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RESUMEN

Metarhizium es uno de los géneros mejor conocidos de hongos entomopat6genos.
Dado su relevancia como agente microbiano de control biolégico, es necesario
conocer las caracteristicas feno y genotipicas de las especies utilizadas. Para ello se
estudiaron 18 aislamientos de M. anisopliae de la mosca pinta de los pastos
(Homoptera: Cercopidae. Se utilizaron once cepas de referencia del género
Metarhizium de las colecciones ARSEF (EEUU) y CSIRO (Australia) que representan
diez grupos (clados) taxonémicos de Metarhizium propuestos por Driver et al. (2000 ).
Para contar con poblaciones genéticamente homogéneas, se seleccionaron cultivos
monospaoricos obtenidos a partir del cultivo original aislado del insecto. La seleccién se
llevé a cabo considerando tres caracteristicas fenotipicas: velocidad de crecimiento,
tamafo de conidios, y esporulacidén. Se estimé la termotolerancia del hongo a 15, 25,
30, 35y 40 °C, de los 18 cultivos monospoéricos seleccionados y cepas de referencia.
La caracterizacion genotipica de los aislados de MX se llevd a cabo utilizando el
método del polimorfismo del DNA amplificado al azar utilizando 14 oligonucleétidos
arbitrarios (RAPD-PCR). Con los marcadores obtenidos se construyé una matriz de
presencia (1) ausencia (0). A partir de esta matriz se construyé un dendrograma por
medio del método de promedios aritméticos no ponderados (UPGMA). Se calcul6 el
coeficiente de correlacion cofenética. Se establecio la relacion de los cultivos
monosporicos y cepas de referencia, usando el analisis de componentes principales
(ACP) y arbol de tendido minimo (ATM). En la caracterizacién fenotipica se obtuvieron
de 5 a 12 cultivos monospodricos. Debido a que no se observaron diferencias
significativas (P >0.01) entre los cultivos originales y monospéricos obtenidos, la
caracteristica de seleccion del cultivo monospdrico fue aquel que mostré la mayor
esporulacién. La tasa de crecimiento a 25 y 30°C entre los aislados de MX y la cepa
de referencia FI 1029 de M. a. var. anisopliae mostr6 un patron similar, no se
observaron diferencias significativas (P >0.01). En la caracterizacion genotipica, los
14 oligonucledtidos utilizados amplificaron 339 marcadores en los perfiles moleculares
de RAPD-PCR. El dendrograma agrup6 a los aislamientos de MX en un grupo
separado de los 10 clados taxondmicos del género Metarhizium previamente
reportados. Los aislamientos de MX se relacionaron con el clado 9 de M. anisopliae
var. anisopliae representado por la cepa CSIRO FI-1029, de Eritrea. El coeficiente de
correlacion cofenética alcanzando un valor de r = 0.94, demostrando que el
dendrograma generado no es producto del azar, sino un fenémeno biolégico claro. Los
métodos de ordenacién (ATM y ACP) nos permitieron un analisis tridimensional de
todos los aislamientos donde se corrobora la clasificacion del dendrograma y se
muestra un mayor agrupamiento entre los aislamientos de MX con el clado 9. El
analisis genotipico muestra variabilidad entre los aislamientos de México estudiados.



ABSTRACT

Metarhizium is one of the best known genera of entomopathogenic fungi.
Given its relevance as microbial agent of biological control it is necessary to
know the pheno- and genotypic characteristics of the species to be used in the
field. We studied 18 isolates of M. anisopliae from the spittlebug (Homoptera:
Cercopidae), from the collection of the Centro Nacional de Referencia de
Control Biologico (CNRCB) in Tecoman, Colima. We used 11 reference strains
of the genus Metarhizium from the ARSEF (USA) and CSIRO (Australia)
collections, which represent the 10 taxonomic groups (clades) of Metarhizium
proposed by Driver et al. (2000). To have genetically homogeneous
populations, we chose monospore cultures obtained from an original culture
isolated from the insect. Selection was performed considering three phenotypic
characteristics: growth rate, size of conidia, and sporulation. Thermotolerance
of the fungus was estimated at 15, 25, 30, 35, and 40 °C, in the 18 selected
monospore cultures and the reference strains. Genotypic characterization of the
MX isolates was achieved by means of randomly amplified DNA polymorphism
using 14 arbitrary oligonucleotides (RAPD-PCR). With the obtained markers, a
presence (1) absence (0) matrix was constructed and the Jaccard index was
calculated, obtaining a paired genetic similarity matrix among isolates. From this
matrix a dendrogram was constructed by means of the unweighted pair-group
method using arithmetic averages (UPGMA). The cophenetic correlation
coefficient was calculated. The relation of the monospore cultures and the
reference strains was established by means of principal components (PCA) and
minimum scanning tree (MST) analyses. Phenotypic characterization yielded 5
to 12 monospore cultures. Because no significant differences (P >0.01) were
observed in the three analyzed characteristics between the original and
monospore cultures, the selection criterion of the monospore culture
corresponded to the one showing the largest sporulation. The growth rates at
25 and 30°C of the MX isolates and the reference CSIRO strain Fl 1029 of M. a.
var. anisopliae depicted a similar pattern; no significant differences (P >0.01)
were observed. Regarding genotypic characterization, the 14 oligonucleotides
used amplified 339 markers in the RAPD-PCR molecular profiles. The
dendrogram grouped the MX isolates in a separate group from the 10
taxonomic clades of the Metarhizium genus previously reported. The MX
isolates were related with clade 9 of M. anisopliae var. anisopliae represented
by the reference CSIRO strain FI-1029, from Eritrea. The cophenetic correlation
coefficient reached a value of r = 0.94, demonstrating that the generated
dendrogram is not a random product, but a clear biological phenomenon. The
ordination methods (MST and PCA) allows a tridimensional analysis of all the
isolates that corroborated the dendogram’s classification, and revealed a better
grouping of the MX isolates with clade 9. The genotypic analysis revealed
variability among the studied MX isolates.



