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Resumen

i. RESUMEN

El control biolégico de poblaciones de insectos nocivos promete ser una

herramienta eficaz para obtener alimentos sanos libres de componentes quimicos.
Este trabajo contribuye con la caracterizacion fenotipica y genotipica de aislados
de Metarhizium anisopliae var. acridum de México (MX) con el objetivo de
seleccionar los idoneos para la elaboracién de un agente microbiano para el
control bioldégico de la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons sin costo
ecologico para los agroecosistemas. Se estudiaron 16 aislados de M. anisopliae
var. acridum de S. piceifrons provenientes de la coleccién del Centro Nacional de
Referencia de Control Biologico (CNRCB) en Tecoman, Colima. Se utilizaron once
cepas de referencia del género Metarhizium de las colecciones ARSEF (EEUU) y
CSIRO (Australia) que representan diez grupos (clados) taxonomicos de
Metarhizium propuestos por Driver et al. (2000). Se analizaron tres caracteristicas
fenotipicas, velocidad de crecimiento, tamano de conidios, y esporulacion, para la
seleccion del cultivo monospoérico de cada aislado original. Se estimo la virulencia
del hongo por medio del tiempo letal medio (TLM) de los 16 cultivos monospéricos
seleccionados. Los bioensayos de virulencia se llevaron a cabo en insectos
adultos en estadio solitario de S. piceifrons piceifrons. La caracterizacion
genotipica de los aislados de MX se llevdé a cabo utilizando el método del
polimorfismo del DNA amplificado al azar utilizando 14 oligonucledtidos arbitrarios
(RAPD-PCR). Con los marcadores obtenidos se construyd una matriz de
presencia (1) ausencia (0) y se calculé el indice de Jaccard obteniendo una matriz
de similitud genética pareada entre los aislados. A partir de esta matriz se
construyd un fenograma por medio del método de promedios aritméticos no
ponderados (UPGMA). Se calculd el coeficiente de correlacion cofenética para
determinar el grado de relacion entre la matriz del fenograma obtenido y la matriz
de similitud original. Se establecid multidimensionalmente la relacion de los
cultivos monospéricos y cepas de referencia, usando el analisis de componentes
principales (ACP) y arbol de tendido minimo (ATM). La confiabilidad estadistica del
fenograma obtenido fue evaluada por el remuestreo de la matriz de similitud
mediante el método de “bootstrap”. Se estimo la diversidad genética de los cultivos
polisporicos, monospéricos y cepas de referencia utilizando el indice de diversidad
de Shannon. En la caracterizacion fenotipica se obtuvieron de 7 a 11 cultivos
monosporicos a partir del cultivo original aislado del insecto para contar con
poblaciones genéticamente homogéneas. Debido a que no se observaron
diferencias significativas (P>0.01) en las tres caracteristicas analizadas entre los
cultivos originales y monosporicos obtenidos, la caracteristica de seleccion del
cultivo monospdrico fue aquel que mostré la mayor esporulacion. En la virulencia
del hongo hacia la langosta por el tiempo letal medio se observaron diferencias
significativas entre los 16 aislados, con un rango entre 5.8 a 12 dias. En la
caracterizacion genotipica, los patrones polimérficos de DNA genomico entre los
16 cultivos polispéricos y los monosporicos seleccionados fueron similares. Sin
embargo, el DNA obtenido de los cultivos monosporicos presentaron una mejor
ampilificacion y resolucidon que los cultivos polisporicos. Los patrones polimorficos
de las cepas de referencia de cada uno de los 10 clados establecidos para
Metarhizium mostraron patrones diferentes entre ellas. Las cepas de referencia
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Resumen

correspondientes al clado 7 de: M. anisopliae var. acridum y la cepa-del-clado 6 de
M. flavoviride var. flavoviride presentaron similitudes con el patrén polimérfico de
los: aislados de MX. Los 14 oligonucleétidos utilizados amplificaron 371
marcadores bien definidos y repetibles en el DNA gendémico de los cultivos
originales, monospéricos seleccionados, y cepas de referencia. Con estos
marcadores se construyd una matriz de presencia (1) ausencia (0), para calcular la
matriz de similitud segun el indice de Jaccard, y se obtuvo el fenograma
correspondiente (UPGMA). En éste, se observé una agrupacién de los cultivos
monospéricos de M. anisopliae var. acridum de MX en un grupo separado de los
10 clados taxonomicos del género Metarhizium previamente reportados. El valor
de "bootstrap” indica un 100% de relacion entre los cultivos del hongo de MX. El
grupo de aislados de MX mantuvo una relacion muy estrecha con el clado 6 de M.
flavoviride var. flavoviride cepa 1184 (EH-527) aislada de Francia con una relaciéon
del 99% (valor de! "bootstrap”), y con el clado 7 que corresponde a M. anisopliae
var. acridum, cepas FI-985 (EH-530) de Australia y FI-987 (EH-535) de Nigeria,
con una relacion del 73%. Las cepas de referencia restantes presentaron una
menor similitud con los cultivos de MX mostrando un valor de "boststrap” del 57%.
El coeficiente de correlacion cofenética mostré un valor de r= 0.99 y P = 0.0004,
demostrando que el fenograma generado no es producto del azar, sino un
fendmeno biolégico claro. Estos resultados de asociacidon entre el DNA de los
aislados de MX y cepas de referencia se reafirmaron con el ACP y el ATM. El ACP
indicoé que los aislados de MX formaron un grupo diferente de las otras cepas de
referencia estudiadas. El ATM mostré la relacion directa entre los cultivos
monosporicos de MX y las cepas de referencia de la variedad acridum (clado 7) y
la relacion de esta variedad con la cepa de referencia de M. flavoviride var.
flavoviride (clado 6) de Francia. La diversidad genética estimada fue de 0.25 en los
cultivos originales y monosporicos seleccionados y de 0.34 para las cepas de
referencia. Los resultados de los analisis fenotipicos y genotipicos sugieren que
los aislados de M. anisopliae var. acridum de MX estudiados presentan una alta
variabilidad en la virulencia hacia la langosta, en el tamarfic de los conidios y se
sugieren los aislados MaPL40 (EH-502), MaPL16 (EH-489) y MaPL32 (EH-531)
como candidatos para agentes microbianos para el contro! biolégico de la langosta
conformando un grupo diferente a los ya establecidos.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

La constante lucha del hombre contra Ias plagas agricolas causantes de
grandes pérdidas economicas en-.e »mundo ha provocado que se generen
diferentes métodos de control dentro de los cuales sobresalen el control quimico y
el bioldgico. El prlmero resulto eflcnente en sus inicios pero con el tiempo la
aplicacién |nd|scr|m|nada‘de msectlcudas quimicos y la continua e intensa presion

selectiva mdu;ero a aparicion de plagas resistentes. Ademas, estos quimicos
afectan de manera considéréble el equilibrio del ecosistema, causando dafios
sobre la salud humana, doméstica y fauna silvestre. Por lo anterior, se ha buscado
dar un mayor apoyo al control biolégico, el cual emplea organismos que de.
manera natural controlan poblaciones de hospederos causantes de dafo en la
agricultura. Actualmente, a este tipo de control se le ha prestado mayor atencion
principalmente en el aprovechamiento de hongos entomopatdégenos (Freeman,
1981; Roberts,1989).

Dentro de los entomopatogenos mas utilizados como agentes
biocontroladores de plagas agricolas en todo el mundo se encuentran las especies
Beauveria bassiana (Bals) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, M.
flavoviride Gams & Rosypal, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y
Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas.

En el género Metarhizium morfolégicamente se reconocen tres especies y
diversas variedades que son: M. album Petch, M. anisopliae con dos variedades
var. anisopliae (Metsch) Sorokin y var. majus Tulloch y M. flavoviride con dos
variedades var. minus Rombach y var. flavoviride Gams & Rozsypal (Tulloch,
1976, Rombach et al, 1986, Rombach et al, 1987; Samson et al, 1988;
Hawksworth et al., 1995). Actualmente, el mismo género se ha clasificado en diez
grupos (clados) con base en la aplicacion de técnicas moleculares, entre otras, el
RAPD-PCR, secuenciacion de las regiones ITS, 28S, D3 del DNA ribosomal y
algunas caracteristicas fenotipicas como termotolerancia y tamafio de los conidios
(Driver et al., 2000) (Tabla 1).
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Tabla 1: CIasuﬂcacmn del género Metarh/Ztum basada en- caracteres morfolégicos

y en taxonomla molecular.

Taxones reconocidos
morfoléogicamente*

Taxones reconocidos
molecularmente**
Diez grupos (clados)

M. album (Petch)

M. anisopliae (Metsch.) Sorokin
var. anisopliae (Metsch) Sorokin
var. majus (Tulloch)

M. flavoviride (Gams & Roszypal)
var. minus (Rombach)
var. flavoviride (Gams & Rozsypal)

(1) M. album
: (2) M. flavoviride Tipo E
(3) M. flavoviride var. novazealandicum
(4) M. flavoviride var, pemphigum
(8) M. flavoviride var. minus

(6) M. flavoviride var. flavoviride
(7) M. anisopliae var. acridum
(8) M. anisopliae var. lepidiotum
(9) M. anisopliae var. anisopliae

(10) M. anisopliae var. majus

*Samson ef al. (1988), Hawksworth et al. (1995), Tulloch (1976), Rombach et al.
(1986), Rombarch et al. (1987).

** Driver et al. (2000).

En este trabajo nos enfocaremos a M. anisopliae var. acridum

(anteriormente M. flavoviride), que es un ascomiceto mitosporico. Presenta
esporodoquios con fidlides en forma de clava (9-14 x 3-4.5 um); conidios
uninucleados, catenulados, basipetos, elipsoidales de (6.5 -)7.9 [-11] x 4.5 - 5.5
pum, y las masas de éstos presentan un color verde claro a verde amarillo (Figura
1a ). La colonia del hongo es plana, pulverulenta, produce lentamente los conidios,
1986). En el
medio de cultivo agar de avena, la velocidad de crecimiento del hongo es lenta y la

colonia alcanza 2.0 cm de diametro en diez dias a 20°C (Domsch & Gams, 1993).

y es de color verde-amarillo a verde olivo (Fig. 1b)(Rombach et al.,

Este hongo fue iniciaimente encontrado en escarabajos, saltamontes y suelos
1986). Recientemente se ha aislado de
1992) y S. piceifrons

agricolas de Alemania (Rombach et al,,
acrididos como Schistocerca gregaria Forskol (Prior et al.,
piceifrons (Walker) (Hernandez—-Velazquez et al., 1997).
acridum actualmente es considerado como un buen agente microbiano en el

M. anisopliae var.

control de acrididos plaga, porque en condicicnes climaticas adversas de alta
temperatura y humedad relativa baja puede producir infeccién en estos insectos
(Goettel et al., 1995; Douglas et al., 1999).

™ TON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 1. Morfologia del hongo M. anisopliae var. acridum. 1a. Colonia del hongo en agar
de papa y dextrosa, presentando un color verde y zonas amarillas. 1b. Conidi6foro y conidios en
cadena det hongo. Aumento = 1000X. Foto de Patricia Jiménez.

El proceso de infeccion de este hongo en el insecto, al igual que otros
‘hongos entomopatogenos, consiste de diversas etapas como son: /) adhesién de
los conidios, /i) penetracion al insecto por medios mecanicos y de la produccion de
enzimas como proteasas y quitinasas, que facilitan la digestion de las capas mas
externas (epicuticula), y la degradacion de las capas internas (procuticula vy
epidermis) hasta invadir el hemocele con la aparicidon de blastosporas, iii)
diseminacién del hongo en el interior del insecto y iv) salida del hongo al exterior
del insecto y su posterior esporulacion (Figura 2) (St Leger, 1995). Otras
caracteristicas relevantes que apoyan el uso de este hongo en el campo agricola
son su inocuidad al humano y medio ambiente asi como su adaptacion al
ecosistema sin producir efectos negativos (Moore y Prior, 1993; Goettel et al.,
1985). Econdomicamente este microorganismo es de facil manejo y produccion
(Jenkins y Prior, 1993; Jenkins y Goettel, 1997; Jenkins et al., 1998), y se pueden
obtener formuiaciones sencillas para asperjarse con tecnologia agricola en uso y
de bajo costo (Bateman et al., 1993).

Trs1s CON >
FALLA DE.ORIGEN
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Figura 2. Diagrama que muestra el proceso de infeccion del hongo a través de la cuticula del
insecto y las barreras del hospedero al patégeno. Modificado de St. Leger (1995).
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La langosta S. piceifrons piceifrons considerada como una plaga potencial
en el mundo y en MX, pertenece a los insectos del orden Orthoptera. Dentro de
este orden se han registrado 12,500 especies, de las cuales 1080 de 223 géneros
se han reportado para Norte América. Estos organismos tienen un cuerpo coriaceo
de 10 - 50 mm, en ocasiones duro, alargado y cilindrico. En MX, presenta dos
generaciones anuales en la peninsula de Yucatan, y una generacion a! afio en
otras regiones de! pais. Presenta tres estadios de desarrollo que son la etapa de
huevo, ninfa y adulto. Tiene desplazamientos como esparcién (movimiento del
insecto en fase solitaria para cubrir sus necesidades alimentarias y otros
requisitos), dispersion (movimiento de un mayor numero de individuos para
solventar sus necesidades de supervivencia y reproduccién), y migracion
{(movimiento masivo, el cual permite la mortalidad prematura de individuos que
constituyen una poblacién en exceso). Estos movimientos la hacen producir mas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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dafios - agricolas ademas de pasar de su fase solltarla .a; gregana formandoﬂ.‘
‘ "ectos que arrasan con todos Ios vegetales y plantios por,

ichoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, San Luis

Potosl Tabasco “Tan |pa$ Veracruz y Yucatan (Figura 3). Con base en la
dlstrlbu0|on de este msecto se consideran cinco zonas gregarigenas principales
que cubren una superficie aproximada de 20,000 ha, extendiéndose la zona de
invasidén a mas de cinco millones de ha (SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001). Las
zonas gregarigenas son (Figura 3):

I Yucatan. Se encuentran dos areas, la primera esta dentro de la zona
henequera de los estados de Yucatan y Campeche. La segunda y mas
importante, de la cual han provenido las mangas que han causado mayores
dafios en los cultivos agricolas y de importancia pecuaria se localiza en los
municipios de Dzilam Gonzalez, Buctzotz, Panaba, Cenotillo y en menor
grado San Felipe, Tizimin y Rio Lagartos.

i Tabasco. Se iocaliza en los limites con los estados de Campeche y
Chiapas y el Departamento de Flores de Guatemala, abarca los municipios
de Tenosique, Balancan y Emiliano Zapata en Tabasco y la Libertad en
Chiapas. Esta area permaneci6 inactiva por un tiempo mas o menos largo
aunque en la actualidad presenta actividad fuerte.

i, Veracruz. Se ubica en los municipios de Medellin, Boca del Rio,
Alvarado, Tlalixcoyan y Tierra Blanca. Veracruz es la segunda zona en
importancia y ha ocasionado invasiones graves en el mismo estado.

