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1. RESUMEN

Paecilomyces fumosoroseus €5 un honge entomopatégeno relevante coma biocontrolador de
importantes plagas agricolas como la mosquita blanca (Homoptera Aleyrodidae) Para este estudio
se utilizaron 14 aislados de P. fumosoroseus de mosquita blanca (Bemisia tabaci) provenientes de
los estados de Yucatan, Campeche, Colima, Sinaioa y Nayarit en México, de la coleccion del
Centro Nacional de Refencia en Control Biologico de Tecoman, Colima, y 5 cepas de referencia de
P. fumosoroseus de la coleccion ARSEF-USDA y CENARGEN/Coleccion EMBRAPA,
representantes de los tres grupos fenéticos encontrados por Tigano-Mitani et al (1995}
provenientes de Brasil, EEUU. Francia y Japdn. Los aislados procedentes de México v cepas de
referencia se analizaron genotipicamente por medio de RAPD-PCR utilizando 17 iniciadores del Kit
Operon. Los productos de amplificacion de los diferentes aislados se compararon enptre ellos y para
su analisis se construyd una matriz de presencia/ausencia de bandas especificas. A través de
estos datos se construyé una matriz de similitud genetica pareada basada en el coeficiente de
Jaccard. La matriz de similitud fue ia base para clasificar los aislades mediante el método de
promedios aritméticos no ponderados UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average), asi como para ordenar los aislados por medio de un diagrama multidimensional usando
el analisis de coordinados principales (ACP) Para corroborar si el resultado del fenograma
corresponde a la matriz de similitud original y no es producto del azar, se calculd el coeficiente
cofenético de correlacion (CCC), el cual arrojé un resultado altamente significativo de 0.97. Los
analisis antericres fueron llevados a cabo utilizando el programa NTSYS-PC versién 2 0. Utilizando
la prueba de Strauss se calculd el mejor punto de corte del arbol (0.70), el cual origing cinco grupos
fenéticos el grupo | incluye los 14 aislados de México los cuales se relacionan entre si en un 70%
de similitud, el grupe 1l esta formado por ias cepas de Brasil {ARSEF 3480 y ARSEF 2956), el
grupe lil por la cepa de Estados Unidos (ARSEF 3078), el grupo IV por ja cepa de Francia (ARSEF
1645} y el grupo V por la cepa de Japon (ARSEF 1645). El método de ordenacion nos permitio un
analisis tridimensional de todos los aislados donde se corrobora la clasificacién del fenograma y se
muesfra un mayor agrupamiento entre los aislados del continente americano que los de Francia y
Japdn. El método de RAPD-PCR permitié agrupar con una alta similitud a los aislados de México
con los iniciadores utilizados, mientras que las cepas de referencia mostraron patrones
polimorficos diferentes con los mismos iniciadores. Sin embargo, se presentan aigunas diferencias
en los patrones polimdrficos entre los aislados procedentes de México, lo que demuestra una
variabilidad significativa entre ios aislados. Estos resultados nos permiten sugerir que las cepas de
México no se integraron a ninguno de los grupos fenéticos sugeridos por Tigano-Milani ef al.
(1995}, constituyendo un grupo diferente. La caracteristica fenotipica de la virulencia evaluada por
medio de la Concentracion Letal Media (CL50) de ia especie de la mosquita blanca, Trialeurodes
vaporariorum, realizada por Castellanos (2001), de los aislados de P. fumosoroseus de México
estudiados, no presentaron ninguna relacidn aparente con los patrones polimérficos de DNA
encontrados en los mismos aislados estudiados.



2. INTRODUCCION

El control biologico es considerado desde el punto de vista ecolégico como
una estrategia del control natural, definido como la accion de parasitos,
predadores o patégenos en el mantenimiento de la densidad de poblacién de otro
organismo en un promedio mas bajo al que pudiera presentarse en la ausencia
del control {DeBach ef al, 1971) El potencial de los hongos entomopatdégenos
como agentes de control biolégico fue pronosticado por Pasteur hace mas de dos
siglos, debido a que éstos habian sido observados como biorreguladores de
poblaciones naturales (Goettel & Inglis, 1997).

Dentro de los hongos mas utilizados como agentes bioccontroladores de
plagas agricolas en todo el mundo se encuentran las especies Beauveria
bassiana {Bals.) Vuill, Metarhizium anisopliae (Metsch ) Sorokin, Paecifomyces
fumosoroseuys (Wize) Brown & Smith v Verticillium lecanii (Zimm.) Viégqas
(Clarkson & Charnley, 1996).

El hongo P. fumosoroseus presenta colonias de crecimiento lento, logrando
4 cm de diametro en 14 dias a 25°C en agar exiracto de malta (AEM), formando
pequefias acumulaciones en forma de masa, de color blanco crema a rosa
grisaceo. Algunas veces produce grupos compactos de conidioforos erectos
reunidos en fialides ensanchadas en la base; sus conidios son de cilindricos a
fusiformes, 3-4 X 1-2 pm:‘ El dipéptido beauvericina es también producido por
esta especie (Domsch ef af, 1880). Es un hongo mitospérico, que presenta un
ciclo parasexual en condiciones de laboratorio (Riba & Ravelojoana, 1984). El
estudic de la especie P fumosoroseus se inicid formalmente como
micoinsecticida por Osborne y Landa (1992), los cuales aislaron una cepa
parasitando la mosquita blanca (Homoptera: Aleroydidae) en un campo de
Florida. A partir de ese momento se inician los estudios sobre su biologia y
patogenicidad hacia diversas especies de insectos.

Este homoptero es una plaga que ataca cultivos agricolas de gran

importancia econdémica como hortalizas, frutales y plantas ornamentales. Se



encuentra distribuido en las zonas tropicales y subtropicales en un rango de 0 a
1500 msnm (Ortega, 1991). Entre los géneros de mayor importancia se
encuentran: Bemisia, Trialeurodes, Aleuracanthus, Aleurothrixus, Dialeurodes.
Las especies de Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaci y Dialeurodes citrifolii
han sido reconocidas como transmiscres de virus fitopatogenos (Ramirez, 1996).
Entre los diferentes géneros y especies de fa mosquita blanca, Bemisia tabaci
(Gennadius) es una de las especies mejor estudiadas, existiendo abundante
informacion sobre su biologia y ecologia en las revisiones de Cock (1986), Gerling
et al (1986), Gerling (1990) y Beyrne & Bellows (1991)

Una de las caracteristicas de este grupo de microorganismos que los
capacita como bioinsecticidas eficientes es su mecanismo de infeccion a través
de la adhesion de los conidios a la superficie del insecto. La penetracion del
hongo a traves de la cuticula del insecto, compueéta sobre todo de fibrillas de
guitina entre una matriz de proteinas, es esencial para la infeccion. En esta etapa
se combinan una presion mecéanica, formacidon de estructuras de adhesion
(apresorio) y degradacién enzimatica. Las enzimas extracelulares degradan los
principales componentes de la cuticula. La naturaleza refractaria de la cuticula del
insecto sugiere que la penetracion posiblemente requiere una accidn sinérgica de
varias enzimas diferentes Dentro de las primeras enzimas producidas se
encuentran las endeproteasas y aminopeptidasas. La principal enzima producida
inicialmente es una serina proteasa denominada Pr1, encontrada en diversos
hongos entomopatégenos (St. Leger, 1993) que actualmente ya ha sido clonada y
secuenciada (St. Leger ef al.,, 1996). Estudios posteriores mostraron la presencia
de otras proteasas parecidas a una subtilisina, como la Pr1A (St. Leger ef al,
1992) y PriB (Joshi et af., 1997). La germinacidn de! conidio inhibe la produccion
de Pr1 y la presencia de microfibrillas de quitina son degradadas por ias
quitinasas, sin embargo, su contribucidn durante la penetracién es complicada
debido a la multiplicidad de isoenzimas extracelulares involucradas Una vez llega
el hongo al hemocele, el micelio se ramifica y forma blastosporas. La muerte del
insecto ocurre como resultado de la combinacién de diferentes factores, entre

ellos, diversas toxinas flngicas que son depsipéptidos ciclicos (destruxinas y
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beauvericinas) con diferentes efectos como la paralisis del insecto. El crecimiento
de las hifas produce la obstruccion fisica de la circulaciéon de la hemolinfa, pérdida
de nutrientes y la invasion de drganos. Despues de la muerte, las hifas
usualmente emergen del cadaver, y cuando existen las condiciones optimas de
temperatura y humedad relativa en el ambiente. produce conidios en el exterior
del hospedero (Charnley & St Leger, 1991; Inglis et al, 1897). Estos conidios
externos pueden a su vez infectar a otros insectos (epizootias, transmision
horizontal). _

En México, se consideran aproximadamente 700,000 ha de cultivoes en
riesgo. Las pérdidas por infecciones virales (geminivirus) transmitidas por este
insecto han llegado al 100% en chile, tomate y meldn. Entre las enfermedades
mas conocidas se encuentran: el chino del tomate, amarillamiento de la venacién
del pepino, enchinamiento de la hoja de la calabaza, mosaico comun del frijol y
achaparramiento de la papa (Yahez, 1990, Ramirez, 19386). Ademas, el dafo
directo se ha considerado importante sobre fodo en tomate donde se han
detectado poblaciones aitas de ninfas que ocasionan desarrolio inadecuado de |a
planta y problemas secundarios como la excrecién de mielecilla que produce el
desarrollo de la fumagina (Ramirez, 1996). Debido a la importancia de este
insecto se han llevado a cabo muiltiples tratamientos, especialmente quimicos,
para el control de sus poblaciones.