1. INTRODUCCION

Actualmente el hombre se enfrenta ante la necesidad de una gran
produccion de alimentos para una poblacion en constante crecimiento y por
esta razon ha sido necesario implementar métodos que permitan combatir las
plagas que afectan cultivos de importancia econdémica. Sin embargo, el uso
indiscriminado de insecticidas sintéticos por muchos afios ha provocado gran
contaminacion ambiental. El control biolégico mediante el empleo de hongos
entomopatdégenos representa una alternativa eficiente ya que plantea la
regulacion de la plaga por sus enemigos naturales favoreciendo el
mantenimiento de procesos importantes en los ecosistemas y la conservacion

de recursos naturales (Lomer et al., 2001).

Existe una gran diversidad de especies de hongos entomopatdégenos, su
especificidad puede variar respecto a su hospedero y asi una sola especie
puede afectar diferentes 6rdenes de insectos (Samson et al., 1988). Alrededor
de 700 especies de hongos entomopatdégenos han sido reportados pero solo
diez de ellas han sido desarrolladas para el control de insectos, como:
mosquita blanca, afidos, termitas, saltamontes, langosta y escarabajos entre
otros (Butt et al., 2001). Varios productos con base en Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, Verticillium lecanii (Zimmermann) Viegas, Aschersonia
aleyrodis Webber, Metarhizium anisopliae  (Metschnikoff)  Sorokin,
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith, Metarhizium flavoviride
Gams & Rozsypal (ahora M. anisopliae var. acridum), y Nomuraea rileyi
(Farlow) Samson, actualmente son utilizados comercialmente (Ferron et al.,
1991; Zimmermann, 1993; Lacey et al., 2001).

Metarhizium anisopliae es un importante entomopatégeno que ha
coevolucionado en asociacion con insectos en un habitat dado (Bidochka et al.,
2001). Fue identificado por primera vez por Metschnikoff en 1879 al ser aislado
del escarabajo Anisoplia austriaca y se le denominé Entomophthora anisopliae
(Zimmermann, 1993). M. anisopliae tiene wuna distribucibn mundial
encontrandose en varios tipos de hébitat desde el artico hasta los tropicos y es
frecuentemente aislado del suelo (Bidochka & Small, 2005). Este hongo se

identifica facilmente pues desarrolla colonias de varios tonos de color verde y



algunas veces en color sepia o isabelino (Figura 1a), forma fialoconidios
compactos con cadenas largas de conidios, que al adherirse lateralmente
forman columnas en empalizada. Los conidios son cilindricos o elipsoidales
(Figura 1b) y miden de 5-7 X 3-4.5 um (Domsch et al., 1980; Tulloch, 1976).

La clasificacion de este género se ha hecho con base en sus caracteres
morfologicos principalmente (Tabla 1) y tradicionalmente se han reconocido
tres especies: M. album, Petch; M. anisopliae con dos variedades var.
anisopliae (Metsch.) Sorokin y var. majus Tulloch; M. flavoviride con dos
variedades: var. flavoviride Gams & Rozsypal, 1976; Rombach et al., 1986;
Rombach et al., 1987).

Figura 1. Morfologia del hongo Metarhizium anisopliae. a: imagen macroscépica de una colonia
en agar papa y dextrosa (APD) de 14 dias a 28°C; b: conidiéforo con conidios en el apice
encontraste diferencial de Nomarski 100X.

Estudios recientes han planteado una clasificacion con base en estudios
moleculares para este género. Entre ellos destaca el trabajo de Driver et al.
(2000) quienes al comparar las secuencias de las regiones ITS, 28S y D3 del
DNA ribosomal (Tablal) encontraron una gran diversidad separando el género

Metarhizium en diez grupos (clados).



TABLA 1. Taxonomia del género Metarhizium con base en caracteres
morfoldgicos y moleculares.

Taxones reconocidos | Taxones reconocidos
morfolégicamente* molecularmente**

Diez grupos (Clados)

M. album (Petch) M. album (1)
M. flavoviride tipo E (2)
M. anisopliae (Metsch.) Sorokin M. flavoviride var. novazealandicum (3)
var. anisopliae (Metsch.) Sorokin M. flavoviride var. pemphigum (4)
var. majus (Tulloch) M. flavoviride var. minus (5)

M. flavoviride var. flavoviride (6)
M. flavoviride (Gamsé& Roszypal) M. anisopliae var. acridum (7)

var. minus (Rombach) M. anisopliae var. lepidiotum (8)
M. anisopliae var. anisopliae (9)

var. flavoviride (Gams& Roszypal)
M. anisopliae var. majus (10)

*Samson et al. (1988); Hawksworth et al. (1995); Tulloch 1976; Rombach et al. 1986; Rombach
et al. 1987).
**Driver et al. (2000).

El mecanismo de infeccion de los hongos entomopatdégenos es
basicamente similar. En general, se inicia una vez que el conidio se adhiere a
la cuticula del insecto, donde se forma una estructura denominada apresorio,
que emite un tubo germinativo produciendo algunas proteasas, siendo la mas
activa la PR-1 (Figura 2). Las enzimas degradan la cuticula, el hongo invade el
hemocele y se disemina en los tejidos del insecto hasta provocarle la muerte.
Al final el hongo emerge a la superficie del insecto, esporula e inicia otra vez el
ciclo en otros insectos (St. Leger, 1995; Bidochka et al., 2000).

La relevancia de Metarhizium en el control biolégico se ha puesto en
evidencia por la aplicacién de diversas especies para el control microbiano de
plagas agricolas importantes en todo el mundo. En Brasil, desde hace varias
décadas se han utilizado diversas formulaciones para el control de la cigarrinha
(Homoptera: Cercopidae) en pastos forrajeros y en la cafla de azUcar. Esta
plaga (Mahanarva postica y M. fimbriolata) es considerada la plaga mas

importante en Brasil, donde afecta aproximadamente 800,000 ha de cultivos de




cafa de azucar, causando el 11% de pérdidas de las cosechas (Alves et al.,
2002).
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Figura 2. Mecanismo de infecciébn por hongos entomopatdégenos. 1: epicuticula; 2: gancho
fungico de penetracion; 3: placa de penetraciéon (Tomado de Charnley & St. Leger, 1991).

