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Res11111e11 

i. RESUMEN 

El control biológico de poblaciones de insectos nocivos promete ser una 
herramienta eficaz para obtener alimentos sanos libres de componentes químicos. 
Este trabajo contribuye con la caracterización fenotípica y genotípica de aislados 
de Metarhizium anisopliae var. acridum de México (MX) con el objetivo de 
seleccionar los idóneos para la elaboración de un agente microbiano para el 
control biológico de la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons sin costo 
ecológico para los agroecosistemas. Se estudiaron 16 aislados de M. anisop/iae 
var. acridum de S. piceifrons provenientes de la colección del Centro Nacional de 
Referencia de Control Biológico (CNRCB) en Tecomán, Colima. Se utilizaron once 
cepas de referencia del género Metarhizium de las colecciones ARSEF (EEUU) y 
CSIRO (Australia) que representan diez grupos (ciados) taxonómicos de 
Metarhizium propuestos por Driver et al. (2000). Se analizaron tres características 
fenotípicas, velocidad de crecimiento, tamaño de conidios, y esporulación, para la 
selección del cultivo monospórico de cada aislado original. Se estimó la virulencia 
del hongo por medio del tiempo letal medio (TLM) de los 16 cultivos monospóricos 
seleccionados. Los bioensayos de virulencia se llevaron a cabo en insectos 
adultos en estadio solitario de S. piceifrons piceifrons. La caracterización 
genotípica de los aislados de MX se llevó a cabo utilizando el método del 
polimorfismo del DNA amplificado al azar utilizando 14 oligonucleótidos arbitrarios 
(RAPD-PCR). Con los marcadores obtenidos se construyó una matriz de 
presencia (1) ausencia (0) y se calculó el indice de Jaccard obteniendo una matriz 
de similitud genética pareada entre los aislados. A partir de esta matriz se 
construyó un fenograma por medio del método de promedios aritméticos no 
ponderados (UPGMA). Se calculó el coeficiente de correlación cofenética para 
determinar el grado de relación entre la matriz del fenograma obtenido y la matriz 
de similitud original. Se estableció multidimensionalmente la relación de los 
cultivos monospóricos y cepas de referencia, usando el análisis de componentes 
principales (ACP) y árbol de tendido mínimo (ATM). La confiabilidad estadística del 
fenograma obtenido fue evaluada por el remuestreo de la matriz de similitud 
mediante el método de "bootstrap". Se estimó la diversidad genética de los cultivos 
polispóricos, monospóricos y cepas de referencia utilizando el índice de diversidad 
de Shannon. En la caracterización fenotípica se obtuvieron de 7 a 11 cultivos 
monospóricos 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 características analizadas entre los 
cultivos originales y monospóricos obtenidos, la característica de selección del 
cultivo monospórico fue aquel que mostró la mayor esporulación. 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 días. En la 
caracterización genotípica, los patrones polimórficos de DNA genómico entre los 
16 cultivos polispóricos y los monospóricos seleccionados fueron similares. Sin 
embargo, el DNA obtenido de los cultivos monospóricos presentaron una mejor 
amplificación y resolución que los cultivos polispóricos. Los patrones polimórficos 
de las cepas de referencia de cada uno de los 1 O ciados establecidos para 
Metarhizium mostraron patrones diferentes entre ellas. Las cepas de referencia 
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Resumen 

correspondientes al ciado 7 de M. anisopliae var. acridum y la cepa del ciado 6 de 
M. f/avoviride var. f/avoviride presentaron similitudes con el patrón polimórfico de 
los aislados de MX. Los 14 oligonucleótidos utilizados amplificaron 371 
marcadores bien definidos y repetibles en el DNA genómico de los cultivos 
originales, monospóricos seleccionados, y cepas de referencia. Con estos 
marcadores se construyó una matriz de presencia (1) ausencia (O), para calcular la 
matriz de similitud según el indice de Jaccard, y se obtuvo el fenograma 
correspondiente (UPGMA). En éste, se observó una agrupación de los cultivos 
monospóricos de M. anisopliae var. acridum de MX en un grupo separado de los 
1 O ciados taxonómicos del género Metarhizium previamente reportados. El valor 
de "bootstrap" indica un 100% de relación entre los cultivos del hongo de MX. El 
grupo de aislados de MX mantuvo una relación muy estrecha con el ciado 6 de M. 
f/avoviride var. f/avoviride cepa 1184 (EH-527) aislada de Francia con una relacipn 
del 99% (valor del "bootstrap"), y con el ciado 7 que corresponde a M. anisop/iae 
var. acridum, cepas Fl-985 (EH-530) de Australia y Fl-987 (EH-535) de Nigeria, 
con una relación 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 correlación cofenética mostró un valor de r = 0.99 y P = 0.0004, 
demostrando que el fenograma generado no es producto del azar, sino un 
fenómeno biológico claro. Estos resultados de asociación entre el DNA de los 
aislados de MX y cepas de referencia se reafirmaron con el ACP y el ATM. El ACP 
indicó que los aislados de MX formaron un grupo diferente de las otras cepas de 
referencia estudiadas. El ATM mostró la relación directa entre los cultivos 
monospóricos de MX y las cepas de referencia de la variedad acridum (ciado 7) y 
la relación de esta variedad con la cepa de referencia de M. f/avoviride var. 
f/avoviride (ciado 6) de Francia. La diversidad genética estimada fue de 0.25 en los 
cultivos originales y monospóricos seleccionados y de 0.34 para las cepas de 
referencia. Los resultados de los análisis fenotípicos y genotípicos sugieren que 
los aislados de M. anisopliae var. acridum de MX estudiados presentan una alta 
variabilidad en la virulencia hacia la langosta, en el tamaño de los conidios y se 
sugieren los aislados MaPL40 (EH-502), MaPL 16 (EH-489) y MaPL32 (EH-531) 
como candidatos para agentes microbianos para el control biológico de la langosta 
conformando un grupo diferente a los ya establecidos. 
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l. INTRODUCCIÓN 

La constante lucha del hombre contra las plagas agrícolas causantes de 

grandes pérdidas económicas en .. el mundo ha provocado que se generen 

diferentes métodos de control, dentro de los cuales sobresalen el control químico y 

el biológico. El primero resultó eficiente en sus inicios pero con el tiempo la 

aplicación indiscrimin¡:¡cjª:=Re .. i11s~cticidas químicos y la continua e intensa presión 

selectiva indujere~: la :1ElpariC::ión de plagas resistentes. Además, estos químicos 

afectan de manera considerable el equilibrio del ecosistema, causando daños 

sobre la salud humana, doméstica y fauna silvestre. Por lo anterior, se ha buscado 

dar un mayor apoyo al control biológico, el cual emplea organismos que de 

manera natural controlan poblaciones de hospederos causantes de daño en la 

agricultura. Actualmente, a este tipo de control se le ha prestado mayor atención 

principalmente en el aprovechamiento de hongos entomopatógenos (Freeman, 

1981; Roberts, 1989). 

Dentro de los entomopatógenos más utilizados como agentes 

biocontroladores de plagas agrícolas en todo el mundo se encuentran las especies 

Beauveria bassiana (Bals) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, M. 

f/avoviride Gams & Rosypal, Paecilomyces fumosoroseus 011/ize) Brown & Smith y 

Verticillium Jecanii (Zimm.) Viegas. 

En el género Metarhizium morfológicamente se reconocen tres especies y 

diversa·s variedades que son: M. a/bum Petch, M. anisop/iae con dos variedades 

var. anisop/iae (Metsch) Sorokin y var. majus Tulloch y M. f/avoviride con dos 

variedades var. minus Rombach y var. f/avoviride 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 (ciados) con base en la aplicación de técnicas moleculares, entre otras, el 

RAPD-PCR, secuenciación de las regiones ITS, 28S, D3 del DNA ribosomal y 

algunas características fenotípicas como termotolerancia y tamaño de los conidios 

(Driver et al., 2000) (Tabla 1 ). 
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Tabla 1. Clasificación del género Metarhizium basada en caracteres morfológicos 
y en taxonomía molecular. 

Taxones reconocidos 
morfológicamente* 

M. a/bum (Petch) 

M. anisopliae (Metsch.) Sorokin 
var. anisop/iae (Metsch) Sorokin 

var. majus (Tulloch) 

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

var. f/avoviride (Gams & Rozsypal) 

Taxones reconocidos 
molecularmente** 

Diez ru os ciados 
(1) M. a/bum 

(2) M. f/avoviride Tipo E 
(3) M. f/avoviride var. novazea/andicum 

(4) M. f/avoviride var. pemphigum 
(5) M. flavoviride var. minus 

(6) M. f/avoviride var. flavoviride 
(7) M. anisopliae var. acridum 

(8) M. anisop/iae var. lepidiotum 
(9) M. anisopliae var. anisopliae 

10 M. aniso liae var. ma·us 
*Samson et 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 mitospórico. Presenta 

esporodoquios con fiálides en forma de clava (9-14 x 3-4.5 µm); conidios 

uninucleados, catenulados, basípetos, elipsoidales de (6.5 -)7.9 [-11] x 4.5 - 5.5 

µm, 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, 

y es de color verde-amarillo a verde olivo (Fig. 1 b)(Rombach et al., 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 diámetro en diez días a 20ºC (Domsch & Gams, 1993). 

Este hongo fue inicialmente encontrado en escarabajos, saltamontes y suelos 

agrícolas de Alemania (Rombach et al., 1986). Recientemente se ha aislado de 

acrídidos como Schistocerca gregaria Forskol (Prior et al., 1992) y S. piceifrons 

piceifrons (Walker) (Hernández-Velázquez et al., 1997). M. anisop/iae var. 

acridum actualmente es considerado como un buen agente microbiano en el 

control de acrídidos plaga, porque en condiciones climáticas adversas de alta 

temperatura y humedad relativa baja puede producir infección en estos insectos 

(Goettel et al., 1995; Douglas et al., 1999). 

<F,.l(' roN 
FALLA DE ORIGEN 1 
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a b 

Figura 1. Moñología del hongo M. anisopliae var. acridum. 1 a. Colonia del hongo en agar 

de papa y dextrosa, presentando un color verde y zonas amarillas. 1 b. Conidióforo y conidios en 

cadena del hongo. Aumento = 1 OOOX. Foto de Patricia Jiménez. 

El proceso de infección de este hongo en el insecto, al igual que otros 

hongos entomopatógenos, consiste de diversas etapas como son: 1) adhesión de 

Jos conidios, il) penetración al insecto por medios mecánicos y de Ja producción de 

enzimas como proteasas y quitinasas, que facilitan la digestión de las capas más 

externas (epicuticula), y la degradación de las capas internas (procuticula y 

epidermis) hasta invadir el hemocele con la aparición de blastosporas, ii1) 

diseminación del hongo en el interior del insecto y iv) salida del hongo al exterior 

del insecto y su posterior esporulación (Figura 2) (St Legar, 1995). Otras 

características relevantes que apoyan el uso de este hongo en el campo agrícola 

son su inocuidad al humano y medio ambiente así como su adaptación al 

ecosistema sin producir efectos negativos (Moore y Prior, 1993; Goettel et al., 

1995). Económicamente este microorganismo es de fácil manejo y producción 

(Jenkins y Prior, 1993; Jenkins y Goettel, 1997; Jenkins et al., 1998), y se pueden 

obtener formulaciones sencillas para asperjarse con tecnología agrícola en uso y 

de bajo costo (Bateman et al., 1993). 
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In traducción 

Figura 2. Diagrama que muestra el proceso de infección del hongo a través de la cutícula del 

insecto y las barreras del hospedero al patógeno. Modificado de St. Leger (1995). 

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 coriáceo 

de 1 O - 50 mm, en ocasiones duro, alargado y cilíndrico. En MX, presenta dos 

generaciones anuales en la península de Yucatán, y una generación al año en 

otras regiones del país. Presenta tres estadios de desarrollo que son la etapa de 

huevo, ninfa y adulto. Tiene desplazamientos como esparción (movimiento del 

insecto en fase solitaria para cubrir sus necesidades alimentarias y otros 

requisitos), dispersión (movimiento de un mayor número de individuos para 

solventar sus necesidades de supervivencia y reproducción), y migración 

(movimiento masivo, el cual permite la mortalidad prematura de individuos que 

constituyen una población en exceso). Estos movimientos la hacen producir más 

TF.S~S CON 
FALLA DE ORIGEN 
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daños agricolas, además cde pasar de su fase solitaria a gregaria formando 

grandes mangas~de insectos que arrasan con todos los vegetales y plantios por 

doncie"cpa~-~n-~(SAGAR.~2'ooÓ; SAGARPA'. 2001). Algunas referencias donde--se 
,. _. ,,,· ;·'.· .. ·• 

puede consultar foayor.información sobre la biologia y ecología de la langosta son 

Parker~t ~/. (~~6'7), ~aZ~~(1983), Steedman (1990) y Barrientos et al. (1992). 

En MXí la la~gosta llega a atacar hasta 400 especies vegetales dentro de 
-- o--co·---·oo=-=-oo=·-=-'-== -e=·=-·=--.-- _o---_;-~·=---··---· __ ----= ~-~=----

las cuales enc6ntram()S eL maíz; frijol, sorgo, arroz, soya, cacahuate, caña de 

azúcar, chile, tomate, citricos,, pl~tan~, éoco y pastizales. La langosta se distribuye 

en las entidadés d~cl"n~6o(~1Íituc:l~s6bréel nivel del mar, como Campeche, Colima, 

Chiapas, Guefr~rCi,·JalisC:o;-;' Michoacán;- Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, San Luis 

Potosi, Tabaác6; r~rri~üfi~as, Veracruz y Yucatán (Figura 3). Con base en la 

distribución de este insecto se consideran cinco zonas gregarígenas principales 

que cubren una superficie aproximada de 20,000 ha, extendiéndose la zona de 

invasión a más de cinco millones de ha (SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001 ). Las 

zonas gregarígenas son (Figura 3): 

l. Yucatán. Se encuentran dos áreas, la primera está dentro de la zona 

henequera de los estados de Yucatán y Campeche. La segunda y más 

importante, de la cual han provenido las mangas que han causado mayores 

daños en los cultivos agrícolas y de importancia pecuaria se localiza en los 

municipios de Dzilam González, Buctzotz, Panabá, Cenotillo y en menor 

grado San Felipe, Tizimín y Río Lagartos. 

11. Tabasco. Se localiza en los límites con los estados de Campeche y 

Chiapas y el Departamento de Flores de Guatemala, abarca los municipios 

de Tenosique, Balancán y Emiliano Zapata en Tabasco y la Libertad en 

Chiapas. Esta área permaneció inactiva por un tiempo más o menos largo 

aunque en la actualidad presenta actividad fuerte. 

111. Veracruz. Se ubica en los municipios de Medellín, Boca del Río, 

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 triángulo geográfico 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 lugares del estado de 

Oaxaca. 

V. San Luis Potosí-Tamaulipas. Se encuentra en los límites de los 

estados de San Luis Potosí 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 

O Distribución de la langosta 

Figura 3. Distribución de la langosta en México y zonas gregarigenas de la langosta. l. 

Yucatán, 11. Zona de los ríos, 111. Veracruz, IV. Chahuites-Tapanatepec y V. San-Luis -

Tamaulipas. 