Una de las caracteristicas principales de las poblaciones de insectos es el
gran nimero de generaciones en un periodo corto de tiempo, lo que les permite
adquirir una resistencia elevada a los controles quimicos, produciendo un
aumento en la aplicacion de dichos productos, con una menor eficiencia (Bellows
& Fisher, 1999).

El estudio de los hongos entomopatogenos (tiles para el control bioldgico
de plagas agricolas, plantea la perspectiva de limitar ef uso de los plaguicidas
guimicos, favoreciendo de esta manera el mantenimiento de la salud humana, el
equilibrio de los ecosistemas terrestres y la conservacion de los recursos

naturales renovables mediante el manejo integrado de plagas (Butt et al | 2001).
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Los programas de erradicacion de insectos en el campo agricola utilizando
principalmente pesticidas quimicos, constituyen un mercado global de
aproximadamente $6 billones de dolares, dentro del cual solamente una minima
fraccion esta compuesto por el uso de productos biclégicos (Moore & Prior, 1993).
Para que esta fraccion del mercado aumente se requieren de amplias
investigaciones concernientes a la biclogia de los agentes potenciales de control
biolégice, para impulsar su utilizacion en programas de manejo integrado de

plagas.



16

3. ANTECEDENTES

La mosquita blanca ba llegado a constituir un seric problema para el
desarrollo de la agricultura en el mundo. En el caso del algodon y para la
temporada algodonera 1993/94, el ataque de esta plaga fue tan severo que los
seis principales paises productores del mundo (Estados Unidos de América,
China continental, Pakistan, India, Uzbekistan y Turguia), disminuyeron
sensiblemente sus producciones, y dos de ellos, Pakistan y la India, suspendieron
temporalmente las exportaciones de fibra de algodén, por la reduccién de las
cosechas debido al efecto del virus que transmite la mosquita blanca (Spillari,
1994),

Esta plaga ha sido detectada en los paises centroamericancs, en las islas
del Caribe, en México, Colombia, Brasil y en Africa (Ortiz ef al,, 1995). Otro cultivo
que tiene considerables pérdidas a partir de virus transmitidos por la mosquita
blanca es el tomate, Lycopersicum esculentum. En 1991/1992 Estados Unidos
sufrio pérdidas de alrededor de 14 millones de ddlares por esta piaga (Salguero,
1994).

Lacey et al. (1993) identificaron epizootias extensas en la mosquita blanca,
B tabaci, por este hongo en India y Asia Central. Altre ef al. (1998) observaron la
infectividad de P. fumosoroseus sobre larvas de Plutefla xylostefla (Polilla
nocturna), plaga de col, brocoli y otras cruciferas en Estados Unidos de América.

A principios de 1986 se detectdé un brote de la plaga en el interior de
México; en 1988 se introdujo en el sureste del desierto de California y al oeste de
Arizona; y en el verano de 1991, nubes de mosquitas blancas devastaron la
agricuitura de la regién, invadiendo ademas del valle de Mexicali, San Luis Rio
Colorado, Sonora y Sinaloa, en México. Actualmente, se ha extendido hasta
Nuevo México, Mississippt y Georgia, ademas de Texas e invernaderos en
Canada (Romero, 1995).

En México, se han lievado a cabo algunos trabajos de control bioldgico de
mosquita blanca utilizando a P. fumosoroseus. Ortiz et al, (1995) determinaron

los requerimientos termicos para el desarrollo de P. fumosoroseus en mosquita
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blanca recomendando realizar la aplicacion del hongo durante la presencia de los
cuatro primeros instares ninfales. Ruiz ef al,, (1995) llevaron a cabo biocensayos
con P fumosoroseus a distintas humedades relativas mostrando que las ninfas
de la mosquita blanca pueden ser controladas con el hongo presentando
diferentes valores de virulencia segun la concentracion del hongo y la humedad
relativa del ambiente. Pineda-Guillermo & Alatorre-Rosas (1995) estudiaron el
potencial de este hongo sobre la mosquita basados en los valores de mortalidad
sobre el insecto, sugiriendo a P. fumosoroseus como una opcién viable. Garcia &
Gutiérrez (1998) midieron la capacidad de control de P. fumosoroseus contra la
mosquita blanca en condiciones de campo, en diferentes cultivos de chile
jalapenc en Quintana Roo, demostrando una eficiencia indiscutible del
micoinsecticida dentro de un plan de manejo integral para el control del insecto.
Ortiz & Alatorre (1998) realizaron bioensayos in vitro acerca de la efectividad
biolégica de diferentes hongos entomopatégenos contra la mosquita blanca
observando valores de efectividad similares entre Verticillium lecanii, Beauveria
bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, P. farinosus y P. javanicus sobre ninfas
de cuarto instar. El primero de estos hongos fue probado también en un campo
abierto de frijol contra Trialeurodes vaporariorum con excelentes resultados de
control, sobre todo en ninfas de estadio dos y tres (Garcia-Juarez et af., 1999).

En afios recientes, las técnicas de genética molecular han sido utilizadas
para resolver problemas de taxonomia, identificacion y variacién genética en un
gran nimero de hongos (St Leger & Joshi, 1997; Bidochka et al., 1999; Taylor et
al., 2000). Entre las técnicas de biologia molecular, el método del polimorfismo
del DNA por amplificacion al azar con oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-PCR) ha
sido util'izado para diferenciar aislados de hongos entomopatégenos (Fegan et al,,
1993; Bidochka et al., 1994) Tigano-Milani et al. (1995), por medio del método de
RAPD-PCR, analizaron la variabilidad genética de 27 aislados de P.
fumosoroseus de diferentes partes del mundo, concluyendo que constituye una
valiosa herramienta para perfeccionar la taxonemia del género Paecilomyces y
otros hongos mitosporicos. Por otra parte, pusieron en evidencia 365 fragmentos

de DNA con los cuales se lograron distinguir tres diferentes grupos fenéticos con



18

un porcentaje de similitud »65%, dos de los grupos fenéticos arbitrarios estan
relacionados estrechamente (76% Similitud) con el tercer grupo totaimente
diferente (14% similitud solamente). Cantone & Vandenberg (1998) evaluaron la
variabilidad genética de 38 aislados de P. fumosoroseus de diferentes origenes
geograficos, utifizando dos tipos de marcadores genéticos, compatibilidad
vegetativa y RAPD-PCR. Ambos marcadores mostraron un polimorfismo
significativo, sin embargo, no se encontré ninguna correlacién entre el hongo con
su hospedero, ni entre el hongo con su origen geografico. Los aislados se
agruparon en 19 grupos separados por compatibilidad vegetativa sugiriendo ia
formacion de heterocariones y un posible intercambic genético poco comun
debido a que no ha sido observado en este hongo un ciclo reproductivo sexuatl.

Obornik et al. (2000) llevaron a cabo un analisis de variabilidad genética y
relaciones filogenéticas por medio del método de RAPD-PCR entre aislados de P.
fumosoroseus, P. farinosus, P. lilacinus, V lecanii y Aschersonia sp. Estos
autores concluyeron que este tipo de analisis es util en la reconstruccién de
relaciones intra e interespecificas entre las especies estudiadas, proponiendo que
la filogenia basada en RAPD-PCR Yy la variabilidad genética encontradas reflejan
su distribucion geografica. Su trabajo propone que la distribucién de las distancias
genéticas representa un camino Util para demostrar el nivel entre y dentro de taxa
‘seleccionados. Segun los autores Obornik ef al. (2000), la diferencia entre Ia
filogenia y distribucién de distancias genéticas de P. fumosoroseus y Aschersonia
sp. es el resultado de dos estrategias de vida diferentes. La esporulacion profusa
del primero refleja una dispersion abundante en la naturaleza mientras que la
esporulacion limitada de Aschersonia sp. produce una distribucion geografica
limitada. Ademas, concluyen que la movilidad de las esporas posiblemente es un
factor crucial para la diversidad genética encontrada y en su evolucion.