En México, esta plaga es conocida como mosca pinta o salivazo de los
pastos, esta constituida principalmente por Aeneolamia albofasciata Walk y
Prosapia simulans Walk (Homoptera: Cercopidae) y afecta la productividad de
cafa de azucar, pastizales y otras gramineas.

Su distribucion abarca las zonas cafieras y ganaderas del centro del
pais, areas litorales del Golfo de México y del Océano Pacifico (Figura 3),
principalmente en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo,
Puebla, Veracruz, Tabasco, Yucatan, Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Nayarit y
Sinaloa (Coronado, 1978).



- Estados productores de cafia
. Estados ganaderos

Figura 3. Mapa de México con los estados ganaderos y productores de cafia de azucar
afectados por el salivazo de los pastos (Modificado de Coronado, 1978).

El ciclo de vida del insecto consta de tres estadios: huevecillo, ninfa y
adulto. La denominacion de salivazo de los pastos se refiere al estado ninfal, ya
gue es cuando los insectos cubren su cuerpo con una secrecion blanquecina
gue tiene consistencia y aspecto de saliva (Flores, 1995). El dafio causado por
esta plaga varia ya que las ninfas se alimentan de los jugos de la raiz y los
tallos. El adulto se alimenta de retofios y hojas, causando fitotoxemia al
inocular enzimas aminoliticas y oxidantes lo que provoca la aparicion de
manchas amarillas disminuyendo su actividad fotosintética (Coronado, 1978; St
Leger & Roberts, 1997).

El combate de esta plaga ha sido tradicionalmente a través del uso de
insecticidas sintéticos, algunos de ellos prohibidos por la OMS debido a su
efecto toxico en el hombre. Una alternativa para disminuir el uso de estos
plaguicidas es la aplicacion del control biolégico utilizando el hongo M.
anisopliae. Algunas ventajas que presenta este micoinsecticida es que no
requiere ser ingerido pues actla por contacto, lo que implica baja toxicidad en

vertebrados, su inocuidad para el hombre y mamiferos (Toriello et al., 1999;



Toriello et al., 2005) asi como la facilidad para su produccion y su relativa
especificidad (Desphande, 1999).

La efectividad de M. anisopliae para el control del salivazo de los pastos,
requiere de innumerables estudios multidisciplinarios, asi como el desarrollo de
técnicas para el monitoreo e identificacion de aislados con un alto grado de
virulencia que garantice su eficiencia en el campo. La elaboracién de un
micoinsecticida debe realizarse con cepas autdctonas, de ahi la importancia de
hacer estudios feno y genotipicos de los aislamientos de México. Asimismo, es
de absoluta relevancia la genotipificacion de éstos, para su monitoreo y en el
caso de las casas comerciales para la identificacién de cepas particulares (Leal
et al., 1994).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dafio a la salud del hombre y la elevada contaminacion de la flora,
fauna y ambiente por los insecticidas sintéticos ha planteado la necesidad de
buscar alternativas para la proteccion de los cultivos contra el ataque de
insectos nocivos que causan grandes pérdidas a la agricultura. M. anisopliae
var. anisopliae es un hongo que permite controlar la plaga de la mosca pinta o
salivazo de los pastos. Con el proposito de aplicar en México este
bioinsecticida es necesario caracterizar feno y genotipicamente los
aislamientos de este hongo recolectados en México, para poder seleccionar los
mas adecuados de esta region para la elaboracién de un micoinsecticida

eficiente contra esta plaga.



2. ANTECEDENTES

Las estrategias clasicas para la identificacibn de hongos
entomopatdégenos con base en caracteristicas morfologicas y fisiologicas. Los
métodos bioquimicos como los patrones de isoenzimas han sido de gran
utilidad y se han aplicado para estudiar la variabilidad inter e intraespecifica de
hongos como N. rileyi y B. bassiana. Sin embargo, pequefias diferencias a nivel
de DNA pueden causar cambios en la estructura de las enzimas dando como
resultado bajos niveles de polimorfismo (Joslyn & Boucias, 1981).

También se han combinado analisis bioquimicos con caracteres
morfologicos. Por ejemplo, St Leger et al. (1992) realizaron estudios con
isoenzimas de aislamientos de Metarhizium spp. y Beauveria spp. y
encontraron gran variabilidad genética identificando cinco especies cripticas
dentro del género Metarhizium. Riba et al. (1986) compararon cepas a través
del tamafio de sus conidios, virulencia y perfil enzimatico, demostrando una
gran variabilidad genética y una homogeneidad relativa en aislamientos de M.
anisopliae var. majus aislado de Oryctes sp. (Coleoptera: Dynastidae). Yip et al.
(1992) y Rath et al. (1995) caracterizaron aislamientos de Metarhizium
anisopliae var. frigidum de suelos de pastos en Tasmania, combinando
germinacion y crecimiento a dos temperaturas, utilizacion de carbohidratos,
color de la colonia y tamafio de los conidios con la virulencia en el escarabajo
Adoryphorus couloni (Coleoptera: Scarabaeidae) encontrando algunas cepas
de este hongo podrian ser agrupadas como biocontroladores importantes.

Uno de los principales obstaculos para la aplicacion de un hongo
entomopatégeno como agente de control bioldgico es la poca informacion
sobre su caracterizacion genotipica. En los Ultimos afios se han desarrollado
técnicas con marcadores moleculares especificos para el estudio de la
variacion genética, determinacién del origen y estructura de poblaciones,
mapeo geneético, determinacion de patrones biogeograficos, reconstruccion de

filogenias e identificacién de microorganismos de interés (Otero et al., 1997).

Entre las técnicas moleculares que se han utilizado para estos fines
estan: el polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion (restriction
fragment length polymorphisms: RFLPs), amplificacién al azar del polimorfismo

del DNA (random amplified polymorphic DNA: RAPD), polimorfismo de la



longitud de fragmentos amplificados (amplified fragment length polymorphism:
AFLP), el analisis de las regiones ITS, 28S y D3 del rDNA. De éstas técnicas el
RAPD-PCR es una herramienta muy util para identificar y detectar el DNA de
interés ya que emplea oligonucledtidos cortos que se alinean a secuencias
multiples. El método ofrece varias ventajas: se pueden utilizar un conjunto de
primers al azar para el andlisis gendmico de una amplia variedad de especies;
no requiere técnicas preliminares como obtencién de sondas, membranas de
hibridacibn 6 secuenciacion nucleotidica; y cada marcador RAPD es el
equivalente de un sitio de union del primer a la secuencia de DNA (Williams et
al., 1990).