Iv. Chahuites-Tapanatepec. Se encuentra en los limites de Oaxaca y

Chiapas, dentro del triangulo geografico formado por los poblados de Salina
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Cruz, Chahuites y Tapanatepec. Esta zona no ha tenido tan graves
problemas con esta plaga como la zona anterior, pero ha causado
invasiones en el Istmo de Tehuantepec y otros iugares del estado de
Oaxaca.

San Luis Potosi-Tamaulipas. Se encuentra en los limites de los
estados de San Luis Potosi y Tamaulipas, en los valles de la Sierra Nahola.
El impacto que ha tenido en esta zona es menor que en las zonas
anteriores pero ha dado lugar a las invasiones que se presentan en las

Huastecas Potosina y Tamaulipeca.

- Zonas gregarigenas
[:] Distribucion de la langosta

v

Figura 3. Distribucion de la tangosta en México y zonas gregarigenas de la langosta, I.

Yucatan, Wl. Zona de los rios, Wl. Veracruz, IV. Chahuites-Tapanatepec y V. San-Luis —

Tamaulipas.

Actualmente, el medio de control para este insecto ha sido el quimico. En

MX, S. piceifrons piceifrons anualmente se combate en un promedio de 20,000 ha

con aproximadamente 500 toneladas de paratiéon metilico en polvo al 3%

invirtiéndose cerca de $1,000,000 en insecticida y $300,000 en mano de obra para

su aplicacion, con riesgo de que la plaga arrase 50 veces la superficie en que se

combate si descienden las actividades de vigilancia y control (SAGAR, 2000;
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SAGARPA 2001) EI paratlon metihco es cons:derado como‘danlno para Ia saludr :

f|S|oIog|cos y blOIOgICOS -entre otros de los organismos utilizados en este control
para poder Ilegar a formulado efmlentes para la aplicacion en el campo agricola, y
que sean inocuos para el hombre los animales y el ambiente.




Antecedentes

Il. ANTECEDENTES
Probablemente la langosta V,e,_',f?_,',,t,,?momes (Orthoptera: Acrididae) son las
plagas de insectos mas importantes. :e'n_los campos agricolas de todo el mundo,
Sur ',jAfkr‘i;cai, Nigeria, China, Australia, Estados

principalmente en paises com el
,iéXIc_o entre otros paises (Harvey, 1983;

Unidos, Argentina, Guatemala
casos, las autoridades de estas naciones

tivo ‘contra estas plagas. Uno de los
S » el deS|erto fue la del Mar Rojo en
; Ios anos 1986 y 1992 que duraron tres anos respectivamente
(Showler et a/. 1991; Showler 1995) Otro desastre mundial se observé con la
langosta m‘igratorla Locusta migratoria capito (Sauss) en Madagascar en 1995, y
con ia langosta italiana Calliptamus italicus L. en Kazakhstan al Noroeste de China
en 1997 (Lomer et al, 2001). Ante estos antecedentes, estos paises consideraron
la. aplicacién de insecticidas quimicos, sin embargo, al analizar que este proceso
generaria un excesivo gasto econémico [en 1990 se registraron gastos de 26,000
bvill_qknes de doélares distribuidos en 4.5 en Estados Unidos, 4.5 en el Qeste de
’ Europa y 17 en el resto del mundo (Andnimo, 1995)], ademas del grave deterioro
al ecosistema (Lomer et al, 2001) se propusieron otras alternativas. Se
deslarrollaron organizaciones para controlar este problema agricola, entre los que
se encontraban el "Anti-Locust Research Center" que subsecuentemente fue
nombrado “Center for Overseas Pest Research” creado en 1945 y que trabaja en
conjunto con la FAO (Food and Agriculture Organization) de las Naciones Unidas,
donde se han propuesto leyes politicas y economicas en las cuales se hacen
especificaciones de medidas de control alternativas como la utilizaciéon de hongos
entomopatégenos contra esta plaga (Lomer et al., 2001).

El género Schistocerca del orden Orthoptera, inicialmente llegd a invadir
paises del continente americano (con excepcion de Surinam y la Guayana
Francesa) hasta el sur de los Estados Unidos. Se extendid posteriormente a
América Central y México dominando la especie S. piceifrons . Este taxon fue
dividido en dos subespecies: S. piceifrons ssp. peruviana Lynch Arrib., distribuida

10




Antecedentes

en Peru y Ecuador y S plce/frons ssp p/ce/forns \conoj" ia: cominmente -como

partlr de esas fechas este msecto se sugur:presentado cada ano ocasnonandoﬁ :

grandes pérdidas econdmicas y-la destruccwn de aprommadamente 400 especnes:, T

de vegetales (Barrientos, 1990; SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001). En nuestro palsr'

también se han creado organizaciones y leyes para el control de esta plaga La S

SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, P,esca y
Alimentacién) ha establecido la Norma Oficial Mexicana (NOM-O49-FITO'—1995)
que se encarga de la campafa conira la langosta.

Una de las alternativas de contro! de este insecto plaga es el control
biologico utilizando hongos entomopatégenos, en donde sobresale el género
Metarhizium. Estos microorganismos fueron inicialmente detectados en
homopteros y evaluados en Filipinas contra el delfacido del arroz Nilaparvata
Iugéns Stal. Posteriormente, el hongo fue reportado en Australia y las lIslas
Ga_lépagos (Goettel et al., 1995). Durante el desarrollo del programa de control
biolégico de langosta y chapulines en Africa (LUBILOSA, Lutte Biologique contre
les Locustes et Sauteriaux), M. flavoviride = M. anisopliae var. acridum fue el
entomopatégeno mas comun y con mayor dispersion en poblaciones de acrididos,
actualmente, este pais cuenta con un agente microbiano registrado llamado
“Green Muscle™". Recientemente, el hongo fue aislado en Brasil, Madagascar
(Goettel et al, 1995) y México (Hernandez - Velazquez et al, 1997). Estudios
posteriores demostraron que este hongo posee alta virulencia contra S. gregaria
(Prior et al., 1992) y las formulaciones obtenidas con este hongo han mostrado
eficiencia en el control de Ia langosta en Africa (Jenkins et al., 1998).

Diversos estudios con M. anisopliae var. acridum muestran diferente niveles
de virulencia del hongo (Moore et al.,, 1992; Bateman et al., 1993). También se ha
observado que factores como radiaciones solares y la temperatura ambiental
influyen en el crecimiento normal del hongo y en su virulencia hacia el insecto
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(Moore et a/ 1993 M'atthew et a/ 1997) En un: trabajo remente se observd que

M. flavowr/de‘mostraba “'una: mejor eficiencia como agente mlcroblano que

a" "emperaturas altas. Ademés las dos espeCIes mostraron un
‘o,\al ccrecerlas juntas (Douglas et al., 1999). ‘ :
I Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico (CNRCB) en

ortancia econémica, donde se evalian aislados del hongo M.
anisoplia acridum (SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001). Asimismo en el estado
de: Camp‘,che se evaluo el aislado MaPL40 del hongo en diferentes dosis y tipos:
de formulaciones, observandose una disminucién en la poblacién de ninfas de S.

piceifrons piceifrons (Poot, 2000).

La aplicacion de técnicas de Dbiologia molecular en hongos
entomopatdégenos han mostrado su utilidad en la taxonomia molecular de estos
organismos. Una técnica molecular ampliamente usada para la tipificacion de
cepas que permite agrupar los aislados en estudio, es el polimorfismo de DNA
amplificado al azar utilizando oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-PCR). El primer
estudio que emple6 esta metodologia en el género Metarhizium fue el de Cobb &
Clarkson (1993). Utilizando 10 oligonucleotidos, caracterizaron 12 aislados de M.
anisopliae y M. flavoviride de diferentes regiones geograficas y hospederos.
Obtuvieron fragmentos de DNA de diferentes tamafios para cada aislado
observando variabilidad genética entre ellos. Utilizando el indice de Jaccard y el
método de agrupamiento, promedios aritméticos no ponderados (UPGMA), los
aislados se separaron en dos grupos, nueve de los aislados se agruparon en M.
anisopliae y dos aislados en M. flavoviride. Sin embargo, una cepa de Australia
inicialmente reportada como M. anisopliae se agrup6 en M. flavoviride. No lograron
asociar el genotipo de los aislados con su origen geografico y hospedero. Fegan et
al. (1993) obtuvieron los patrones polimérficos de DNA mediante RAPD-PCR
(utilizando 10 oligonucledtidos) de 30 aislados correspondientes a M. anisopliae
var. anisopliae y un aislado de M. anisopliae var. majus, provenientes de
diferentes hospederos y varios habitats de un campo de cafa de azicar en
Australia. Los resultados indicaron un alto grado de diversidad genética entre los
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aislados de M. an/sopllae var an/sop//ae y relacuon con el habltat* Btdochka et al.
(1994) caracterlzaron 24 cepas de’ M an/sopl/a ’ il

mientras que Ias cepas de M ﬂav

—mdlcando especies cripticas,
mostraron ‘variabilidad intraespecifica. Las cepas se agruparon-en M.: an/sopl/ae

M. fl_avownde, B. bassiana y los aislados sin identificar las caracterizaron como M.
flavoviride. Encontraron una relacion de los patrones de DNA con su hospedero,
sin émbargo, no encontraron asociacién con su origen geografico. Leal et al.
(1994) caracterizaron por RAPD-PCR (utilizando 11 oligonucleédtidos) 20 aislados
de M an/sop//ae de los cuales cinco aislados correspondieron a Australia, Brasil,
leandla y ‘Filipinas, respectivamente. Los patrones polimérficos obtenidos fueron
S|mllares entre los aislados del mismo pais y diferentes entre el resto de las
reglones geograflcas estudiadas. Los aislados se agruparon en cuatro grupos de
a‘cu,e'rdo a su origen geografico. El primer grupo formado por los aislados de
Australia; el segundo grupo por los de Brasil, el tercer grupo lo formaron los
aislados de Finlandia y tres aislados de Filipinas; y el cuarto grupo incluyé dos
aislados de Filipinas que corresponden a M. anisopliae var. majus. Rakotonirainy
et al. (1994) estudiaron la relacion filogenética entre especies del género
Metarhizium con base en las secuencias del RNA ribosomal 28S y patrones de
isoenzimas. El analisis filogenético mostrod la separacién entre M. flavoviride y M.
anisopliae y la diferencia de las cepas de M. anisopliae var. majus. Entre los
estudios mas relevantes de taxonomia molecular se encuentra la revision del
género Metarhizium por Driver et al. (2000). Ellos se basaron en el analisis
filogenetico de datos de secuenciacion de las regiones ITS 28S y D3 del DNA
ribosomal, patrones de RAPD-PCR (utilizando seis oligonucledtidos) vy
caracteristicas fenotipicas como termotolerancia y tamano de los conidios de 123
cepas de diferentes regiones geograficas y hospederos. El analisis filogenético
agrupd a los aislados estudiados en 10 clados taxonémicos (Tabla 1). Las cepas

se agruparon en su mayoria en M. anisopliae y se reconocieron cuatro variedades:
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var,- anlsophae (clado 9), var. majus (clado- ' 10), var /ep/d/otum (clado 8) y var.
acr/dum (clado 7) De las cuales las dos primeras variedades ya hablan sudo* ,
descrltas en la clasmcacmn del genero Metarhizium utlllzando caracteresi

morfolégicos (Tabla 1). Mientras que, las variedades lepld/otum y acr/dum son
variedades nuevas con base en la secuencia de las regiones ITS M a/bum (clado‘
1), M. flavowr/de var, flavoviride (clado 6) y M. flavovmde var. m/nus (clado 5)

fueron reconomdas y redefinidas. Se observaron dos vanedade

vazea/and/cum (clado 3), M. ﬂavowr/de var pemph/gum (clado
formado por M. flavoviride Tnpo E (clado 2) el-cual debe ser
Qr,presentar caracteristicas diferentes a los demas clados.
definido en M. anisopliae var. acridum.

hka et al (2001) analizaron la genética de poblaciones de 83 aislados

de’ M an/sopl/ae de un area forestal y un area agricola en Ontario, Canada,
utlllgando aloenZ|mas, RAPD (utilizando tres oligonucledtidos) y RFLP-PCR del
gen:pri. Los dos grupos fueron asociados con diferentes tipos de habitat, no se
encontré asociacion con los insectos hospederos. El grupo del area forestal
mostro en gran medida un crecimiento a temperaturas bajas (B°C). mientras que
los aislados del grupo agricola mostraron en su mayo‘rvia - crecimiento a
temperaturas altas (37°C) y resistencia a los rayos UV. En cada grupo observaron
estructuras de reproduccion recombinante y clonal con base en el estudio
estadistico de las frecuencias alélicas de una proyeccion de 10,000 poblaciones
tedricas.