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

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

con aproximadamente 500 toneladas de paratión metílico en polvo al 3% 

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

su aplicación, 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; 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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SAGARPA, 2001): El paratiÓn metllicO es considerádo corno da_~ino para)a salud 

humana.porla0~S(Anónirnoi·19,95) .•.. · .. ····•.· . . .... , .~-·., .. - --··· 

:::~:~~tf f~~~f~J~~{f i~t~ti~~~~!:~~~~1~1~6~~:: 
es uri<l ci1teirnátiva;fav-orah1e"pá'ra ·e1 bontrol de plagas agrícolas, sin embargo, se 

requi~r;:'°~~;7;;;,~Íi~}~r~~U~-i¿;;¡~~l-Udisciplinarios sobre aspectos genéÜcos, 

fisiológicos y bio1Ógi6ós, e~lr~iÓtros, de los organismos utilizados en este control, 

para poder llegar a formulados eficientes para la aplicación en el campo agrícola, y 
, -:'"' 

que sean inocuos para el hombre, los animales y el ambiente. 
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11. ANTECEDENTES 

Probablemente la langosta y el sa)~alllontes (Orthoptera: Acrididae) son las 

plagas de insectos más importantes en .los campos agrlcolas de todo el mundo, 

principalmente en paises como,el,.Su,r.deÁfrica, Nigeria, China, Australia, Estados 

Unidos, Argentina, Guatemala/Br~sil.y México entre otros paises (Harvey, 1983; 

Lamer etª'·· .. 20.0J), E;,nJa.mayÓrLa~~eiÚQs~c:as()S, las autoridades de estas naciones 

han propuesto rnE3di~a~;-d~~c~,~~~~1-;~[~ye~tiv9 contra estas plagas. Uno de los 

mayorE3s desastres mundia,les:céoll .. la,:lafig'o!:>,tá,del desierto fue la del Mar Rojo en 

los añ~s 1986 y 19,92, qÚe · dllr~r6~ 'érítre 'dos~'yLtres años respectivamente 

(Showler et al., 1991; Showler 1995). Otro desastre mundial se observó con la 

langosta migratoria Locusta migratoria capito (Sauss) en Madagascar en 1995, y 

con la langosta italiana Cal/iptamus italicus L. en Kazakhstan al Noroeste de China 

en 1997 (Lamer et al., 2001 ). Ante estos antecedentes, estos países consideraron 

la aplicación de insecticidas químicos, sin embargo, al analizar que este proceso 

generaría un excesivo gasto económico [en 1990 se registraron gastos de 26,000 

billones de dólares distribuidos en 4.5 en Estados Unidos, 4.5 en el Oeste de 

Europa y 17 en el resto del mundo (Anónimo, 1995)), además del grave deterioro 

al ecosistema (Lamer et al., 2001) se propusieron otras alternativas. Se 

desarrollaron organizaciones para controlar este problema agrícola, 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 políticas y económicas en las cuales se hacen 

especificaciones de medidas de control alternativas como la utilización de hongos 

entomopatógenos contra esta plaga (Lamer et al., 2001 ). 

El género Schistocerca del orden Orthoptera, inicialmente llegó a invadir 

países del continente americano (con excepción de Surinam y la Guayana 

Francesa) hasta el sur de los Estados Unidos. Se extendió posteriormente a 

América Central y México dominando la especie S. piceifrons . Este taxón fue 

dividido en dos subespecies: S. piceifrons ssp. peruviana Lynch Arrib., distribuida 
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en Perú y Ecuador/y S/piceifrons~ssp. piceifoms, conocida comúnmente como 

lango~tfi.'!2L~.2ºI2·~~J~-t!!>~J~i.~Di$~~cit~9~rr1~ri~~X_!'A~_<~~~E3Yc~.1~.~3,~·;y~ ... 
En· MX, ·1~.ssp.pic~ifro~s Ju.e registr~da d~~d~j~-épb~~~c~io~i~ld~~d~ hubo -

periodos de'.5 hasta~9-
0

añ.os ~ontinuosdeJa· plélga. ()trci d•elC15-.·é~99_~s:.·t;¡r1gues.e 
registró fLJe -~n l~s 'p-eri~d~~ d~ 1830-1836! .1 B45-1859, \8s2-1ErnJ'y'_1·9~Ó-1~77. A 

partir. de esas fechas, . este insectº se sigl.Je p~es~ntado cad~ ._año_._ oc~_si.º!'~[ld.'?. 
grandes pérdidas económicas y. la destrucéión de aproximadamente 400 especies 

> -.,.' :->, 

de vegetales (Barrientos, 1990; SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001 ). En nuestro paí~ 

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

SAGARPA (Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y 

Alimentación) ha establecido la Norma Oficial Mexicana (NOM-049-FIT0-1995) 

que se encarga de la campaña contra la langosta. 

Una de las alternativas de control de este insecto plaga es el control 

biológico utilizando hongos entomopatógenos, en donde sobresale el género 

Metarhizium. Estos microorganismos fueron inicialmente detectados en 

homópteros y evaluados en Filipinas contra el delfácido del arroz Nilapa1Vata 

lugens Stal. Posteriormente, el hongo fue reportado en Australia y las Islas 

Galápagos (Goettel et al., 1995). Durante el desarrollo del programa de control 

biológico de langosta y chapulines en África (LUBILOSA, Lutte Biologique centre 

les Locustes et Sauteriaux), M. f/avoviride = M. anisopliae var. acridum fue el 

entomopatógeno más común y con mayor dispersión en poblaciones de acrídidos, 

actualmente, este pais cuenta con un agente microbiano registrado llamado 

"Green Muscler1.1". Recientemente, el hongo fue aislado en Brasil, Madagascar 

(Goettel et al., 1995) y México (Hernández - Velázquez 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 la langosta en África (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 al., 1993; Matthew et al., 1997). En un trabajo reciente se observó que 

M. flavoviride ·mostraba una mejor eficiencia como agente microbiano que 
·r -·-·--- -c~.:=.'--~.--i;~coo--=Oc'.~-=oS:'--~ ---'-- -·---- ·- - __ • _ ___ _ _____ _ 

Beauveria.Hássiana a temperaturas altas. Además las dos especies mostraron un 

creci1T1ie~to~ntJ~ó-~icd al crecerlas juntas (Douglas et al., 1999). 

Eri·MX; ~I Centro Nacional de Referencia de Control Biológico (CNRCB) en ' . . . . . - -. . 

CoHma,JtE:l\1€!~ª.ca~o un programa de carácter regi()nal y nacional contra inse.ctos 

plaga de.;. iiTiportancia económica, donde se evalúan aislados del hongo M. 

anisop/i~e·v~r. acridum (SAGAR, 2000; SAGARPA, 2001). Asimismo en el estado 

de Camp~ch'e se evaluó el aislado MaPL40 del hongo en diferentes dosis y tipos 

de formulaciones, observándose una disminución en la población de ninfas de S. 

piceifrons piceifrons (Poot, 2000). 

La aplicación de técnicas de biología molecular en hongos 

entomopatógenos han mostrado su utilidad en la taxonomía molecular de estos 

organismos. Una técnica molecular ampliamente usada para la tipificación de 

cepas que permite agrupar los aislados en estudio, es el polimorfismo de DNA 

amplificado al azar utilizando oligonucleótidos arbitrarios (RAPD-PCR). El primer 

estudio que empleó esta metodología en el género Metarhizium fue el de Cobb & 

Clarkson (1993). Utilizando 10 oligonucleótidos, caracterizaron 12 aislados de M. 

anisopliae y M. flavoviride de diferentes regiones geográficas y hospederos. 

Obtuvieron fragmentos de DNA de diferentes tamaños para cada aislado 

observando variabilidad genética entre ellos. Utilizando el índice 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. f/avoviride. Sin embargo, una cepa de Australia 

inicialmente reportada como M. anisopliae se agrupó en M. f/avoviride. No lograron 

asociar el genotipo de los aislados con su origen geográfico y hospedero. Fegan et 

al. (1993) obtuvieron los patrones polimórficos de DNA mediante RAPD-PCR 

(utilizando 1 O oligonucleótidos) 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 caña de azúcar en 

Australia. Los resultados indicaron un alto grado de diversidad genética entre los 
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aislados de M ariisop/íae var. aríisopliae y relación·con el .hábitat. Bidochka et al. 

( 1994) .·. caractérizaron_ 24 • cepas .. de M. anisgplLa_~)s M·Lfl~x.dvirj~e.i~ª·~f:,a_ssia.na ·y 
' -.-· •:.~-• '.;- .. ,:,, •' •• .,-:-.-.. ~~--;;- 7-·---··:~-~-~-.--·-.- ~C- -

aislados sin identificar de Metarhizium mediante RAPD~F'CR (utilizando tres 
.. -.., :·e-:··:.;;·, ..... _. ····>r- ·- , . ··-· .. ·-.. , . 

oligonucleótidos) e hibridación del DNA. Ellos obtuviero11 ;p.a(r~ne.s :pólimórficos . ' .... ''"''• \-, ,._, ,.,, '···· .. :. .. ,. 

que indicaron una alta variabilidad genética entre las 6ep~s.,"de '.M:' af1is~plia~ 
" -· ... 

indicando especies cripticas, mientras que las cepas de M. flavpv_i[idk no 

mostraron variabilidad intraespecífica. Las cepas se agruparon en M. an/sopliae, 

M. f/avoviride, B. bassiana y los aislados sin identificar las caracterizaron como M. 

f/avoviride. Encontraron una relación de los patrones de DNA con su hospedero, 

sin embargo, no encontraron asociación con su origen geográfico. Leal et al. 

(1994) caracterizaron por RAPD-PCR (utilizando 11 oligonucleótidos) 20 aislados 

de M: anisopliae, de los cuales cinco aislados correspondieron a Australia, Brasil, 

Finl.andia y Filipinas, respectivamente. Los patrones polimórficos obtenidos fueron 

simUares entre los aislados del mismo país y diferentes entre el resto de las 

regiones geográficas estudiadas. Los aislados se agruparon en cuatro grupos de 

acuerdo a su origen geográfico. 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 incluyó dos 

aislados de Filipinas que corresponden a M. anisopliae var. majus. Rakotonirainy 

et al. (1994) estudiaron la relación filogenética entre especies del género 

Metarhizium con base en las secuencias del RNA ribosomal 28S y patrones de 

isoenzimas. El análisis filogenético mostró la separación entre M. f/avoviride y M. 

anisopliae y la diferencia de las cepas de M. anisopliae var. majus. Entre los 

estudios más relevantes de taxonomía molecular se encuentra la revisión del 

género Metarhizium por Driver et al. (2000). Ellos se basaron en el análisis 

filogenético de datos de secuenciación de las regiones ITS 28S y 03 del DNA 

ribosomal, patrones de RAPD-PCR (utilizando seis oligonucleótidos) y 

características fenotípicas como termotolerancia y tamaño de los conidios de 123 

cepas de diferentes regiones geográficas y hospederos. El análisis filogenético 

agrupó a los aislados estudiados en 1 O ciados taxonómicos (Tabla 1 ). Las cepas 

se agruparon en su mayoría en M. anisopliae y se reconocieron cuatro variedades: 

13 

---- ------- ----·--



Antecedentes 

var. anisop/iae (ciado 9), var. majus (ciado 10), var /epidiotum (ciado .8) y var. 

acridum (ciado 7). De las cuales las dos primeras variedades ya habían sido 

descritas en la clasificación del género Metarhizium utiliza ria a· ·caracteres · 

morfológicos (Tabla 1 ). Mientras que, las variedades /epidiotum y acridúm son 
. . . 

variedades nuevas con base en la secuencia de las regiones ITS. M: a/bum (ciado 

1), M. f/avoviride var. f/avoviride (ciado 6) y M. flavoviride var. minus (ciado 5) 

fueron reconocidas y redefinidas. Se observaron dos variedadesc nuevas M. 
f/avoviride var; rf9vazea/andicum (ciado 3), M. flavoviride var. ~~di~hig~in (ciado 

4). Un nl.ie,vo<cla~~ fÚe formado por M. f/avoviride Tipo E (ciado 2) el·cual debe ser 

estudiado cleZhú~to por presentar características diferentes a los demás ciados. 

M. f/av~viride'fÜe.%definido en M. anisopliae var. acridum. 

Bid6chk~ et al. (2001) analizaron la genética de poblaciones de 83 aislados 
:'· ·:::•,. - ,·, 

de M. anisopliae de un área forestal y un área agrícola en Ontario, Canada, 

utilizando aloenzimas, RAPO (utilizando tres oligonucleótidos) y RFLP-PCR del 

gen· pr1. Los dos grupos fueron asociados con diferentes tipos de hábitat, no se 

encontró asociación con los insectos hospederos. El grupo del área forestal 

mostró en gran medida un crecimiento a temperaturas bajas (8ºC), mientras que 

los aislados del grupo agrícola mostraron en su mayoría crecimiento a 

temperaturas altas (37ºC) y resistencia a los rayos UV. En cada grupo observaron 

estructuras de reproducción recombinante y clona! con base en el estudio 

estadístico de las frecuencias alélicas de una proyección de 10,000 poblaciones 

teóricas. 

En MX, carecemos de una caracterización fenotípica y genotípica de las 

especies de hongos entomopatógenos aislados en nuestro país y que podrían ser 

utilizados como agentes de control biológico. Este trabajo tiene como objetivo 

realizar una caracterización genotípica y de virulencia en langosta, de aislados de 

M. anisop/iae var. acridum en S. piceifrons piceifrons de MX. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La langosta S. piceifrons piceifrons es una de las . plagas/agricolas más 
_,c;-.,,,,_=-~·--:c:~~~-:-=;..-=v-~~-·""º:~-:'\:"' ·-- r-¡~"--- - --

relevantes en el sureste del territorio nacional y es considerada ·corno plaga 

potencial para otros estados de la vertiente del_Golfo;.de·M~xi6~_y __ ~ej}P~~ífico. El 
. :.., . . - i" . -~' . - . . . . ·-· 

alto potencial reproductivo de este organismo que~•llega.• a· fornJar- mangas de 

3,000,000 de individuos que consumen en 24 hor~s 5~v~ge~.~~t.J:p_~·~º-• ei decir 30 

toneladas de vegetación, la convierte en una plagit~~~l)¡~ p~-;~:Jp;§;~~U~©~'.r~s.EI~ 
control_químico contra esta plaga ha afectado a la salud hümar\í:i, dÓÍ11éstica y 

fauna silvestre y además ha propiciado el desarrollo de resistel"lcia:•~n lbs'in~~ct6s. 
Como control alternativo de manera preventiva e integral surge el hongo M. 

anisopliae var. acridum inocuo para el hombre y el ambiente, biorregulador natural 

de la langosta. Para lograr obtener un agente microbiano autóctono con base en 

conidios de M. anisoplie var. acridum aislado en MX, con alta virulencia para la 

plaga en las condiciones climáticas propias, se requieren de estudios básicos del 

hongo qye contemplen sus características geno y fenotípicas. Este trabajo 

pretende . contribuir a la caracterización de M. anisopliae var. acridum con el 
·¡ >·. ·-· . 

objetivo. de seleccionar aquellos aislados de MX que sean los idóneos para la 

elaboración de un agente microbiano para el control de la plaga agrícola (S. 

piceifrons piceifrons) sin costo ecológico para los agroecosistemas. 

IV. HIPÓTESIS 

Los aislados de M. anisopliae var. acridum de langosta S. piceifrons 

piceifrons de MX presentan patrones polimórficos de DNA genómico diferentes 

con respecto a los 1 O ciados descritos del género Metarhizium, así como 

variabilidad en la virulencia hacia la langosta. 
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V. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar genotipicamente aislados del h°:.ngo M:. anisop/iae var. acridum 

de MX y determinar su virulencia hacia la 1.angost~·por el tie~p~ letal m.edio (TLM) 
. e;·- . '· ·--- :- :.,. ;;o ,. 

en condiciones de invernadero para selecciÓnarY1cis aislé3dos (iaÓn~ospara la 

elaboración de un agente microbiano. 

VI. OBJETIVOS PARTICULARES 

• Obtener cultivos monospóricos de diversos aislados de M. anisopliae var. 

acridum recolectados de la langosta en México pertenecientes a la colección 

del Centro Nacional de Referencia de Control Biológico (CNRCB) en Colima. 

• Seleccionar cultivos monospóricos de M. anisop/iae var. acridum con base en 

la velocidad de crecimiento y esporulación similares o mayores al cultivo 

original. 

• Obtener DNA de los cultivos originales y monospóricos seleccionados de los 

aislados en estudio. Y cepas de referencia del género Metarhizium 

provenientes de las colecciones de la "Agricultura! Research Service of 

Entomopathogenic Fungi", EEUU (ARSEF) y "Commonwealth Scientific and 

Industrial Research Organization", Australia (CSIRO), correspondientes a los 

diez ciados propuestos por Driver et al. (2000). 

• Obtener los patrones de DNA de los aislados de M. anisopliae var. acridum, de 

México, de los monospóricos seleccionados y de las cepas de referencia por 

medio del polimorfismo del DNA amplificado al azar utilizando oligonucleótidos 

arbitrarios (RAPD-PCR). 

• Analizar y comparar los patrones de DNA de los aislados de M. anisop/iae var. 

acridum de México con su cultivo monospórico seleccionado. Asimismo 

comparar estos patrones polimórficos con las cepas de referencia. 