La caracterizacion genotipica de los hongos entomopatdgenos de cada
region geografica, es relevante en cuanto a la identificacién de los aislados, no
solamente con el propésito de registros comerciales sino también para monitorear
el impacto ambiental de un aislado particular en el campo agricola (Bridge et af
1993; Butt ef al, 2001). La utilizacion exitosa del RAPD-PCR en diversos



entomopatégenos apoya su uso para obtener la caracterizacidn genotipica de
aislados de P. fumosoroseus recolectados en México, que en un futuro podran
ser utilizados como micoinsecticidas Hasta el momento, no se conocen trabajos
realizados acerca de la caracterizacion genotipica de aislados de este hongo en

el pais.
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4. JUSTIFICACION

El aumento del dafio a la salud humana por el uso indiscriminado de
insecticidas quimicos, asi como la presencia de altos niveles de resistencia de la
mosquita blanca a estos productos y su efecto negativo en los enemigos
naturales de la plaga han llevado al desarrolio de alternativas para el control de
plagas agricolas dentro de un programa de manejo integrado de plagas. Entre las
alternativas se encuentra el uso de P. fumosoroseus como un micoinsecticida.
Para poderlo producir con una calidad optima, es necesaric contar con la
caracterizacion genotipica y fenotipica de los aislados de la regidon geografica

donde seran utilizados



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado varios estudios de la variabilidad genética de cepas de F.
fumosoroseus de diferentes origenes geograficos, evidenciando una alta
variabilidad entre ellos. No obstante, se requieren estudios de la diversidad
genética de aislados de P. fumosoroseus de insectos encontrados en cultivos de
México con el propésito de detectar su variacién natural en el entorno geografico
especifico. Dicha variabilidad puede ser estudiada a través de técnicas
moleculares como polimorfismo del DNA por amplificacion al azar, utilizando
oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-PCR). Ademas se requiere conocer una
caracteristica fenotipica de relevancia en los bioinsecticidas, como lo es la
virulencia hacia el insecto, para observarh si se asocia a algun patrén del

polimorfismo de DNA encontrado.
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6. HIPOTESIS

Los aislados de P. fumosoroseus de México estudiados presentan una alta
variabilidad genética evidenciada a través de la técnica molecular del
polimorfismo del DNA por amplificacion al azar, utilizando oligonuciedtidos
arbitrarios (RAPD-PCR), relacionada con su virulencia y demas caracteristicas
fenotipicas estudiadas. Estos aislados constituyen un grupo fenético diferente a

jos que conforman las cepas de referencia seleccionadas para este trabajo.
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7. OBJETIVOS
7.1 General

Optimizar la seleccién de aislados del hongo P. fumosoroseus recolectados en
México, a través de su caracterizacidn genotipica y virulencia in vilro en la
mosquita blanca, para obtener aguellos con la maxima calidad para utilizarse
como micoinsecticida.

7.2 Especificos

Obtener y seleccionar cultivos monospéricos de diversos aislados de P.
fumosoroseus recolectados de insectos en México de la coleccién del Centro
Nacional de Referencia de Control Biolégico-Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (CNRCB-SAGARPA) de
Tecoman, Colima.

Extraer DNA de todos los aislados del hongo de México, y de cepas de
referencia de otros paises, de las colecciones de la “Agricultural Research
Service of Entomopathogenic Fungi, (ARSEF)” EEUU y Centro Nacional de
Recursos Genéticos/ Empresa Brasileira de Pesquisa Adgropecuaria {CG,
CENARGEN / EMBRAPA).

Caracterizar genotipicamente P. fumosoroseus, por medio del polimorfismo
del DNA por amplificacibn al azar, utilizando oligonucleédtidos arbitrarios
(RAPD-PCR).

Analizar y comparar la variabilidad genética de los aislados de P.
fumosoroseus de México y de cepas de referencia, a partir de coeficientes de
similitud, relacionando esta variabilidad con su virulencia en ninfas de
mosquita blanca a través de la Concentracién Letal Media (CL50) en

condiciohes de invernadero.



8. MATERIAL Y METODOS
8.1 Material fungico

Se utilizaron para el estudio 14 aislados de Paecilomyces fumosoroseus,
recolectados de mosquita blanca (B. tabaci) en México, de la coleccion del
CNRCB-SAGARPA (M. en C. Victor M. Hernandez Velazquez) de Tecoman,
Colima.

Se utilizaron como referencia, cepas de P fumosoroseus de la ARSEF-
USDA y CENARGEN/coleccion EMBRAPA, representantes de los tres grupos
genotipicos encontrados por Tigano-Milani et ai.j 1995. Las caracteristicas de los
hongos pueden observarse en la Tabla 1. Cada aislado obtenido directamente del
insecto se preservd en agua destilada y aceite mineral a —4°C y nitroégeno liguido
a — 186°C, y se mantienen en la coleccién de hongos en el laboratorio de
Micologia Basica en la Facultad de Medicina, UNAM. Los aislados se cultivaron
en agar papa dextrosa (infusidn de papa blanca filtrada al 30%, glucosa
{Drogueria Cosmopalita, México) al 20%, agar (Bioxon, México) al 1 5%)APD) ¥
Agar de Sabouraud (giucosa (Drogueria Cosmopolita) al 40%, peptona (Bioxon) al
10%, agar (Bioxon) al 1.5%).
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Tabla 1. Claves, hospedero, cultivo y origen geografico de los aislados y cepas de

referencia de P. fumosoroseus en estudio.

COLECCION DEL CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA EN CONTROL BIOLOGICO

(CNRCB, SAGARPA)

Clave Clave UNAM del Hospedero o Substrato Cuttivo Origen
CNCB aislado

MBP EH-503 B fabaci Pepino Yucatan

MBP1 EH-504 B tabaci Pepinc Yucatan
MBCH EH-505 B tabaci Chile Hab Yucatan
PFCAM EH-506 B. tabaci Chile Campeche
MBPO1N EH-507 B. fabaci Noche buena Colima
MBPO2N EH-508 B. tabaci Noche buena Colima
MBPO3A EH-509 B. tabacy Noche buena Colima
AMBAS2 EH-511 B tabaci Sandia Armeria, Col.
AMBASY EH-513 E. tabaci Sandia Armeria, Col.
MBPO4 EH-516 B tabac/ Noche buena Colima

MBTH EH-517 B. tabaci - Sinaloa
MBMAC EH-518 B. fabaci -- Sinaloa
MBBRT EH-519 B tabaci Berenjena olima
PSMBA EH-520 B tabaci Tomate Nayarit

COLECCIONES: AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE OF ENTOMOPATHOGENIC

FUNGI (ARSEF, USDA), ITHACA, NY; CENARGEN/EMBRAFPA, BRASIL

Grupo 1*
EH-456
Grupo 2*
EH-454
EH-455
Grupo 3*
EH-452
EH-453

Cyperus rotundus

Spaethiella sp
Bemisia tabaci

Bombyx mori

Musca domestica

Brasilia/DF/Brasil

Manaos/AM/Brasil

FL/ USA

Saitama/Japon

Britania/Francia

*Grupos de P fumosoroseus caracterizados genctipicamente por Tigano-Milani et af (1995).



8.2 Obtencion de cultivos monosporicos

Los cultivos monosporicos de los aislados obtenidos del insecto se lievaron
a cabo por el método medificado de Goettel & Inglis (1997).

En un portacbjetos colocado sobre un triangulo de vidrio, dentro de una
caja de Petri (estériles), se afiadieron 3 mi de agarosa (GIBCOBRL®, OK, US) al
0.8% en condiciones de esterilidad. Una vez solidificada la agarosa se hizo una
suspension conidial de P fumosoroseus de 1 x 10* conidios/mL, aplicando vy
extendiendo 5 pL de la suspensién sobre el portaobjetos con la agarosa. Al
localizar un conidio en el objetivo de 10 x y verificarlo con el objetivo de 40 x se
coloct el conidio exactamente al centro del campo. Se bajé el revolver con el
tornillo macrométrico y se cerrd el diafragma hasta que solo se observo un
pequefioc haz de luz sobre la region donde estaba localizado el conidio (area de 2
mm? aprox.). Se practicaron pequefios cortes con un bisturi estéril de manera que
se formo un cuadrado en torno a la circunferencia del haz de luz. Nuevamente se
observé a 10 y 40 x verificando que el area donde se hizo el corie incluyera
solamente un conidio, todo bajo condiciones de esterilidad. Finalmente se tomd
la fraccién de agarosa con el conidio, colocando la parte del conidio hacia arriba
en una caja de Petri con APD e incubando a 28°C. Los cultivos fueron revisados
diariamente en el microscopio estereoscopio para observar el crecimiento de la

colonia a partir de un sola conido.

8.3 Seleccidn de cultivos monospoéricos
Estos fueron seleccionados con base en las siguientes caracteristicas

fenoctipicas: crecimiento colonial, tamatfio de los conidios y esporulacion.

8.3.1 Pruebas de crecimiento
Cada uno de los cultivas mondsporicos obtenido fue sembrado en medio
APD con el proposito de observar y medir su crecimiento radial. El registro de su

velocidad de crecimiento (mm/dia) fue obtenido a partir de los valores de



crecimiento expresada como la relacion entre su valor final menos el valor inicial
dividido entre el nimero de dias en los que ocurren. Dicho parametro fue
registrado hasta el momento en el cual se estabilizé el crecimiento. Una vez
obtenido este valor, las mediciones de crecimiento se detuvieron, el periodo de
tiempo varié para cada aislado. Ademas, se registréd el aspecto morfologico de

cada colonifa, comparandolo con el cultivo original.

