997) y €
andlisiscon RAPDS (Gaitan et al. 2002), han sido empleadas
también como técnicas de alta resolucion para identificar
polimorfismos en B. bassiana. Catorce grupos obtenidos del
andlisis de 25 cepas de B. bassiana fueron reportados por
Couteaudier y Viaud (1997). Mientrasque Gaitan et al . (2002)
reportaron que no encontraron ninguna cepa con un patrén
similar al ser analizadas con cinco iniciadores dentro del
protocolo de RAPDS. Sin embargo, la necesidad de aislar
mutantes auxotroficos para el andlisis de los grupos de
compatibilidad vegetativa hace de éste un procedi miento muy
largo y tecnol 6gi camente inadecuado paraser empleado anivel
industrial. Similarmente, lafaltadereproducibilidad inherente
al procedimiento de RAPDS (Dietrich et al. 1999) hace esta
técnicano viable paralaidentificacion y proteccion de cepas
deinteréscomercial paralaindustria. Finalmente, valelapena
mencionar que la utilizacion de marcadores de polimorfismo
empleando secuencias teloméricas parece tener un gran
potencia para la tipificacién de B. bassiana como bien lo
demostraron Viaud et al. (1996) y Padmavathi et al. (2003) al
obtener nueve y 16 haplo-tipos luego del andlisis de nuevey
17 cepas de B. bassiana respectivamente.

Vale la pena mencionar que la utilizacién de técnicas
disefiadas parala determinacion de los patrones polimérficos
gue pueda presentar una especie tan importante en el control
biolégico de plagas como es Beauveria bassiana, es muy
importante en el contexto de laentomol ogia aplicada, por dos
razones fundamentalmente: En primer lugar este tipo de

técnicas nos permiten proteger una cepa particular que tenga
un interés comercial, ya que se podria determinar la huella
molecular Unicade cada cepa permitiendo su identificaciony
posterior proteccion. Por otra parte, la creciente inquietud de
las agencias reguladoras de los registros para la venta y
comercializacion de productos comercial es, basados en agentes
de control biolégico en general y hongos entomopatdgenosen
particular, hace cada vez mas necesarios los estudios rela-
cionados con efectos adversos de estos agentes en el
ecosistema. Dichos estudios necesitan metodol ogias que nos
permitan rastrear |as cepas que estamos empleando en campo
parapoder monitorear tales efectos, lo cual esposiblerealizar
mediante laidentificacion de patrones polimorficos especificos
paracada cepaeval uada. L adeterminaci on de patrones tnicos,
nos permitirdconfirmar lapermanenciade unacepaen campo
por un periodo de tiempo especifico, o el aislamiento o no de
una cepa de hongo entomopatdgeno de interés de hospederos
no blanco, solo por citar un par de ggemplos.

Diferenciasen el ADN mt entre especie de Metarhiziumy
otras especies de HE fueron previamente mencionadas en el
trabajo de Hegedus y Khachatourians (1993), al indicar que
sondasde ADN mt de B. bassiana hibridizaron facilmente con
ailamientos de Beauveria, Lecanicilliumy Paecylomices pero
no con Metarhizium. El andlisis filogenético entre diferentes
hongos filamentosos empleando la secuencia del gen
mitocondrial 16ssrARN agrup6 aM. anisopliaey C. paradoxa
con a gunos hongos micoparasitos (Fig. 2). Es de esperar que
especies de hongos compartiendo la estrategia de ento-
mopatogenicidad dentro de su ciclo de vida estén mas
estrechamente relacionadas entre si que con hongos
micoparasitos. Dado que este estudio mostro que ésteno esel
caso, Nos atrevemos a sugerir que la estrategia de parasitismo
deinsectos proviene de por |o menosdosraices ancestralesen
hongos filamentosos. Sin embargo, un andlisisincluyendo un
rango méas amplio de grupos taxonémicos y genes de origen
nuclear debe ser llevado a cabo, con €l objeto de obtener una
conclusion més robusta en este sentido.

Conclusiones

Contrario areportes previos (Hegedusy Khachatourians 1993),
este estudio demostré que el ADN mt de B. bassiana es
atamente variable. Por lo tanto, esta nueva valoracion de la
variabilidad del genoma mitocondrial de B. bassiana nos
permite concluir que la metodologia presentada aqui posee
una alta capacidad de resolucion para llevar a cabo una
tipificacion genémica en Beauveria. Su utilizacion en
conjuncion con aproximaciones similares desde e punto de
vistatecnoldgico (e. g. marcadores tel oméricos) deben servir
paradiferenciar entre lamayoriasino entre todas las cepas de
las diferentes especies del genero Beauveria. Dicho sistema
debe ser del interés de productores comerciales para proteger
derechos de propiedad de cepas de importancia comercial.
Adicionalmente, el ato nivel de polimorfismo detectado en
cepasde B. bassiana también sugiere quelamito-tipificacion,
en conjunto con el andlisis de secuencias como el gen 16s
srARN es una herramienta adecuada al momento de elucidar
relaciones evol utivas dentro de los hongos entomopatdgenos.
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