En MX, carecemos de una caracterizacion fenotipica y genotipica de las
especies de hongos entomopatégenos aislados en nuestro pais y que podrian ser
utilizados como agentes de control biolégico. Este trabajo tiene como objetivo
realizar una caracterizacién genotipica y de virulencia en langosta, de aislados de

M. anisopliae var. acridum en S. piceifrons piceifrons de MX.
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Planteamiento del ;ﬁroblenm

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

fauna silvestre y ademas ha propiciado el desarrollo de reS|stenc|‘a:'en;Iostlnsectds.
Como control alternativo de manera preventiva e integral surge el hongo M.
anisopliae var. acridum inocuo para el hombre y el ambiente, biorregulador naturai
de la langosta. Para lograr obtener un agente microbiano autéctono con base en
conidios de M. anisoplie var. acridum aislado en MX, con alta virulencia para la
plaga en las condiciones climaticas propias, se requieren de estudios basicos del
hon‘go_"qq'é contemplen sus caracteristicas geno y fenotipicas. Este trabajo
prefénaé COntribuir a la caracterizacién de M. anisopliae var. acridum con el
obJetlvk_ d seleccionar aquellos aislados de MX que sean los idoneos para la
elaboramon de un agente microbiano para el control de la plaga agricola (S.
plce/frons p/ce/frons) sin costo ecoldgico para los agroecosistemas.

IV. HIPOTESIS

Los aislados de M. anisopliae var. acridum de langosta S. piceifrons
piceifrons de MX presentan patrones polimérficos de DNA genomico diferentes
con respecto a los 10 clados descritos del género Metarhizium, asi como

variabilidad en la virulencia hacia la langosta.




‘Objetivos

V. OBJETIVO GENERAL

de MX y determinar su virulencia hacia la lang :
en condiciones de invernadero para selecciona

elaboracion de un agente microbiano.

Caracterizar genotipicamente aislados ¢

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener cultivos monosporicos de divérsos éislados de M. anisopliae var.
acridum recolectados de la langosta ;éﬁ'?r‘\/léxico pertenecientes a la coleccion
del Centro Nacional de Referencia dech?)jntroI Bioldgico (CNRCB) en Colima.
Seleccionar cultivos monosporicos dé; M anisopliae var. acridum con base en
la velocidad de crecimiento y esporulacién similares o mayores al cultivo
original.

Obtener DNA de los cultivos originales y monospéricos seleccionados de los
aislados en estudio. Y cepas de referencia del género Metarhizium
provenientes de las colecciones de la “Agricultural Research Service of
Entomopathogenic Fungi”, EEUU (ARSEF) y "Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organization”, Australia (CSIRO), correspondientes a los
diez clados propuestos por Driver et al. (2000).

Obtener los patrones de DNA de los aislados de M. anisopliae var. acridum, de
México, de los monospéricos seleccionados y de las cepas de referencia por
medio del polimorfismo del DNA amplificado al azar utilizando oligonucleétidos
arbitrarios (RAPD-PCR).

Analizar y comparar los patrones de DNA de los aislados de M. anisopliae var.
acridum de Meéxico con su cultivo monosporico seleccionado. Asimismo
comparar estos patrones polimorficos con las cepas de referencia.

Determinar el grado de virulencia de los monosporicos seleccionados de M.
anisopliae var. acridum de México en langosta (S. piceifrons piceifrons) por el
tiempo letal medio (TLM) y tiempo de sobrevivencia medio (TSM) en
condiciones de invernadero.
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Objetivos

Sugerlr |os alslados de este hongo caracterlzados genotiplcamente que
presenten la y vnrulenma ‘en la- Iangosta S p/ce/frons p/ce/frons como los

candldatos ldoneos para Ia elaboracmn de un agente microbiano.
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Vil. MATERIALES Y METODOS
1. Aislados flingicos de M. anisopliae var. acridum en estudio R
Los aislados de M. anisopliae var. acridum que se utilizaron en este trabajo .
se muestran en la tabla 2. Se aislaron de langosta (S. piceifrons piceifronS)i;y
provienen de la coleccién del Centro Nacional de Referencia de Control ,Bikdlégico
(CNRCB) en Tecoman, Colima. e ;’
Se utlllzaron once cepas de referencia del género Metarh/ZIum (Tabla 3) de .
' lones 'RSEF (EEUU) y CSIRO (Australia). Estas cepas representan los

ac_ios) taxondmicos de Metarhizium propuestos por Driver et al.
kS’ los aislados y cepas de referencia se conservaron en agua

acelte mlneral (Drogueria Cosmopolita, MX) a 4°C y en agua glicerinada

aI 10% en’nitrogeno liquido a —196°C, y se mantienen en la coleccién de hongos
en ,el Jaboratorio de Micologia Basica del Departamento de Microbiologia vy
Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM.

Tabla 2. Hospedero, cultivo y origen de los aislados de Metarhizium anisopliae
var. acridum en estudio.

Clave Clave Hospedero Cultivo Origen
UNAM CNRCB

EH-483 MaPL5 S. piceifrons Pastos Colima
EH-484 MaPL8 S. piceifrons Pastos Colima
EH-486 MaPL13 S. piceifrons Pastos Colima
EH-487 MaPL14 S. piceifrons Pastos Colima
EH-488 MaPL15 S. piceifrons Pastos Colima
EH-489 MaPL16 S. piceifrons Pastos Colima
EH-490 MaPL18 S. piceifrons Pastos Colima
EH-491 MaPL20 S. piceifrons Pastos Colima
EH-493 MaPL22 S. piceifrons Pastos Colima
EH-494 MaPL26 S. piceifrons Pastos Colima
EH-497 MaPL29 S. piceifrons Pastos Colima
EH-498 MaPL31 S. piceifrons Pastos Colima
EH-499 MaPL37 S. piceifrons = ce-ee- Isla Socorro
EH-500 MaPL38 S. piceifrons = ceeee- Isla Socorro
EH-502 MaPL40 S. piceifrons =~ - Isla Socorro
EH-531 MaPL32 S. piceifrons Pastos Colima

TESISCON |
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Tabla 3, Caracteristicas de las cepas tipo de referencia del género Metarhizium de

acuerdo a Driver et al. (2000).

Clave
Clave ARSEF* Nombre Hospedero Origen Clado*** Nombre
UNAM CSIRO** Original (Grupo) Actual
Nephotettix
EH-525 1941* eeeeeee virescens Filipinas 1 M. album
(Homoptera)
EH-529 2948” M. £ var. Homoptera Brasil 2 M. flavoviride Tipo
minus E
EH-534 FI-698** M. alvar. Lepidoptera Nueva 3 M. £ var.
anisopliae wr .o -Zelanda novazealandicum
EH-573 FI-72*  M.afvar. ~ Pemphigus Inglaterra 4 ‘M. f.lvar”
"o anisopliae. . trehemni. R pemphigum
) : (Homoptera) el L
EH-528  2037* ewiees Niliparvata ~ Filipinas 5 M. f'var. minus
lugens : :
(Homoptera)
EH-527  1184* oo Otiorhynchus  Francia. 6 ‘M..ﬁ’.;v'ar.f
: sulcatus flavoviride .
; {Coleoptera) e :
EH-535 FI-987** M.f'var.  Omithacris  Nigeria 7 M. a2var.
‘ ) minus cavroisi , ‘ -acridum
(Orthoptera) o
EH-530 ' FI-985** M. a.? var. Austracris  Australia 7 M. a2 var.
anisopliae guttulosa acridum
s (Orthoptera) i
EH-532 Fl-147* " M. a.?var. Lepidiota Australia 8 M a?l vér.
- - anisopliae consobrina lepidiotum
(Coleoptera) '
EH-5633 FI-1029** emeun S. gregaria Eritrea 9 M.alvar.
(Orthoptera) anisopliae ...
EH-526 1914* = ceeee- Oryctes Filipinas 10 M, a? ‘va'r.f
rhinoceros majus
(Coleoptera) SR

“ARSEF = Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi, USA.
** CSIRO = Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization, Australia.

*** Clados de Metarhizium caracterizados geno y fenotipicamente por Driver et al. (2000).
M.f " = Metarhizium flavoviride
M.a“ = Metarhizium anisopliae

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

19




Materiales y Métodos

2. Obtencién de cultivos monosporicos

Se obtuvieron cultivos monospéricos de pase 1 (primer aislamiento puro del
insecto) de los aislados de langosta de M. anisopliae var. acridum, utilizando el
meétodo modificado de Goettel & Inglis (1997). Se colocd un triangulo de vidrio con
tres portaobjetos en una caja de Petri de 14 cm de diametro. A cada portaobijeto,
se agreg¢ 2.5 mL de agar (Bioxon, MX) al 1.5%, filtrado previamente y estéril. De
cada aislado, se preparé una suspension de conidios en 3 mL de Tween 80
(Drogueria Cosmopoilita) al 0.5% y se realizé un conteo en la camara de Neubauer
(Optik Labor, Alemania) para ajustar la suspensién a 1 x 10* conidios/mL. A partir
de esta suspension se agregaron 10 uL a cada laminilla y se dispersaron en todo
el agar. Se observé al microscopio Optico y se localizé un conidio, el cual se ubicd
al centro del campo, se cerré la luz al minimo, se subi6 el objetivo, y con un bisturi
estéril se cortd un cuadro enmarcado por el circulo luminoso. Se verificd a
diferentes aumentos que en el cuadro cortado hubiera un solo conidio, y el cuadro
se pas6é a una caja de Petri con agar de papa dextrosa (PDA) (Anexo 1) y se
incubd a 28°C durante 7 dias. Todo se llevd a cabo en condiciones de esterilidad y
al tercer dia de incubacion se verifico en el microscopio estereoscopico que el
cultivo provenia de un solo conidio (por la observacion de una sola colonia
incipiente) (Figura 4).

.
a

Figura 4. Proceso de obtencién de un cultivo monospérico. a) Observacién microscopica de un

conidio de M. anisopliae var. acridum, aumento a 1000X. b) Observacion al microscopio
estereoscopico del crecimiento de una colonia a partir de un solo conidio. La observacion se llevo a
cabo al tercer dia del crecimiento en APD.
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3. Caracterizacion fenotipica de cultivos originales y monospéricos . =

a) Crecimiento radial

mm en dos planos perpendiculares marcados prevnamente en: eILreverso de Ia caja
para obtener la velocidad de crecimiento. :

b) Tamanio de los conidios

Se midieron un minimo de 30 conidios del cu|ttvo original y de cada cultivo
monosporico, registrando el largo y ancho en pm por medio de un ocular
calibrado, con un microscopio optico Olympus CH-2. Esto se llevo a cabo al dia

catorce del crecimiento radial.

c) Esporulacion

Al final del crecimiento radial del cultivo original y de cada monospérico se
obtuvo una suspension de conidios que se cuantificé en la camara de Neubauer. A
cada caja del ensayo de crecimiento radial se le agregaron 15 mL de Tween 80 ai
0.5% estéril en la superficie de la placa, posteriormente se raspd con el asa

micolégica para extraer el maximo numero de conidios para su conteo.

d) Analisis estadistico
Para seleccionar el cultivo monospodrico a estudiar de cada aislado, se
aplicé un tratamiento estadistico (ANOVA, o= 0.01) a los datos promedio

obtenidos en los tres ensayos anteriores.




Materiales y Métodos

e) Selecc:on de cultlvo

-Se: selecclono el monosporlco con mayor similitud al cultlvo onglnal S| no

se observaro

crlterlo defsele
Todos S ‘
obtenldos se conservaron en agua destilada, aceite mnneral a 4 c y en agua

gllcerlnada al 10% en nitrégeno liguido a —196°C, y se mantienen en ia coleccidon
de hongos en el laboratorio de Micologia Basica del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina, UNAM.

4, Bioensayo de virulencia de los monosporicos seleccionados en langosta

Los bioensayos de virulencia se llevaron a cabo en el Departamento de
Hongos Entomopatdgenos en el CNRCB de Tecoman, Colima, bajo la direccion
del M. en C. Victor Hernandez-Velazquez. Para los bioensayos, se colectaron
ninfas en estado gregario correspondientes a S. piceifrons piceifrons de un campo
agricola en Tizimin, en Mérida, Yucatan, y en el campo agricola de San Luis
Potosi. Las ninfas se conservaron en jaulas de 70 x 70 x 60 cm y fueron criadas
en el CNRCB en un area bioclimatica y alimentadas con hojas tiernas de yuca
(Manihot esculenta) hasta alcanzar la fase adulta joven en estado solitario,
aproximadamente en tres semanas.

La metodologia del bioensayo utilizada fue de acuerdo a Hernéndei,-’
Velazquez et al. (2000). Se utilizaron conidios de los cultivos monospoéricos de
pase uno obtenidos de cuitivos en PDA de dos semanas de incubacién a 28°C.
Posteriormente, se hizo una suspension inicial en citrolina, aceite mineral derivado
del petroleo, frecuente en el campo agricola de MX (Hernandez-Velazquez et al.,
2000), y se realizd un conteo en la camara de Neubauer para ajustar la
suspension a 3.75 X 107 conidios/mL.