8.3.2 Pruebas de tamano de conidios y esporulacion

Finalizadas las pruebas de crecimiento los cultivos fueron utilizados para la
medicidon del tamano de conidios y cuantificacion de ta esporulacion,

E! tamafio de los conidios se realizd por medio de un montaje directo que
fue observado al microscopio Olympus CH2 , el cual posee una reglilla en unc de
los oculares, calibrada para cada aumento. Se midieron diez conidios de cada
cultivo monosporice y original, registrando su ancho y largo en um.

Para medir la esporulacion se lievd a cabo una suspension de conidios
obtenida de la caja de Petri al final del experimento de crecimiento radial. Se
agregaron 10 ml de agua destilada a cada caja de cultivo con el fin de remover el

ayor numerc de conidics pesibles, y a continuacion la suspension fue
cuantificada en la camara de Neubauer. Todos los resultados obtenidos fueron
debidamente tabulados y graficados con el propoésito de utilizarlos para la
seleccidon del monosporico comparandolos siempre con las caracteristicas del

aislado original.

8.3.3 Analisis estadistico
Todos los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza de

un factor (« = 0.01) para evaluar sus diferencias.



8.3.4 Conservaciéon de cultivos monospoéricos seleccionados

Los cultivos monospéricos seleccionados fueron conservados en agua
destilada estéril y aceite mineral a 4°C y en agua glicerinada al 10% en nitrégeno
liquido a —186°C.

8.4 Caracterizacion genotipica de los aislados de P. fumosoroseus
Esta caracterizacion fue realizada obteniendo DNA de los aislados

originales y de los cultivos monosporicos seleccionados.

8.4.1 Extraccion de DNA

La masa micelial se obtuvo de cultivos en medio liguido de Sabouraud
(Bioxdn) incubados a 25°C durante 7 a 10 dias en agitacion a 150 rpm.
Posteriormente, el micelio se separ6 por filtracién con un embudo Bichner y
papel Whatman No 1, y se lavo con agua destilada estéril. El micelio fue
colectade en pape! filtro estéril, secado, y finamente pulverizado, al anadirle
nitrégeno liquido. Se coloco este material en un tubo Eppendorf (Elkay, MA, US)
estéril, hasta la parte conica del mismo, se agregaron 600 uL de buffer de lisis
(Tris HCI 50 mM, EDTA 50 mM, SDS al 3%, Mercaptoetano! al 1%), se agitd
firmemente hasta obtener una mezcla homogénea, y se centrifugdé a 10,000 rpm.
Al sobrenadante se le afiadieron 200 pg/mL de Proteasa K (QIAGEN, CA, US) vy
se agité firmemente La muestra se incubd en un bano de agua a 65°C por 1
hora. Luego se anadieron 500 yg/mL de RNAsa (QIAGEN, CA, US) incubando a
37°C, 30 min. Después, se agregaron 500 pL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y el tubo se agité firmemente hasta obtener una muestra con
un aspecto lechoso. Luego se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 min. La capa
mas superficial de! sobrenadante y se transfirio a un tubo Eppendorf nuevo. Se
agregé nuevamente Proteasa K, incubando a 65°C, por 30 min. Se repitio el

tratamiento de fenol.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24'1) de manera similar a
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como se habia hecho, centrifugando y obteniendo el sobrenadante. Se anadieron
10 uL de una solucion de acetato de sodio (SIGMA, MO, US) para iniciar la
precipitacion y dos volimenes de etanol al 100% (a -20°C) e invirtiendo el tubo
varias veces hasta visualizar la precipitacién del DNA. La muestra se centrifugd 2
min a 14,000 rpm hasta obtener el precipitado en el fondo del tubo. Se decanté el
etano! (J. T. Baker, México) al 100% y luego se lavé dos veces con etanol (Baker)
at 70% sin perturbar la pastilla, centrifugando 2 min a 14,000 rpm Se decantd el
alcohol y el DNA se secd al vacio por 10 min. El DNA obtenido fue resuspendido
en agua destilada estéril, manteniendo la muestra a -20°C hasta su uso

Para la cuantificacion del DNA se utilizaron concentraciones estandar del fago A
(GIBCOBRL®, OK, US ) en electroforesis en gel de agarosa al 1 5% teriido con
bromuro de etidio (Baker) a una concentracion de 0.5 ug/mL en amortiguador
TBE 0.5 X a2 90 V durante 1 hora.

8.4.2 Estandarizacion del método del polimorfismo del DNA por
amplificacion al azar, utilizando oligonucleétidos arbitrarios (RAPD-
PCR) '

La caracterizacion genotipica de los aislados de P fumosoroseus
recolectados en Meéxico, se realizé a traves del RAPD-PCR. Se utilizaron los
siguientes iniciadores (Bioselec, México), sugeridos por Cantone y Vandenberg
(1998) y Obornik et af. (2000) para este hongo (Tabla 2). De todos los iniciadores
se escogieron aquellos que mejor amplificaron los aislados en estudio. La

estandarizacién del método se llevé a cabo con el aislado EH-504.



Tabla 2. Iniciadores utilizados en el estudio.

INICIADOR SECUENCIA
OPA11 5' CAATCGCCGT 3'
OPA19 5 CAAACGTCGG 3
OFC1 5 TTCGAGCCAG 3
OoPC7 5 GTCCCGACGA 3’
oPC20 5 ACTTCGCCAC 3
OPE2 5 GGTGCGGGAA 3'
82;”1 5' CCAGATGCAC 3
OPE14 5 GAGTCTCAGG 3
OPF 1 5 TGCGGCTGAG 3
OPF 5 5' ACGGATCCTG 3
OPF & 5'CCGAATTGCC 3

' OPF7 5 GGGAATTCGG 3'
OPF 18 5 CCGATATGCC ¥
OPF 17 5' GGAGTACTGG 3
OPB 5 5" AACCCGGGAA 3
OPB 6 5'GCGCCCTTC 3
OPB7 5'TGCTCTGCCC 3

L 5 GGTGACGCAG 3

8.4.2.1 Programa de amplificaciéon

Se probaron dos programas de amplificaciéon en
iCycler ™ (BioRad, Hercules, CA) que se detallan en |la Tabla 3.

Tabla 3. Programas de ampilificacién.

un termociclador

A (Reyes et al., 1999) B {Sobral & Honeycuit, 1993)
1 Ciclo 1 Ciclo
94°C — 5 min 94°C ~ 5 min
45 Ciclos 40 Ciclos
92°C — 1 min 94°C — 1 min
35°C — 1 min 35°C -1 min
72°C - 1 min 72°C — 1 min
1 Ciclo 1 Ciclo
72°C — 5 min 72°C —7 min




8.4.2.2 Concentracidén optima de los iniciadores
Se eligié al azar un iniciador del Kit Operon {OPE-14) y se llevd a cabo una
curva con las concentraciones de 50, 100, 200, y 300 pmoles/ul y se realizd el

RAPD-PCR bajo las condiciones anteriormente mencionadas.

8.4.2.3 Curva de MgCl,

Se realizé una curva de magnesio con las concentraciones de 0.5, 1, 1 5,
2,25, 3y 35 mM usando DNA de Ia cepa EH-504 bajo las condiciones antes
mencionadas para obtener la concentracidn oOptima de magnesio para los

aislados ensayados.

8.4.2.4 Electroforesis

Todos los productos de amplificacién fueron observados a traves de geles
de agarosa (DIFCO) al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion
de 0.5 ug/mL en amortiguador TBE 0.5 X a 60 V durante 4 horas. El estandar de
pares de bases fue el 123 bp en escalera (123 bp DNA ladder, GIRCOBRL®) La
imagen de los geles se capturdé con un fotodocumentador Synopsis (Syngene,
Cambridge, MA) y se imprimi¢é con una impresora térmica SONY 650 (Syngene,
Tokio). La imagen de los geles se invirtid con el programa GeneSnap ™
(Syngene) para una optima resolucion. El tamafio de los fragmentos se calculd
con la ayuda de una ecuacién obtenida a partir de una regresién basada en los
valores observados del estandar de pares de bases

T=(-1101.16393*LN( Rf }+116.70171)

8.4.3 Analisis de datos del RAPD-PCR
Los productos de amplificacion de los diferentes aislados se compararon

entre ellos y se analizaron para la presencia o ausencia de bandas especificas
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Estos datos se relacionaron para obtener un estimado de similitud para cada par
de aislados.