El RAPD-PCR se ha utilizado para estudiar variacién genética en hongos
entomopatdgenos. Entre los hongos entomopatégenos, Obornik et al. (2000)
llevaron a cabo un analisis de la variabilidad genética y las relaciones
filogenéticas entre aislamientos de Paecilomyces fumosoroseus, P. farinosus,
P. lilacinus, V. lecanii y Aschersonia sp. con base en el uso de RAPD-PCR, en
el que concluyen que el analisis es util para la reconstruccién de relaciones
inter e intraespecificas de estos hongos. Estudios previos realizados por
Tirano-Milani et al. (1995) permiten considerar esta técnica como una poderosa

herramienta para mejorar la taxonomia del género Paecilomyces.

Tigano & Aljanabi (2000) a partir de andlisis de RAPD encontraron una
gran variabilidad genética entre 28 aislamientos de N. rileyi, encontrando este
método como una herramienta Util de investigacion en la dinamica de

poblaciones.

Aislamientos del género Metarhizium se han caracterizado también
mediante el uso de RAPD-PCR. Cobb & Clarkson en 1993, fueron los primeros
en utilizar esta técnica para determinar el polimorfismo de ADN entre
aislamientos del patégeno M. anisopliae y M. flavoviridae a través de RAPD-
PCR obteniendo fragmentos polimorficos entre 0.3 y 2.7 Kb mediante el uso de
10 oligonucledtidos. Cada aislamiento fue diferente en cuanto al tamafio y
namero de productos de RAPD indicando un polimorfismo considerable.
Calculando la relativa similitud genética se diferenciaron los aislados en dos
grupos principales separando en el primer grupo la mayoria de los 10 aislados
de M. anisopliae y de M. flavoviride. Sin embargo, un aislamiento de M.



anisopliae de Australia presenté un alto grado de similitud al grupo de M.
flavoviride. Los aislados de M. anisopliae fueron agrupados en 3 subgrupos que
no estuvieron relacionados a su origen geogréfico y aunque se observé un gran
polimorfismo, tampoco se encontré una aparente asociacion entre el genotipo y
su hospedero original. Fegan et al. (1993), encontraron también un alto grado
de diversidad genética en aislamientos de M. anisopliae obtenidos de insectos
en cultivos de cafia de azucar, sugiriendo que el RAPD-PCR puede ser Uutil
para proporcionar una “huella digital* del hongo, ya que presenta persistencia

del genotipo en regiones especificas.

Posteriormente, Rakaotonirany et al. (1994) analizaron la relacion
filogenética entre aislamientos del género Metarhizium a través de la secuencia
de la region 28S rRNA e isoenzimas. El andlisis filogenético mostré la
separacion entre M. flavoviride, M. anisopliae y M. anisopliae var. majus. Esto
fue confirmado a través de analisis isoenzimatico. Bidochka et al. (1994),
diferenciaron por RAPD-PCR aislamientos de M. flavoviride que presentaban
caracteristicas morfolégicas intermedias de M. anisopliae y M. flavoviride.
Mavridou & Typas (1998) realizaron estudios del polimorfismo de M. anisopliae
var. anisopliae usando analisis de RFLP de rADN y mtADNA, logrando

clasificar 25 aislamientos en 20 diferentes grupos genéticos.

Driver et al. (2000) analizaron 123 aislamientos de M. anisopliae, M.
flavoviride y M. album a través de patrones de RAPD-PCR y secuencias de las
regiones ITS y 28S rDNA D3. Estos revelaron un alto grado de diversidad
reclasificando estos aislamientos en diez clados distintos descritos en la tabla
1. Dentro del mismo estudio realizaron ensayos de termotolerancia de algunas
cepas representativas de cada clado. Los resultados mostraron relacion entre
la regidn geogréfica de la cepa y su tolerancia a temperaturas asociadas a la
region. Estas observaciones concuerdan con resultados obtenidos por
Bidochka et al. (2001) quienes realizaron andlisis de genética de poblaciones
de 83 aislamientos de M. anisopliae, de una area forestal y agricola de Ontario,
Canada, separandolos en dos grupos, los cuales fueron asociados al diferente
tipo de habitat no asi al grupo de hospedero. El grupo de areas forestales
mostré una capacidad para crecer a temperaturas bajas (8 °C), mientras que el
grupo del &rea agricola presenté un buen crecimiento a altas temperaturas (35



°C) asi como resistencia a la exposicion a rayos UV. Los dos grupos mostraron
una estructura poblacional recombinante y clonal. La estructura de poblacion
de este hongo asi como su asociacion con su hbitat tiene gran relevancia

para su uso como agente de control biolégico.

Por otro lado, el uso de marcadores moleculares es de gran utilidad para
identificar facilmente las cepas liberadas en campo y poder monitorearlas. Este
trabajo tiene como objetivo caracterizar genotipicamente aislamientos de
México de la mosca pinta (Aeneolamia sp.), asi como determinar la
temperatura Optima de crecimiento con la finalidad de que los aislamientos
seleccionados como agentes microbianos para el control biolégico de este
insecto en México, estén debidamente caracterizados y puedan ser utilizados
en las zonas del pais donde se necesiten.



4. HIPOTESIS

El polimorfismo del DNA de los aislamientos fungicos de México

encontrados a través del método de RAPD-PCR, asi como su termotolerancia,

es diferente de los aislamientos del mismo hongo que habita otras regiones

geograficas.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar feno y genotipicamente aislamientos del hongo Metarhizium

anisopliae recolectados de insectos en México.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener cultivos monospdricos de 18 aislamientos de M. anisopliae aislados
de insectos en México de la coleccion del Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico-Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (Nacional Biological Control Reference Center-
Ministry of Agricultura: CNRCB-SAGAR) de Colima.

Seleccionar y conservar cultivos monospéricos de Metarhizium anisopliae
con base en la velocidad de crecimiento, esporulacion y tamafio de
conidios.