Se utilizaron 20 insectos por unidad experimental, con tres repeticiones por
tratamiento, colocando cuatro insectos por bote de plastico (13 x 11.5 x 9.0 cm) de
boca ancha de un litro de capacidad cubiertos con tela muselina. En cada
recipiente se cdlocaron hojas de yuca y se cambiaron cada 24 horas. Se
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seleccionaron insectos sanos:de las-jaulas de-cria y se ‘colocaron en bolsas de” -

vario de 40 a 90% Se reglstro Ia mortahdad ke

experimento, y después cada 12 horas Los ‘insectos - muertos - se COIOE;()’H,'T
individualmente en cajas de Petri con papel fultro Whatman N2 de 90 mm- de

diametro, se sellaron con parafilm, y se mcubaron a 28 C

a) Analisis estadistico

El bioensayo de virulencia se analizd con el porcentaje de mortalldad diarié
acumulada. Con los datos de mortalidad diaria acumulada corregida con'la férm'Ul’a
de Abbot (Abbott, 1925) se determmo el tiempo letal medio (TLM) (tlempo enel
cual se muere el 50% de Ios msectos)

X - Yx100
X

Donde;
X = Sobrevivencia de insectos testigo
Y = Sobrevivencia de insectos infectados (tratamiento)

También se determino el tiempo de sobrevivencia medio (TSM) (tiempo en
el cual sobrevive el 50% de los insectos) con base al método descrito en Bateman
et al. (1996) de acuerdo a la formula:

z

TSMy,= 2 n(t-0.5)
t =1
N
Donde:
nt= Numero de insectos que mueren el dia t
t = Numero de horas (12 h) en que se hace el registro de la mortalidad de
los insectos.
N = Numero total de insectos

[
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5. Caracterizacion genotipica de los cultivos originales y monospéricos
seleccionados
a) Extraccion de DNA genémico

Se obtuvo DNA gendomico de los alslados originales, de las cepas. de
referencia y de los monospéricos selecctonados de M. an/sop//ae var. acr/dum
Todos los hongos se sembraron en medio. liqwdo de Sabouraud: ad|c10nado con ) '
10% de extracto de levadura (Anexo 1) durante 7. dias a 28°C'y: 100 r. p m: :

El cultivo de cada hongo se fiitré a través de papel filtro sobre un embudo
Buchner. ‘El micelio se lavd tres veces con agua desmineralizada estéril para
e,Iikm:inar componentes del medio. El micelio se coloco entre papel filtro para
elim;,yinér la mayor cantidad de humedad, y se transfirio a cajas de Petri estéril a —
20°C hasta su uso. Para extraer el DNA gendmico de los cultivos originales y
hﬁonospéricos seleccionados, el micelio parcialmente seco se colocé en un
moiftéro y se pulverizé con nitrébgeno liquido, el cual congela las células y permite
ro'm'pe'r la pared celular del hongo. Se colocaron 0.4 mL de micelio pulverizado en
tubos de 1.5 mL. Se agregaron 0.6 mL de buffer de lisis (50 mM pH 7.1 Tris HCI -
--USB, Cleveland, Ohio-, 50 mM pH 8.1 EDTA -Boehringer Mannheim, Alemania-,
3% SDS -GIBCOBRL®, US-, 1% 2-mercaptoetano! -MERCK, Alemania-), se agitd
firmemente hasta obtener una mezcla homogénea y se centrifugd a 20,000 X g por
5.min a 4°C. Al sobrenadante se le afiadio ribonucleasa A (Quiagen, Alemania) a
una concentracion final de 50 pg/ul y se incubd a 37°C por 2 h. Se afadid
"préteinasa K (Dako, US) a una concentracion final de 200 pg/mL, se agitd
:fifmemente y la muestra se incubd en un termobloque (Fischer Scientific, US) a
55?‘Cfpor« 90 min. Se agregaron 500 pl. de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
is{ééhiliCo (Invitrogen, Alemania) (25:24:1, viv) y se agitdé firmemente hasta
: obtéﬁerfuna muestra con un aspecto lechoso. Se centrifugd a 20,000 X g por 15
min a 4°C y se tomé la capa mas superficial del sobrenadante la cual se transfirio
a 'utn'tubo nuevo de 1.5 mL. El DNA se precipité con 12.5 uL de 3.0 M de acetato
de sodio (SIGMA, MX) por cada 500 uL de sobrenadante y dos volumenes de
etanol (J.T. Baker, MX) al 100% pre-enfriado a —20°C. Se mezclé por inversion y
se almacend a —-20°C hasta el siguiente dia. Las muestras de DNA se
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centrlfugaron a 20 000 X g por 5 mm a 4°C el sobrenadante se ellmlno y Ia pastllla

cbmq‘;sg nte‘{El DNA se almacend a —20°C- hasta su uso

U 2| NA de las cepas de referencia no se podla extraer, la
té,c‘ni_ga T‘é"n rior: se modlflco en algunos pasos. Brevemente, al- sobrenadante de
m_icéﬁb 'j"rotj_ por nifrogeno liquido y con buffer de lisis |gual que el descrito, se
mwrtto el orden de la adicion de RNAsa, proteinasa Ky numero de purificaciones
con una mezcla de fenol:cloroformo:alcoho! isocamilico:. En este caso con las
mismas condiciones anteriores se agregd primero la protelnasa K (Dako), seguido -
de la RNAsa A (Quiagen) y dos lavados con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(Invitrogen). El DNA de las cepas se aimaceno de la misma manera a —20°C para

su uso posterior.

b) Analisis del DNA mediante electroforesis

El DNA se analizé por electroforesis en geles de agarosa (GIBCOBRLS) al
- 0.8% con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio (SIGMA) en amortiguador TBE 0.5X
(1.34 M tris base ~USB-, 0.45 M acido bdrico -USB- y 0.025 M pH 8.0 EDTA -
Boehringer Mannheim-). En cada pozo del gel se cargd la mezcla consistente de 2
uL de DNAy 2 ul de amortiguador de muestra concentrado 5X (0.125% azu! de
bromofenol 25% gllcerol) El corrimiento electroforético se llevdé a cabo a 110 V
durante 30 mln :
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¢) Documentacion de geles L .
'g El DNA de los geles se observo. por tmmon con’ bromuro de etldlo a 0 5

pg/mL usando un transnumlnador dellu :
La lmagen de'los geles se capturo con un foto docum 'nta»dor Synoptlcs (Syngene) '
y se’ |mpr|mlo en una impresora termlna Sony 6‘50 ‘(Toklo) La |magen de los geles

.. se invirtid con el programa GeneS}nap (S‘ gene) para una optlma resolumon ol

d) Cuantificacion de DNA

La concentracion del DNA en ng/ulL se llevé a cabo por comparacion del
DNA obtenido y diferentes concentraciones de DNA del fago lambda (10, 20, 50,
100 y 200 ng) (GIBCOBRL®), en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

e) Estandarizacion del método del polimorfismo del DNA por amplificacion al
azar, utilizando oligonucleotidos arbitrarios (RAPD-PCR)

La caracterizacién genotipica de los aislados de M. anisopliae var. acridum
se llevdo a cabo por una amplificaciéon al azar utilizando 14 oligonucledtidos
arbitrarios propuestos por Cobb & Clarkson (1993) y Driver et al. (2000) (Tabla 4),
El metodo de RAPD-PCR se estandarizé mediante curvas de concentracion de

oligonucledtido, DNA y MgCl,. Se emplearon los prog'f‘ir'n ,amphftcamon
descritos por Cobb & Clarkson (1993) y Driver et al. (2000) (Tabla 5) Para la ‘
estandarizacién se emplearon los oligonucledtidos OPH-01 Y OPA- 04 y DNAs
correspondientes al aislado MaPL22 (EH-493) y la cepa de referencia ARJSEF
1914 (EH-526) perteneciente a M. anisopliae var. majus del clado 10. il
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Tabla 4. Oligonucledétidos arbitrarios que se utilizaron en la técriicaRAPD-PCR.

Oligonucledtidos Fuente
F

F06 5'-GGGAATTCGG-3' Driver et al..{2000)
FO7 5'-CCGATATCCC-3' ,
FO8 5'-GGGATATCGG-3’
F10 5'-GGAAGCTTGG-3'
HO1 5'-GGTCGGAGAA-3' Driver ef al..(2000)
HO2 . 5-TCGGACGTGA-3' o
OPAO1- - 5-CAGGCCCTTC-3' Cobb & Clarkson.

S (1993)

OPA04 -~ 5-AATCGGGCTG-3'
OPAOS 5-AGGGGTCTTG-3
OPAO8 5'-GTGACGTAGG-3'
‘OPA09 5'-GGGTAACGCC-3'
OPAQ010 5&-GTGATCGCAG-3'
OPAD16 5'-AGCCAGCGAA-3'
OPA019  5-CAAACGTCGG-3'

Tabla 5. Programas de amplificacion utilizados en la técnica de RAPD-PCR.

Driver et al. (2000) Cobb & Clarkson (1993)*
Activacién de la Taq polimerasa Activacion de la Taq polimerasa

94°C - 5 min 94°C - 5 min
Primer ciclo Primer ciclo
84°C - 5 min 94°C — 5 min
40°C - 2 min 32°C - 2 min
72°C -3 min 72°C — 2 min
39 ciclos 45 ciclos
94°C - 1 min 94°C — 1 min
40°C - 90 seg 35°C = 1 min
72°C - 2 min 72°C — 2 min
*Programa utilizado para el estudio
e 20N
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e Curva de oligonucledtido e
La curva de oligonucledtidos (QUIAGEN®, Operon 0 si,!'?xé;a,,g?bgt?:c?n, -
concentraciones de 50, 100 y 200 pmoles y: con. los ~dos f'prqgramas de

amplificacién antes mencionados.

‘e Curva de DNA T S
Para la curva de DNA se emplearon las concentraciones’ de 5,10,,15y:20

ng/2uL y el programa de amplificacién propuesto por Cobb & Clarkson (1993).

e Curva de MgCl;
La curva de MgCl; (Applied Biosystems, Roche Molecular Systems

Inc.,US) se llevd a cabo con concentraciones de 0.5; 1 .0, 1 5; ~2 O y 2 5 mM y el

programa de amplificacién propuesto por Cobb & Clarkson (1993 .

Con base en la estandarizacion del RAPD- PCR se llevaron a cabo

amplificaciones empleando DNA's de los 16 cultlvos orlg , :_vcu|t|vos
monosporicos seleccionados y 11 cepas de referencna utlhzando la élgUlente
amplificacion estandarizada: ’

El! RADP-PCR de todas las muestras referidas se llevé a cabo con las
siguientes condiciones: en tubos para PCR de 250 pL en un volumen final de
reaccién de 25 pl. La mezcla de reaccién contenia buffer (1X) de PCR (Applied
Biosystems), 2.5 mM de MgCl, (Applied Biosystems), 200 uM de cada
deoxinucieétido trifosfato dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Applied Biosystems), 200
pmoles de cada oligonucledtido (QUIAGEN®), 10 ng de DNA para los aislados de
MX, cuitivos monospéricos y las cepas ARSEF 1914 (EH-526) y FI-147 (EH-532) y
1 ng de DNA para las cepas de referencia restantes, 1 U de AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems), ajustando el volumen con agua desionizada de grado Milli Q
estéril.

La amplificacion del DNA se hizo en un termociclador i Cycler™ (Bio Rad,
Hercules, CA). El programa de amplificacién que se utilizé fue el propuesto por
Cobb & Clarkson (1993).
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Despues de.la_ampilificacion los productos de PCR se nallzaron en geles

en amortlguador

de agarosa al 1.5 % tefidos con 0.5 ng/mL de bromuro de etldly :
TBE 0.5X. Se utilizd una escalera de DNA de 123 pb. (Inwtrogen) La imagen se

capturé como se describié anteriormente.

f) Analisis de datos del RAPD-PCR

- El tamario de los fragmentos amplificados se obtuvo de la sigUiehte manera.
A partir de la fotografia impresa de cada uno de los patrdhes polimérficos
obtenidos, se determino la movilidad relativa (Rf) de la escalera de 123 pb y de los
fragmentos amplificados obtenidos con cada uno de los oligonucledtidos. La

movilidad relativa se calculd con la siguiente formula:

Rf = Distancia en cm de la migracion del fragmento amplificado

Distancia en cm del centro del pozo hasta la mitad de la primera banda de

la escalera de 123 pb

Con estos datos se graficd el valpr de Rf (abscisa) contra |os ,p‘es‘os‘
moleculares de la escalera de 123 pb (ordenada). A partir de estacurva fcél‘ibrada :
se estimé el peso molecular de los fragmentos amplificados obtenidos. Eétose’-
llevé a cabo para cada oligonucledtido. “ »

Con los pesos moleculares de los fragmentos amplificados en eIfDFN_Aj
genomico de los 16 aislados de M. anisopliae var. acridum, 16 culti\)os
monosporicos y las 11 cepas de referencia se construyeron tres matrices de
presencia (1) ausencia (0); la primera matriz incluyd los marcadores de los cultivos
originales, la segunda, los marcadores de los cultivos monosporicos, y la tercera,
los marcadores de los cultivos monospoéricos y cepas de referencia. Se calculo el
grado de similitud de las matrices obtenidas utilizando el indice de Jaccard (Real &
Vargas, 1996) obteniendo una matriz de similitud genética pareada entre los
aislados para cada una de las matrices. A partir de cada matriz se construyd un
fenograma por medio del método de promedios aritméticos no ponderados
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monosporicos y cepas de referencia utilizando el indice de dlversud

S=-Zpi logx pi donde pi = frecuencia del marcador, presente (1) o,,ausente (0)
considerando a cada marcador como un loci {Lewontin, 1972). ‘
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Vill. RESULTADOS
1. Obtencién de cultivos monosporicos

Se obtuvieron cultivos monospéricos de 16 aislados de M. anisopliae var.
acridum. El numero de cultivos monospoéricos vario de 7 a 11 entre los aislados.
En la figura 5 se compara el cultivo original MaPL13 (EH-486) con el cultivo
monosporico nimero 1 observando que las caracteristicas macroscopicas de la

colonia son similares.

a b
Figura 5. Comparacion de un cultivo original de M. anisopliae var. acridum y un cultivo

monospérico. a) Colonia del cultivo original MaPL13 (EH-486) y b) Cultivo monospérico obtenido de
este aislado.