• Determinar el grado de virulencia de los monospóricos seleccionados de M. 

anisop/iae 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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• Sugerir los aisladós de este hongo caracterizados .. genotipicamente que 

presenten la rnª~or virulencia en la langosta S. piceifrons piceifrons como los 
-~ -- . ·---- -~ -- -~-:-- - ~-----·_---o_, _,----o__- ----=--- ·''-'-- -., . ___ -:_ '-,--= -=------

candidatos idóneos para la elaboración de un agente microbiano. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Aislados fúngicos de M. anisop/iae var. acridum en estudio 

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) y 

provienen de la colección del Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 

(CNRCB) en Tecomán, Colima. 
' . ~ 

Se utilizaron once cepas de referencia del género Metarhizium (Tabla 3)de 

las colec.ciones ARSEF (EEUU) y CSIRO (Australia). Estas cepas representan los 

diez grl.I~~~ (diados) taxonómicos de Metarhizium propuestos por Driver et al. 
-.'.·;' '-:;'~' . ·' .. ,., 

(2000). Todos los aislados y cepas de referencia se conservaron en agua 

destil~d~, ~ceite mineral (Droguería Cosmopolita, MX) a 4ºC y en agua glicerinada 

al 10% én nitrógeno liquido a -196ºC, y se mantienen en la colección de hongos 

eri el laboratorio de Micología Básica del Departamento de Microbiología y 

Parasitología de la Facultad de Medicina, UNAM. 

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

Clave Clave 
UNAM CNRCB 

EH-483 MaPL5 
EH-484 MaPL8 
EH-486 MaPL13 
EH-487 MaPL 14 
EH-488 MaPL 15 
EH-489 MaPL 16 
EH-490 MaPL 18 
EH-491 MaPL20 
EH-493 MaPL22 
EH-494 MaPL26 
EH-497 MaPL29 
EH-498 MaPL31 
EH-499 MaPL37 
EH-500 MaPL38 
EH-502 MaPL40 
EH-531 MaPL32 

Hospedero Cultivo 

S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons Pastos 
S. piceifrons 
S. piceifrons 
S. piceifrons 
S. e/ceifrons Pastos 
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Origen 

Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 
Colima 

Isla Socorro 
Isla Socorro 
Isla Socorro 

Colima 
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Tabla 3. Características de las cepas tipo de referencia del género Metarhizium de 
acuerdo a Driver et al. (2000). 

Clave 
Clave ARSEF* Nombre Hospedero Origen Ciado*** Nombre 
UNAM CSIRO** Original {Gru~o) Actual 

Nephotettix 
EH-525 1941* virescens Filipinas M. a/bum 

(Homoptera) 

EH-529 2948* M.f.'var. Homoptera Brasil 2 M. f/avoviride Tipo 
minus E 

EH-534 Fl-698** M. a. 2 var. Lepidoptera Nueva 3 M. f. 1 var. 
anisop/iae Zelanda novazea/andicum 

EH-573 Fl-72** 2 ' M. a .. var. Pemphigus Inglaterra 4 M. f. 1 var. 
anisopliae trehemi pemphigum · 

(Homoptera) 

EH-528 2037* Niliparvata Filipin'as 5 M. f. 1 var. minus 
lugens 

(Homoptera) 

EH-527 1184* Otiorhynchus Francia 6 M.f. 1 var. 
su/ca tus f/avoviride 

(Coleoptera) 

EH-535 Fl-987** M. f. 1 var. Omithacris Nigeria 7 M. a. 2 var. 
minus cavroisi acridum 

(Orthoptera) 

EH-530 Fl-985** M. a. 2 var. Austracris Australia 7 M. a.2 var. 
anisop/lae guttulosa acridum 

(Orthoptera) 

EH-532 Fl-147** M. a. 2 var. Lepidiota Australia 8 M. a. 2 var. 
anisopliae consobn'na lepidiotum 

(Coleoptera) 

EH-533 Fl-1029** S. gregaria Eritrea 9 M. a. 2 var. 
(Orthoptera) anisopliáe 

EH-526 1914* Oryctes Filipinas 10 M. a.2 var. 
rhinoceros majus 

(Coleoetera) 
*ARSEF =Agricultura! Research Service of Entomopathogenic Fungí, USA 
•• CSIRO = Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization, Australia. 
••• Ciados de Metarhizium caracterizados geno y fenotfpicamente por Driver et al. (2000). 
M. f 1 = Metarhizium f/avoviride 
M.a 2 = Metarhizium anisopliae 

TESIS CON 
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2. Obtención de cultivos monospóricos 

Se obtuvieron cultivos monospóricos de pase 1 (primer aislamiento puro del 

insecto) de los aislados de langosta de M. anisopliae var. acridum, utilizando el 

método modificado de Goettel & lnglis (1997). Se colocó un triángulo de vidrio con 

tres portaobjetos en una caja de Petri de 14 cm de diámetro. A cada portaobjeto, 

se agregó 2.5 ml de agar (Bioxón, MX) al 1.5%, filtrado previamente y estéril. De 

cada aislado, se preparó una suspensión de conidios en 3 ml de Tween 80 

(Droguería Cosmopolita) al 0.5% y se realizó un conteo en la cámara de Neubauer 

(Optik Labor, Alemania) para ajustar la suspensión a 1 x 104 conidios/ml. A partir 

de esta suspensión se agregaron 1 O µL a cada laminilla y se dispersaron en todo 

el agar. Se observó al microscopio óptico y se localizó un conidio, el cual se ubicó 

al centro del campo, se cerró la luz al mínimo, se subió el objetivo, y con un bisturí 

estéril se cortó un cuadro enmarcado por el círculo luminoso. Se verificó a 

diferentes aumentos que en el cuadro cortado hubiera un solo conidio, y el cuadro 

se pasó a una caja de Petri con agar de papa dextrosa (PDA) (Anexo 1) y se 

incubó a 2BºC durante 7 días. Todo se llevó a cabo en condiciones de esterilidad y 

al tercer día de incubación se verificó en el microscopio estereoscópico que el 

cultivo provenía de un solo conidio (por la observación de una sola colonia 

incipiente) (Figura 4). 

a b 

Figura 4. Proceso de obtención de un cultivo monospórico. a) Observación microscópica de un 

conidio de M. anisop/iae var. acridum, aumento a 1000X. b) Observación al microscopio 

estereoscópico del crecimiento de una colonia a partir de un solo conidio. La observación se llevó a 

cabo al tercer dia del crecimiento en APD. 
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3. Caracterización fenotípica de cultivos originales y mollos'porfoo!; 

a) Crecimiento radial ,. 
__,, '-·~~~o-~_;_;¿~'"'--=~ 

El cultivo original y los monospóricos obtenid9s,~~ sámbT~rcm ,en cajas de 

Petri de 8.5 cm con PDA. En el centre> de 1ª·cªja;·~eÚ1iz:k_i¿,rj/ci:driqie~~ §,rn!TI de 

diámetro, con el extremo superior de ~ina.pip.~té!iJ=>J.~ie~r. §·~;l~~gr~9ah>n~1o µL de 

una suspensión de 1. x 10
6 

conidicisflTlJ· (a~ c:aj§!s_o-~~fos~E#l~n:i~§:Q_hi~t~ q~~ 
ya no se obser\ló crecimiento en los monospóricos•o:cultivos:órigÍnales:~Esto se 

llevó a cabo por triplicado y se registró diariamente er diámetro d~' la colonia en 

mm en dos planos perpendiculares marcados previamente en el reverso de la caja 

para obtener la velocidad de crecimiento. 

b) Tamaño de los conidios 

Se midieron un minimo de 30 conidios del cultivo original y de cada cultivo 

monospórico, registrando el largo y ancho en µm, por medio de un ocular 

calibrado, con un microscopio óptico Olympus CH-2. Esto se llevó a cabo al dla 

catorce del crecimiento radial. 

e) Esporulación 

Al final del crecimiento radial del cultivo original y de cada monospórico se 

obtuvo una suspensión de conidios que se cuantificó en la cámara de Neubauer. A 

cada caja del ensayo de crecimiento radial se le agregaron 15 ml de Tween 80 al 

0.5% estéril en la superficie de la placa, posteriormente se raspó con el asa 

micológica para extraer el máximo número de conidios para su conteo. 

d) Análisis estadístico 

Para seleccionar el cultivo monospórico a estudiar de cada aislado, se 

aplicó un tratamiento estadístico (ANOVA, a= 0.01) a los datos promedio 

obtenidos en los tres ensayos anteriores. 
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e) Selección de cultivos inonospóricos 

. Se~ selec~io~ó el m.onOspóri~o con mayor similitud al cultivo original. Si no 

se ob~e~~Fónditei'rerltias"S'¡9n;ifiCativas en las tres características analizadas, el 

criterio de selec~ió~ f~é ~I monospórico que presentó la mayor esporulación'. - ".··- ; - '. . ' - . ·~' - -- - - ~-- - __ , ,_ . . . .·.-_ . ·-·."' . -

TÓcios 16~ riíc:>l"lcispóricos ~eleccionados así como los demé~;mcl''nospóricos 
•. • ; • ¡ __ ·!V' ',: .. 

obtenidos se conservaron en agua destilada, aceite mineral a 4ºC y en agua 

glicerinada al 10% en nitrógeno liquido a -196ºC, y se mantienen en la colección 

de hongos en el laboratorio de Micología Básica del Departamento de 

Microbiología y Parasitología de la Facultad de Medicina, UNAM. 

4. Bioensayo de virulencia de los monospóricos seleccionados en langosta 

Los bioensayos de virulencia se llevaron a cabo en el Departamento de 

Hongos Entomopatógenos en el CNRCB de Tecomán, Colima, bajo la dirección 

del M. en C. Víctor Hernández-Velázquez. Para los bioensayos, se colectaron 

ninfas en estado gregario correspondientes a S. piceifrons piceifrons de un campo 

agrícola en Tizimín, en Mérida, Yucatán, y en el campo agrícola de San Luis 

Potosí. Las ninfas se conservaron en jaulas de 70 x 70 x 60 cm y fueron criadas 

en el CNRCB en un área· bioclimática y alimentadas con hojas tiernas de yuca 

(Manihot esculenta) hasta alcanzar la fase adulta joven en estado solitario, 

aproximadamente en tres semanas. 

La metodología del bioensayo utilizada fue de acuerdo a Hernández~ 

Velázquez et al. (2000). Se utilizaron conidios de los cultivos monospóricos de 

pase uno obtenidos de cultivos en PDA de dos semanas de incubación a 28ºC. 

Posteriormente, se hizo una suspensión inicial en citrolina, aceite mineral derivado 

del petróleo, frecuente en el campo agrícola de MX (Hernández-Velázquez et al., 

2000), y se realizó un conteo en la cámara de Neubauer para ajustar la 

suspensión a 3.75 X 107 conidioslmL. 

Se utilizaron 20 insectos por unidad experimental, con tres repeticiones por 

tratamiento, colocando cuatro insectos por bote de plástico (13 x 11.5 x 9.0 cm) de 

boca ancha de un litro de capacidad cubiertos con tela muselina. En cada 

recipiente se colocaron hojas de yuca y se cambiaron cada 24 horas. Se 
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seleccionaron insectos sanos' de las jaülas de cría y se colocaron e_h bolsas de 

plástico de 22-X-23 cm: Cada inseéto Jué infectad() en el pr()not~m c6n 2 µL de la. 

suspensi6-~;;;~;cr~1cií~;-: sé-tG~i;;1n~=¡;;~;~0s:~-;t¡Q6~~~~t6t-cú.a1~~"?ieí~s' i~acu1ó 
citroli ria .. si~ ••. c~.rild ios~• ~o.~te~i~Irn~.nte.1:.1¿5. r~c.i~[~í\t~s,fueron_colo7ª~.8§ •. e~ •• un .. área 

bioclimática a;un~ te~p~r~tur¿'tju~ ;Jrió'.d~~2Í~ 3'b 0~y-~~~·h~·~~~{~(j!~~l~tiva que 

varió de 40 a 90%. Se registró la mortalidad, c'ad; 2~ h,ilo~. prJ~e;f()~ do~ dlas del 

experimento, y después cada 12 hora~~ Lo-~--iri·~.~ct~~-~rhu~W~;~-~~-:-coloC:a-ron . 

individualmente en cajas de Petri con papel filtr() 0hat.man Nº 4 ·de 90 mm d.e 

diámetro, se sellaron con parafilm, y se incubaron a 28ºC. 

a) Análisis estadístico 

El bioensayo de virulencia se analizó con el porcentaje de mortalidad diaria 

acumulada. Con los datos de mortalidad diaria acumulada corregida con la fórmula 

de Abbot (Abbott, 1925) se determinó el tiempo letal medio (TLM) (tiempo en el 

cual se muere el 50% de los insectos) 

Donde: 

X - Y X 100 
X 

X = Sobrevivencia de insectos testigo 

Y = Sobrevivencia de insectos infectados (tratamiento) 

También se determinó 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 fórmula: 

Donde: 

N 
TSM¡t ¡ = L: nt (t - 0.5) 

t =1 
N 

n1 = Número de insectos que mueren el día t 

t = Número de horas (12 h) en que se hace el registro de la mortalidad de 

los insectos. 

N = Número total de insectos 
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5. Caracterización genotípica de los cultivos originales y monospóricos 

seleccionados 

a) Extracción de DNA genómico 

Se obtuvo DNA genómico de los aislados originales, de las cepas de 

referencia y de los monospóricos seleccionados de M. anisop/iae var. acridum. 

Todos los hongos se sembraron en medio)iglj_ido de Sabouraud adicionado con 
,-" , - ·- - -- - -· ---·----~ ·o= -=.oc- ---- _ -- - -

10% de extracto de levadura (Anexo 1) durante Tdias a 28ºC y 100 r;p.m: , 

El cultivo de cada hongo se filtró a través de papel filtro sobre un embüdo 

Büchner. El micelio se lavó tres veces con agua desmineralizada estéril para 

eliminar cor;nponentes del medio. El micelio se colocó entre papel filtro para 

eliminar la mayor cantidad de humedad, y se transfirió a cajas de Petri estéril a -

20ºC hasta su uso. Para extraer el DNA genómico de los cultivos originales y 

monospóricos seleccionados, el micelio parcialmente seco se colocó en un 

mortero y se pulverizó con nitrógeno líquido, el cual congela las células y permite 

romper 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% SOS -GIBCOBRL ®, US-, 1% 2-mercaptoetanol -MERCK, Alemania-), se agitó 

firmemente hasta obtener una mezcla homogénea y se centrifugó a 20,000 X g por 

5 min a 4ºC. Al sobrenadante se le añadió ribonucleasa A (Quiagen, Alemania) a 

una concentración final de 50 µghLL y se incubó a 37°C por 2 h. Se añadió 

proteinasa K (Dako, US) a una concentración final de 200 µg/ml, se agitó 

firmemente y la muestra se incubó en un termobloque (Fischer Scientific, US) a 

55°C por 90 min. Se agregaron 500 µL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol 

isoarnílico (lnvitrogen, Alemania) (25:24: 1, v/v) y se agitó firmemente hasta 

obtener una muestra con un aspecto lechoso. Se centrifugó a 20,000 X g por 15 

min a 4ºC y se tomó la capa más superficial del sobrenadante la cual se transfirió 

a un tubo nuevo de 1.5 ml. El DNA se precipitó con 12.5 ~ll de 3.0 M de acetato 

de sodio (SIGMA, MX) por cada 500 µL de sobrenadante y dos volúmenes de 

etanol (J.T. Baker, MX) al 100% pre-enfriado a -20ºC. Se mezcló por inversión y 

se almacenó a -20ºC hasta el siguiente día. Las muestras de DNA se 
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centrifugárcin a 20,000 X g por 5 min aAºC, el sobrenadante se elimiiíó y, la pastilla 

de DNA se_~lavó cor1:~-º~yolúmenes 'de· etanol~(~~ker) · a.l 70%pr€)-enfriado a -

:~:~~"~:~;z~1:~~;r1tÍt~:i1~~f ~f :.,~l;]~~':t:~:~;.~~~~~i:~d~ 
agua .de gr~c:iº.'Muh~9¡'.~st~ri1',(Mfti.Íp·~fre,-u ~j·y 'se :disC>lviÓ>a. 55·c e:n ·.e!t~rrnobloque, 
Al DNA se le a'greg'ÓiRNá'sai~ <<:lui()ge¡11)Launa concentración finatciei_tQ rng/~1L y 

se in¿ubó;p~r;~2 h;~a',~~°"f2;~-\~~'$t~iibr~e~-te, el DNA se limpió c~n- larn~zcl~cde 
fenol:clorot6'ríll():aI60H~1 i~oJP,úi66'c1nvltrogen) y se precipitó con acetato de sodio, 

como s~ ~J~6io~ig·~~t~~lb¡;:~.~-~~e"; El DNA se almacenó a -20ºC hasta su uso 
,-:.··:.,:··~-: " .:~· r~x\::.: ~::~- :. '.~:::. 

posterior~ · .· •··. · X • . < • 

Debido ~ qut:leí DNA de las cepas de referencia no se podía extraer, la 

técnica a~t~rio~ s~·m6dificó en algunos pasos. Brevemente, al s~brenadante de 

micelio rot6-por nitrógeno liquido y con buffer de lisis igual que el descrito, se 

invirtió el orden de la adición de RNAsa, proteinasa K y número de purificaciones 

con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico. Eri· este caso, con las 

mismas condiciones anteriores se agregó primero la proteinasa K (Dako), seguido 

de la RNAsa A (Quiagen) y dos lavados con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(lnvitrogen). El DNA de las cepas se almacenó de la misma manera a -20ºC para 

su uso posterior. 

b) Análisis del DNA mediante electroforesis 

El DNA se analizó por electroforesis en geles de agarosa (GIBCOBRL®) al 

0.8% con 0.5 µg/ml de bromuro de etidio (SIGMA) en amortiguador TBE 0.5X 

(1.34 M tris base -USB-, 0.45 M ácido bórico -USB- y 0.025 M pH B.O EDTA -

Boehringer Mannheim-). En cada pozo del gel se cargó la mezcla consistente de 2 

~1L de DNA y 2 µL de amortiguador de muestra concentrado 5X (0.125% azul de 

bromofenol, 25% glicerol). El corrimiento electroforético se llevó a cabo a 11 O V 

durante 30 miri. 
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c) Documentación de geles 

El DNA de los geles se observó por tinción conbromuro de etidio a 0.5 

µg/~L ~sando un transiluminad~rde~lu~tültra~TÜ1et~ T~2o2 (syngeoe, Cambridge). 