Caracterizar fenotipicamente los aislamientos de Metarhizium anisopliae
estudiados por medio de la termotolerancia (crecimiento a diferentes
temperaturas).

Obtener DNA de todos los aislamientos del hongo de México y cepas de
referencia de otros paises de las colecciones de la Agricultural Research
Service of Entomopathogenic Fungi, EEUU (ARSEF) y Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organization, Australia (CSIRO),
correspondientes a los diez clados propuestos por Driver et al., (2000).
Caracterizar genotipicamente los aislamientos de Metarhizium anisopliae,
por medio de la amplificacion al azar del polimorfismo del DNA, utilizando
oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-PCR).

Analizar y comparar el polimorfismo del DNA de los aislamientos de
Metarhizium anisopliae de México y de las cepas de referencia.



e Analizar y comparar la termotolerancia de los aislamientos de México y de
las cepas de referencia.



7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Material fungico

Se utilizaron 18 aislamientos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
colectados de la mosca pinta (Aeneolamia spp.) en México, de la coleccion del
Centro Nacional de Referencia de Control Biologico, de Colima y 11 cepas de
referencia representativas de los 10 clados descritos por Driver et al. (2000).
Las caracteristicas de los hongos pueden observarse en las Tablas 2 y 3. Cada
aislamiento obtenido directamente del insecto se conservé en agua destilada,
aceite mineral y nitrégeno liquido a —196 °C. Para los diferentes ensayos se
sembraron en medio APD (infusion de papa blanca 30 %, dextrosa 2 %, agar

1.5 %) y agar de Sabouraud (SAB) (Biox6n de México) y se incubaron a 28 °C.

7.2. Obtencion de cultivos monosporicos

El trabajo se llevdo a cabo a partir de cultivos monosporicos de los
aislamientos obtenidos del insecto, de acuerdo al método modificado de
Goettel & Inglis (1997). Se colocaron 2.5 mL de agar (Bioxén) al 1.5 % en un
portaobjetos estéril. Se ajustd una suspensién de M. anisopliae a 1 X 10*
conidios/mL en Tween 80 al 0.5 % con la cAmara de Neubauer. Se colocaron y
plaquearon 10 pL de esta suspensidon sobre el portaobjetos con agar. Con el
objetivo de 10 X se localizdé un conidio y con el objetivo de 40 X se verifico que
se encontrara un solo conidio en dicho campo. Se colocd el conidio
exactamente al centro del campo. Se cerro el diafragma hasta que solamente
se observé un pequeiio haz de luz sobre la regién donde estaba localizado el
conidio (area de 2 mm? aprox.). Se practicaron pequefios cortes con un bisturi
de manera que se form6 un cuadrado en torno a la circunferencia del haz de
luz. Se volvié a verificar que el area delimitada tuviera solamente un conidio,
todo bajo condiciones de esterilidad. Se tomo la fraccion de agar que contenia
el conidio y se colocé en una caja de Petri con APD, y se incub6 a 28 °C. Se
reviso el cultivo diariamente para constatar la aparicién de una sola colonia a
partir del conidio seleccionado (Figura 4). Los aislamientos monosporicos
obtenidos se conservaron en agua destilada estéril, aceite mineral y nitrégeno
liquido a -196°C.



Tabla 2. Datos de Metarhizium anisopliae aislados de la mosca pinta

(Aeneolamia spp.) en cultivos de cafia de azicar de México.

Clave Clave

1 2 Origen MX
UNAM CNRCB
EH-465 MaZC1A Veracruz
EH-466 MaZC2N Veracruz
EH-467 MaZC3A Veracruz
EH-468 MaGBA Veracruz
EH-469 MaGB3A Veracruz
EH-470 MaGB4 Veracruz
EH-471 MaNL18 S.L. Potosi
EH-472 MaNP1 S.L. Potosi
EH-473 MaNL1 S.L. Potosi
EH-474 MaNL2 S.L. Potosi
EH-475 MaNM1 S.L. Potosi
EH-476 MaNM2 S.L. Potosi
EH-477 MaOPS1 Oaxaca
EH-478 MaOPS2 Oaxaca
EH-479 MaMV Veracruz
EH-480 MaZP Veracruz
EH-481 MaBA Veracruz
EH-482 MaPAl Tuxtepec, Oaxaca

“UNAM = Universidad Nacional Autdnoma de México
2CNRCB = Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico
¥ MX = México



Tabla 3. Caracteristicas de las especies tipo de Metarhizium.

Clave Hospedero Origen Nombre Nombre Clado
ARSEF* Actual*** Frk
CSIRO**

Nephotettix
1941* virescens Filipinas - M. album 1
(Homoptera)
2948* Homoptera Brasil M. f.'var. minus M. flavoviride 2
Tipo E
Fl-698** Lepidoptera Nueva M. a.? var. M. f. var. 3
Zelanda anisopliae novazealandicum
Fl-72** Pemphigus Inglaterra M. a. var. M. f. var. 4
treherni anisopliae pemphigum
(Homoptera)
2037* Niliparvata Filipinas ~ --—--—--- M. f. var. 5
lugens minus
(Homoptera)
1184* Otiorhynchus Francia - M. f. var. 6
sulcatus flavoviride
(Coleoptera)
FI-985** Austracis Australia M. a.? var. M. a.? var. 7
guttulosa anisopliae acridum
(Orthoptera)
7
FI1-987** Ornithacris Nigeria M. f. var. M. a. var.
cavroisi minus acridum
(Orthoptera)
Fl-147** Lepidiota Australia M. a. M. a. var. 8
consobrina lepidiotum
(Coleoptera)
FI-1029** Schistocerca Eritrea - M. a. var. 9
gregaria anisopliae
(Orthoptera)
1914* Oryctes Filipinas - M. a. var. 10
rhinoceros majus
(Coleoptera)

*ARSEF = Agricultural Research Service of Entomopathogenic fungi, EEUU.

** CSIRO = Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization, Australia.

*** Nombre y clados de Metarhizium caracterizados geno y fenotipicamente por Driver et al.

(2000).