2. Caracterizacion fenotipica de cultivos originales y monospoéricos
a) Crecimiento radial

El tiempo promedio en el cual la colonia de los cultivos aicanzo la fase
estacionaria de crecimiento fue entre los 15 y 18 dias. La velocidad de crecimiento
entre los cultivos originales y monospéricos estuvo en el rango de 2.8—4.9 mm/dia.
El analisis de varianza indicé que no existieron diferencias significativas (P>0.01)
entre el crecimiento de los 16 cultivos originales y los monospdéricos obtenidos. En
el anexo 2 se muestran los resultados de la velocidad de crecimiento de cada
cultivo original y los cultivos monospéricos obtenidos, asi como el valor de P del
analisis de varianza. En la figura 6 se muestra el comportamiento del crecimiento
de los cultivos originales MaPL40 (EH-502) y MaPL32 (EH-531) y el de los cultivos
monosporicas obtenidos.

e ~ e 31
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Figura 6. Comparacién del crecimiento (mm diametro de la colonia) del aislado MaPL40 (EH-502)
cultivo originat (CO) y de 10 cultivos monosporicos obtenidos (a) y del cultivo original MaPL32 (EH-
531) y ocho cultivos monospéricos obtenidos (b).

b) Tamaiio de los conidios

Se determind el largo y ancho de los conidios en pum, de los cultivos
originales y de los cultivos monosparicos obtenidos. E| ancho de los conidios fue
de 2.56 um para todos los aislados, por lo que no fue sometido a un analisis de
varianza, mientras que el largo de los conidios promedio oscil6 entre 5.0y 6.5 um.
Sin embargo, no existieron diferencias significativas (P>0.01) entre el tamafio de
conidio del cultivo original y los cultivos monospdricos obtenidos (Anexo 2).

2
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c) Esporulacion . . . : :
La esporulamon expresada en conldlos/mL se Ilevo a cabo alos 29 dlas de
'mo, para los cultivos monosporicos.

crecimiento tanto para los cultivos orlglné S
La esporulacion obtenida entre los cuiti vos estuvo en el rango de 1. 1a7. 0 x 108‘;
conidios/mL. En esta caracteristica fenotiplca e anahsns de varianza indico que no

eX|st|eron diferencias significativas (P>0. 01) entre la esporulacmn de los 16' '

CU|tIVOS originales y los monosporicos obtenidos. En el anexo 2 se mu stral

valores de esporulacion de los cultivos monospéricos obtenidos .de: cada cuItivo

original.

d) Seleccion de cultivos monospdéricos

Debido a que el andlisis de varianza indicé que no existen diferencias
significativas (P>0.01) entre los cultivos originales y los cultivos monospdricos, en
las tres caracteristicas fenotipicas analizadas, la esporulacion fue el factor
determinante en la seleccion del cultivo monospérico. Se seleccionarcen aquellos
que presentaron la mas alta esporulacion.

En la tabla 6 se hace una comparacion entre el cultivo original y el cultivo
monospérico seleccionado, con respecto a las tres caracteristicas fenotipicas
analizadas.
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Tabla 6 Comparacxon entre el crecmnemo, largo de comdxos y esporulacxon del culuvo

orlgmal y. el cultivo monospdrico seleccnonado (MS) de: Meta)hzzmm amsopl:ae var.,

acridum.
CULTIVO CRECIMIENTO LARGO DE ESPORULACION
ORIGINAL MS* 15-19 d CONIDIOS 29d -
(mm/dia) 14 d (conidios/mL)
um
EH-483 3.265 5.128 4.10 x 10°
8 3.258 5.128 6.20 x 108
EH-484 3.937 5.128 3.30 x 108
6 3.864 5.128 5,20 x 108
EH-486 3.602 5.298 2,70 x 108
7 3.628 5.123 4.20 x 108
EH-487 3.625 5384 2.10 x 108
' 4 3.676 5.128:.: 3,00 x 10°
EH-488 3.510 5:256.- 3.50 x 108
ST 7 3.742 5213 4.40 x 108
EH-489 3.640 5.123 4.80 x 10°
EORR | 3.757 5213 5.80 x 108
EH-490 3.778 5,128 4.30 x 108
. 1 3.579 5.123 490 x 108
EH-491 4.305 6:324 2.40 x 108
Cr 8 4.327 6.068 2.90 x 108
EH-493 3.984 6.239 1.50 x 108
s 1 3.848 '5.897. 2.70x 108
EH-494: ‘ 3.736 5.555 3,70 x10°
4 3.747 5208 7.00x108
EH-497. 2.989 5.128 © 450 x 108
g 7 3.179 5128 - - 6.80x 108
EH-498 3.787 - 5128 . 3.00x108
: 8 3.8 5128 6.90 x 108
EH-499 : 3.746 5.128 3.30x 108
.10 3.543 5.17 3.10x 108
EH-500 . . - 3786 5.128 430x 108
2 3.602 5.128 6.30 x 108
EH-502 - . - 2.966° 5.128 3.90x 10°
8 2,944 5.128 410x 108
EH-531 = - 14.402 5.555 3.10x10%
g -4,508° 5.726 6,40 x 108

MS*= Monosponco SeIeCCIonado
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fue mayor de diez dias. Los monqsp
MaPL16 (EH-489) y MaPL18 (EH-490‘)’*ﬂ*.’|i_,
dias para matar el 50% de los insectos. Lo s m’oﬁ
MaPL31 (EH-498) presentaron un TLM medio de 7 nte.
Mientras que los monospoéricos de MaPL5 (EH-483) ky MaPL15 (EH-488) fuero’n los. :
menos virulentos hacia el insecto con un TLM de 10.7 'y 1211 d_las o

respectivamente. En la figura 7 se muestra el comportamiento de los valores del
TLM en los 16 cultivos monosporicos de M. an/sophae var. acridum hacia la
langosta

Los resultados de TSM (Tabla 7) clasificaron los cultivos monospéricos con
base al numero de dias en que sobrevive el 50% de la poblacion de insectos. Los
resuitados fueron muy similares al TLM con excepciéon al monospérico del aislado
MAPL31 (EH-498) quien mostro un TLM de 8.1 dias y TSM de 5.3 dias. En la
figura 8 se muestra el comportamiento de los valores de TSM obtenido en los
monospodricos analizados.

El analisis de varianza de los valores de TLM y TSM entre los 16 cultivos
monosporicos mostraron diferencias significativas (P<0.0001) en el grado de
virulencia hacia la langosta S. piceifrons piceiforns. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas (« = 0.01) entre los monospoéricos de alta
virulencia (MaPL40, MaPL16, MaPL18, MaPL32, MaPL8, MaPL29, MaPL20,




' Resultﬁdos

MaPL37 .y MaPL14) medla vurulencsa (MaPL26 MaPL22 MaPL38 'fMaPL31 -
MaPL13) ybaja rul_enma (MaPL5y7_MaPL15) '

color‘aft:»ié, el |nsecto cambié de café a rojo y el crecimiento del hongo hama el
exterior fue generalmente en las extremidades. La esporulacion inicié en promedlo
al tercer dla despues de la muerte del insecto.

Tabla 7. Valores d:e tiempo letal medio (TLM) y tiempo de sobrevivencia medio
(TSM) de los mo‘nos‘péricos seleccionados de los aislados de Metarhizium
anisopliae var. acridum hacia la langosta Schistocerca piceiforns piceifrons.

AISLADO TLM « TSM
EH-483 (MaPL5)* 10.75 (£0.69) 9.34 (x0.21)
EH-484 (MaPL8)** 6.59 (+0.48) 5.96 (+0.25)
EH-486 (MaPL13)* 9.53 (+0.54) 9.2 (+0.65)

EH-487 (MaPL14)** 6.98 (+0.47) 6.31 (£0.51)
EH-488 (MaPL15)* 12.18 (+0.90) 10.38 (+0.60)
EH-489 (MaPL16)** 5.7 (+0.47) 5.28 (+0.48)
EH-490 (MaPL18)** 5.75 (+0.43) 5.28 (+0.55)
EH-491 (MaPL20)** 6.75 (+0.44) 6.21 (+0.18)
EH-493 (MaPL22)** 7.12 (+0.39) 6.35 (+0.32)
EH-494 (MaPL26)** 7.06 (£0.44) 6.18 (+0.20)
EH-497 (MaPL29)* 6.71 (+0.57) 7.27 (+0.29)
EH-498 (MaPL31)** 8.14 (£1.27) 5.31 (+0.82)
EH-499 (MaPL37)* 6.87 (+0.45) 6.52 (+0.88)
EH-500 (MaPL38)* 7.64 (+0.43) 7.95 (+0.41)
EH-502 (MaPL40)* 5.57 (+0.23) 4.98 (+0.16)
EH-531 (MaPL32)* 6.23 (+0.19) 6.26 (+0.33)

*= Cultivos monosporicos aplicados en primer bioensayo (noviembre, 2001).

= Cultivos monosporicos aplicados en segundo bioensayo (noviembre, 2002).
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Figura 7. Tiempo ietal medio (TLM) de los cultivos monospdricos seleccionados de M. anisopliae

var. acridum en insectos adultos de S. piceifrons piceifrons. Barras amarillas: virulencia alta; barras
azules: virulencia media y barras moradas: virulencia baja.

DiAs

AISLADOS

Figura 8. Tiempo de sobrevivencia medio (TSM) de los cultivos monospoéricos seleccionados de M.

anisopliae var. acridum en insectos adultos de S. piceifrons piceifrons. Barras amarillas: virulencia
alta; barras azules: virulencia media y barras moradas: virulencia baja
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad acumulada de insectos adultos de S. piceifrons piceifrons
infectados con cultivos monospoéricos de M. anisopliae var. acridum. * = Cufltivos monospo6ricos
aplicados en primer bioensayo (noviembre, 2001). ** = Cultivos monospdéricos aplicados en

segundo bioensayo (noviembre, 2002).
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4. Caracterizacion genotipica de los cultivos originales y monosporicos
a) Extraccion de DNA genémico

El método de obtencién de DNA planteado en el prétocolo; |nIC|aI fue’*_

modificado por el método que se describe en el apartado de materlales y metodos

Este método permitio obtener DNA genomlco de 16 alslados de M an/s’
acridum, de 16 cultivos monosporlcos seleccmnados y de 11 cepas”‘d {

Fue cuantificado con base en una comparamon con diferentes’ cdncen r
DNA del fago lambda. En la figura 10 se muestra el analisis electroforetlco del '
DNA;geanlco obtenido de 15 cultivos originales (carriltes 1-15) y 67fcult|vos

monvci:spérijéos seleccionados (carriles 16-21), de los cuales la concentradiéh

fluctud entre 10 y 200 ng/uL. Cabe mencionar que la extraccién del DNA de los

culti',vos monosporicos fue mas sencilla que la de los originales, obteniendo un

DNA-de mejor calidad en comparacion a los DNA’s de los cultivos originales y

cepas de referencia.

Fago A

1020501002001 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 1415 1617 181920 21

ness g

e G WD o g . - ,-u-—“.puw’-¢4"---.‘*~

4

Figura 10. DNA genomico de cultivos originales y monospéricos seleccionados de M, anisopliae
var. acridum. Los carriles iniciales corresponden a concentraciones de! fago lambda (10, 20, 50
100 y 200 ng). Los carriles del 1 - 15 corresponden a DNA gendmico de cultivos origi‘nalbe‘s; del 16 -
21 a cultivos monosporicos. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 110 V duraﬁte :30 min,
tincién con bromuro de etidio a 0.5 ug/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de
Syngene™ para una 6ptima resolucion. .
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b) Estandarizacion del método del polimorfismo del DNA por ampllfncaclon al
azar, utilizando oligonucleétidos arbitrarios (RAPD-PCR) :

El método de RAPD-PCR se estandarizo mediante curvas de conc )
de oligonucleétido, DNA y MgCl;. Se emplearon los programas . d "'ampllflca on ‘; :
descritos por Cobb & Clarkson (1993) y Driver et al. (2000). ‘

e Curva de oligonucleétido

que, con €
empleando el p;
se mue’st’r’a , lgura 12 observando una mejor ampllflcaC|on y selecmonando la

concentrac de 200 pmoles de oligonucledtido. Se siguidé empleando este

programa de_amphﬂcacuon para la estandarizacion del método.

EH.493 1914 EH-493 1914
OPH-01 TESTIGO OPH-01 TESTIGO OPAO4  TESTIGO OPAOL TESTIGO
Kb M 200 100 50 200 100 52 200 10050 200 100 S0 200 100 53 200 100 D 200 100 50 200 100 50

0.94——7

0,49 —ry

s E

0.12 ——»

Figura 11. Curva de oligonucleétidos empleando el programa de amplificacién de Driver et al.
(2000). Se utilizaron los oligonucledtidos OPH-01 y OPA-04, el DNA genémico de EH-493 y 1914,
M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 200, 100 y 50 pmoles de oligonucieétido.
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teflido con bromuro de etidio a 0.5
ug/rTL La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una éptima
resolucion.
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EH-493 1914 EH-193 1914
OPHO1 _ TESTIGO OPHG1 TESTIGO OPA.04 TESTIGO OPA-04 TESTIGO
Kh M 200 100 50 200 400 50_200 100 50 200 100 £0_200 10050 200 100 50 200 100 50 200 100 50

(&)

073 —»
0.48 ——»

0.12 —»

Figura 12. Curva de oligonucleétidos empleando el programa de amplificacidén de Cobb & Clarkson
(1993). Se utilizaron los oligonucleétidos OPH-01 y OPA-04, el DNA genémico de EH-493 y 1914,
M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 200, 100 y 50 pmoles de oligonucledtido.
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, tefido con bromuro de etidio a 0.5
pug/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap™ de Syngene para una oOptima
resolucion.

e Curva de DNA

Para la curva de DNA genomico se emplearon las concentraciones de. 5,
10, 15 y 20 ng/2pl para los aislados y cultivos monospéricos de MX y
concentraciones de 1, 5, 10, 20 y 50 ng/2,L ‘para las cepas de referencna En la
figura 13 se muestra el resultado del DNA con los oIlgonucIeotldos OPH 01 .
OPA-04 a 5 10 185, 20 ng/2pL y-DNA de los cultivos, monosporicos y la cepa de .
" ,(EH_526) observando una buena amplificacion a 10 ng de DNA

referenma“ '
con’ ambos,ohgqnucleétidos Sin embargo, para las nueve cepas de referencia

restanté_é éyé'é‘ﬁwbléé la concentracién de 1 ng/2ul. de DNA genémico (Figura 14).