La similitud se calculd por medio del coeficiente de Jaccard (Real &
Vargas, 1996), y se obtuvo una matriz de similitud genética pareada entre los
aislados. Dicha matriz fue la base para construir tanto un fenograma por medio
del método de promedios aritméticos no ponderados (UPGMA) como 1a relacién
entre los aislados, en un diagrama multidimensional usando el analisis de
coordinados principales (ACP). Para medir si el resultado del fenograma coincidia
con la matriz de similitud original se calculé el coeficiente cofenético de
correlacidn (Sneath & Sokal, 1973). Los analisis anteriores fueron llevados a cabo
utilizando el programa NTSYS-PC version 2 0 (Rholf, 1988). Con Ia finalidad de
establecer los grupos dentro del fenograma con robustez estadistica se realizé la
prueba de Strauss (1982). Para ello, la matriz de similitudes genéticas pareadas
fue aleatorizada 100 veces por el método de bootstrap por medio de la técnica de
remuestrec de Efron (1982). Los datos de distancia de las 100 matrices
aleatorizadas fueron ordenadas de manera descendente, eliminando los unos de
las diagonales que resultan de la comparacién entre una misma cepa. Una
distribucion de frecuencias de los valores de distancia con intervalos de 0.01 fue
construida. Una vez establecida la distribucion de frecuencia de estos valores, la
frecuencia asociada al valor de distancia mas alto fue restada a la frecuencia
inmediata superior, la inmediato superior a la subsiguiente y asi sucesivamente
hasta agotar todas las posibilidades de resta a lo largo de la distribucion de
frecuencias. Con estos valores se construyd una distribucion de diferencias
acumulativas, partiendo de las dos primeras diferencias hasta sumar todos los
valores. Por ultimo, el valor obtenido de la relacién algebraica, (A{A-1) / 2) x 100
x 0.05, donde A denota el nimero de cepas u OTU's, 100 es el namero de veces
que la matriz de distancia es aleatorizada y 0.05 el nivel de significancia, se
interpola en la distribucion de diferencias acumulativas para obtener el punto de
corte que determina la significancia o robustez estadistica de los grupos en el
fenograma. La confiabilidad estadistica del arbol inferido a través de marcadares

RAPD fue evaluada por el método de remuestreo de bootstrap de Efron (1982).
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Para estimar la variabilidad genética del grupo se llevé a cabo el calculo de

indice de variabilidad nucleotidica segin Nei & Li (1978).
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9. RESULTADOS

Se obtuvieron enfre cuatro y trece cultivos monospéricos de cada uno de los
aislados originales (Tabla 4). La figura 1 muestra como ejemplo ia colonia del
cultivo monospérico EH-509 de P. fumosoroseus. Se encontré una gran
diversidad en la coloracién de las colonias de color blanco a color rosa grisaceo.
Predomind el aspecto algodonoso al inicio del crecimiento y a medida que los
cultivos llegaron a la fase de esporulacion (aprox. 8 dias) presentaron diferentes
tonalidades de gris. En la morfologia microscépica se observaron grupos
compactos de conididforos erectos reunidos en fidlides ensanchadas en la base,

con conidios de cilindricos a fusiformes, 3-4 X 1-2 um.

Figura 1. Colonia del cultivo monosporico EH-508 de P. fumosorossus
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Tabla 4. Nuamero, promedios del largo y ancho de conidios, velocidad de
crecimiento, esporulacion, y seleccion de los cultivos monospoéricos obtenidos de

los aislados de P. fumosoroseus estudiados y sus cultivos originales

AlISLADO CULTIVOS LARGO Y VELOCIDAD ESPORULACION CULTIVO
MONQSPORICOS ANCHO DE CRECIMIENTO {Promedio} MONOSPORICO
{NGmero) CONIDIO (Promedio) Conidios/ml SELECCIONADO
(Promedio) mm/dia
{um)
EH-503 12 54 X2 027 3.85 X 10° 3
EH-504 8 49X2 0 181 2 44 X 10° 1
EH-505 10 48 X2 0203 608 X 10’ 1
EH-506 5 56 X2 038 117 X 10’ 3
EH-507 13 51X2 0308 21X 10° 3
EH-508 5 49X2 0 341 2.08 X 10° 3
EH-509 8 42 X2 0177 1.28 X 10° 3
EH-511 5 46X2 0.14 119 X 10° 3
EH-513 4 44X2 0177 324 X 107 3
EH-516 8 50X2 0211 234 X 10° 2
EH-517 12 51X2 0.26 407 X 10° )
EH-518 5 48X2 0192 178 X 10° 6
EH-519 7 48X2 0158 447 X 108 2
_ EH-520 6 48X2 0.223 3.97 X 10° 3
8.1 Caracteristicas fenotipicas de los aislados estudiados y de sus

cultivos monosporicos

9.1.1 Tamafio de los conidios

Los resultados de la medicion de los conidios fueron en promedio de 4.2-
56 X 2 um, la forma fue de cilindrica a fusiforme (Tabla 4). No se encontraron
diferencias significativas ni en el largo ni en el ancho de los conidios. El aspecto

microscopico corresponde a la descripcion de Domsch et al. (1980).



Piametro de la colonia (mm)
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9.1.2 Prueba de crecimiento

Se realizaron graficas de crecimiento con el diametro (mm) de las colonias
que se midieron diariamente durante un periodo de 15 a 25 dias, con el propésito
de comparar la velocidad de crecimiento de cada uno de los cultivos
monospdricos con el aislado original y seleccionar el mas adecuado. En la tabla
4 se muestra el promedio (mm/dia) de la velocidad de crecimiento del aislado
original y sus cuitivos monospoéricos. La figura 2 muestra ef crecimiento del
aislado original EH-516 y ocho cultivos monospéricos derivados del mismo.

Se encontraron diferencias significativas (P< 0.01) en la velocidad de

crecimiento entre los aislados originales EH-507, EH-503, EH-506, EH-511, EH-
520 y EH-518 vy sus cultivos monospdéricos.
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Figura 2. Gréafica de crecimiento del aislado EH-518 y de los ocho cultivos monospéricos obtenidos



9.1.3 Prueba de esporulacion

El promedio de la esporulacidn en conidios/mL de todos los aislados
originales y sus cultivos monospoéricos se muestra en la Tabla 4 Se encontraron
diferencias significativas (P< 0.01} en la esporulacion de los aislados originales
EH-507, EH-503, EH-506, EH-511, EH-520 y EH-518 vy sus cultivos

monosporicos.

9.1.4 Seleccion del cultivo monosporico

Para seleccionar el cultivo monospérico de cada aislado a estudiar, se
compararon los resultados del analisis de varianza para cada prueba entre el
aislado original y los cultivos monosporicos. Tedos los analisis fueron realizados
con una significancia (o) de 0.01

Se selecciond el cultivo monosporico para el estudio genotipico y pruebas
de virulencia de acuerdo al que mostrd la mejor velocidad de crecimiento y mayor
esporulacidn cuando se compard con el aislado original (Tabla 4) En la Tabla 5

se muestra un ejemplo con el aislado EH-506, de ia seleccion de! cultivo



Tabla 5 Seleccion del cultivo monospérico de acuerdo a la velocidad de
crecimiento y esporulacion de! aislado original EH-506 y de los cuitivos

monosporicos del aislado.

Aislado Largo de conidio Velocidad de Esporulacion
EH-506 {um) crecimiento (mm/dia)  {conidios/mLx10")
Original 5514 0.44 43
Monospdricos N
M-1 5.002 0.408 2.89
M-2 6.026 0.416 3.23
M-3’ 5.898 0.433 5.14
M-4 5514 0.358 | 1
M-5 6.026 0.25 117
Analisis de Sin diferencia P<0.01 P<0.01
varianza significativa

* Cultivo monosparico seleccionado
En el anexo 1 se muestran los analisis estadisticos para la seleccion de cultivos

monosporicos de todos 10s aislados originales estudiados.

9.2 Caracterizacion genotipica de los aislados de P. fumosoroseus

9.2.1 Obtencion de DNA

Se obtuvo el DNA de los 14 aislados originales y de los cultivos
monosporicos seleccionados de cada uno, y de las cinco cepas de referencia de
P. fumosoroseus de acuerdo al método descrito anteriormente. Las
concentraciones de DNA obtenidas fluctuaron entre 50 a 300 ng/ul. La figura 3
muestra por ejempio la cuantificacién de 16 muestras de DNA del aislado EH-504

en electroforesis en gel de agarosa utilizando concentraciones estandar (10, 20,



50 v 100 ng) del fago «. Todas las muestras ensayadas contienen entre 100 v

mas de 250 ng de DNA
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Figura 3. Concentracién de DNA en gel de agarosa ai 0.8% de 16 muestras de P
fumosoroseus. La slectroforesis se realizé a 100 V por 45 min, jos geles se
tifieron con bromure de etidio. Los primeres cuatre carriles muegstran diferentes
concentraciones del fago . En los demas carrles, se c¢bserva [as
concentraciones de DNA de las muastras del aslado EH-504.

9.2.2 Estandarizacién del método RAPD-PCR

El pragrama con el cual se obtuve la maxima ampilificacion fue el B {Tabla
3}, debido a que se llevé a cabo satisfactoriamente el procedimiento de RAPD-
PCR de todos los aislados con el iniciador de prueba.