! M. f.= Metarhizium flavoviride, > M. a. = Metarhizium anisopliae



Figura. 4. Obtencion de cultivos monospdricos. a) bloque de agar con cultivo obtenido de un
solo conidio. b) cultivo monospérico de 72 horas aproximadamente.

7.3. Comparacion y seleccion de cultivos originales y monosporicos

Para seleccionar, el cultivo monosporico para ser utilizado en las pruebas
posteriores, de caracterizaciéon feno y genotipicas de los aislamientos se
tomaron en consideracion los siguientes criterios:

a) Crecimiento radial

El cultivo original y los monosporicos obtenidos se sembraron en placas con
APD. En el centro de la caja de Petri de 100 mm de didmetro se hizo un pozo
de 0.6 cm de didmetro y se le agregé 100 pL de una suspensién de 1 X 10°
conidios/mL de cada cultivo. Las cajas se incubaron a 28 °C, cada tercer dia se
registrdo el crecimiento de la colonia en cm (en dos planos perpendiculares
para sacar el promedio) hasta que la colonia alcanzé el borde de la caja a los
17 dias.

b) Esporulacion

Al final del crecimiento radial de los cultivos (17 dias) se agregaron 10 mL
de Tween 80 al 0.5 % estéril en la superficie de la placa y con ayuda de un asa
se raspO para extraer el total de conidios. De esta forma se obtuvo una
suspensién de conidios que fue cuantificada en la camara de Neubauer.



c) Tamafo de Conidios

A los 10 dias de cultivo en APD se tomé una muestra del cultivo original y
de cada cultivo monospdérico obtenido. Se midieron diez conidios, registrando la
longitud y anchura en pum, con ayuda de un ocular calibrado en un microscopio

optico Olympus CH-2.

d) Andlisis estadistico

Para selecccionar el cultivo monospadrico de cada aislamiento, se aplicé un
andlisis de varianza (ANOVA) a los datos que se obtienen de cada
caracteristica, para observar significancias entre los cultivos originales y los

monosporicos obtenidos.

e) Seleccion de cultivos monospdéricos

Para seleccionar el cultivo monospérico se compararon los resultados de
las pruebas arriba mencionadas entre los aislamientos y sus monosporicos.
Como en ninguna de las pruebas se encontrd diferencia significativa, el criterio
qgue se tomo para la seleccion fue del cultivo monospadrico que presentd mayor
namero de conidios/mL, debido a que esta estructura es el ingrediente activo

de un micoinsecticida.

7.4. Mantenimiento y conservacién de cultivos originales y monosporicos

seleccionados

a) Conservacion en agua destilada esteéril

Se sembraron los hongos en cajas de Petri con APD, una vez que se
obtuvo suficiente crecimiento se cortaron tres fragmentos redondos de 5 mm de
diametro y se colocaron en frascos de vidrio de 5 mL con agua destilada estéril.
Se taparon, engargolaron, etiquetaron y guardaron a 4°C para su conservacion.

b) Conservacion en nitrégeno liquido

A partir de cultivos frescos de cada hongo se hizo una suspension de
conidios con glicerina al 10 % y se colocé en criotubos de 2 mL. Se dejaron a
4°C por 2 horas, luego se colocaron durante 12 horas a 0°C para luego
almacenarlos a —196 °C, previa identificacion especifica.

c) Conservacion en aceite mineral

Se sembraron los cultivos en tubos de plastico de 5 mL con tapdén de rosca
y con 2.5 mL de APD y se incubaron a 28 °C. Una vez que alcanzaron un buen



crecimiento se agrego6 aceite mineral estéril de modo que cubriera por completo

el APD. Se almacenaron a 4 °C.

7.5. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos a estudiar por medio
de la termotolerancia

a) Termotolerancia

Para determinar la tolerancia de los aislamientos a diferentes temperaturas,
se sembraron los aislamientos del hongo en Agar de Sabouraud-dextrosa
adicionado de extracto de levadura (peptona de soya al 1 %, glucosa al 4 %,
extracto de levadura al 1 % y agar al 1 %) (SDYA) durante 7 dias a 28 °C. A
partir de estos cultivos se realiz una suspensién de 1 X 10° conidios/mL. En el
centro de una caja con medio SDYA se colocé un circulo de papel filtro estéril
de 6 mm de diametro y se impregnd con 2 pL de la suspension conidial (2 X
10° conidios). Se incubaron 5 cajas para cada temperatura a evaluar (10, 25,
30, 35 y 40 °C). Se midi6 el crecimiento (diametros perpendiculares de la
colonia) durante 14 dias. De esta forma se pudo determinar la temperatura
Optima de crecimiento de cada. Se calculé la tasa de crecimiento mediante la
siguiente formula:

Tasa de crecimiento = Diametro final — Didmetro inicial
Dias totales del ensayo

b) Andlisis estadistico

Todos los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA,a = 0.05) para detectar diferencias significativas entre aislamientos y
entre temperaturas. Cuando se encontraron significancias se aplico la prueba

de comparacién multiple de medias de Tukey.

7.6. Caracterizacion genotipica de los cultivos originales y monosporicos
a) Extraccion de DNA
Se obtuvo DNA de los aislamientos originales, de las once cepas de
referencia y de los monosporicos seleccionados de M. anisopliae. Debido a que
en trabajos previos con otros entomopatdgenos no se encontraron diferencias