La imagen de los geles se capturó C()n UD fgto d()cJ,m~ritad9r Synoptics (Syngene) 

y se i~primió en una impresora términa Sony 660 cTbkio). L~ imagen de los geles 

se invirtió con el programa GeneSnap TM(Sy_n~eme) para una óptima resolución. 

d) Cuantificación de DNA 

La concentración del DNA en ng/µL se llevó a cabo por comparación 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) Estandarización del método del polimorfismo del DNA por amplificación al 

azar, utilizando oligonucleótidos arbitrarios (RAPD·PCR) 

La caracterización genotipica de los aislados de M. anisopliae var. acridum 

se llevó a cabo por una amplificación al azar utilizando 14 oligonucleótidos 

arbitrarios propuestos por Cobb & Clarkson (1993) y Driver et al. (2000) (Tabla 4). 

El método de RAPD-PCR se estandarizó mediante curvas de concentración de 

oligonucleótido, DNA y MgCl2. Se emplearon los progr~m~k'r'~e··'¡amplificación 
descritos por Cobb & Clarkson (1993) y Driver et al. (2000) (Tabla 5). Rara la 

estandarización se emplearon los oligonucleótidos OPH-01 Y OPA-04 y ·DN_A's 

correspondientes al aislado MaPL22 (EH-493) y la cepa de referencia AR~EF 

1914 (EH-526) perteneciente a M. anisop/iae var. majus del ciado 10. 
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Tabla 4. Oligonucleótidos arbitrarios que se utilizaron en la técnica RAPD-PCR. 

Oligonucleótidos Fuente 
F 

F06 5'-GGGAATTCGG-3' Driver et al. (2000) 
F07 5'-CCGATATCCC-3' 
F08 5'-GGGATATCGG-3' 
F1 O 5'-GGAAGCTTGG-3' 

H 
H01 5'-GGTCGGAGAA-3' Driver et al. (2000) 
H02 5'-TCGGACGTGA-3' 

o 
OPA01 5'-CAGGCCCTTC-3' Cobb & .Clarkson. 

OPA04 
OPA05 
OPA08 
OPA09 
OPA010 
OPA016 
OPA019 

5'-AATCGGGCTG-3' 
5'-AGGGGTCTTG-3' 
5'-GTGACGTAGG-3' 
5'-GGGTAACGCC-3' 
5'-GTGATCGCAG-3' 
5'-AGCCAGCGAA-3' 
5'-CAAACGTCGG-3' 

(1993) 

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

Driver et al. (2000) 
Activación de la Taq polimerasa 

94ºC - 5 min 

Primer ciclo 
94ºC - 5 min 
40ºC - 2 min 
72ºC -3 min 

39 ciclos 
94ºC - 1 min 

40ºC - 90 seg 
72ºC - 2 min 

*Programa utilizado para el estudio 

Cobb & Clarkson (1993)* 
Activación de la Taq polimerasa 

94ºC - 5 min 

Primer ciclo 
94ºC - 5 min 
32ºC - 2 min 
72ºC-2 min 

45 ciclos 
94ºC - 1 min 
35ºC -1 min 
72ºC-2 min 

iT··r:i:~ CON 
FALLA ffE ORIGEN 
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• Curva de oligonuc/eótido 

La curva de oligonucleótidos (QUIAGEN®, Operen~) se_llev:"óº""a ~abo con 

concentraciones de 50, 100 y 200 pmoles y con los dos programas de 

amplificación antes mencionados. 

• Curva de DNA 

Para la curva de DNA se emplearon las concentraciones de 5, 1 O, 15 y 20 

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

• Curva de MgC/2 

La curva de MgCl2 (Applied Biosystems, Roche Mole.cular Systems, 

lnc.,US) se llevó a cabo con concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5; 2,0 y 2.5 mM y el 

programa de amplificación propuesto por Cobb & Clarkson (1993), 

Con base en la estandarización del RAPD-PCR se lleváron a cabo 

amplificaciones empleando DNA's de los 16 cultivos ciri~iÓ~J~~. 16 cultivos 

monospóricos seleccionados y 11 cepas de referencia, utillzariao la siguiente 

amplificación estandarizada: 

El RADP-PCR de todas las muestras referidas se llevó a cabo con las 

siguientes condiciones: en tubos para PCR de 250 µL en un volumen final de 

reacción de 25 µL. La mezcla de reacción contenía buffer (1X) de PCR (Applied 

Biosystems), 2.5 mM de MgCl2 (Applied Biosystems), 200 ~1M de cada 

deoxinucleótido trifosfato dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Applied Biosystems), 200 

pmoles de cada oligonucleótido (QUIAGEN®), 10 ng de DNA para los aislados de 

MX, cultivos monospóricos y las cepas ARSEF 1914 (EH-526) y Fl-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 amplificación del DNA se hizo en un termociclador i Cycler™ (Bio Rad, 

Hercules, CA). El programa de amplificación que se utilizó fue el propuesto por 

Cobb & Clarkson (1993). 
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Después de la amplificación los productos de Pg~c~t3--~~~Ji.zaron en geles 

de agarosa al 1.5 % teñidos con 0.5 µg/mL de bromuro de eti9io en amortiguador 

TBE 0.5X. Se utilizó una escalera de DNA de 123 pb (lnvitrogen). La imagen se 

capturó como se describió anteriormente. 

f) Análisis de datos del RAPD·PCR 

· El tamaño de los fragmentos amplificados se obtuvo de la siguiente manera: 

A partir de la fotografía impresa de cada uno de los patrones polimórficos 

obtenidos, se determinó la movilidad relativa (Rf) de la escalera de 123 pb y de los 

fragmentos amplificados obtenidos con cada uno de los oligonucleótidos. La 

movilidad relativa se calculó con la siguiente fórmula: 

Rf = Distancia en cm de la migración del fragmento amplificado 

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

Ja escalera de 123 pb 

Con estos datos se graficó el val?r de Rf (abscisa) contra los pesos 

moleculares de la escalera de 123 pb (ordenada). A partir de esta curva cal.ibrada 

se estimó el peso molecular de los fragmentos amplificados obtenidos. Esto se 

llevó a cabo para cada oligonucleótido. 

Con los pesos moleculares de los fragmentos amplificados en el DNA 

genómico de los 16 aislados de M. anisopliae var. acridum, 16 cultivos 

monospóricos y las 11 cepas de referencia se construyeron tres matrices de 

presencia (1) ausencia (O): la primera matriz incluyó los marcadores de los cultivos 

originales, la segunda, los marcadores de los cultivos monospóricos, y la tercera, 

los marcadores de los cultivos monospóricos y cepas de referencia. Se calculó 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 construyó un 

fenograma por medio del método de promedios aritméticos no ponderados 
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(UPGMA).· Se calculó el cóefü::ierite de.correlación cofenética (Sneath & Sokal, 

1973) para~.deter~.i~anel~gracloid~>relaCión enhe .. ·cada. matriz del fenograma 

obten id o.· y·I~ ~·~a~Íi~~~e ;~¡irij¡¡;tid-~fj~í~·;rs,;·~§'ra]l~~iÓ ~ultidimensionalmente la 

relación.,de los cultivos monospódcO.s~~i.g~~~sideJE:Jf~rencia usando el análisis de 

componentes principales y árbol .deÜ~r:iélicl~ fDínimo; Los análisis anteriores se 

llevaron a cabo utilizando el progr~m~~ -~I~~{~:i:ic (Numerical taxonomy and 
----;--e·-.:;.~_-·-~-':-•-,.;-.-~ --,---,,-,-,.--c--o-=---~- ·,-=,-~~- -----=-- ~--o- - • -- - - ---

multivariate análisis system) versión 2.0 (Rl'iol( 19,93). la confiabili.ad e.stadística 

de cada fenograma obtenido fue evaluada por el re111ues.tre() de la matriz de 

similitud mediante el método de "bootstrap" de Efron. (1982);i~~.ÍTl~!ri~:.de'.·~i1Tiilitud 
" 1 • e ¡~';•'' ' 

fue aleatorizada 5000 veces utilizando los programas TreeVie~;;vé(sióñ 1\6.6 y 

Free Tree. Se estimó la diversidad genética de los culiiy~~ ·~olf~póricós, 
monospóricos y cepas de referencia utilizando el índice de diver~idad·d~ Shannon: 

S=-~pi 1092 pi donde pi = frecuencia del marcador, presente (1) o ausente (O) 

considerando a cada marcador como un loci (Lewontin, 1972). 

30 



Resultados 

VIII.RESULTADOS 
1 . Obtención de cultivos monospóricos 

Se obtuvieron cultivos monospóricos de 16 aislados de M. anisop/iae var. 

acridum. El número de cultivos monospóricos varió de 7 a 11 entre los aislados. 

En la figura 5 se compara el cultivo original MaPL 13 (EH-486) con el cultivo 

monospórico número 1 observando que las características macroscópicas de la 

colonia son similares. 

a b 

Figura 5. Comparación de un cultivo original de M. anisop/iae var. acridum y un cultivo 

monospórico. a) Colonia del cultivo original MaPL 13 (EH-486) y b) Cultivo monospórico obtenido de 

este aislado. 

2. Caracterización fenotípica de cultivos originales y monospóricos 

a) Crecimiento radial 

El tiempo promedio en el cual la colonia de los cultivos alcanzó la fase 

estacionaria de crecimiento fue entre los 15 y 18 días. La velocidad de crecimiento 

entre los cultivos originales y monospóricos estuvo en el rango de 2.8-4.9 mm/día. 

El análisis de varianza indicó que no existieron diferencias significativas (P>0.01) 

entre el crecimiento de los 16 cultivos originales y los monospóricos obtenidos. En 

el anexo 2 se muestran los resultados de la velocidad de crecimiento de cada 

cultivo original y los cultivos monospóricos obtenidos, así como el valor de P del 

análisis 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 

monospóricos obtenidos. 

,---;-\'"' ~~~;-~ i:)~1···--·- .. 
1 ........ . 
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Figura 6. Comparación del crecimiento (mm diámetro de la colonia) del aislado MaPL40 (EH-502) 

cultivo original (CO) y de 1 O cultivos monospóricos obtenidos (a) y del cultivo original MaPL32 (EH· 

531) y ocho cultivos monospóricos obtenidos (b). 

b) Tamaño de los conidios 

Se determinó el largo y ancho de los conidios en µm, de los cultivos 

originales y de los cultivos monospóricos obtenidos. El ancho de los conidios fue 

de 2.56 µm para todos los aislados, por lo que no fue sometido a un análisis de 

varianza, mientras que el largo de los conidios promedio osciló entre 5.0 y 6.5 µm. 

Sin embargo, no existieron diferencias significativas (P>0.01) entre el tamaño de 

conidio del cultivo original y los cultivos monospóricos obtenidos (Anexo 2). 
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e) Esporulación 

La esporulación expresada en conidios/mL, se llevó a cabo a los 29 días de 

crecimiento tanto para los cÚltivos originales como para los cultivos monospóricos:­

La esporulación obtenida entre los culVvo~ estuvo en el rango de 1.1 a 7.0 x 108 

conidios/mL. En esta caracteristica fen¿tfpica. el análisis de varianza indicó que no 

existieron diferencias significativas (P>0.01) entre la esporulación de los 16 

cultivos originales y los monospóricos obtenidos. En el anexo 2 se muestra~ Íos 

valores de esporulación de los cultivos monospóricos obtenidos de cada cultivo 

original. 

d) Selección de cultivos monospóricos 

Debido a que el análisis de varianza indicó que no existen diferencias 

significativas (P>0.01) entre los cultivos originales y los cultivos monospóricos, en 

las tres caracteristicas fenotípicas analizadas, la esporulación fue el factor 

determinante en la selección del cultivo monospórico. Se seleccionaron aquellos 

que presentaron la más alta esporulación. 

En la tabla 6 se hace una comparación entre el cultivo original y el cultivo 

monospórico seleccionado, con respecto a las tres caracteristicas fenotípicas 

analizadas. 
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Tabla 6, Comparacióú entre el crecimiento, largo.de conidios.y esporulación del cultivo 

original y el cultivo monospórico seleccionado (MS) de Metarhizium anisop/iae var. 

acridwn. 

CULTIVO CRECIMIENTO LARGO DE ESPORULAClÓN 
ORIGINAL MS* 15-19 d CONIDIOS 29 d 

(mm/día) 14 d (conidios/mL) 
l:!m 

EH-483 3.265 5.128 4.10 X 108 

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 5.384 2.10 X 108 

4 3.676 5.128 3.00 X 108 

EH-488 3.510 5:256. 3.50 X 108 

7 3.742 5;213 4.40 X 108 

EH-489 3.640 5.123 4.80 X 108 

1 3.757 5.213 5.80 X 108 

EH-490 3.778 5.128 4.30 X 108 

1 3.579 5.123 4.90 X 108 

EH-491 4.305 6.324 2.40 X 108 

8 4.327 6.068 2.90 X 108 

EH~493 3.984 6.239 1.50 X 108 

1 3.848 5.897 2.70 X 108 

EH-494 3.736 5.555 3.70 X 108 

4 3.747 5.298 7.00 X 108 

EH-497 2.989 5.128 4;50 X 108 

7 3.179 5;128 6;80 X 108 

EH-498 3.787 5.128 3.00x108 

8 3.8 5.128 6.90x108 

EH-499 3.746 5.128 3.30 X 108 

10 3.543 5.17 3.10x108 

EH-500 3.786 5.128 4.30 X 108 

2 3.602 5.128 6.30x108 

EH-502 2.966 5.128 3.90 X 108 

8 2.944 5.128 4.10 X 108 

EH-531 4.402 5.555 3.10 X 108 

8 4;508 5.726 6.40 X 108 

MS*= Monospórico Seleccionado 
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3. Bioensayos de virulencia en langosta de losmonospóric()ssel~ccionados 
Se determinó el TLM y TSM de los 16 cultivos mori~~pó~i,cos seleccionados 

de pase 1 correspondientes a los ·.16 cu-ltlvos orlginaf~s.''de~M.'anisop/iae \lar. 

acridum. Los bioensayos de virulencia se lleva,ro;n (l_C~~o en insectos adultos en 

estadio solitario de S. piceifrons piceifron.S coledádOs en campos agrícolas de los 
_, : ':- ._)::·>·:-?~;)··.;·;:,'.~ _,·-~-, .' 

estados de Yucatán y San Luis Potosí.· Los resultaaOs obtenidos de TLM promedio 
-·- - -e- - -- - -- e _ _ "_-e' __ ,_-_--.,-:_-_------; _ _'.:__;__ -,_:..:::_Ó'..c--: .::.'!..". ______ ; i _: _··-,','~, ·.:_' ~- ,,. · :,_: - . _ · '_ ''. ' 

(Tabla. 7). permitieron. clasificar ~I~itraiia~;rffe; T2T~Vi6'''~~Últivos- morlospóricós-en 

alta, media y baja virulencia bOn·ba;~~ ~I ~Ó:m'~io-;dedías~n que matan el 50% de 
la poblaciónde i~sectos. '> ·-;- : -- , . . . .· . . ~> . . .·· . . . 