9.2.2.2 Concentracion de los iniciadores

lLa estandarizacidn de la concentracion del iniciader OPE14 se llevd a
cabo con diferentes concentraciones del iniciador y utilizando el aislado EH 504
El RAPD fue realizado bajo las condiciones descritas en materiales y métodos.
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Bdlo a una concentracién mayor de 100 pmoles se puso en evidencia el
polimorfismo del DNA de la muestra utilizada. En consecuencia se selecciond

dicha concentracion para realizar todos los experimentos posteriores

9.2.2.3 Concentracion de MgCl;
La concentracion optima de MgCl, fue de 3.0 mM En la figura 4 se puede
observar la curva realizada utilizando el aislado EH-504 con el iniciador OPE14

5 mM sin DNA

Figura 4. Curva de MgCl,. Se utilizo DN del
aislado EH-504 v el iniciador OPE14 con
diferentes concentraciones de MgCly . El gal
de agarosa se utilizb a una concentracian s
15% y se corrio a 60V durante 2 h.
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9.2.3 Condiciones optimas para el Método Polimorfismo del DNA por
amplificacién al azar, utilizando oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-

PCR)

Para establecer las condiciones se utilizo el aislado EH-504, comenzando
con los iniciadores OPA11 y OPC, y conceniraciones de DNA de 5, 10 y 20 ng.
Las primeras reacciones de amplificacidn mostraron bandas gue indicaron que las
condicicnes en las cuales fueron realizadas son optimas para continuar con los
iniciadores faltantes Ademas, se observé que hubo ampiificacién con las tres
concentraciocnes de DNA utilizadas, indicando que las reacciones posteriores se
podrian llevar a cabo desde una concentracion de S ng de DNA en adelante.

La amplificacion para todos los ensayos posteriores se efectué en un
aparato iCycler’™ (Biorad) bajo las siguientes condiciones: un volumen de
reaccion de 25 pl conteniendo 5 ng de DNA gendmico, 300 pmol de cada
iniciador, 3 mM MgCl,, 200 pM de cada dNTP, y 1 U de Tag DNA polimerasa. E}
patron de temperaturas fue: un ciclo de 95°C por § min, seguido por 40 ciclos de
94°C durante 1 min, 35°C por 1 min y un ciclo de 72°C por 1 min, finalmente se
llevd a cabo una extensién final de 72°C por 7 min {(Sobral & Honeycutt, 1993). El
corrimiento electroforético de los segmentos de DNA se efectud én geles de
agarosa al 1.5% y se tifleron con bromuro de etidio. El estandar de pares de
bases fue el 123 bp en escalera (123 bp DNA ladder, Gibco).

9.24 RAPD-PCR

El RAPD-PCR tanto de los catorce aislados originales como de los
catorce cultivos monospéricos seleccionados de cada uno mostraron el mismo
polimorfismo del DNA (Figura 5). Los ensayos con los DNA's de los cultivos
originales de P. fumosoroseus y de los monosporicos se llevaron a cabo por
duplicado con cada uno de los dieciocho iniciadores ensayados. La figura 5
muestra un ejemplo de los perfiles polimorficos de los aislados originales y su

monosporico seleccionado.
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Figura §. Perfiles polimarficos obtenidos por RAPD-PCR de DNA de los aislados
de México originales (izquierda) y monospédricos seleccionados (derecha) de: B
fumosaroseus generados con el iniciador OPF5. La electroforesis de lng
productos de RAPD-PCR se realizd en %ei de agarosa al 1.5% coloreado ool
bromuro de etidio a 80 V durante 4h. M = 123 pb DNA en escalera. * DNA de
cepas de referencia de Francia y Estados Unidos. La imagen fue invertida con él
programa GenSnap' " de Syngene para una optima resolucion.

La figura 6 muestra log perfiles polimorficos obtenidos con el iniciador
OPB7, con el DNA de los aislados de México v de dos cepas de referencia. Se
puede observar una similitud entre los patrones polimarficos de los aislados de
México y diferencia con aquellos de las cepas de referencia de Estados Unidos
(EH-455) y Francia (EH-453). Este fendmeno se observd con |la mayoria de 108
oligonucledtidos ensayados. Con este iniciador (OPB7) una cepa de referencia de
Brasil (EH-454) no mostrd ningdn polimorfismo.

El iniciador que mostrd el mayor polimorfismo fue el OPC20 (184 bandas) y
el menor OPE11 (65 bandas). Las cepas de referencia mostraron un polimorfismo
pobre con todos los iniciadores utilizados. Tres bandas polimorficas de 1742,



1342 y 819 bp se destacaron en los paftrones RAPD-PCR amplificados con el
miciador OPB7 v obtenidos de 1os aislados y/o cepas estudiadas (Figura 6}. Cabe
referir  que dichas bandas son  comunes en todes los  aislados
independientemente de su origen. Existen fragmentos polimorficos que aparecen
constantes en todos los aislados de México vy las cepas de referencia. Los
fragmentos constantes con el iniciador con @l que fueron amplificados
respectivamente son: 910 bp y 620 bp con ef QPC20 y 1053 bp con OFFTY.
Ademas, se amplificaron dos bandas 1796 bp vy 996 bp ulilizando el iniciador

OPF7 gue fueron constantes para todos los aislados de México.
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Figura 6. Perfiles polimérficos obtenidos por RAFD-PCR de & ng de DNA de los
aislados de México v cepas de referencia (*) de P. fumascroseus generados con
el iniciador OPB7. La electroforesis de los productos de RAPD-PCR se realizo en
gel de agarosa al 1.5% coloreado con bromuro de etidio a 60 V durante 4 h. M =
123 pb DNA en escalera. La imagen fue invertida con el programa GenSnap " de

Syngene para una optima resolucion
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Todos los iniciadores que originaron productos de amplificacion fueron
incluidos en el analisis estadistico con excepcion del iniciador OPF16, que no
originé ninguno. Se obtuvieron un total de 1776 bandas polimérficas, utilizadas en
la construccion de la matriz basica de presencia/ausencia (Anexo 2). Para el
calculo de las matrices de similitud se utilizd el coeficiente de Jaccard (Real &
Vargas, 1996) y a partir de éste, se clasificaron los aislados a través de un
fenograma (Figura 7). Para que los grupos formados fueran altamente
significativos se calculd el punto de corte que fue de 0.70 (linea punteada en el
fenograma), a partir del cual se formaron cinco grupos reales (Figura 7) El primer
grupo (1) corresponde a los aislados de México con una similitud del 72%; el
segundo grupo (I} corresponde a las cepas de Brasil (EH-454 y EH-456) con una
similitud del 75%; el tercero (lll) corresponde a la cepa proveniente de Estados
Unidos (EH-455); el cuarto (1V) a la cepa de Francia (EH-453) y el quinto (V) a la
cepa de Japon (EH-452)

Con los iniciadores estudiados no fue posible incluir las cepas de México
dentro de ninguno de los tres grupos fenéticos propuestos por Tigano-Milani ef al.
(1995), va que no se pudo observar ninguna correlacion entre los polimorfismos
del DNA de los aislados de México y el polimorfismo mostrado por las cepas de
referencia representativas de los tres grupos fenéticos mencionados arriba.

Con la misma matriz de similitud mencionada anteriormente se ordenaron
los aislados estudiados utilizando la técnica de coordinados principales (Figura 8),
y el arbol de tendido minimo (Figura 9) que muestran el ordenamiento de los
aislados con base en el porcentaje acumulado de comparacion entre los aislados

estudiados.
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Figura 7. Fenograma que muestra los grupos obtenidos por RAPD-PCR con los

diecisiete iniciadores para los 19 aislados. El fenograma fue generado a partir de

la matriz de similitud utilizando el método UPGMA. La linea punteada indica el

punio de corte obtenide del analisis. Los valores de los bootstrap fueron

generados del procedimiento de Efron (1982), los valores menores de 97% no

son mostrados.

La prueba de Mantel {r =0.97, P < 0.001) o sea, el coeficiente cofenético

de correlacion y el mejor punto de corte del arbol (0.70) (Figura 7) mostraron que

el andlisis y los grupos resultantes fueron resultado de una verdadera relacion

bioldgica entre los aislados estudiados y no fue un producto al azar.
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Ademas el analisis de componentes principales como se muestra en Ia
figura 8, explica una variabilidad entre los aislados de México y refleja su
agrupamiento y ubicacién geogafica con los aisiados de Brasil (EH-454 y EH-
456) y Estados Unidos (EH-455) y de manera inversa con los de Francia (EH-
453) y Japon (EH-452).

Figura 8. Ordenamiento de los aisiados procedentes de México y otros paises
seglin el analisis de coordinados principales. Los aislados se encuentran

distribuidos de acuerdo al eje de ordenadas.

La sobreposicion del arbol de tendide minimo {Figura 9) corrobora que los
aislados de México mantienen una estrecha relacién entre si, ya que se

encuentran ordenados en el mismo plano vertical. Ademas, las cepas que
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muestran una distancia menor con las de México son las cepas de referencia
provenientes dei continente americano, de Brasil (EH-454 y EH-456) y de
Estados Unidos (EH-455); y las que muestran una distancia mayor, son las de
Japén (EH-452) y Francia (EH-453), que pertenecen a otros continentes. El
indice de diversidad nucleotidica fue de 0.3 con una desviacién estandar de 0.15,

lo que indica una alta variabilidad genética de los cinco grupos.

505
5017

;

) _E§§+§I?