entre cultivos polispéricos y monosporicos en la prueba de RAPD-PCR



(Toriello y Reyes-Montes, com. pers.), solamente se trabajo con los cultivos
monospodricos. La masa micelial se obtuvo de cultivos en medio liquido de
SDYA incubados a 28 °C durante 10 dias en agitacion a 150 rpm.
Posteriormente, se separ6 el micelio por filtracion con un embudo Blichner con
papel Whatman No. 1 y se lavo con agua destilada estéril. El micelio se coloco
en papel filtro estéril, se sec6 y se pasd a un mortero al cual se le agregd
nitrégeno liquido para macerar la masa micelial hasta obtener un polvo fino.
Este material se colocd en un tubo Eppendorf estéril, se agregaron 600 uL de
buffer de lisis (Tris HCI 50 mM, EDTA 50 mM, SDS 3 %, mercaptoetanol 1 %),
agitando firmemente el tubo hasta obtener una mezcla homogénea y se
centrifugé a 20 000 X g durante 5 minutos. El sobrenadante se separd, se le
afadié proteinasa K (Dako, US) (200 pg/mL concentracion final), y se agitd
firmemente. Se incub6 la muestra a 55 °C por 1.5 h. Se agregd RNAsa
(Qiagen, Alemania) (500 pug/mL) incubando a 37 °C por 2 h. Luego se agrego
500 pl de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Invitrogen) y se agitd
firmemente hasta obtener una muestra con un aspecto lechoso. Se centrifugé a
20 000 X g, por 15 min y se separoé la capa mas superficial del sobrenadante
para transferirla a un tubo Eppendorf nuevo. Se agregd proteinasa K y se
incubd a 55 °C, por 30 min. Se repiti6 el tratamiento de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se obtuvo de nuevo el sobrenadante. Para iniciar la
precipitacion se afiadié 10 pL de una solucion de acetato de sodio al 3 %. Se
agregaron 2 volimenes de etanol absoluto (JB Baker) conservado a -20°C el
tubo se invirtio varias veces hasta visualizar la precipitacion del DNA. Se
almacen6é a — 20 °C hasta el dia siguiente. Posteriormente, la muestra se
centrifugd por 2 min a 20 000 X g para obtener el precipitado en el fondo del
tubo. Se decanto el etanol y se lavo dos veces con etanol al 70 % sin perturbar
la pastilla y se centrifugé 2 min a 20 000 X g. Se decanto el alcohol y se seco el
DNA invirtiendo el tubo por 10 min. EI DNA obtenido fue resuspendido en agua
Milli-Q estéril, y se almaceno a —20 °C hasta su uso.

b) Cuantificacion del DNA por electroforesis

El DNA extraido se cuantificO por electroforesis en gel de agarosa (al 0.8
% con 0.5 ug/mL de bromuro de etidio), en amortiguador TBE 0.5 X (1.34 M tris
base, 0.45 M acido bérico y 0.025 M de EDTA). En los primeros carriles del gel
se colocaron cinco concentraciones (10, 20, 50, 100, y 200 ng) del fago



lambda (Gibco BRL, US) y en los siguientes carriles se colocé una mezcla de 2
uL de DNA de cada aislamiento y 2 ulL de amortiguador de muestra
concentrado (0.25 % azul de bromofenol, 0.25 % xicolcianol, 25 % Ficol 400).
El corrimiento electroforético se realiz6 a 100 V para observar el DNA usando
un transiluminador de luz ultravioleta T1202 (Sigma). La imagen de los geles se
capturé con un foto documentador Synoptics (Syngene Cambridge) y se
imprimio en una impresora térmica Sony 650 (Tokio). La cuantificacion del DNA
se realiz6 por comparacion de las muestras con la curva obtenida de diferentes
concentraciones (10, 20, 50, 100 ng) del fago lambda (Gibco BRL).

c) Obtencién del polimorfismo del DNA por amplificacion al azar,

utilizando oligonucleétidos arbitrarios (RAPD-PCR)

Se utilizaron 14 oligonucledtidos arbitrarios (Tabla 4) propuestos por Cobb &
Clarkson (1993) y Driver et al. (2000). Se analizaron todos los DNAs de las
cepas de referencia, asi como del monospoérico seleccionado de los
aislamientos del hongo M. anisopliae. Para la estandarizacion del método se
probaron los programas de amplificacion descritos por Cobb & Clarkson (1993)
y Driver et al. (2000) (Tabla 5).

Las reacciones de RAPD-PCR se llevaron a cabo en tubos para PCR de
250 pL en un volumen final de reaccion de 25 pL. La mezcla de reaccion
estuvo formada por amortiguador de PCR (1 X), 2.5 mM de MgCl, (Rocher), 2
mM de la mezcla de deoxinucleoétido trifosfato: dATP, dGTP, dCTP y dTTP
(Gibco), 0.2 mM de cada oligonucle6tido (Operon), 10 ng de DNA, 1 U de Taq
polimerasa recombinante (Rocher, Francia) y se ajusté el volumen con agua
Milli Q estéril (Driver et al., 2000).

La amplificacion del DNA se hizo en un termociclador Cycler (Bio Rad,
Hercules, CA). Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 0.5 X y se tifieron con bromuro
de etidio a 10 pg/mL, se utilizé como referencia una escalera de peso molecular
de 123 bp (Gibco). La imagen de los geles se captur6 con un foto
documentador Synoptics (Syngene) y se imprimié en una impresora térmica
Sony 650 (Tokio).



d) Andlisis estadistico

Los productos de amplificacién de los aislamientos y de las cepas de
referencia se analizaron mediante la construccion de una matriz de
presencia/ausencia de bandas. Se calculé el grado de similitud de acuerdo al
coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908, Real & Vargas, 1996) y con ella se
elabor6 un fenograma por medio del programa UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method Using Arithmetic Average).

Para medir la veracidad del resultado del fenograma con la matriz de
similitud original, se calculo el coeficiente cofenético de correlacion (Sneath &
Sokal, 1973). Se establecié multidimensionalmente la relacion de los cultivos
monosporicos y cepas de referencia usando el andlisis de componentes
principales y arbol de tendido minimo. Los andlisis mencionados se llevaron a
cabo con el programa NTSYS-PC (Numerical taxonomy and multivariate
analisis system) ver. 2.0 (Rholf, 1993).



Tabla 4. Iniciadores y secuencias utilizadas en la técnica de RAPD-PCR.

INICIADOR SECUENCIA

HO1* 5-GGTCGGAGAA-3
HO2* 5-TCGGACGTGA-3’
FO6* 5-GGGAATTCGG-3'
FO7~* 5-CCGATATCCC-3
FO8* 5-GGGATATCGG-3’
F10* 5-GGAAGCTTGG-3’
OPAO1** 5-CAGGCCCTTC-3’
OPAOQO4** 5-AATCGGGCTG-3
OPAO5** 5-AGGGGTCTTG-3
OPAOQO8** 5-GTGACGTAGG-3
OPAQ9** 5-GGGTAACGCC-3
OPAO010** 5'-GTGATCGCAG-3
OPAO16** 5-AGCCAGCGAA-3’
OPAQ019** 5'-CAAACGTCGG-3’

* Driver et al., 2000.
** Cobb & Clarkson, 1993.