OPH-01 OPA-04
DNA EH-493 DNA 1914 JESTIGO DNA EH-493  DNA 1914 TJESTIGO
Kh M & 10 1 20 S5 10 15 20 5 10 15 20 & 10 15 20 5 10 15 20 5 10 45 20

{: - - & -——
073yl 32 .b--_ - -
040 ——ol o= W s

0.12 —amepd ™

Figura 13. Curva de DNA genomico empleando los oligonucledtidos OPH-01 y OPA-04 y DNA de
EH-493 y 1914. M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 5, 10, 15, 20 ng/2uL de DNA.
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, tefido con bromuro de etidio a 0.5
pg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una optima
resolucion.
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Figura 14. Curva de DNA gendmico empleando el oligonucledtido OPA-04 y DNA de las cepas de
referencia. M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 1, 5§, 10, 20 y 50 ng/2uL de DNA. T =
testigo negativo. Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teflido con bromuro
de etidio a 0.5 ug/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una

optima resolucion.

e Curva de MgCl;
La curva de MgCl; se llevé a cabo con concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5,2.0 ‘

y 2.5 mM, y el resultado se observa en la figura 15 mostrando amplificacién ai\kvlas
concentraciones de 1.5, 2.0 y 2.5 mM. Sin embargo, se eligié la concentracion de
2.5 mM .de. MgCl, debido a que en el testigo negativo no se observa una

amplificacion-inespecifica.

OPH.01 OPA.04
EH-493 1914 EH-493 1914 TJESTIGO
Kb M OS5 10 152025 05 10 15 2025 05 10 152025 0.5 10 15 2025 05 10 15 2025
, - -
0.73— % - - - 35; .
0.49— - - - - - - wes ‘! o
0.12—» ®»

Figura 15. Curva de MgCl, empleando los oligonuclectidos OPH-01 y OPA-04 y DNA genémico de
EH-493 y 1914. M = Escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mM de MgCl,.
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, tefido con bromuro de etidio a 0.5
mg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una oOptima

resolucion.
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Con base en’ RAPD PCR ‘se” IIeVaron‘a cabo

amplificaciones empleando 14 oligonucleétidos con DNAs de los 16 cuitivos

la estandarizacion: del
originales, 16 cultivos monospéricos y 11 cepas de referencia.

c) RAPD-PCR en las condiciones estandarizadas de los DNA’s de los
aislados y cepas estudiadas

Se obtuvieron 14 patrones polimérficos diferentes de DNA, entre los
aislados de MX de M. anisopliae var. acridum y cultivos monosporicos al utilizar
los 14 oligonucledtidos mencionados en Materiales y Métodos. El oligonucledtido
OPA-09 presentdé el mayor numero de marcadores de RAPD-PCR (36 bandas) y
OF-08 present6 el menor numero de marcadores (17 bandas). En la figura 16 a y
b se muestra el patrén polimérfico obtenido con OPA-08 donde se observan siete
bandas bien definidas para los cultivos originaies y monospéricos. En general, el
patréon polimérfico fue similar entre los cultivos polispéricos y monosporicos (MS),
con los oligonucléotidos ensayados, no obstante, los cuitivos monospbdricos
presentaron una mejor amplificacion y resolucién que los cultivos originales como

se observa con los oligonucleétido OPA-08 y OPA-05 en las figuras 16 y 17 ay b.

~ ~ - - «© - - ~ -3
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Figuras 16 a, b y c. Patron polimorfico de 16 aislados y sus monosporicos seleccionados (MS) de
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez clados (CL)
del género Metarhizium empleando e! oligonucledtido OPA-08. M = escalera de DNA de 123 pb.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, tedido con bromuro de etidio a 0.5
ng/mbL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una optima
resolucién. CL* = numero de clado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la
reaccion.
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Figuras 17 a, b y c. Patron polimorfico de 16 aislados y sus monospéricos seleccionados (MS) de
MX de M. anisopliae var. acridumy de 11 cepas de referencia provenientes de los diez clados (CL)
del género Metarhizium empleando el oligonucledtido OPA-05. M = escalera de DNA de 123 pb.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, tefiido con bromuro de etidio a 0.5
pg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una optima
resolucién. CL* = numero de clado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la
reaccion.

Las cepas de referencia de diferentes especies y variedades (10 clados
CL1-CL10) del género Metarhizium mostraron un patrén polimérfico diferente entre
ellas, asi como, con los aislados de MX, utilizando los 14 oligonucléotidos (Figuras
16byc 17byc, 18 bycy 19 b). Sin embargo, las cepas FI-985 (EH-530) de
Australia y FI-987 (EH-535) de Nigeria que corresponden al clado 7 de M.
anisopliae var. acridum vy la cepa 1184 (EH-527) de Francia de! clado 6 de M.
flavoviride var. flavoviride comparten bandas con los aisiados de MX con todos los
oligonucléotidos analizados (Figura 19 b y 20 b) indicando que el patrén

polimérfico de estas cepas muestran similitud con los aislados de MX,
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Figuras 18 a, b y c. Patron polimorfico de 16 aislados y sus monospdricos seleccionados (MS) de
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez clados (CL)
del género Metarhizium empleando el oligonucledtido OPH-02. M = escalera de DNA de 123 pb.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, tefiido con bromuro de etidio a 0.5
ug/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una O&ptima
resolucién. CL* = numero de clado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la
reaccion.
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Figuras 19 a y b. Patron polimoérfico de 16 aislados y sus monospéricos seleccionados (MS) de
MX de M. anisopliae var. acridumy de 11 cepas de referencia provenientes de los diez clados (CL)
del género Metarhizium empleando el oligonucledtido OPA-04. M = escalera de DNA de 123 pb.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, tefido con bromuro de etidio a 0.5
ug/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una 6ptima
resolucion. CL* = numero de clado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la
reaccion.
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Figuras 20 a y b. Patron polimérfico de 16 aislados y sus monospoéricos seleccionados (MS) de
MX de M. anisopliae var. acridumy de 11 cepas de referencia provenientes de los diez clados (CL)
del género Metarhizium empleando el oligonucleéttido OPA-01. M = escalera de DNA de 123 pb.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, teflido con bromuro de etidio a 0.5
pg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una Optima
resolucién. CL* = numero de clado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la
reaccion.

d) Comparacion entre el polimorfismo genético generado entre los DNAs de

los cultivos polispéricos y monospoéricos obtenidos de aislados de M.

. anisopliae var. acridum.

Los 14 oligonucleétidos amplificaron marcadores bien definidos y repetibles
en el DNA genémico de los cultivos polispéricos, monosporicos y cepas de
referencia. Estos marcadores fueron utilizados para construir dos matrices de
presencia — ausencia; una matriz con los marcadores de los cultivos polispoéricos,
y otra con los cultivos monosporicos. Estas matrices fueron utilizadas para el
analisis estadistico. Se obtuvieron 371 marcadores y a partir de los datos de cada
una de las matrices se calculd la similitud utilizando el indice de Jaccard (Real &
Vargas, 1996), obteniendose dos fenogramas diferentes. Inicialmente, por un lado
se agruparon los cultivos polispdricos, y por el otro, los monosporicos de M.
anisopliae var. acridum, en dos fenogramas separados que se observan en la
figura 21 a y b. Se mostré6 un mejor soporte de la agrupacién en los cultivos
monosporicos que en los cultivos polispéricos (originales), porque se observaron
valores de "bootstrap” mas altos, y las agrupaciones entre los monospoéricos
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(Figura 21b) se observaron mas cercanos entre ellos. En ambos fenogramas el

coeficiente de correlacion cofenética fue de 0.92 con una P = 0.00004. Esto indica

qQue esta agrupacion no es producto del azar si no es un evento biologico claro. En

ambos arboles los aislados y cultivos monospéricos de MaPL5 (EH-483) vy

MaPL37 (EH-499) se separaron del resto de los aislados.
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Figura 21. Fenogramas de similitud que muestran el resultado de los patrones de DNA de
los cultivos polispéricos (originales) (a) y sus monosporicos (b) de los aislados de MX estudiados.
El fenograma fue generado a partir de una matriz genética obtenida de la presencia - ausencia de
371 marcadores de RAPD-PCR, a partir de UPGMA. Los limites de confianza (valores del
“bootstrap”) fueron generados de 5000 aleatorizaciones del procedimiento de Efron (1982).
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e) Clasificacion de aislados de M. anisopliae var. acridum de MX y cepas de -
referencia del género Metarhizium. : :
Debido a los resultados anteriores donde se observo Ia mejor agrup: cién de

los aislados monospéricos, se llevo a cabo una matriz general dond se»lncluyeron -
los marcadores de los cultivos monosporlcos y las cepas e referency : Esta fue -

M. f/avow
99% ( alo

soporte del 73% ; e
" Las cepas de referencia restantespresentaron una menor. snmllltud con Ios
cultivos monospéricos de MX mostrand uknf'valor de "bootstrap” de 57%. En el

fenograma se observa la similitud:qu eX|ste entre los clados 5, 3, 4 v 2 que

corresponden a M. flavov[r" sus variedades minus, novazealand/cum

pemphigum y Tlpo E. vS rgo, esta Ulitima variedad mostré un soporte de
82% con el clado 9 de M an/s p/lae var. anisopliae. Metarhizium anisopliae var.
anisopliae mantuvé ‘una S|m|I|tud alta con las cepas de M. anisopliae de las
variedades majus (clado 10) y lepidiotum (clado 8). Estas dos Ultimas variedades
de M. anisopliae mostraron un soporte del 85%. Por itimo la cepa 1941 (EH-525)
de M. album, se separé totalmente de las demas cepas. La confiabilidad de la
agrupacion de estos aislados y cepas es indicada por el coeficiente de correlacion
cofenética al presentar un valor de r = 0.99 y P = 0.0004, demostrando que el

fenograma generado no es producto del azar, sino un fenémeno bioldgico claro.
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Figura 22. Fenograma de similitud que muestra las

MX y cepas de referencia del género Metarhizium.

relaciones entre los cultivos monosporicos de
El fenograma fue generado a partir de una

matriz genética obtenida de ia presencia - ausencia de 371 marcadores de RAPD-PCR de 16
cultivos monospéricos (verde-azul, MX) y 11 cepas de referencia. El fenograma se obtuvo a partir
de UPGMA. Los limites de confianza (valores del °*bootstrap”) fueron generados de 5000

aleatorizaciones del procedimiento de Efron (1982).
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Estos resultados de asocnamon entre los cul'nvos monosponcos y cepas de
'rlor (Fsgura 22) se: reaflrman con el
el al ‘ol de tendldo mlnlmo (ATM) El

referencuamostrados en el fenograma an

Frafn’é:ié' 'co“f{ Una distancia de 0.29 (Tabla 9). En este anélié;is",
Fl- 1029'de“ M. anisop/iae var. anisopliae y la cepa 2948"d‘e,_ |

mismos cultlvos monosporicos con su lugar geograflco formando un grupo de M.

anisopliae de MX,
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Tabla 8.
explican las

monospéricos de MX y

Componentes
relaciones

principales que

entre

los cultivos

las cepas de

Tabla 8. Valores de distancia que
existen entre los cultivos monospéricos
de MX y cepas de referencia.

referencia.
Numero de Eigenvalue %o % Aislado/Cepa Aisiado/Cepa Distancia
Eigenvalue acumulativo - -
—4 3 555 3063 3064 MaPL5-8 MaPL13-7 0.75
2 1.24 7.19 37.84 MaPL13-7 MaPL8-6 0.96
3 1.06 6.15 44.00
; 0.9 74 49,75 MaPL13-7  MaPL14-4 0.95
5 0.93 5.44 55.19 MaPL13-7  MaPL32-8 0,94
6 0.93 5.40 60.60
> 088 516 6576 MaPL13-7  MaPL16-1 0.92
8 0.83 4,87 70.63 MaPL32-8  MaPL40-8 0.91
9 0.77 4.48 75.39 :
10 073 428 79,39 MaPL8-6 MaPL22-1 0.8
11 069 . 4.03 83.43 MaPL40-8  MaPL20-8 - 0.87
]g L %3? : 333 gg;g MaPL20-8  MaPL18-1 0.90
14 1036 . 210 91.68 MaPL8-6 MaPL15-7 0.87
1 A28 9225 MaPL15-7  MaPL38-2  0.85
17 018 1.05 95.67 MaPL38-2  MaPL26-4 0.86
18 0457 . 0.92 96.59
19 015 o087 9747 MaPL26-4  MaPL29-7 0.89
20 40 7059 98.06 MaPL26-4  MaPL31-8 0.84
21 093 - 054 98.60
% Y84 048 99.09 MaPL18-1  MaPL37-10 0.71
23 0.05.. 0.32 99.42 MaPL5-8 F1-985 0.22
24 0.052 . 0.30 99.72
25 0.030 - 0.17 99.90 FI-985 Fi-987 0.34
26 0.016 0.09 >100% Fl-987 1184 0.29
0,
2 0000 000  >100% 1184 FI-1029 0.18
FI-1029 2948 0.22
2948 F1-698 0.15
2948 FI-72 0.13
FI-987 2037 041
FI-1029 FI-147 009
Fi-147 1914 015
2948 0.07
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Figura 23. Analisis de componentes principales. Agrupa los cultivos monospéricos de M. anisopliae
var. acridum de MX (circulo verde); cepas de referencia de M. anisopliae var. acridum (verde
oscuro); M. flavoviride var. flavoviride (morado); seguido por os clados taxonémicos restantes del

género Metarhizium.
294
3 ) MX
MaPt:W -10

Figura 24. Arbol de tendido minimo. Las lineas punteadas muestran ia relacion directa entre los
aislados de MX (circulo verde) y cepas de referencia. Los nomeros verdes muestran la relacién
directa entre los aislados de MX y las dos cepas de referencia de M. anisopliae var. acridum
(verde) y la cepa de referencia de M. flavoviride var. flavoviride (morado).
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f) Diversidad genética de los aislados de M. anisopliae var. acndum de MX y

cepas de referencia del género Metarhizium. e

Se estimd la diversidad genética de los cultivos pohsp 0sp ‘
"(Léwontln 1972) Losy
cultivos polispéricos y sus derivados monospoéricos  no (presenta‘ron diferencia

y cepas de referencia utilizando el indice de Sharnno

genética entre estos dos grupos, porque el indice.de Shannon mostré un valor
igual de 0.25 para cada grupo. Mientras que el grupo formado por las cepas de
referencia presentaron un valor de 0.31.

g) Relacion entre polimorfismos del DNA y virulencia de los aislados
estudiados.