Figura 9. Ordenamiento de los aislados estudiados segan el arbol de tendido

minimo. Las lineas punteadas indican la relacion directa entre los aislados.
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10. DISCUSION

Para llevar a cabo un control biolégico eficiente de plagas agricolas
relevantes como la mosquita blanca en México, utilizando insecticidas biologicos,
se requiere una caracterizacidon genotipica y fenotipica de los aistados de la
regiébn geografica donde seran utilizados. Este trabajo aporta conocimientos
basicos acerca de estudios de la variabilidad genética de aislados de P.
fumosoroseus de diferentes estados de la Republica, poniendo en evidencia
variabilidad entre elios, asi como diferencias genotipicas cuando fueron
comparados con cepas de referencia de otros paises.

Con respecto a los cultivos monospéricos seleccionados obtenidos de cada
aislado se encontraron solamente diferencias en algunos de ellos al ser
comparados con el cultivo original, en cuanto a la velocidad de crecimiento y a la
esporulacion (P < 0.001), mas no en el tamafio de los conidios. Tampoco se
encontraron diferencias entre el RAPD-PCR de los aislados criginales y sus
cultivos monospoéricos en todos los ensayos repetidos realizados Esto sugiers
que los cambios genéticos, si acaso ocurrieran, no se hacen evidentes con esta
prueba en especial. Es importante sefialar que para el estudio de los aislados de
microorganismos debe obtenerse siempre el cultivo monospdrico, para que
independientemente de las pruebas que se realicen, la poblacién del
microorganismo siempre sea homogénea. La pureza genotipica (Goettel & inglis,
1997) es necesaria para llevar un control de calidad estricto tanto en la empresa de
produccion masiva, como al momento de utilizar el hongo como bioplaguicida en
campo. Es relevante tambiéen, reconocer el genotipo asperjado para estudios sobre
impacto ambiental de estos entomopatdgenos, realizados de manera infrecuente
hasta la fecha. Por lo anterior, en este trabajo todos los ensayos se llevaron a
cabo con cultivos monosporicos, los cultivos estan conservados por diferentes
métodos en la coleccion de cultivos det laboratorio de Micologia Basica, Dpto. de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM.

La caracterizacion fenotipica de los aislados estudiados es también de

relevancia en los bioplaguicidas ya que su eficiencta en el campo agricola depende,
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entre otros muchos factores, de la temperatura 6ptima para su crecimiento,
germinacién y maxima esporulacion. La influencia de las condiciones ambientales,
en particular ia temperatura y humedad, determina la capacidad de los hongos
entomopatégenos para infectar a su hospedero (Benz, 1987; McCoy ef al., 1988,
Glare & Milner, 1991). Para el desarrollo exitoso de un agente de controi bioldgico,
especialmente de un hongo patdgeno, éste debe estar adaptado a las condiciones
ambientales, especialmente al microclima y a la temperatura de! area donde va a
ser aplicado (Ferron et a/, 1991; Maniania & Fargues, 1992, Lomer et a/.;2001).

Los resultados que se obtuvieron en cuanto a la velocidad de crecimiento a
28° C, temperatura seleccionada debido a que seglin Landa et al (1994) es
adecuada para tener los valores de crecimiento y esporulacion maximos en este
hongo, muestran gran variabilidad en la velocidad de crecimiento en un rango de
015 mm a 0.38 mm/dia a esa temperatura; y esta misma variacion se observd en
la esporulacién, desde 3.97 X 10° hasta 4.07 X 10% conidiosfml. Estas diferencias
interspecificas estan de acuerdo con el trabajo de Vidal et al (1997), donde
observaron la misma variabilidad intraespecifica entre aislados de P. furmosoroseus
provenientes de diferentes paises con diferentes climas. Estos autores mostraron
variabilidad en los aislados de este hongo, en cuanto a la velocidad de crecimiento
y temperatura, relacionado al microclima del biotopo fungico.

Hasta la fecha, no se conoce en Mexico la caracterizacion genotipica de
P. fumosoroseus aislado de la mosquita blanca. Para evaluar a este hongo como
un agente biorregulador, es esencial conocer su distribucién y potencial de
intercambio genético entre y dentro de poblaciones. La genética y los estudios de
poblaciones de P. fumosoroseus son dificiles de abordar debido a la carencia de
marcadores fisioldégicos, de virulencia, y a la variacion fenotipica en cultivo
(Cantone & Vandenberg, 1998) Esta es la primera investigacion en el pais que
estudia el genotipo de los aislados de P. fumosoroseus aislados de la mosquita
blanca, B. tabaci, provenientes de los estados de Campeche, Colima, Nayarit,
Sinaloa y Yucatan a través de marcadores RAPD-PCR. Los resultados revelaron

un amplio polimorfismo entre todos los aislados estudiados
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El grupo | de RAPD-PCR que incorpora a todos los aislados de Mexico,
mostré variabilidad genética entre los aislados distribuidos en esta region
geografica. Todos ellos provienen de estados con clima calido seco, de acuerdo a
la clasificacion del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI). Este mismo fendmeno fue observado por Tigano-Milani ef al. {1995) en
donde encontraron varios genotipos en una misma regidén geografica. Segin
Obornik (2000) esta variabilidad probablemente se debe al rango de hospederos,
a su distribucién geografica y en especial a la alta movilidad de sus esporas. Por
otro lado, también podria deberse a la capacidad del microorganismo para
adaptarse a los cambios ambientales de manera eficaz. Ademas, es posible que
este hongo presente recombinacién aungque no se le conoce un estado sexual,
pero se reportd una via de recombinacidon meidtica in vifro a través de la
reproduccion parasexual, que posiblemente podria ser una estrategia para el
intercambio genético en este hongo (Riba & Ravelojoana, 1984). La elevada
diversidad genética en los hongos anam&rficos podria explicarse posiblemente
por la aparicién de heterocariones (Cantone & Vandenberg, 1998). La presencia
de diferentes genotipos podria sugerir que los aislados simples pueden ser
menos efectivos en el campo v se debe llevar a cabo la combinacion de elios en
su formulacién (Tigano-Milani, 1995).

Los aislados de Mexico que presentan entre si la mayor similitud (> 88%), y
por consiguiente mayor homogeneidad son: EH-503 y EH-504 (Yucatan); EH-516
y EH-519 (Colima), EH-509 y EH-513 (Colima). Esta homogeneidad entre ellos
probablemente se debe a que fueron aislados de la misma regién geografica. Sin
embargo, tambien fueron detectados aislados con diferentes genotipos
procedentes de la misma regidn y esto puede ser explicado por las implicaciones
que la diversidad genética tenga en el control biolégico. Tigano-Milani & Aljanabi
(2000) sugieren que es posible especular que genotipos especificos son mas
efectivos en diferentes etapas de epizootias y que el conjunto de genotipos
diferentes son necesarios para generar efectos sinergisticos y por consiguiente
llevar un control biologico mas eficiente. Los otros cuatro grupos obtenidos

provienen de otros paises, grupo Il y Hl del continente americano y los grupos IV y
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V de los continentes europeo y asiatico respectivamente, ordenamiento que se
observa claramente en las graficas del analisis de componentes principales y
arbol de tendido minimo (Figuras 8 y 9).

Los resultados del RAPD-PCR en nuestro estudio mostraron una estrecha
relacidn entre los patrones polimérficos de DNA observados y la procedencia
geografica de los aislados. Esta relacibn también se ha reportade en otro
importante patbgeno de mosquita blanca, Aschersonia sp., donde también se
demostré una correlacién entre los grupos fenéticos y su origen geografico
(Obornik, 1995, Obornik et al, 1999). Existen estudios realizados en hongos
patdgenos del hombre como Hisfoplasma capsufatum (Reyes et al, 1999) y
Sporothrix schenckii (Mesa, 2000) donde claramente se observa una relaciéon
directa entre los patrones polimorficos de DNA obtenidos y su procedencia
geografica, que son corroborados con un analisis de componentes principales. Lo
anterior contrasta con otros analisis genotipicos a través del RAPD-PCR en
hongos entomopatdgenos, como Metarhizium (Driver et al., 2000) v Beauveria
bassiana (Berretta et al,, 1998, Castillo ef al, 1999), donde los autores no
encontraron relacion entre los grupos formados y su distribucion geografica,
indicando que los aislados genéticamente similares pueden ser encontrados
infectando las mismas especies de insectos hospederos colectados en lugares
diferentes. Sin embargo, en el trabajo de Driver ef af. (2000), que es una revision
taxonémica basada en el analisis de secuencias del DNAr, utilizan un solo
iniciador cuando comparan patrones de RAPD-PCR entre los aislados. En
comparacion, en nuestro trabajo se utilizaron 18 iniciadores los que produjeron un
analisis sdlido que separa claramente los hongos estudiados en las regiones
geograficas de procedencia.

En otro hongo patégeno del hombre, Coccidiodes immitis, que no tiene
estado sexual reportado hasta hoy, y que también exhibe una elevada variabilidad
genetica, existe evidencia por pruebas moleculares, de recombinaciéon, y de
aparente sexo criptico (Burt ef al, 1996). Aunque no se conoce la fase sexual de

la especie de P. fumosoroseus se puede suponer la existencia de algun
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mecanismo de recombinacion como los observados en otros hongos mitosporicos
mencionados anteriormente.