Se consid'eraron. af~l~dos 'd~--alta 'Virul~ncia!'6u~Í1do, ei'TlM::fue'• menor· a 
. . . -¡. "'"· ·"'···'-'", . .,.;: . .,·c.'··,, ... ·;-·· ....... ; ... , ,. ,' ' - .. , . 

siete días; de media, cuando fue entíe}siete y'diez dí~~;y/dE3'·bajC1i6úando'el TLM 

fue mayor de diez dfas. Los monospq'rrc9~~g~;-~1o'~Jt~f~1~~"~~AM~W-~ft9;,~~-:E,~-,~02), 
MaPL 16 (EH-489) y MaPL 18 (EH-490) fueron los'):Dá~;ViJUlen~~~. ~JnE3Cf3Sitar 5 

días para matar el 50% de los insectos. Lo~ íl1~~ospc:;'rib~~,d~J~~f?J~~ .;(Ef-ii~94) y 
'.<·~ .. ·.~~~·: ·. · t>S:'.'. :_1;r::·::.~·:::.f ·:/:xx~·.:;/r·::· .-:-:::·,,, ,~:_€:\'. ... . ,._~··_< 

MaPL31 (EH-498) presentaron un TLM medio de 7iy¡8~1~'dlªs\re~peCtiv~rnente. 

Mientras que los monospóricos de MaPL5 (EH-483) y MaPL15 (El-l-48B)fueroll lo¡; 

menos virulentos hacia el insecto con un TLM de 10.7 y 12~1 días 

respectivamente. En la figura 7 se muestra el comportamiento de los valores del 

TLM en los _16 cultivos monospóricos de M. anisopliae var. acridum hacia la 

langosta. 

Los resultados de TSM (Tabla 7) clasificaron los cultivos monospóricos con 

base al número de días en que sobrevive el 50% de la población de insectos. Los 

resultados fueron muy similares al TLM con excepción al monospórico del aislado 

MAPL31 (EH-498) quien mostro un TLM de 8.1 días y TSM de 5.3 días. En la 

figura 8 se muestra el comportamiento de los valores de TSM obtenido en los 

monospóricos analizados. 

El análisis de varianza de los valores de TLM y TSM entre los 16 cultivos 

monospóricos mostraron diferencias significativas (P<0.0001) en el grado de 

virulencia hacia la langosta S. piceifrons piceiforns. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas (a = 0.01) entre los monospóricos de alta 

virulencia (MaPL40, MaPL 16, MaPL 18, MaPL32, MaPL8, MaPL29, MaPL20, 
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MaPL37 y MaPL14); .media-. virulencia (MaPL26, Maf'L22, MaPL38, MaPL3), 

MaPL 13);y bajavirul~nC:ia:(MaPL5 y MaPL15), 

cultivos monósp~ri26,s,·d~ .. M ... ·.~misop/iae·v~r. acridum, se muestra e~ la~figura · 9. 

Los aisl~d()s·M;:f;Lf3.2ftER-5~'1) y MaPL 16 (EH-489) presentaron el 1oó% de 

mortalidad: ~.l~s\'.ociho di~s de iniciado el bioensayo, mientras que los aislados 
o~'~--°'~-·-o_L::C'~-:-'~_:,_"--o'-~~:._::¿_,--o--'---· 

MaPL5 (l;tl~-4~3)','rylaPL 13 (EH-486) y MaPL 15 (EH-488) mataron el foo% ele los 

. insectos ept~elo~ 14 y 15 dlas . 

. l)e¡spüés'de la muerte de los insectos por M. anisop/iae var. acridum la 

colorabión del insecto cambió de café a rojo y el crecimiento del hongo hacia el 

exterior fue generalmente en las extremidades. La esporulación inició en promedio 

al tercer día después de la muerte del insecto. 

Tabla 7. Valores de tiempo letal medio (TLM) y tiempo de sobrevivencia medio 

(TSM) de los monospóricos 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 (±0.21) 
EH-484 (MaPL8)** 6.59 (±0.48) 5.96 (±0.25) 
EH-486 (MaPL 13)* 9.53 (±0.54) 9.2 (±0.65) 
EH-487(MaPL14)** 6.98 (±0.47) 6.31 (±0.51) 
EH-488 (MaPL 15)* 12.18 (±0.90) 10.38 (±0.60) 
EH-489(MaPL16)** 5.7 (±0.47) 5.28 (±0.48) 
EH-490 (MaPL 18)** 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 monospóricos aplicados en primer bioensayo (noviembre, 2001 ). 

··= Cultivos monospóricos aplicados en segundo bioensayo (noviembre, 2002). 

·---------·-------···------------
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Figura 7. Tiempo letal medio (TLM) de los cultivos monospóricos 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 8. Tiempo de sobrevivencia medio (TSM) de los cultivos monospóricos 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 monospóricos de M. anisopliae var. acridum. • = Cultivos monospóricos 

aplicados en primer bioensayo (noviembre, 2001). - = Cultivos monospóricos aplicados en 

segundo bioensayo (noviembre, 2002). 
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4. Caracterización genotípica de los cultivos originales y monospóricos 
a) Extracción de DNA genómico 

El método de obtención de DNA planteado en el protocolo inicial fue 

modificado por el método que se describe en el apartado de materiales y métodos. 

Este método permitió obtener DNA genómico de 16 aislados de M. ~nisopJ}a~·var. 
- • .• ' ." 'e'<.· ; 

acridum, de 16 cultivos monospóricos seleccionados y de 11 cepas d~ referencia. 

Fue cuantificado con base en una comparacióncon diterehtes cencenfracibries del .. 

DNA del fago lambda. En la figura 1 O se muestra el análisis electr6fo~~tic~ d~I 
DNA genómico obtenido de 15 cultivos originales (carriles 1-15) y 6 cultivos 

monospóricos seleccionados (carriles 16-21), de los cuales la concentración 

fluctuó entre 1 O y 200 ng/µL. Cabe mencionar que la extracción del DNA de los 

cultivos monospóricos fue más sencilla que la de los originales, obteniendo un 

DNA de mejor calidad en comparación a los DNA's de los cultivos originales y 

cepas de referencia. 

Fago A. 

10 20 50 100200 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

--- ............. , .. - - ..... --... --. ~ .. ., -,.. . ·- -

Figura 10. DNA genómico de cultivos originales y monospóricos seleccionados de M. anisop/iae 

var. acridum. Los carriles iniciales corresponden a concentraciones del fago lambda (10, 20, 50, 

100 y 200 ng). Los carriles del 1 - 15 corresponden a DNA genómico de cultivos originales; del 16 -

21 a cultivos monospóricos. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 110 V durante 30 min, 

tinción con bromuro de etidio a 0.5 ~1g/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de 

Syngene™ para una óptima resolución. 

------~------~-------
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b) Estandarización del método del polimoñismo del DNA por amplificación al 

azar, utilizando oligonucleótidos arbitrarios (RAPD-PCR) 

El método de RAPD-PCR se estandarizó mediante curvas de C:oncentrácién 

de oligonucleótido, DNA y MgCl2. Se emplearon los programas de. amplif¡cai::ión 
•, :·.~ •• -~-,' ,•.~ ·-·-.,, , ,'.' '_:-·''- ''. 

descritos por Cobb & Clarkson ( 1993) y Driver et al. (2000). 

• Curva de o/igonuc/eótido --";L.~~ b,~,;; '--

Para la estandarización se emplearon los oligon~cle6tid~s'OPH~01 Y.OPA-

DNA's correspondientes al aislado MaPL22 (f::HJ49~) ~- Ú~a.;c~pa •de 
- - .. ,, - ' ·' ' ·~ : '· ¡ _,. • -· - 1 • ' . 

04 y 

referencia 1. 914 (EH-526) del ciado 1 O. La .~u~él- ee olig6nucleótido~"se. 'llevó_ a 
cabo con_•-_concentracionesde_ 50,_ 100 y-209 p~ol,~s,~,e:l'.prÓ~r~fü~·d~:~~plificación 
de Driver et al. (2000). El ;resdltad.o 'obt~nii:IÓ~ :se ·'r1iLÍ~stra ~h>la:· figur~ -11 

'·C:-- ,,;:..' 

observandoq_ue~no e~iste amplificación con··el Oligor1Uc1eótido' ()pH~o1_¡ mientras 

que, con el OPA~C>~~~;,,bós DNA's amplificaron a 50 ~n1o:l~s.-~~ cJrva se repitió 

empleando el prb~-r~rr,'a de amplificación de Cobb & Clarkson (1993) y el resultado 

se muestra ~n l~fi~ura 12 observando una mejor amplificación y seleccionando la 

concentracié>.n de 200 pmoles de oligonucleótido. Se siguió empleando este 

programa de amplificación para la estandarización del método. 

EH.493 1914 EH-493 1914 
OPH-01 TESTIGO OPH-01 TESTIGO OPA-04 TESTIGO OPA-04 TESTIGO 

KI, M20ci100'5ci~~o~o~~~~ 

' .. 
0.94 1 0.49 -
0.12 

Figura 11. Curva de oligonucleótidos empleando el programa de amplificación de Driver et al. 
(2000). Se utilizaron los oligonucleótidos OPH-01 y OPA-04. el DNA genómico de EH-493 y 1914. 
M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 200, 100 y 50 pmoles de oligonucleótido. 
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
pg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una óptima 
resolución. 
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Figura 12. Curva de oligonucleótidos empleando el programa de amplificación de Cobb & Clarkson 
(1993). Se utilizaron los oligonucleótidos OPH-01 y OPA-04. el DNA genómico de EH-493 y 1914. 
M = escalera de DNA de 123 pb. Carriles con 200, 100 y 50 pmoles de oligonucleótido. 
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
µg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap™ de Syngene para una óptima 
resolución. 

• Curva de DNA 

Para la curva de DNA genómico se emplearon las concentraciones de 5, 

10, 15 y 20 ng/2µL para los aislados y cultivos monospóricos de MX, y 

concentraciones de 1, 5, 1 O, 20 y 50 ng/2µL para las cepas de referenci.a. En la 

figura 13 se mu.estra el resultado del DNA con los oligonucleótidos OPH~01 . y 

OPA-04. a 5, 1 O, 15, .20 ng/2µL y DNA de los cultivos, monospóricos y la cepa de 

referencia 1914 (EH~526) observando una buena amplificación a 10 ng de DNA 

con ambbs oTigohucleótidos Sin embargo, para las nueve cepas de referencia 

restantes se empleó la concentración de 1 ng/2~tl de DNA genómico (Figura 14). 

OPH-01 OPA-04 

DNA Efl.493 DtlA 1914 TESTIGO DNA EH-493 DNA 1914 lESTlt:iO 
Kh M 6 10 1e :20 ~ 10 15 20 ~ 10 15 20 !o 10 15 20 ~ 10 15 20 5 10 15 20 

' 0.73-o t 
0.49-o 

0.12--

_....... .. ........... ~ ..... -·-
Figura 13. Curva de DNA genómico empleando los oligonucleótidos 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/2µL de DNA. 
Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
µg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una óptima 
resolución. 
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Figura 14. Curva de DNA genóm1co empleando el oligonucleótido 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/2µL de DNA. T = 
testigo negativo. Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teñido con bromuro 
de etidio a 0.5 µg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de SyngeneTM para una 
óptima resolución. 

• Curva de MgC/2 

La curva de MgCl2 se llevó 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 amplificación a las 

concentraciones de 1.5, 2.0 y 2.5 mM. Sin embargo, se eligió la concentración de 

2.5 mM de MgCl2 debido a que en el testigo negativo no se observa una 

amplificación inespecífica. 

OPH·D1 OPA-04 

EH-493 1914 EH-493 1914 TESTIGO 
Kb M o~ 10 1.5 2.025 o.~ 10 1!i 2.02s o~ 10 us 202.5 o.s 10 1.5 2.02s o~ 10 1.5 20~.5 

0.73 
0.49 

0.12 • 

-­...... •· ~ 
·tt·~ 

Figura 15. Curva de MgCl2 empleando los oligonucleótidos OPH-01 y OPA-04 y DNA genómico 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 MgCl2. 

Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100 V durante 1 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
mg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una óptima 
resolución. 
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Res11ltndos 

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

amplificaciones empleando 14 oligonucleótidos con DNA's de los 16 cultivos 

originales, 16 cultivos monospóricos y 11 cepas de referencia. 

e) RAPD-PCR en las condiciones estandarizadas de los DNA's de los 

aislados y cepas estudiadas 

Se obtuvieron 14 patrones polimórficos diferentes de DNA, entre los 

aislados de MX de M. anisopliae var. acridum y cultivos monospóricos al utilizar 

los 14 oligonucleótidos mencionados en Materiales y Métodos. El oligonucleótido 

OPA-09 presentó el mayor número de marcadores de RAPD-PCR (36 bandas) y 

OF-08 presentó el menor número de marcadores (17 bandas). En la figura 16 a y 

b se muestra el patrón polimórfico obtenido con OPA-08 donde se observan siete 

bandas bien definidas para los cultivos originales y monospóricos. En general, el 

patrón polimórfico fue similar entre los cultivos polispóricos y monospóricos (MS), 

con los oligonucléotidos ensayados, no obstante, los cultivos monospóricos 

presentaron una mejor amplificación y resolución que los cultivos originales como 

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

Kb 

2.1- ------- - ;. • 21~ 
0.9 - : -~ . ". -9 •-.-.-----.- .-. 1!' ..• -.• -., .-.. ~ .. ~ .......... ,, :.·'. 

' ;:.....,. __ .. , ~ · •. fff•'\···~ -..· ~-1 •. .: __ = 
0.35- --

• - -
a b c 

Figuras 16 a, by c. Patrón polimórfico de 16 aislados y sus monospóricos seleccionados (MS) de 
MX de M. anisop/iae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez ciados (CL) 
del género Metarhizium empleando el oligonucleótido OPA-08. M = escalera de DNA de 123 pb. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, teñido con bromuro de etid10 a 0.5 
pg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngener"' para una óptima 
resolución. CL* = número de ciado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la 
reacción. 
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Figuras 17 a, b y c. Patrón polimórfico de 16 aislados y sus monospóricos seleccionados (MS) de 
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez ciados (CL) 
del género Metarhizium empleando el oligonucleótido OPA-05. M =escalera de DNA de 123 pb. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
µg/ml. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de SyngeneT"' para una óptima 
resolución. CL* = número de ciado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la 
reacción. 

Las cepas de referencia de diferentes especies y variedades (1 O ciados 

CL 1-CL 1 O) del género Metarhizium mostraron un patrón polimórfico diferente entre 

ellas, así como, con los aislados de MX, utilizando los 14 oligonucléotidos (Figuras 

16 by c, 17 by c, 18 by c y 19 b). Sin embargo, las cepas Fl-985 (EH-530) de 

Australia y Fl-987 (EH-535) de Nigeria que corresponden al ciado 7 de M. 

anisop/iae var. acridum y la cepa 1184 (EH-527) de Francia del ciado 6 de M. 

flavoviride var. flavoviride comparten bandas con los aislados de MX con todos los 

oligonucléotidos analizados (Figura 19 b y 20 b) indicando que el patrón 

polimórfico de estas cepas muestran similitud con los aislados de MX. 
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Figuras 18 a, by c. Patrón polimórfico de 16 aislados y sus monospóricos seleccionados (MS) de 
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez ciados (CL) 
del género Metarhizium empleando el oligonucleótido OPH-02. M = escalera de DNA de 123 pb. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
µg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de SyngeneT"' para una óptima 
resolución. CL • = número de ciado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la 
reacción. 
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Figuras 19 a y b. Patrón polímórfico de 16 aislados y sus monospóricos seleccionados (MS) de 
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez ciados (CL) 
del género Metarhizium empleando el olígonucleótido OPA-04 M = escalera de DNA de 123 pb. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h. teñido con bromuro de etidio a 0.5 
µg/mL. La imagen fue invertida con el programa GenSnap de Syngene™ para una óptima 
resolución. CL* = número de ciado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la 
reacción. 
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Figuras 20 a y b. Patrón polimórfico de 16 aislados y sus monospóricos seleccionados (MS) de 
MX de M. anisopliae var. acridum y de 11 cepas de referencia provenientes de los diez ciados (CL) 
del género Metarhizium empleando el oligonucleótido OPA-01. M = escalera de DNA de 123 pb. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 90 V durante 6 h, teñido con bromuro de etidio a 0.5 
~1g/ml. La imagen fue i.nvertida con el programa GenSnap de Syngener"' para una óptima 
resolución. CL • = número de ciado al que corresponde la cepa. (-) = Testigo negativo de la 
reacción. 

d) Comparación entre el polimoñismo genético generado entre los DNAs de 

los cultivos polispóricos y monospóricos obtenidos de aislados de M. 

anisop/iae var. acridum. 