De acuerdo con los resultados obtenidos del RAPD-PCR de los aislados de
MX, no se pudo inferir ninguna relacién con los resultados obtenidos de la
virulencia en langosta de los aislados de MX.

wn
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IX. DISCUSION

El control biolégico de plagas agncolas utlllzando bloregu|adores naturales LT

para el control de poblacuones de insectos promete ser una’ herramlenta eflcaz

para obtener allmentos sanos
2001; meby et al 2002)
.. Actualmente, paises como’ Afnca,

biologlco para la regulacién de la langosta’y: O
entomopatdogeno M. anisopliae var. acridum (anterlorment e). E'n'

Africa, |nvest|gadores involucrados en el programa LUBILOSA btuvieron el

gregaria, y en Australia se desarrolié Green Guard™ por CSIRO para e!,. control
de la langosta australiana Chortoicetes terminifera (Milner & Hunter 2001 Mllner
2002). Lo interesante del desarrollo de ambos agentes fue que evaluaron aislados
autoctonos de cada pals, seleccionando el mas adecuado al cllma de la region, y
el gque exhibié la mayor virulencia hacia el insecto.

Para lograr que en MX se desarrolie un agente microbiano autéctono contra
la langosta S. piceifrons piceifrons causante de grandes pérdidas econémicas en
el campo agricola, se requiere de la blsqueda y seleccion de aislados fungicos
bien caracterizados altamente virulentos contra el insecto. Razén por la cual este
trabajo se inicié con la caracterizacion fenotipica y genotipica de. aislados de M.
anisopliae var. acridum de MX, reunidos en el Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico (Hernandez-Velazquez et al., 1997).

De acuerdo con Goettel & Inglis (1997) es necesario contar con
poblaciones genéticamente homogéneas para tener un control de calidad estricto
al producir un agente microbiano para su aplicacion en el campo agricola. Para
iniciar este trabajo se obtuvieron cultivos monospéricos a partir del cultivo original
del insecto para contar con este tipo de poblaciones. A pesar de que no se
observaron diferencias significativas (P>0.01) entre los cultivos monospdricos
obtenidos y el cultivo original asi como entre los 16 aislados originales en cuanto a
crecimiento, esporulacion y tamario de conidios, si se observo que fue mas facil la
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obtenc:on de DNA y punﬂcacuon de estos cultwos“ aS| ‘ d‘r:nbg;pha',mvéjcjﬁ resolucion

Immalmente la- cla _

entre otros parametros, por -  de los conidios (Rombach et al., 1986)

reportando para M. flavowr/de ac;v almente M. anisopliae var. acridum de acuerdo
al trabajo de Driver et a/ 2000) un tamario de conidios entre (6.5)7 -9 (11) x 4.5

-56.5 um. Driver et al. (2000) en el trabajo sobre revision taxonémica del género
Metarhizium, encontro_ que el tamafio de los conidios para M. anisopliae var.
acridum fué de 4.5 (i0.41) x 2.6 (+0.6) um. No obstante, la cepa FI-985 de
Australia tiene un mayor tamanio de conidios, 7.6 (£0.78) x 2.9 (£0.37) um, aunque
pertenezca a esta variedad. En nuestro trabajo, el tamafio de los conidios obtenido
para los aislados de MX, oscil6 entre 5.0 - 8.5 x 2.5 um, resultado que concuerda
parcialmente con Driver et al. (2000). El tamario de- los conidios de los aislados de
MX, también se podrian clasificar dentro del clado 6 de M. flavoviride var.
flavoviride (6.2 x 2.5 um), clado 3 de M. flavoviride var. novazealandicum (6.0 £
048 x 2.4 +0.19 pm) o clado 4 de M. flavoviride var. pemphigum (5.4 £ 0.47 x 24.
+ 0.43 pm) de la clasificacién reciente de Metarhizium (Driver et a/ 2000) '
Rombach et al. (1986) plantea que la diferencia en el tamano de conld’os para M.
flavoviride var. flavoviride podria deberse al hecho que las cepas proylenen\del ‘
hospederos y paises diferentes. i ':‘ i
Otra caracteristica fenotipica evaluada fue la virulencia de los c;ulti\}os
monosporicos seleccionados en la langosta S. piceifrons piceifrons en condiéiénes
de invernadero. Las herramientas que se emplearon para evaluar el gradbvd'e‘f
virulencia de los aislados fue el tiempo letal medio (toma en cuenta el nUmerb'de

insectos que sobreviven durante el bioensayo) y tiempo de sobrevivencia medio -
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(toma en cuenta el numero de msectos muertos durante el ,bl‘oensayo)’(Bateman ‘et
al.,, 1996), Se emw ;
hongo para mata ‘al

on: esto 'parametros para conocer elt

lempqq”? requiere el -

aspecto lmportante
pueden ser Ios ade

comdlos de cada alslado para cada pruei !
-‘a|slados se opto porel TLM y TSM, ya que ‘no'se’ reqwere de tantos lnsectos

" La variabilidad en la virulenci: hacia‘la’ Iangosta encontrada entre Ios 16
aislados estudiados (5.8 a 12 dias »,de‘TLM) (Cano et al., 2002) apoyan la
necesidad de estudiar siempre. est caracteristlca antes de selecmonar cualquter

aislado como controlador de la plaga Los datos obtenidos en los bloensayos de S.
piceifrons piceifrons concuerdan con los resultados de Hernandez—Velazquez et
al. (1998, 2000) quienes encontraron que el aislado MaPL40 (EH,,_5Q2) fue el mas
virutento (TLM de 5 dias) hacia la langosta en condicionesv'_der‘f_léBor'a;torio y la
mortalidad del 100% de los insectos ocurrié al séptimo dia. Eh'ﬁ'ﬂj‘estro trabajo se
encontrd el 100% de mortalidad al dia ocho con el alslado "M »PL32 (EH-531);
aislado que Hernandez-Velazquez et al. (2000) también reporta con alta virulencia

hacia la langosta de MX. Por otra parte, Milner (2002) evalué la virulencia de la
cepa FI-985 (ingrediente del agente microbiano Green Guard™) hacia la langosta
australiana presentando valores de mortalidad de 4 - 5 dias. Bateman (1997)
también reporta que el tiempo de mortalidad media es de 5 dias para la cepa del
agente microbiano Green Muscle™ hacia la langosta y saltamontes de Africa. Los
resultados de virulencia de! hongo hacia la langosta en el campo agricola son
diferentes, debido a que las condiciones en el campo no se pueden controlar
(Berlanga-Padilla & Hernandez-Velazquez, 2002). Por otro lado, se compard la
virulencia (con base en Clso) de dos aislados de M. anisopliae var. acridum
(MaPL32 y MaPL40) de MX con la cepa FI-985 de Australia hacia Ié |angosta‘ S.
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p/ce/frons p/ce/frons e Jcondlcuones de mvernadero‘(Barrlentos & Ml!ner 2001) Se. g

Esto indica la_

imaticas de

aluaron con 14

oligonucledtidos arbitrarios propuéstds en trabaj vios: del,genero vMetarh/zwm '

(Cobb & Clarkson, 1993; Driver et al.; 2000) Eh el«testud}o se mcluyeron cepas de
referencia de Metarhizium correspondlentes a los 10 clados taxonémicos
propuestos por Driver et al. (2000) para su comparacién con los aislados de MX.
Varios estudios indican que la técnica de RAPD-PCR es una herramienta Util para
obtener una caracterizacién inicial de los aislados de hongos entomopatégenos
correspondientes tanto del género Metarhizium (Cobb & Clarkson, 1993; Fegan et
al, 1993, Bidochka et al., 1994; Leal et al., 1994, Driver et al., 2000), comb para'

otros i.e., Paecilomyces (Tigano-Milani et al., 1995; Cantone & Vandenberg. 1998; -

Obornik et al., 2000) y Beauveria (Wang et al., 2000; Wang et al., 2002; Castnllo et
al., 2003).

Hasta la fecha, no se conoce ningun trabajo de caracterizacién genotipica
donde se comparen los patrones polimorficos de DNA entre cultivos polisporicos y
monosporicos de hongos entomopatdgenocs, a pesar de la relevancia de contar
con poblaciones genéticamente homogéneas para estos estudios. En nuestro
trabajo se observd que los patrones polimérficos de DNA gendémico entre los 16
cultivos polispéricos y monospéricos seleccionados fueron similares, no
encontrando ninguna variabilidad genotipica entre ellos ya que mostraron el
mismo indice de Shannon (Lewontin, 1972). Sin embargo, los cultivos
monospoéricos obtenidos en este trabajo siempre presentaron una mejor
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amplnﬁcacuon y resolucmn que los cultlvos pOllSpOFICOS por. |o,,cual se recomlenda

acrldum El coeficiente de correlacion cofenetlca obtenldo mdlca la solldez y
robustez de los datos obtenidos (= 0.99, P=0.0004).: Un estudio previo de los
aislados MaPL40 (EH-502) y MaPL32 (EH-531) con base en las secuencias de
DNA, indicaron corresponder a la variedad acridum ya que las secuencias eran

similares con la cepa FI|-985 de Australia, del clado 7 de la variedad acridum
segln Driver et al. (2000) (Barrientos et al., 2001). Los trabajos anteriores a la
revision taxondmica del género Metarhizium de Driver et al. (2000) agrupa la cepa
F1-985 de Australia (anteriormente M. anisopliae) como M. flavoviride con base en
marcadores de RAPD-PCR (Cobb & Clarkson, 1993). Bidochka et al. (1994)
agrupa la cepa FI-987 de Nigeria, Green Muscle™ (actualmente M. anisopliae var.
acridum) dentro del grupo de M. flavoviride no sélo con marcadores de RAPD-
PCR sino también con la hibridacion de un fragmento obtenido por PCR de esta
cepa, indicando que esta sonda es especifica de M. flavoviride. Esta problematica
de caracterizacion de los aislados de MX indica que se requiere secuenciar las
regiones ITS o las regiones IGS como Io hicieron Pantou et al. (2003) para poder
discernir con una mejor precision la identificacion de estos aislados.

En general, los patrones polimérficos de DNA de los aislados de MX

mostraron un agrupamiento de todos los aislados. La relacién entre el patrén
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pollmorﬂco del DNA y el orlgen geograflco en el genero Me ' rh/zwm no ha sudo

agrﬁparon e _cuatro'grupos de acuerdo'a su »ongen geograflco Bidochka et al.

(2001) anallzaron la genética de poblacwne‘ ', 83 aislados de M. anisopliae de
un area forestal y un area agricola en- Ontarlo Canada utilizando aloenznmas
RAPD y RFLP-PCR del gen de ia proteasa pr1. Los dos grupos fueron asoc1ados
con los dos tipos de habitat. Ademas, al ilevar a cabo la genética de poblacmnes”'
de los aislados, menciona que aunque M. anisopliae es haploide y mitospérico,
encontraron poblaciones recombinantes basado en el analisis de frecuencias
alélicas de 10,000 poblaciones tedricas a partir de los 83 aislados de M.
anisiopliae. Ellos sugieren la existencia de diferentes procesos de intercambio
genetico, como la parasexualidad. Este fenébmeno, en el género Metarhizium, fue
reportado desde 1980 por Al-Aidroos (1980) y Messias & Azevedo (1980) en
condiciones de laboratorio. En el género Paecilomyces, este proceso también se
ha encontrado en ensayos de laboratorio (Riba y Ravelojoana, 1984).

