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Introduccién. El control bioldgico se ha considerado
como una alternativa viable frente al uso de insecticidas
quimicos, por los efectos toxicos y el conocido dafio que
producen estos Ultimos en animales y humanos. Dentro de
los agentes de control bioldgico, los micoinsecticidas
representan por si solos, 0o en combinacion con los
insecticidas quimicos, una opcion para el control de
plagas. Sin embargo es necesario contar con cepas que
presenten caracteristicas de patogenicidad mejoradas con
la finalidad de poder competir contra un buen insecticida
de origen quimico. Existen diferentes reportes que indican
que las proteasas producidas por hongos entomopatdgenos
se encuentran dentro de las principales enzimas que
definen la patogenicidad.

Los objetivos del presente trabajo fueron la construccién
de vectores que contienen el gen de la proteasa bajo la
regulacion de dos promotores que permiten altos niveles
de expresion de este gen y la generacién de cepas
mejoradas de Metarhizium anisopliae.

Metodologia. La cepa GMV702 de M. anisopliae fue
mantenida en PDA a 29°C y esporulada a temperatura
ambiente con fotoperiodos 12:12. Los plasmidos utilizados
para las clonaciones fueron pCR2.1 TOPO (Invitrogen) y
pBHT2 (Cinvestav, U. Irapuato). Amplificacones por PCR
de la secuencia del gen de proteasa de M. anisopliae
fueron hechas a partir de DNA genémico (1), con los
oligos: AH-G131/G-1494. Las extracciones de DNA
plasmidico fueron hechas segun Birboin y Dolly (2). Las
amplificaciones del promotor minimo prbl y del promotor
constitutivo  pki, fueron utilizando los oligos AH-
G133/AH-G134 'y EUEN/G-1495, respectivamente.
EcoRI, BamHI y Pstl fueron utilizadas para los analisis de
restriccion. La transformacion por Agrobacterium fue
siguiendo el protocolo (3). Las transformantes fueron
evaluadas mediante ensayos cualitativos de actividad de
proteasas en medio sélido.

Resultados y Discusion. Dos diferentes construcciones
fueron generadas en el plasmido Ti pBHT2 mediante la
amplificacién y clonacion del gen de proteasa prlA de M.
anisopliae, bajo el control de los promotores: pki
(promotor constitutivo del gen de la piruvato kinasa de
Trichoderma reseei), y prbl (promotor minimo de la
proteasa de T. harzianum) (Fig. 1). La cepa de M.
anisopliae fue transformada con dichas construcciones via
Agrobacterium tumefaciens y la actividad de proteasa
modificada se determiné en placa.
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Fig. 1. Generacion de vectores de transformacion: pCpmprlA vy
pCpkipriA.

Conclusiones. La generacién de vectores que contengan
genes insecticidas bajo una region promotora que permita
tener altos niveles de expresion de estos genes de forma
controlada, abre la puerta para generar cepas mejoradas y
con esto, la posibilidad de producir un micoinsecticida mas
potente para ser empleado en el control de insectos que
atacan cultivos de importancia econémica, como la Broca
del Café.
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