Los 14 oligonucleótidos amplificaron marcadores bien definidos y repetibles 

en el DNA genómico de los cultivos polispóricos, monospóricos y cepas de 

referencia. Estos marcadores fueron utilizados para construir dos matrices de 

presencia - ausencia; una matriz con los marcadores de los cultivos polispóricos, 

y otra con los cultivos monospóricos. Estas matrices fueron utilizadas para el 

análisis estadístico. Se obtuvieron 371 marcadores y a partir de los datos de cada 

una de las matrices se calculó la similitud utilizando el índice de Jaccard (Real & 

Vargas, 1996), obteniendose dos fenogramas diferentes. Inicialmente, por un lado 

se agruparon los cultivos polispóricos, y por el otro, los monospóricos de M. 

anisopliae var. acridum, en dos fenogramas separados que se observan en la 

figura 21 a y b. Se mostró un mejor soporte de la agrupación en los cultivos 

monospóricos que en los cultivos polispóricos (originales), porque se observaron 

valores de "bootstrap" más altos, y las agrupaciones entre los monospóricos 

'T'~ST\' r1(' l\T 
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(Figura 21 b) se observaron más cercanos entre ellos. En ambos fenogramas el 

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

que esta agrupación no es producto del azar si no es un evento biológico claro. En 

ambos árboles los aislados y cultivos monospóricos de MaPL5 (EH-483) y 

MaPL37 (EH-499) se separaron del resto de los aislados. 

r- 0.92 
pm 0.0004 

·-

r- 0.92 
P-0.0004 

•. u ... 

e;u ... 
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Figura 21. Fenogramas de similitud que muestran el resultado de los patrones de DNA de 
los cultivos polispóricos (originales) (a) y sus monospóricos (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) Clasificación de aislados de M. anisopliae var. acridum de MX y cepas de 

referencia del género Metarhizium. 
-~- ~ - -

Debido a los resultados anteriores donde se observó la mejo,r agrupación de 

los aislados monospóricos, se llevó a cabo una matriz general c1onde se incluyeron 

los marcadores de los cultivos monospóricos y las cepas d~ r~fer~~bia. Esta fue 

analizada estadisticament~ comose menc.ionó en ~l .inci~o,;anteribr.·Elf€3nograma 
obtenido. mostró que .. los···cultiyo~rri~F~s~~rl~ªs~~ M.-~;;;~~pll~~;"~~t~E~dÜ¡nd~ .• 
MX forma,.ron ..•. un.· ... gr~.po··•.separa,do.·~de···1.os,·1~0·~.~l.~dos'.ta~b~.ó.mi~os:.re?~nocidos··. por·· 

~;::;::·.~~J~;f Y~~f ~!tº~~S:~~~d1jtfü~Frt~~~~¿·ift~1tf~~t~~t~~~~i1:º~:~ 
MX. Este'.-9rLlpo d~j~isl~dé>s de MX rnantuvo>üna·gr~rú~imilitud con el' ciado 6. de 

M. f/av~viride,-.v~X)fla~~~i;ide cepa .11 B4 (E~2_52'b d~F}~Xcia ~~n ~n sopo:rte de 

99%. (val~r ~~I i'tfootstrap") y con el ciado ·7 4L·~ico;r~s~onde a M. anisop/i~e var. 

acridum cepas Fl-985 (EH-530) de Australify; Fl~9a7 (EH-535) de Nigeria'con un 

soporte del 73%. 

Las cepas de referencia restantes presentaron una menor similitud con los 

cultivos monospóricos de MX mostrando un valor de "bootstrap" de 57%. En el 

fenograma se observa la similitud ;que. existe entre los ciados 5, 3, 4 y 2 que 

corresponden a M. flavoviride con sus variedades minus, novazealandicum, 

pemphigum y Tipo· E:Sinehlbcifgb, ~sta última variedad mostró un soporte de 
,.. . > ' ,,. -·--:::--- :_ 

82% con el ciado 9 de M. anisÓp/iae var. anisopliae. Metarhizium anisop/iae var. 

anisop/iae mantuvó una similitud alta con las cepas de M. anisop/iae de las 

variedades majus (ciado 1 O) y /epidiotum (ciado 8). Estas dos últimas variedades 

de M. anisopliae mostraron un soporte del 95%. Por último la cepa 1941 (EH-525) 

de M. a/bum, se separó totalmente de las demás cepas. La confiabilidad de la 

agrupación de estos aislados y cepas es indicada por el coeficiente de correlación 

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 fenómeno biológico claro. 
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novazeatanaicum 

Clado3 

203i 
!A. f. var. minus 

Ciado 5 
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M. a. var. acridu 

Clado7 

0.1 

Resultados 

Fl·72 
M. f. var. pemphigum 2948 

CI do4 M. t1avovirideTipo E 
Clado2 
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M. a. var. anisopliae 
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1914 
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r= 0.99 
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Figura 22. Fenograma de similitud que muestra las relaciones entre los cultivos monospóricos de 
MX y cepas de referencia del género Metarhizium. El fenograma fue generado a partir de una 
matriz genética obtenida de la presencia - ausencia de 371 marcadores de RAPD-PCR de 16 
cultivos monospóricos (verde-azul, MX) y 11 cepas de referencia. El fenograma se obtuvo a partir 
de UPGMA. Los límites de confianza (valores del "bootstrap") fueron generados de 5000 
aleatorizaciones del procedimiento de Efron (1982). 



Res11ltndos 

Estos resultados de asociación entre los cultivos monospóricos y cepas de 

referencia -mostrados en el· fenog~ama ¡anterior (Figura 22): se reafirman con el 

análisis de colTlp'on~ntes principales (ACP) y'er.árbol de tendido .mínimo (ATM). El 

ACP indicÓ'qJ~ los tres primeros con.\po'n~rites e~plicélroneÍ 100% de la varianza 

acumulad~~ntrelos·aislados de MXycepas.d~refer~ncia.(Tabla 8) y se observó 

qué~lós-cÜltiyós--!Tlonospóricas· cJ13·· fv1XT:~e~_éiªruparon·independientemente con 

respecto ~ las otras cepas de. referen_cia:esfüdi~das (Figúra 23). El .ATM ·muestra 
- .-... ·.. ' " ' -.•.. ·-, .. ,- ·,· '' ': . - . ': ' -- ·-

la relación tridimensional entr,e 1915\sy)tivo~. monospóricos ,de. MX. Este grupo 

presentó entre eUos Véllor~s, de' di'sJ-~bcia. d~ 0.71 a 0.96 · .• <T~l:>lc,i 9), ·· 10 .·que 

demuestra su cercanra.T~rÍi~l~h se observó su similitud directc:L&,ondEi,cepa de 

referencia Fl-985 de M.:·ani;op/i~e var: acridum con una distanci~'._tj~A.27· (Figura 

24) .. ~~irni~.l"lio!. s~ advierte la similitud directa entre la cepa fl-9~7~.~~;1~'.,V~riedá_d 
acridum con la cepa de referencia 1184 de M. flavoviride \lar.' flavoviride de 

•' . "'é''o...,,_•_ .•. ::..-• .• '. ·"" 

Franéia con una distancia de 0.29 (Tabla 9). En este análisis, 1~ cép~etiréferencia 
Fl-1029 de M. anisopliae var. anisop/iae y la cepa 2948 de Ú~ft~llo?i~idJ Tipo E 

mostraron una distancia cercana como se observó en el fenogr~~~
0

(Fi~Ura 22). 

Los resultados obtenidos en estos análisis, indicaron una as~ciación entr.e los 

mismos cultivos monospóricos con su lugar geográfico, formando un grupo de M. 

anisopliae de MX. 
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Tabla 8. Componentes principales que 
explican las relaciones entre los cultivos 
monospóricos de MX y las cepas de 
referencia. 

Número de 
Eigenvalue 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 

----~-----·---

Elgenvalue 

5.28 
1.24 
1.06 
0.99 
0.93 
0.93 
0.88 
0.83 
0.77 
0.73 
0.69 
0.64 
0.41 
0.36 
0;27 
0.23 
0.18 
0.15; 
0,15 

. 0.10 
0.93. 
0.84. 
0.05 

0.052 
o.03o 

. 0.016 
o.abo 

% 

30.64 
7.19 
6.15 
5.74 
5.44 
5.40 
5.16 
4.87 
4.48 
4.28 
4.03 
3.72 
2.42 
2.10 
1.26 
1.36 
1.05 
0.92 
0.87 
0.59 
0.54 
0.48 
0.32 
0.30 
0.17 
0.09 
0.00 

% 
acumulativo 

30.64 
37.84 
44.00 
49.75 
55.19 
60.60 
65.76 
70.63 
75.39 
79.39 
83.43 
87.15 
89.58 
91.68 
93.25 
94.61 
95.67 
96.59 
97.47 
98.06 
98.60 
99.09 
99.42 
99.72 
99.90 

>100% 
>100% 

---·- ·---------

Resultnrios 

Tabla 9. Valores de distancia que 
existen entre los cultivos monospóricos 
de MX y cepas de referencia. 

Aislado/Cepa Aislado/Cepa Distancia 

MaPL5-8 MaPL 13-7 0.75 

MaPL 13-7 

MaPL13-7 

MaPL13-7 

MaPL13-7 

MaPL32-8 

MaPL8-6 

MaPL40-8 

MaPL20-8 

MaPL8-6 

MaPL 15-7 

MaPL38-2 

MaPL26-4 

MaPL26-4 

MaPL 18-1 

MaPL5-8 

Fl-985 

Fl-987 

1184 

Fl-1029 

2948 

2948 

Fl-987 

Fl-1029 

Fl-147 

2948 

MaPL8-6 

MaPL 14-4 

MaPL32-8 

MaPL 16-1 

MaPL40-8 

MaPL22-1 

MaPL20-8 

MaPL 18-1 

MaPL 15-7 

MaPL38-2 

MaPL26-4 

MaPL29-7 

MaPL31-8 

MaPL37-10 

Fl-985 

Fl-987 

1184 

Fl-1029 

2948 

Fl-698 

Fl-72 

2037 

Fl-147 

1914 

1941 

0.96 

0.95 

0.94 

0.92 

0.91 

0.88 

0.87 

0.90 

0.87 

0.85 

0.86 

0.89 

0.84 

0.71 

0.22 

0.34 

0.29 

0.18 

0.22 

0.15 

0.13 

0.11 

0.09 

0.15 

0.07 
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29480 
oFl-72 

Fl-10290 
oFl-698 

Fl-985 o 
Fl-9870 01184 

2037º 

Resultados 

MX 

Figura 23. Análisis de componentes principales. Agrupa los cultivos monospólicos de M. anisop/iae 
var. acridum de MX (circulo verde); cepas de referencia de M. anisopliae var. acridum (verde 
oscuro); M. flavoviride var. navoviride (morado); seguido por los ciados taxonómicos restantes del 
género Metarhizium. 

2948<?.. ~ ....... : ·.oFl-72 '-.. . . . .. 
Fl-1029c'. \ ·.. . .... ······ , 

/ \ \ 'oFI-~!?~---····· ..•.•• "TV'laf'~-a .• ! ) MX 
./~ ........ :.: .. ·~ .. -- .. ··: ,' 

Fl-985.0:· '. ·• : '-.... MaP'Lo7-10 / 
Fl-987'>"<3'··-·- \ "· ¡ ~ 

1184 --- ........ "P20~7 

\~.. ~ 

Figura 24. Árbol de tendido mínimo. Las líneas punteadas muestran la relación directa entre los 
aislados de MX (círculo verde) y cepas de referencia. Los números verdes muestran la relación 
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. anisop/iae var. acridum. de MX y 

cepas de referencia del género Metarhizium. 

Se estimó la diversidad genética de los cultivos polispóric~§. monospóricos 

y cepas de referencia utilizando el índice de Shannon '(L~0o~U~, 1972). los 

cultivos polispóricos y sus derivados monospóricos llo br~~entaron diferencia 

genética entre estos dos grupos, porque el índice de Shannon mostró 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) Relación 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 relación con los resultados obtenidos de la 

virulencia en langosta de los aislados de MX. 
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IX. DISCUSIÓN 

El control biológico de pl9ga~ agrícolas utilizando bioreguladores naturales 
-- - -- ---e-----'~·-.-- --~-----;-~=--=- ,-;-;=_•---=---~c-=o;c_c_--_-,,=--~--=-,;=-- -=--· ··-=---._----·--------- -=----

para el control de poblaciones d~ insecto~ promete ser una herramienta eficaz 

para obtener alimentos sanos.libr~side¿clomponellte~·q~lmíco~ (He~clríck et al., 
' .·' • .• _ .-- ·: ~ / • " • 1-- • /.~ • •,_. .• ;·.e·.. · ,. _. "· · _ -. ,., • - , _-.- - • - ; ·· ., ... 

2001; Quimby et al., 2002) . 

. Actualmente, paises como· .África, ,Australia~.yi~BrasÍhe.rnpleah el control 
-". - '._-,----,--_ ,--;;:---- ·=---°'."';':-~ '1'""'<.,-0::~,._,,-c~..,-.-~ "j-c-"=. "-;•/-;;';-==---=~=;=---,--~--'-=::oco7"' -_:;_,--__ : __ 

biológico para la regulación de la langosta y saltambnfos';LJtiÍiza'ndo'.el•hongo 

entomopatógeno M. anisop/iae var. acridum (anteriorm~nte ti{··~~~8·'!irlde); En 

África, investigadores involucrados en el programa LUBILOSÁ"'obt~vj~ron el 

agente microbiano Green Muscle™ para el control de la langosta cleL~ci~~ie.rto S. 

gregaria, y en Australia se desarrolló Green Guard™ por CSIRO, para el control 

de la langosta australiana Chortoicetes terminifera (Milner & Hunter, 2001; Milner, 

2002). Lo interesante del desarrollo de ambos agentes fue que evaluaron aislados 

autóctonos de cada país, seleccionando el más adecuado al clima de la región, y 

el que exhibió la mayor virulencia hacia el insecto. 

Para lograr que en MX se desarrolle un agente microbiano autóctono contra 

la langosta S. piceifrons piceifrons causante de grandes pérdidas económicas en 

el campo agrícola, se requiere de la búsqueda y selección de aislados fúngicos 

bien caracterizados altamente virulentos contra el insecto. Razón por la cual este 

trabajo se inició con la caracterización fenotípica y genotípica de. aislados de M. 

anisop/iae var. acridum de MX, reunidos en el Centro Nacional de Referencia de 

Control Biológico (Hernández-Velázquez et al., 1997). 

De acuerdo con Goettel & lnglis (1997) es necesario contar con 

poblaciones genéticamente homogéneas para tener un control de calidad estricto 

al producir un agente microbiano para su aplicación en el campo agrícola. Para 

iniciar este trabajo se obtuvieron cultivos monospóricos 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 monospóricos 

obtenidos y el cultivo original así como entre los 16 aislados originales en cuanto a 

crecimiento, esporulación y tamaño de conidios, si se observó que fue más fácil la 
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obtención de DNA y purificación de e.stos cultivos, así c~.mo _una 1;nej9r res9lución 

en la· arnplificª9ié>n dE3J~sbandas con el método:d~RAPD-P~Rutiliza~o.. 