Leal-Bertioli et al. (2000), infectaron simultdneamente al insecto Phaedon
cochleariae (Coleoptera: Chrysomelidae) con dos cepas distintas de M. anisopliae.
Al reaislar las dos cepas del insecto encontraron diferencias en el DNA de cada
una por electroforesis de esterasas, digestion total del DNA genomico utilizando
enzimas de restriccion y RAPD-PCR. Cuando infectaron al insecto
independientemente con cada cepa no observaron recombinacion del DNA. Estos
autores mencionan que el intercambio genético observado al infectar el mismo
insecto con las dos cepas simultaneamente, podria ser explicado por procesos de




Discusion

d|p|0|d|zaC|on mutacuoh

genes nucleares (\Nalton 2000) Bidochka et al. (1994) mencnona que‘_l E

origen comun y quizas una historia evolutiva reciente en compar cu

anisopliae. : R
Este fipo de estudios sobre caracterizacion genotipica dehongos
entomopatdgenos para el control de insectos plaga permite conocer Ia“esfabi‘lidédf'
genética del organismo, tener un mejor control de calidad en la Ilnea de -
produccion del agente microbiano que sera aplicado en el campo, y en un»vatuﬁll"o' .
distinguir entre la(s) cepas aplicadas, de aquellas cepas de las pobrla'kc;ionbes' g
silvestres. e

60




" Conclusiones

X. CONCLUSIONES

Los aislados de Metarh/ZIum msophae ar. ‘acridum’ de MX: formaron un grupo

aparte de los 10 clados ‘ ‘e género Metarh/é/um 'propuestos or. Drlver et a/
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Anexos

Xll. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo utilizados

Medio y componentes Concentracion .. pH final
Individuales {g/L)

Agar de Papa Dextrosa (APD) 5.6
Infusidn de Papa * 300.0

Dextrosa (Drogueria Cosmopolita) 20.0

Agar (Bioxén) 15.0

* 8e prepara hirviendo 300 gr de papa blanca en 300 mL de agpa destilada hasta
su coccion y se filtra en varias capas de gaza. El medio se esterilizd 15 min a
121°C. ' el

Medio Liquido Sabouraud adicionado con 10% , , < 8.7 .
de extracto de levadura ;

Peptona de caseina (Bioxdn) 10.0

Dextrosa (Drogueria Cosmopolita) 40.0

Extracto de levadura (Drogueria Cosmopoiita) 10.0°

El medio se esterilizé 15 min a 121°C.

l mﬂf‘fq {ﬁr‘.hl

Tty ein
lt b Sdal L,'!f: i_.}f\? C’ET\} i
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Anexo 2. Resultados de la velocidad de crecimiento, tamarfo de los conidios vy

esporulacién de los aislados originales y sus monosporicos.

AISLADO VELOCIDAD 15-18d CONIDIOS** 14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO

EH-483 mmidia ___pum largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 3.265 5.128 4.10E+08

MONOSPORICOS
1 3.284 5.128 3.00E+08
2 3.314 5.085 3.70E+08
3 3.272 5.128 3.30E+08
4 3.303 5.128 3.50E+08
5 3.105 5.128 3.50E+08
6 3.104 5.128 4.90E+08
7 3.24 5.213 5.20E+08
8 3.258 5.128 6.20E+08 8
PROMEDIO 3.235 513 4,10E+08
ANOVA a<0.01 No P=0.661 No P=0.417 No P=0.065

AISLADO VELOCIDAD 16-18d CONIDIOS**14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO

EH-484 mm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 3.937 5128 3.30E+08

MONOSPORICOS
1 4.034 5.128 2.90E+08
2 4.036 5.128 3.10E+08
3 3.921 5128 3.40E+08
4 3.486 5.128 3.70E+08
5 3.598 5.128 4.00E+08
6 3.864 5.128 5.20E+08 6
7 4.074 5128 2.40E+08
PROMEDIO 3.859 5,128 3.53E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.500 No P =0.461 No P =0 340

AISLADO VELOCIDAD 15-18d CONIDIOS** 14d ESPORULACION 28 d MONOSPORICO
EH-486 mm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
co’ 3.602 5.298 2.70E+08
MONOSPORICOS
1 3.49 564 3.20E+08
2 3.323 5.427 3.70E+08
3 3.681 5.341 3.30E+08
4 3.523 5128 2.80E+08
5 3.565 5.512 3.50E+08
6 3.638 5213 3.80E+08
7 3.628 5213 4.20E+08 7
8 3.55 5.128 4.10E+08
9 3.654 5213 3.90E+08
10 3.63 5213 2.60E+08
PROMEDIO 3.5682 5.3028 3.51E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.691 No P =0.537 No P =0.633

CO* = Cultivo Original

CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 ym en todos los cultivos originales y monospéricos
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AISLADO VELOCIDAD 15-18d-~ CONIDIOS** 14 d - ESPORULACION 28 d MONOSPORICO

EH-487 mm/dia pm largo Conidios/mL. SELECCIONADO
co* 3.625 5,384 2.10E+08

MONOSPORICOS s
1 3.726 5.213 1.40E+08
2 3.782 5.128 1.B0E+08
3 3.758 5.384 2.00E+08
4 3.676 5.128 3.00E+08 4
5 3.707 5,128 2.50E+08
6 3.667 5.298 1.10E+08
7 3.691 5.213 3.00E+08
8 3.742 5.213 2.90E+08
PROMEDIO 3.718 5.213 2.21E+08
ANOVA a<0,01 No P=0.550 No P=0.455 No P =0.665

AISLADO VELOCIDAD 15.18d CONIDIOS™ 14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-488 mm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
* 351 5.256 3.50E+08
MONOSPORICOS
1 3.564 5.17 2.10E+08
2 3.596 5128 3.20E+08
3 3.641 5.298 2.80E+08
4 3.778 5.213 2.50E+08
5 3.551 5.213 1.40E+08
6 3.838 5.298 3.40E+08
7 3.742 5.213 4.40E+08 7
8 3.727 5.128 4.10E+08
9 3.797 5.128 3.70E+08
10 3.706 5,128 3.30E+08
PROMEDIO 3.694 5.1917 3.10E+08
ANOVA a<0.01 No P=0.654 No P =0.485 No P =0.599

AISLADO VELOCIDAD 15-18d  CONIDIOS** 14d ESPORULACION 28 d MONOSPORICO
EH-489 mm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 3.64 5.213 4.80E+08
MONOSPORICOS
1 3.757 5.213 5.80E+08 1
2 3.7157 5128 4.70E+08
3 3.681 5.298 4.70E+08
4 3.59 5128 2.90E+08
5 3.621 5.213 3.20E+08
6 3.706 5.341 3.60E+08
7 3131 5.298 3.40E+08
8 353 5.128 2.40E+08
9 3.726 5.213 2.30E+08
PROMEDIO 3.622 5.217 3.67E+08
ANOVA a<0.01 No P=0.675 No P =0.624 No P =0.978

CO* = Cultivo Original

CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 pm en todos los cultivos originales y monospéricos
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AISLADO VELOCIDAD 15-18 d- CONIDIOS**14d . ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-490 mmidia __pum largo Conidlos/mL SELECCIONADO
co* 3.778 5.128 4,30E+08
MONOSPORICOS
1 3.579 5.213 4.90E+08 1
2 3.833 5.213 3.40E+08
3 3.487 5.128 2.70E+08
4 3.629 5.213 2.00E+08
5 3.667 5.128 2.50E+08
6 3.753 5.298 3.90E+08
7 3.679 5.213 2.80E+08
8 3.7481 5.298 2.60E+08
9 3.808 5.298 2.30E+08
PROMEDIO 3.687 5,222 3.01E+08
ANOVA a<0.01 No P=0.610 No P =0.402 No P =0.931
AISLADO VELOCIDAD 15-18d CONIDIOS* 14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-491 Mm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 4.305 6.324 2.40E+08
MONOSPORICOS
1 4.351 6.128 1.60E+08
2 4.396 6.495 2.00E+08
3 4.231 5.469 1.30E+08
4 4.305 5.298 1.30E+08
5 4418 5.982 2.20E+08
6 4.189 5.384 2.30E+08
7 4.462 5.298 1.80E+08
8 4.327 6.068 2.90E+08 8
9 4.453 5.811 2.00E+08
PROMEDIO 4,348 5.77 1.93E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.510 No P =0.589 No P =0.832
AISLADO VELOCIDAD 15-18d CONIDIOS** 14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-493 Mm/dia _pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 3.984 6.239 1.50E+08
MONOSPORICOS
1 3.848 5.897 2.70E+08 1
2 4 5.811 1.90E+08
3 4.014 5.726 1.30E+08
4 3.944 5.469 1.50E+08
5 3.8 5.64 1.40E+08
6 3.904 5.469 2.10E+08
7 3.081 5.384 1.90E+08
8 4.015 5.555 1.70E+08
9 3.872 5.555 1.40E+08
PROMEDIO 3.95 5.611 1.77E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.586 No P =0.596 No P =0.918

CO* = Cultivo Original

CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 pm en todos los cultivos originales y monosporicos
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AISLADO VELOCIDAD 15-18 d " .CONIDIOS** 14 d ~* ESPORULACION 29 d MONOSPORICO

EH-494 Mm/dia pm largo- Conidios/imL SELECCIONADO
co*. . . 3736 . ... 5585 7. % 3.70E+08
MONOSPORICOS o
1 3.716 ~ 5,64 3.90E+08
2 3.686 5.384 4.30E+08
3 3.767 5.384 5.80E+08
4 3.747 15.298 7.00E+08 4
5 3.707 5.128 3.80E+08
6 3.702 5213 4.70E+08
7 3.555 5.555 5.10E+08
-8 3.651. .. i s 5,298 3.30E+08
9 3.58 . '5.213 4.30E+08
PROMEDIO 3.679 5,345 4.69E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.662 No P=0.510 No P =0.498
AISLADO VELOCIDAD 15-18d CONIDIOS**14d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-497 Mmidia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 2.989 5.128 4.50E+08
MONOSPORICOS
1 2.994 5.128 4.90E+08
2 2.954 5.128 4.30E+08
3 2.889 5.128 4.80E+08
4 3.242 5.128 4.80E+08
5 3,133 5,128 540E+08
6 3.1 5128 5.60E+08
7 3.179 5.128 6.80E+08 7
8 3.012 5.128 5.90E+08
9 3.272 5.128 4.80E+08
PROMEDIO 3.086 5.128 5,26E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.694 No P =0.442 No P =0.151
AISLADO VELOCIDAD 15-18d  CONIDIOS** 14 d ESPORULACION 29 d MONOSPORICO
EH-498 Mm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 3,787 5128 3.00E+08
MONOSPORICOS
1 3.75 5.128 3.80E+08
2 3.768 5.128 3.20E+08
3 3,777 5.128 3.80E+08
4 3.666 5.128 5.30E+08
5 3.754 5.128 4.90E+08
6 3.828 5.128 5.70E+08
7 3.727 5128 5.30E+08
8 38 5.128 6.90E+08 8
9 3.805 5.128 5.10E+08
PROMEDIO 3,763 5.128 4.89E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.609 No P =0.442 No P =0.027

CO* = Cultivo Original
CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospéricos
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AISLADO VELOCIDAD 15-18d =~ CONIDIOS** 14 d ESPORULACION 28 d MONOSPORICO
EH-499 Mm/dia __pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
(oo )4 3.746 . 5.128 3.30E+08
MONOSPORICOS
1 3.801 5.427 2.20E+08
2 3.943 5.128 1.50E+08
3 13.913 5.128 2.50E+08
4 3.802 5.17 1.50E+08
5 3.901 5.128 1.90E+08
6 3.919 5213 1.40E+08
7 4,018 ; 5.128 2.10E+08
8 w3877 s el 5,128 1.50E+08
9 3.728 . :5,213 1.60E+08
10 3.543 " s 87 3.10E+08 10
PROMEDIO .. 3,8445 --5,1833 1.93E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.922

_No'P=0.490

No P=0.601 .

VELOCIDAD 15-18d:

AISLADO CONIDIOS®: 14d ESPORULACION 29d  MONOSPORICO
EH-500 Mm/dia®. . 'um largo Conidios/mL SELECCIONADO
y 3.786. - .-5.128 4.30E+08
MONOSPORICOS i E
1 3,588 5128 4.80E+08
2 3.602; 5,128 6.30E+08 2
3 ~3.624 7, 5.128 4.20E+08
4 3573 " 5.128 5.20E+08
5 3444 5128 5.10E+08
6 3,657 : 5.128 3.30E+08
7 3675000 5128 3.50E+08
8 3.474 50 5128 3.80E+08
9 3,495 5.128 4.00E+08
10 3.74 7 5.128 3.70E+08
11 3.624° 5128 3.50E+08
PROMEDIO 3.59 5.128 4.31E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.535 No P =0.892

No P=0.772

AISLADO VELOCIDAD 15-18d  CONIDIOS** 14d ESPORULACION298d MONOSPORICO::
EH-502 Mm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
co* 2.966 5.128 3.90E+08
MONOSPORICOS

1 2.995 5.128 3.90E+08
2 3.039 5.128 3.70E+08
3 2.971 5.128 4.10E+08
4 2.866 5.128 3.30E+08
5 2.778 5.128 2.80E+08
6 2.95 5.128 3.90E+08
7 2.928 5.128 2.90E+08

8 2,944 5.128 4.10E+08 8
9 2.889 5.128 2.90E+08
10 3.106 5.128 3.60E+08
PROMEDIO 2.9466 5.128 3.52E+08

ANOVA a<0.01 No P =0.807 No P =0.482 No P =0.800

CO* = Cultivo Original

CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 pm en todos los cultivos originales y monospéricos
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AISLADO VELOCIDAD 15-18 d .- CONIDIOS** 14 d ESPORULACION 29 d .. . MONOSPORICO ..

EH-531 Mm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
cor S— 4.402 ... 5.555 - 3.10E+08
MONOSPORICOS - T :

1 3.953 5,897 3.30E+08
2 4,741 5.469 4.90E+08
3 4.26 5.469 4.10E+08
4 4,903 5.811 4.00E+08
5 4175 5.469 3.70E+08
6 4.221 5.555 6.10E+08
7 4.175 5.469 5.50E+08

8 4.508:. ... .5.726 6.40E+08 8
PROMEDIO 4,367 ... 5,608 4.75E+08

ANOVA a<0.01 No P =0.461 No £ =0.473 No P =0.020

CO* = Cultivo Originat

CONIDIOS** 14 d = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospéricos
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