Tigano-Milani et af (1995), Cantone & Vandenberg (1998) y Obornik et al.
(2000) han demostrado, a través del RAPD-PCR, la variabilidad que existe en
diferentes aislados de P. fumosoroseus. La diversidad y las cepas distintas
genéticamente de este hongo pudieran representar un agregadc de especies
estrechamente relacionadas como lo sugiere Tigano-Milani et al (1995). Por
consiguiente, el grupo | en donde se encuentran la totalidad de los aislados
procedentes de México, podrian constituir un nuevo grupe fenético diferente a los
encontrados por estos ultimos autores.

Los metodos de ordenamiento corroboraron la agrupacion resultante de los
analisis realizados y muestran de manera grafica la estrecha relacidon que
guardan los aislados estudiados procedentes de México y la mayor distancia a la
cual se encuentran las cepas de referencia.

La caracteristica fenotipica de la virulencia evaluada por medio de la
Concentracién Letal Media (CL50) en la especie mosquita blanca, T.
vaporariorum, realizada por Casteilanos et al (2001), de los aislados de P.
fumosoroseus estudiados, presentaron niveles de alta, media y baja actividad
enzimatica tanto de proteasas como quitinasas. Los aislados con virulencia mas
elevada fueron EH-506 y EH-518, los aislados de nivel medio EH-519 y EH-504 y
los aislados de nivel méas bajo, EH-503 y EH-508. Dichos niveles de virulencia no
presentaron ninguna relacidn aparente con los patrones polimoérficos de DNA
encontrados en ios mismos aislados estudiados.

Este tipo de investigaciones aportan informacién necesaria para apoyar el
uso de insecticidas bioldgicos, que brindan un gran nimero de beneficios al
ambiente, incluyendo seguridad para el ser humano y organismos benéficos, la
reduccion de residuos de plaguicidas en los alimentos, el incremento de la
actividad de enemigos naturales y por ende el aumento de la biodiversidad dentro

de los agroecosistemas (Lacey et af,, 2001).



11.

A4

CONCLUSIONES

El RAPD-PCR fue un método Gtil para mostrar la variabilidad genética

entre los aislados de P. fumosoroseus estudiados.

EL método del RAPD-PCR permitid agrupar con una alta similitud a las
cepas de Mexico con los iniciadores utilizados, mientras que las cepas de
referencia mostraron patrones polimorficos diferentes con los mismos

iniciadores, incluyéndolas en otros grupos.

Los patrones polimorficos de los aislados de México obtenidos sugieren un
grupo fenético diferente a los ya establecidos para cepas de referencia de

otros paises.

La virulencia de los aislados estudiados hasta ahcra no presentd ninguna
relacién con los patrones polimorficos generados por RAPD-PCR, aunque

si con su origen geografico.

Se cuenta con el patrdén polimorfico de DNA especifico para cada uno de

los aislados de México estudiados, con los iniciadores utilizados
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Anexo 1. Analisis estadistico de la seleccion de cultivos monosporicos

Aslado CONIDIOS VELOCIDAD ESPOR
Hm mmvdia conidiosml
EH507
CRIGINAL 5129 046 4 10E+04
Cuiivos monosponces ;
1 5129 0259 4 85E+8
2 4974 0333 223807
3 5102 0388 447c+)8
4 513 0283 230EH)7
6 5257 0367 I70EHB
8 5.386 0189 B855E+H8
9 5327 0285 475E+07
10 4974 023 900E+08
11 4843 0.351 47807
12 5221 0181 B 94E+)7
13 4874 0.185 47507
14 5386 0433 400EH)7
15 5002 0383 400E+07
PROMEDIO 5128 0308 210E+08
Significancia Significancia Significancia
No P=004 SIP<001 P=338E8 SiPQ01P=009
EH503
Origiral 5386 0267 542E+89
Culivos monospdnions
2 5386 0442 665E+0
3 53838 0383 750E+08
4 5386 015 6.52E+H0
5 5642 Q2% 582E+(8
6 5386 01 6.10E+09
7 5514 0117 6 20E+9
8 5026 0258 593E+08
g 8026 0308 640E+09



10 559 0108 530E+08

11 5642 0333 6.34E+09
12 513 0325 575H9
13 5514 G425 B662E+3
PROMEDIO 5463 027 385E+H08
NoP=028 SiF<001P,P=0000000751 SiP<001P00000000494
EH506
Original 2514 044 | 4 30E+07
Culivos monospdnicos
1 5002 0408 289+07
2 6026 0416 323807
3 5898 0433 514E+07
4 5514 0358 1 00E+07
5 6026 025 11707
PROMEDIO 5686 038 1A7ERD7
Significancia Significancia Significancia
No P=328 SiP<0.01 P=0.001 Si P01 P=000022
EH516
Onginal 5642 0265 250E+08
Cultvos monaspdncos
1 495 0255 250E+08
2 5258 0289 2906407
3 5026 0193 e 1.30E+08
4 4255 0211 2 70E+08
5 513 0157 290E+08
6 5078 0259 7.30E+08
7 513 0155 3007
8 4922 0155 1.30E+08
PROMEDIO 5043 0211 2 34E+08
Significanca Sgnificancia Significanca
NoP=0D45 SiP<G0t P0005 NoP>001 A=0011
EHE08

Origired 513 0361 185E+08



Culivos monosponcos
1 513 0322 765E+08
2 485 0262 935E+08
3 5002 {389 567E+(06
4 436 0377 2 126+08
5 513 0377 7 OTEHYT
PROMEDIO 495 0341 208E+08
Significancia Significancia Sinificancia
No =01 SiAQ 0 AG006 No 001 ~A0011
EH505
Onginal 5258 023 105E+10
Cuftvos monaspdricos
1 5258 0261 150E+08
2 513 0203 1.80E+08
3 4362 022 410B+07
4 4234 0185 520E+06
5 513 0164 950E+H)7
6 513 0177 390EH07
8 513 0201 1.00E+07
9 4108 0198 500E+H06
10 513 0.195 550E+H06
FROMEDIO 489 0203 6 08E+07
Significanciz Significancia Significancia
No =088 SiP<Q01P=0003 No P>001 =004
EH518 o
Originel 5256 0182 200E+08
Culivos monospdnicos
1 5256 0167 1968E+08
2 4487 0183 585E+07
4 4359 0211 236E+08
5 5128 0196 125£+08
G 4473 0213 2 96E+08
PROMEDIO 487 0192 178E+08
Sigrificancia Significancia Significanca



No P=0 31 SiP<001 P=0001 SiP<0 0t P 0001
Originai 4358 0136 2 25E+06
1 4998 013 1436408
2 4487 0207 6256406
3 3847 0216 535E+6
4 4645 0197 515E+06
PROMEDIO 448 0177 324E+07
No A=0.31 SiP<Q01 P0004 No F001 P=027
EH504
Oniginal 4315 0154 528E+08
Cutives monospdneos
o 3974 0217 528E+08
2 4249 0222 103E+08
3 5384 0134 667E+07
4 4871 0097 122E+09
5 4871 00%6 BB5E+H09
8 4146 0191 383E+9
7 3846 D62 597E+{8
8 3846 0174 BA7TEHO
PROMEDIO 4938 0181 244409
Sgnificancia Significanca Sgnificancia
NoF=052  SiP<001P=00000718 SiP<001 P=003
EH508
Original 4615 0173 4 50E+05
Culivos monospdnaos
1 3769 0169 147E+H05
2 4102 0209 1 25E+05
3 4656 0278 500E+05
4 4743 0074 6.00E+05
5 4487 0173 7 50E+0S
8 3974 0213 500E+05
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7 423 0192 500E+05

8 41 0113 800E+06
PROMEDIO 4298 0177 1298406
Significancia Significancia Sgnificanca

NoP=045  SiP<001P=00000744 No P>001F,=0146

EH520
Original 4743 0207 5 00E+06
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3 4799 0252 250E+06
4 4743 0219 240EH6G
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5 4999 0218 2 50E+06
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No P=0.31 S P<001P=00005 S <001 P=000000453
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Significancia Sigrificancia Significancia
No =031 SiP<001 P=00005 No ~-001 =003
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Culivos monosponoos
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2 5002 0186 1.30E+08



3 38545 0119 2408403

5 5258 0165 850E+H06
PROMEDIO 487 014 1 19E+H08
Significancia Sgnificanca
No P=087 SIP<0G01 P0003 SiP<001 P=0005
EH517
Original 5586 0318 197E+10
Cultivos monosparicos Significarcia
1 5001 026 407E+09
2 4573 0226 111E+08
6 5001 026 407EH9
7 5001 0263 392E+09
8 528 024 160E+08
8 518 0248 304E+08
10 5307 0167 230E+(08
12 9102 026 407E+HR
PROMEDIO 5159 026 407E+09

NoP=022 S P <001 P=00006 NoP=001 =022
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Anexo 2. Matriz de presencia/ausencia en todos los aislados y cepas de

referencia de P fumosoroseus
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