Con.~cl;~d~~1;-~~;¡;~óri-f~;~tl~l~~ q~;'·R;~~~Ot~.~~l?"~~h~~g¿~-.;lt~~pÓricos, -

~f ~~:~fü:l~~,I~~f ;1~~~;¡~~~l1;m11]~~1tfü~f ;~ 
agrícola. '' ·4P<.c _i · · .. ''>': ·· · -

lniciaÍmente la clasificaciól1h1el/gérie~~··i:.1etafddtdfi,·5ef1~\/~ba a··· .. cabo, 

entre otros parámetros, por ~1;"t~~EiAo d~ los conidios (Rombach et al., .1986), 

reportando para M. f/avoviride~(a~tu~lmente M. anisopliae var. acridum de acuerdo 

al trabajo de Driver et al., 2C>09) un tamaño de conidios entre (6.5) 7 - 9 (11) x 4.5 

-5.5 µm. Driver et al. {2000) en el trabajo sobre revisión taxonómica del género 

Metarhizium, encontró que el tamaño de los conidios para M. anisopliae var. 

acridum fue de 4.5 (±0.41) x 2.6 (±0.6) µm. No obstante, la cepa Fl-985 de 

Australia tiene un mayor tamaño de conidios, 7.6 (±0.78) x 2.9 (±0.37) µm, aunque 

pertenezca a esta variedad. En nuestro trabajo, el tamaño de los conidios obtenido 

para los aislados de MX, osciló entre 5.0 - 6.5 x 2.5 µm, resultado que concuerda 

parcialmente con Driver et al. (2000). El tamaño de los con.idios de los aislados de 

MX, también se podrían clasificar dentro del ciado 6 de M: f/avoviride var. 

flavoviride (6.2 x 2.5 µm), ciado 3 de M. f/avoviride var. novazealandicum (6.0 ± 

0.48 x 2.4 ± 0.19 µm) o ciado 4 de M. f/avoviride var. pemphigum (5.4 ± 0.47 x 2.4 

± 0.43 ~1m) de la clasificación reciente de Metarhizium (Driver et al., 2000). 

Rombach et al. (1986) plantea que la diferencia en el tamaño de conidicis para M. 

flavoviride var. flavoviride podría deberse al hecho que las cepas provieilén de 

hospederos y países diferentes. 

Otra caracteristica fenotípica evaluada fue la virulencia de los cultivos 

monospóricos seleccionados en la langosta S. piceifrons piceifrons en condiciones 

de invernadero. Las herramientas que se emplearon para evaluar el grado de 

virulencia de los aislados fue el tiempo letal medio (toma en cuenta el número de 

insectos que sobreviven durante el bioensayo) y tiempo de sobrevivencia niedio 
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- .~ - .. -

(toma en cuenta el número de insectos mue;irtos durante el bioensayo) (Bateman et 

al., 1996). Se empJeªrQ_n13-~t()s·parámetros·para conocer el tiempo. que requiere el 
- - - -- - - .. -.-- --~-.-,-- :·"í,'~~--~ _:- ::~-~ ~~"¡-~~-~'.·~""'"=:-~:·~=¡:~-=-'= ¡";~-=-=--,~-~- ~~;----=-~~~;-;o-c7-___:.- .;,;;_;~--o--=-;-~o~--' ~---~ -=--,- -·.-, · ~ ~:-_<\-------o~ _ --=-- ___ -_-_--

hongo para. matar al-. hos~ed~ro; debido ·a cc1ué· ... 1a.· .. vfrul~nci~· d~I hong~ es un 
. · _ >¡:;-~ .. _·:·_::'<·:·:-!._·:;_:,_ :·'. :_:;. ,'·· :_; :'[>~· · .. ·-:;:..,: .. ~'.:_>·--·-,_,:·-,-:l ... ;:.!::.',_.;~;-:,_ . _-·<F: ,::>--:·:h.>- ... · : ;;~ . ·._.·. 

aspecto important~ •Pélrafip()(:ler:;;;¡;eJE:lc,9¡9Q~r :Jps ,ai~)a9o.s .. m~~. IJirulentps · Y. que 

~~~::d~:i~~:r~;i~ii1~f ~ri~~~~rr~~~i~;j~~¡~J~;l~~i1tF;~;~~ 
los insectos en ~n ti~mpo determinado. Para·e~t~ pr1:r~l:ia:s~~nec~~ita u ria cantidad 

- . ; '· .-·,\·,·-··, .. - .", •' ·.:: .• : :':>:: .: .. ·<: - !'.-:: .... ¡;-··:· :. -~-·-·. :"'· -. :·, ' '. ,· .: . - -

de ins~ctÓ:~ 'muy grande, para poder prob~rci.n~B 8Tfereinté's!coqcentraciones de 

conidios de cada aislado para cada prl.le~~:;:g~:~i~iici de que se estü.diaron 16 

aislad~s se optó por el TLM y TSM, ya quechciselretjLJiere de tantos insectos. 

La variabilidad en la virulencia.:ha~i~ I~ langosta encontrada entre los 16 

aislados estudiados (5.8 a 12 dias~de TLM) (Cano et al., 2002) apoyan la 

necesidad de estudiar siempre estc1 caracteristica antes de seleccionar cualquier 

aislado como controlador de la plaga. Los datos obtenidos en los bioensayps de S. 

piceifrons piceifrons concuerdan con los resultados de Hernández.,....Velázquez et 

al. (1998, 2000) quienes encontraron que el aislado MaPL40 (EH~50.2) fue el más 

virulento (TLM de 5 días) hacia la langosta en condiciones de laboratorio y la 

mortalidad del 100% de los insectos ocurrió al séptimo dia. Ennüestro trabajo se 

encontró el 100% de mortalidad al dia ocho con el aislado. M~PL32 (EH-531); 

aislado que Hernández-Velázquez et al. (2000) también reporta con alta virulencia 

hacia la langosta de MX. Por otra parte, Milner (2002) evaluó la virulencia de la 

cepa Fl-985 (ingrediente del agente microbiano Green Guard ™) hacia la langosta 

australiana presentando valores de mortalidad de 4 - 5 días. Bateman (1997) 

también reporta que el tiempo de mortalidad media es de 5 días para la cepa del 

agente microbiano Green Muscle™ hacia la langosta y saltamontes de África. Los 

resultados de virulencia del hongo hacia la langosta en el campo agrícola son 

diferentes, debido a que las condiciones en el campo no se pueden controlar 

(Berlanga-Padilla & Hernández-Velázquez, 2002). Por otro lado, se comparó la 

virulencia (con base en CLso) de dos aislados de M. anisopliae var. acridum 

(MaPL32 y MaPL40) de MX con la cepa Fl-985 de Australia hacia la langosta S. 
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piceifrons piceifrons en:condiciones de invernadero (Barrientos & Milner, 2001). Se 

emplearon ;tr~s;~c_o_l}_c~b_tr~io}1e~·,cie•· 103
, 10\ y\105 conidios·por•·insecto .. Se 

evaluaron·~-t~~p~j~!J~~i'(I5.H2ó7,2~:-_3:lF~55JC)·.;~\;Y~i~~h;;;~~·i:_~·~r;~ultad-~s. 

::::::;u~u~~6~~j~l~t~!¡jd~~~~l~i~:;@~Bi~~f ~~~J1~%~~t~;;~~~;;1ia ~:: 
virulenta ·él:: esta Jemperatüra peroJ.'cor1_~1a~J~rC.erai'_dosis,. mostrando'> que se 

·_-,--_·-~,~-----.-·º;::~~L.,_:-,:, __ ---::··· .''_ - · _ -':. ---~ :·---;-~--~----.:~F=~-~~~:.':~rt:~r:f:,~:p~:c.?:~JTF~?;~:~~:·)'.r~~c~~~~·:~~"~~:7:+~~r~~~-o--"";-"-?=o-~'.--~-=.~,=------=''----·-

necesitaba:una mayor cantidad d,e c~.n1cj1osipa.r~'el1rT11srn.º·ef~cto. Esto.dndica la 

relevanci~ de la selección de aislacibs ~~ 1'6ui:i'~~d-~ fas'cónciiciiories ~lim;átic~s de 
.. .· . , .. ~.'\<f•r .• (\Yi.'.T ::.;<:·· 'f • 

cada país, para lograr un control microbiano ad~cuado; ""' : ::• ···· 
·_ '· -- - : :~ ·~--~~-/'. :·:;~1.¿:~~;~;-_ ;.~t:liE fS_:~<·_,·-~;~/·~: .. ·:- -:·:;_: -: :,\::;;:·,\::~/ <·: 

. En la caracterización genotipica lóS~i~la~os/?e MX"sE:l~ª.IJ'~IUaron con 14 

oligonucleótidos arbitrarios propuestos. el1 t~~b~jo~,~~~~ió~' del gen~ro Metarhizium 

(Cobb & Clarkson, 1993; Driver et al., ;<Job): Eh el,e.~tudio s~ incluyeron cepas de 
' ,.,_ ' 

referencia de Metarhizium corresporidierites a los · 1 O ciados taxonómicos 

propuestos por Driver et al. (2000) para su comparación con los aislados de MX. 

Varios estudios indican que la técnica de RAPD-PCR es una herramienta útil para 

obtener una caracterización inicial de los aislados de hongos entomopatógenos 

correspondientes tanto del género Metarhizium (Cobb & Clarkson, 1993; Fegan et 

al; 1993, Bidochka et al., 1994; Leal et al., 1994; Driver et al., 2000), como para 

otros i.e., Paeci/omyces (Tigano-Milani et al., 1995; Cantone & Vandenberg, 1998; · 

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

al., 2003). 

Hasta la fecha, no se conoce ningún trabajo de caracterización genotípica 

donde se comparen los patrones polimórficos de DNA entre cultivos polispóricos y 

monospóricos de hongos entomopatógenos, a pesar de la relevancia de contar 

con poblaciones genéticamente homogéneas para estos estudios. En nuestro 

trabajo se observó que los patrones polimórficos de DNA genómico entre los 16 

cultivos polispóricos y monospóricos seleccionados fueron similares, no 

encontrando ninguna variabilidad genotípica entre ellos ya que mostraron el 

mismo índice de Shannon (Lewontin, 1972). Sin embargo, los cultivos 

monospóricos obtenidos en este trabajo siempre presentaron una mejor 
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amplificación y resolución que los ,cultivos polispóricos, por lo cual se recomienda 

llevar_ a cabo estos estudios.'cáh monospóricos de las cepas en estucli.o. 

_--E~l;~-~~~~~;~;}~~¡~~g~~ión, los aislados de M~-de--M,'"anlsopliáe var. 

acridum fofr1"1arpn0 Lln,:gr,úpp;~e¡:>arado (con un. valor de ·~p()~tstrap~_ ~§! .1 op0(o) de. las 

cepas .de·. réie;r~n'ci~;t'.gu,ei cor~esponden a los 10 ,dad()s:'.t_a,xbnórniC:os _del. g~nero 
Metarhizi~,i,~(Driy~F~t--~l.,;,2QOO). Los ais,lados de• MX 0ostra;onuna si~ilitu_d ·más 

estrech~-.c()n· ___ 1a:·~-~~a~"d,;M.-~fla~o~i~id;v;;,._nX~'o~1;j~~i(]9~/o')?;i,;~Jl"~~~~;·co~•-1as 
·cepas_d_e.1f '.yáriedád :acridwn la' similitudfuemeoOr((f3%).Este.:ires,ult~do.tambi_én 
10 obserV~·.·[;)river et a1. <2ooor en s'uNevi~ió;•·t;~()~óírlic~-~~i-~'.~r~~o·fÍA~tarh1z1um 
quien ~endona textualmente que el RAPD~PCR '~cokJirmái'e\ ;alto. grado de 

homogeneidad genética de los aislados de acrídidos as16¿rfic)~ú\::ércana·relación 
taxonómica con aislados de M. flavoviride var. flavovi;ide.'gih:efiib~-r~o; elárbOlde 

. - -- - ,.,-, _ _,._ ~- .. --,'.;-·- ~-;---":-.:oc~'. .,, .>·---·.··"·-·. __,• .. 

tendido mlnimo indica que los aislados tienen una gran';!)hllÜitÚd 66r1'i~ ;Vari~dad 
acridum. El coeficiente de correlación cofenética obtenido indica la solidez y 

robustez de los datos obtenidos (r= 0.99, P=0.0004). Ún estudio previo de los 

aislados MaPL40 (EH-502) y MaPL32 (EH-531) con base en las secuencias de 

D~A. indicaron corresponder a la variedad acridum ya que las secuencias eran 

similares con la cepa Fl-985 de Australia, del ciado 7 de la variedad acridum 

según Driver et al. (2000) (Barrientos et al., 2001 ). Los trabajos anteriores a la 

revisión taxonómica del género Metarhizium de Driver et al. (2000) agrupa la cepa 

Fl-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 Fl-987 de Nigeria, Green Muscle™ (actualmente M. anisopliae var. 

acridum) dentro del grupo de M. flavoviride no sólo con marcadores de RAPD­

PCR sino también con la hibridación de un fragmento obtenido por PCR de esta 

cepa, indicando que esta sonda es especifica de M. f/avoviride. Esta problemática 

de caracterización de los aislados de MX indica que se requiere secuenciar las 

regiones ITS o las regiones IGS como lo hicieron Pantou et al. (2003) para poder 

discernir con una mejor precisión la identificación de estos aislados. 

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

mostraron un agrupamiento de todos los aislados. La relación entre el patrón 
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polimórficodel DNA y el· origen geográfico, én .el géne,ro-Meta{hizium, _no ha sido .. 

encontrada por. varios ··autor~s· (Cobb & •• Clark~on, 1993; ·. Bjdo.chka -_eta/,, 1994 ;. 
ori~er ·;r;,,, ·2aao):·~5¡~~·~ºri1l;;í9~7¡:~g~a·11 ·;;t.;H(19e3f~'s1uaió~3o:.ªiSlacio~ ae M.- .·--·-

anisop/iae.var,,anisop1ia~ ;.M.i~nfsopliae,.vEJ.r.·.'rn~jL}s, -de dif~~en~es;habitats de •Un 

campo·de~a~~ 9~.~~ú6~re~Austrá.1i~.p~r ;eJi~ •. d.~ RAPD-PCR. Encontraron que 

los aisl~qo.s_s~ci~rll~~r~6. de a~uerdo ~a s~ hábit~t.'Leal et al. (1994 > caracterizaron 

por ~A?o~·RG'~;~f~i~l~d~~d~-·M;;hj;~¡J7¡~~.-d~"l~~·cuales cada cinco aislados 

correspondierÓn\:a<Au~fü~IÍá, 8f8:sil,)FihlaQdia ·.y Filipinas respectivamente. Los 

patronesp~JiTó~ica:~'.o:~íe~id9s fu~ro~ ~i:milares entre 1os aislados de1 mismo país 

y difer~~t~s ~ritr~;~iJe~tÓ Cle lás r~gi~iies geográficas estudiadas. Los aislados se 
. . ·: ''· ·' -""· •.' .. .: ,,. . ' · .. ,. '. ' '. - ' '. . ' ' , .. _,·.. . ~·' •: . ' 

agruparon en:é:Úátrogrüpos de acuerdo' a ~u,origen geográfico. Bidochka et al. 

(2001 )analizaron la genética de poblaci6nJ~ d~ B~ aislados de M. anisopliae de 

un área forestal y un área agrícola en Ontario, Ganada, utilizando aloenzimas, 

RAPO y RFLP-PCR del gen de la proteasa pr1. Los dos grupos fueron asociados 

con los dos tipos de hábitat. Además, al llevar a cabo la genética de poblaciones 

de los aislados, menciona que aunque M. anisop/iae es haploide y mitospórico, 

encontraron poblaciones recombinantes basado en el análisis de frecuencias 

alélicas de 10,000 poblaciones teóricas a partir de los 83 aislados de M. 

anisiopliae. Ellos sugieren la existencia de diferentes procesos de intercambio 

genético, como la parasexualidad. Este fenómeno, en el género Metarhizium, fue 

reportado desde 1980 por Al-Aidroos (1980) y Messias & Azevedo (1980) en 

condiciones de laboratorio. En el género Paeci/omyces, este proceso también se 

ha encontrado en ensayos de laboratorio (Riba y Ravelojoana, 1984). 

Leal-Bertioli et al. (2000), infectaron simultáneamente al insecto Phaedon 

coch/eariae (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, digestión total del DNA genómico utilizando 

enzimas de restricción y RAPD-PCR. Cuando infectaron al insecto 

independientemente con cada cepa no observaron recombinación del DNA. Estos 

autores mencionan que el intercambio genético observado al infectar el mismo 

insecto con las dos cepas simultáneamente, podría ser explicado por procesos de 
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diploidización, ' mutación, - --deleción, · translocasión, ~flujo· -- de .elementos 

extraD lj~lt:iere~ (9 •. ~~ f[~~~~D!~ll,l~n!~. -~~~ .~.· ª~s~'2!Cl~t>.~_ '2911 J'ª~í.cul as semejantes· a 
virus),. transferenda de,.ó~.e;s; r~R~úti~o~-c6~;--ti~-r{ip?~~riE;~~-y/o'p1.é~~idos de 
DNAs mit~condriales;Otr~:iví9;que 'P•od.rJa.;~xpUcª_rXl_a •\"~~iabilÍda'd. ·genética en 

~l~~Ii~~~;~~!ii~i1~!i~f tlll!f ~i~t~f~;:~~,i~iI~ 
muy importante en la evoluciórfd~fproc~'rióntes'Y'cietibngos, y se, presenta sobre 

todo en genes mitocondriales,. pero también se ha observado en men9r grado en 

genes nucleares (Walton, 2000). Bidochka et al. (1994) menciona que la 

clonalidad de M. flavoviride (actualmente M. anisopliae var. acridum) .~ugi~r~ un 

origen común y quizás una historia evolutiva reciente en comparªclón a M. 

anisopliae. 

Este tipo de estudios sobre caracterización genotlpica de hongos 

entomopatógenos para el control de insectos plaga permite conocer la estabilidad 

genética del organismo, tener un mejor control de calidad en la línea de 

producción del agente microbiano que será aplicado en el campo, y en un futuro 

distinguir entre la(s) cepas aplicadas, de aquellas cepas de las poblaciones 

silvestres. 
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Concl11sio11es 

X. CONCLUSIONES 

• 

• 

• 

• 

Los aislados de Metarhiziumanisopliaé~var. acridumde'MXformáron·un grupo 
: - -, .- ----e-- --,- --,--.---------==-o-__ -=---¡=-----'·.-o~-'-'-;'c..--o-;=.-o·.=--'-~'=-=----·-o--.-'-"-·-~-~~-'--'--·- ··----- .•. ___ _ 

aparte de los 10 cladps'delgénero·Mefa~hi;¡:ium prc)puestospor;Óriveret al. 

~:~~~;;,~ v~r~::nJ~~Y~~~~~:iifi1i~!!~~~'~f i:~h§~{;(\~!J~~Jn~: M. 

Los patrones e polimórfico~{d~;D~~'fgehÓ~ico ,en,tre~lo~ ·•.cu ltivos~~olispóric.os . y 

monospóric()~.fQ.er~n;,,~ÍMll~i~~·;'no';ehcontrándose. variabilidad .ge~~t;a ... Los· 

cultiv()S mo11p~,~~rÍqg~, 'pr~~~~t~ron una mejor obtención: p~rlff~ación y 

amplificacióB)if c?Nef~: .;:~· , . ·.· . . 
Los res~it~ci9~Dc:le\i1a}viÍÜlehcia entre los 16 cultivos monospóricos de M . 

• . ,.,. o_·,.;.-•- .. ,.' .:·· .. ,·=·· '· .. . . .. 

anisopliaé v~'~. ;~'.crtcJp',.fi; hacia la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons en 

condicio~~s,d~i,¡nJ~rnadero permiten sugerir los aislados MaPL40 (EH-502), 

MaPL16. (iif-l~~ra~);y'.fy,~pl.32 (EH-531) como candi~atos idóneos para la 

formulación de;~l1 ~gente.micro!Ji.ano, 

Los patrones p'Oli~órficqs de. ÓNA genómico · ho mostraron ninguna relación 

con la vari~billdad: d~ ICI ~irul~nqia en~ébn~rada .·en· los diferentes cultivos 

monospóÍico~de·M: a~isopliaeyar.· ~ÓridUfn. 
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XII. ANEXOS 

Anexo l. Medios de cultivo utilizados 

Medio y componentes 
Individuales 

Agar de Papa Dextrosa (APD) 

Infusión de Papa * 
Dextrosa (Droguería Cosmopolita) 
Agar (Bioxón) 

Concentración 
(g/L) 

300.0 
20.0 
15.0 

Anexos 

pH final 

5.6 

* Se prepara hirviendo 300 gr de papa blanca en 300 ml de agua destilada hasta 
su cocción y se filtra en varias capas de gaza. El medio se esterilizó 15 min a 
121ºC. 

Medio Líquido Sabouraud adicionado con 10% 
de extracto de levadura 

Peptona de caseína (Bioxón) 1 O.O 
Dextrosa (Droguería Cosmopolita) 40.0 
Extracto de levadura (Droguería Cosmopolita) 1 O.O 

El medio se esterilizó 15 mina 121ºC. 

6.7 
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Anexos 

Anexo 2. Resultados de la velocidad de crecimiento, tamaño de los conidios y 

esporulación de los aislados originales y sus monospóricos. 

AISLADO VELOCIDAD 15-18 d 
EH-483 mm/día 

co· 3.265 
MONOSPÓRICOS 

1 3.284 
2 3.314 
3 3.272 
4 3.303 
5 3105 
6 3.104 
7 3.24 
8 3.256 

PROMEDIO 3.235 
ANOVA n<0.01 No P=0.661 

AISLADO VELOCIDAD 15-18 d 
EH-484 mm/dla 

co· 3.937 
MONOSPÓRICOS 

1 4.034 
2 4.036 
3 3.921 
4 3.486 
5 3596 
6 3.864 
7 4.074 

PROMEDIO 3.859 
ANOVA n<0.01 No P=0.500 

AISLADO VELOCIDAD 15-18 d 
EH-486 mm/día 

co· 3.602 
MONOSPÓRICOS 

1 3.49 
2 3.323 
3 3.661 
4 3 523 
5 3.565 
6 3.636 
7 3.628 
8 3 55 
9 3.654 

10 3.63 
PROMEDIO 3.5682 

ANOVA a<0.01 No P=0.691 

co· =Cultivo Original 

CONIDIOS** 14 d 
µm largo 

5.128 

5.128 
5.085 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.213 
5.126 
5.13 

No P=0.417 

CONIDIOS*• 14 d 
l!mlar¡¡o 

5.126 

5.126 
5.128 
5.126 
5.126 
5.126 
5.128 
5.126 
5.128 

No P=0.461 

CONIDIOS .. 14 d 
l!mlar¡¡o 

5.298 

5.64 
5.427 
5.341 
5.128 
5.512 
5.213 
5.213 
5.128 
5.213 
5.213 

5.3028 
No P=0.537 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldlos/mL 

4.10E+08 

3.00E+08 
3.70E+08 
3.30E+08 
3 50E+08 
3.50E+08 
4.90E+06 
5.20E+06 
6.20E+06 
4.10E+08 

No P=0.065 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldíos/mL 

3.30E+08 

2.90E+08 
3.10E+08 
3 40E+06 
3.70E+06 
4.00E+08 
5.20E+08 
2.40E+08 
3.53E+08 

No P =O 340 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conídíos/mL 

2.70E+08 

3.20E+06 
3.70E+08 
3 30E+06 
2.80E+08 
3 50E+06 
3.80E+08 
4.20E+08 
4.10E+06 
3.90E+06 
2.60E+06 
3.51E+08 

No P =0.633 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

8 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

6 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

7 

CONIDIOS .. 14 d = El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos los cultivos originales y monospórlcos 
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AISLADO 
EH-487 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

PROMEDIO 
ANOVA a<0,01 

AISLADO 
EH-488 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
PROMEDIO 

ANOVA a<0.01 

AISLADO 
EH-489 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

PROMEDIO 
ANOVA a<0.01 

CO' =Cultivo Original 

VELOCIDAD 15-18 d 
mmldla 

3.625 

3.726 
3.782 
3.758 
3.676 
3.707 
3.667 
3.691 
3.742 
3.718 

No P=0.550 

VELOCIDAD 15·18 d 
mmldia 

3 51 

3.564 
3.596 
3.641 
3.778 
3.551 
3.838 
3.742 
3.727 
3.797 
3.706 
3.694 

No P=0.654 

VELOCIDAD 15·18 d 
mmldla 

3.64 

3.757 
3.757 
3.681 
3.59 

3.621 
3.706 
3.131 
3.63 
3.726 
3.622 

No P=0.675 

CONIDIOS .. 14 d 
µm largo 

5,384 

5.213 
5.128 
5.384 
5.128 
5.128 
5.298 
5.213 
5.213 
5.213 

No P=0.455 

CONIDIOS .. 14 d 
µm largo 

5.256 

5.17 
5.128 
5.298 
5.213 
5.213 
5.298 
5.213 
5.128 
5.128 
5.128 
5.1917 

No P=0.495 

CONIDIOs•• 14 d 
µm largo 

5.213 

5.213 
5.128 
5.298 
5128 
5.213 
5.341 
5.298 
5.128 
5.213 
5.217 

No P=0.624 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldlos/mL 

2.10E+08 

1.40E+08 
1.80E+08 
2.00E+08 
3.00E+08 
2.50E+08 
1.10E+08 
3.00E+08 
2.90E+08 
2.21E+08 

No P =0.665 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldios/mL 

3.50E+08 

2 10E+08 
3.20E+08 
2.90E+08 
2.50E+08 
1.40E+08 
3.40E+08 
4.40E+08 
4.10E+08 
3.70E+08 
3.30E+08 
3.10E+08 

No P=0.599 

ESPORULACIÓN 29 d 
ConldloslmL 

4 80E+08 

5.80E+08 
4.70E+08 
4.70E+08 
2.90E+08 
3.20E+08 
3.60E+08 
3.40E+08 
2.40E+08 
2.30E+08 
3.67E+08 

No P=0.978 

Anexos 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

4 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

7 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

CONIDIOS" 14 d =El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos los cultivos originales y monospórlcos 
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Anexos 

AISLADO VELOCIDAD 15·18 d CONIDIOSºº 14 d ESPORULACIÓN 29 d MONOSPÓRICO 
EH-490 mm/día µm largo Conldlos/mL SELECCIONADO 

ca· 3.778 5.128 4.30E+08 
MONOSPÓRICOS 

1 3.579 5.213 4.90E+08 
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 15·18 d CONIDIOS .. 14 d ESPORULACIÓN 29 d MONOSPÓRJCO 
EH-491 Mm/día µm largo Conldios/mL SELECCIONADO 

ca· 4.305 6.324 2.40E+08 
MONOSPÓRICOS 

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 4.418 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 e 
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 15·18 d CONIDIOS .. 14 d ESPORULACIÓN 29 d MONOSPÓRICO 
EH-493 Mm/dla µm largo Conldlos/mL SELECCIONADO 

ca· 3.984 6.239 1.50E+08 
MONOSPÓRICOS 

1 3.848 5.897 2.70E+08 
2 4 5.811 1.90E+08 
3 4.014 5.726 1.30E+08 
4 3.944 5.469 1.50E+08 
5 3.98 5.64 1.40E+08 
6 3.904 5.469 2.10E+08 
7 3.981 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 

CQ• = Cultivo Original 

CONIDIOS .. 14 d =El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos los cultivos originales y monospóricos 
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AISLADO 
EH-494 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

PROMEDIO 
ANOVA a<0.01 

AISLADO 
EH-497 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

PROMEDIO 
ANOVA a<0.01 

AISLADO 
EH-498 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

PROMEDIO 
ANOVA a<0.01 

co•: Cultivo Original 

VELOCIDAD 15·18 d CONIDIOS .. 14 d · ESPORULACIÓN 29 d 
Mm/dla µm largo Conldlos/mL 

3.736 5.555 3. 70E+08 

3.716 
3.686 
3.767 
3.747 
3.707 
3.702 
3.555 
3.651 
3.58 

3.679 
No P:0.662 

VELOCIDAD 15·18 d 
Mm/dla 

2.989 

2.994 
2.954 
2.889 
3.242 
3.133 

3.1 
3.179 
3.012 
3.272 
3.086 

No P:0.694 

VELOCIDAD 15·18 d 
Mm/di a 

3.787 

3.75 
3.768 
3.777 
3.666 
3.754 
3.828 
3.727 

3.8 
3.805 
3.763 

No P:0.609 

5.64 
5.384 
5.384 
5.298 
5.128 
5.213 
5.555 
5.298 
5.213 
5.345 

No P :0.510 

CONIDIOS'º 14 d 
µm largo 

5.128 

5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 

No P =o.442 

CONIDIOS .. 14 d 
µm largo 

5.128 

5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5128 
5.128 
5.128 
5.128 

No P :0.442 

3.90E+08 
4.30E+08 
5.80E+08 
7.00E+08 
3.80E+08 
4.70E+08 
5.10E+08 
3.30E+08 
4.30E+08 
4.69E+08 

No P:0.498 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldlos/mL 

4.50E+08 

4.90E+08 
4.30E+08 
4.80E+08 
4.80E+08 
5.40E+08 
5.60E+08 
6.80E+08 
5.90E+08 
4.80E+08 
5.26E+08 

NoP:0151 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldios/mL 

3.00E+08 

3.80E+08 
3.20E+08 
3.80E+08 
5.30E+08 
4.90E+08 
5.70E+08 
5.30E+08 
6.90E+08 
5. 10E+08 
4.89E+08 

No P :Q.027 

Anexos 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

4 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

7 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

B 

CONIDIOS .. 14 d" El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos tos cultivos originales y monospórlcos 
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AISLADO 
EH-499 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
PROMEDIO 

ANOVA n<0.01 

AISLADO 
EH-500 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

PROMEDIO 
A NOVA n<0.01 

AISLADO 
EH-502 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
PROMEDIO 

ANOVA n<0.01 

co• = Cultivo Original 

VELOCIDAD 15-18 d 
Mm/día 

3.746 

3.801 
3.943 
3.913 
3.802 
3.901 
3.919 
4,018 

-3.877 
3.728 
3.543 

3.8445 .. 
No p;,0.691 

VELOCIDAD 15-1 IÍ d 
Min/dia - -. 

3.786 

3.588 
3.602 
3.624 
3.573 
3.444 
3.657 
3.675 
3.474 
3,495 
3.74 

3.624 
3.59 

No P=0.772 

VELOCIDAD 15-18 d 
Mm/dla 

2.966 

2.995 
3.039 
2.971 
2.866 
2.778 
2.95 
2.928 
2.944 
2.889 
3.106 

2.9466 
No P=0.807 

CONIDIOS .. 14 d 
µm largo 

5.128 

5.427 
5.128 
5.128 
5.17 

5.128 
5.213 
5.128 
5.128 
5.213 
5.17 

5.1833 
No·P =0.490 

CONIDIOS .. 14 d 
·· · 'µin largo 

5.128 

5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 

No P=0.535 

CONIDIOS .. 14 d 
µm largo 

5.128 

5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 
5.128 

No P=0482 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldlos/mL 

3.30E+08 

2.20E+08 
1.50E+08 
2.50E+08 
1.50E+08 
1.90E+08 
1.40E+08 
2.10E+08 
1.50E+08 
1.60E+08 
3.10E+08 
1.93E+08 

No P =0.922 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conidios/mL 

4.30E+08 

4.80E+08 
6.30E+08 
4.20E+08 
5.20E+08 
5.10E+08 
3.30E+08 
3.50E+08 
3 80E+08 
4.00E+08 
3.70E+08 
3.50E+08 
4.31E+08 

No P=0.892 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conldios/mL 

3.90E+08 

3.90E+08 
3.70E+08 
4.10E+08 
3.30E+08 
2.80E+08 
3 90E+08 
2.90E+08 
4 10E+08 
2.90E+08 
3 60E+08 
3.52E+08 

No P =O 800 

Ane.ws 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

10 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

2 

. MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

8 

CONIDIOS .. 14 d =El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos los cultivos originales y monospórlcos 
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AISLADO 
EH-531 

co· 
MONOSPÓRICOS 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

PROMEDIO 
ANOVA a<0.01 

CO* = Cultivo Original 

VELOCIDAD 15·18 d 
Mm/dia 

4.402 

3.953 
4.741 
4.26 

4.903 
4.175 
4.221 
4.175 
4.508 
4.367 

No P=0.461 

CONIDIOS** 14 d 
µm largo 

5.555. 

5,897 
5.469 
5.469 
5.811 
5.469 
5.555 
5.469 
5.726 
5.608 

No P =0.473 

ESPORULACIÓN 29 d 
Conidlos/mL 

3.10E+08 

3.30E+08 
4.90E+08 
4.10E+08 
4.00E+08 
3.70E+OB 
6.10E+08 
5.50E+08 
6.40E+08 
4.75E+08 

No P =0.020 

Anexos 

MONOSPÓRICO 
SELECCIONADO 

8 

CONIDIOS** 14 d =El ancho de los conldlos fue de 2.564 µm en todos los cultivos originales y monospórlcos 
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