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

Driver et al. (2000) Cobb & Clarkson (1993)*
Activacion de la Taq polimerasa Activacion de la Taq polimerasa
94°C 5 min 94°C 5 min
Primer ciclo Primer ciclo
94°C 5 min 94°C 5 min
40°C 2 min 32°C 2 min
72°C 3 min 72°C 2 min
39 ciclos 45 ciclos
94°C 1 min 94°C 1 min
40°C 90 seg 35°C 1min
72°C 2 min 72°C 2 min

*Programa utilizado en este trabajo



8. RESULTADOS
8.1. Obtencion de cultivos monospadricos

Se obtuvieron entre 5 y 15 cultivos monospdricos de los aislamientos de
M. anisopliae como se muestra en la tabla 6. En la figura 5 se muestra la
comparacién de una colonia original del aislamiento EH-465 y seis de los

cultivos monosporicos obtenidos a partir de ella.

Figura 5. Comparacioén entre cultivo original EH-465 y los seis monosporicos obtenidos (M-1 a
M-6) de los aislamientos del hongo M. anisopliae.

8.2. Caracterizacion fenotipica de cultivos originales y monospéricos

para su seleccién

a) Crecimiento radial

En la figura 6 se muestra un ejemplo de la curva de crecimiento del
cultivo original EH-466 y los nueve monospéricos obtenidos (Figura 6). Las
tasas de crecimiento calculadas como esta descrito en material y métodos se
muestran en la tabla 6. La tasa de crecimiento entre todos los aislamientos
varié de 0.325 a 0.573 cm/dia y no se observé diferencia significativa entre

ellos (Anexo 1).
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Figura 6. Curva de crecimiento del aislamiento EH-466 original y los nueve cultivos
monosporicos obtenidos del hongo M. anisopliae.

b) Esporulacién

La produccién de conidios después de 17 dias de incubacién no mostré
diferencias significativas (P > 0.01) entre los cultivos monospdricos obtenidos y
el original de los 18 aislamientos estudiados. En la figura 7 se muestra un
ejemplo de los conidios/ml de cada cultivo monospérico en comparacion con el
cultivo original.
c) Tamafio de conidios

Las medidas de los conidios (largo y ancho) después de 10 dias de
incubacion no mostraron diferencias significativas (P > 0.01) entre los cultivos
monosporicos y el original de cada aislamiento. El largo de los conidios de
todos los aislamientos y monosporicos vario de 7.4 um a 8.47 yum, mientras que

el ancho fue de 2.54 pm para todos (Tabla 6).
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Figura 7. NOmero de conidios/ml del aislamiento EH-473/4 original y ocho cultivos

mMonosporicos

d) Seleccion de cultivos monosporicos

Para seleccionar el cultivo monosporico se compararon los resultados
del analisis de varianza para cada prueba entre los aislamientos y sus
monosporicos obtenidos. En ninguna de las pruebas se encontraron diferencias
significativas por lo que el criterio que se tomo para su seleccion fue el cultivo
monospodrico que presentd mayor numero de conidios/ml. Los monosporicos
seleccionados aparecen en la tabla 6. Toda la caracterizaciébn genotipica
posterior se llevd a cabo con el cultivo monospérico seleccionado, asignandole
a cada aislamiento el numero del monosparico, por ejemplo EH-473/4.
Los resultados de las tres pruebas y el analisis estadistico de cada aislamiento

y los monospdéricos obtenidos se incluyeron en el anexo 1.



Tabla 6. Aislamientos de Metarhizium anisopliae estudiados, niumero de
cultivos monospdricos obtenidos, tasa de crecimiento, produccion de
conidios y largo de conidios.

. . Monospéricos  Tasade Produccién de Largo Monospérico
Aislamiento . .. . . .
obtenidos crecimiento  conidios/ml de conidios* Seleccionado

EH-465 10 0.540 1.98 X 10° 7.692 8
EH-466 13 0.557 1.79 X 10° 7.692 2
EH-467 12 0.556 3.43 X 108 7.353 6
EH-468 15 0.521 3.63 X 10° 7.371 1
EH-469 10 0.442 165 X 10° 7.692 7
EH-470 9 0.383 4.69 X 108 7.947 6
EH-471 13 0.371 130 X 10° 7.692 3
EH-472 9 0.321 4.47 X 107 7.691 6
EH-473 8 0.423 3.08 X 108 7.435 4
EH-474 8 0.413 9.63 X 10° 7.692 6
EH-475 5 0.407 204 X 107 7.692 2
EH-476 7 0.328 1.64 X 10° 7.692 3
EH-477 10 0.515 1.93X 10° 7.692 5
EH-478 8 0.456 3.06 X 10° 7.4 1
EH-479 10 0.509 4.20 X 10° 7.57 2
EH-480 10 0.506 562 X 10° 7.692 8
EH-481 5 0.557 4.33 X 107 7.692 1
EH-482 14 0.552 553 X 107 7.349 8

*Los datos muestran el promedio de cada parametro entre el cultivo original y los monospéricos
obtenidos.



8.3. Termotolerancia de aislados originales y cepas de referencia

Los resultados de crecimiento a diferentes temperaturas (°C) en cm
diametro conidial a los 14 dias de los cultivos originales, y especies tipo se
muestran en la tabla 7. Las tasas de crecimiento para cada temperatura se
muestran en el anexo 2.

Los cultivos originales que mostraron mayor crecimiento a 15°C fueron

EH-465, EH-466, EH-467 y EH 468, presentando una tasa de crecimiento de
0.134, 0.139, 0.132, y 0.137 y cm/dia respectivamente (Anexo 2) y los de
menor crecimiento fueron EH-472 y EH-481 que no tuvieron crecimiento al
término del ensayo. El andlisis estadistico reveld diferencias significativas (P<
0.01) entre los cultivos estudiados. La comparacion de medias multiple (Tukey)
ordend a los 18 aislamientos en 8 grupos diferentes (Tabla 7).
A esta temperatura la especie tipo que tuvo mayor desarrollo tuvo fue
CSIROFI-1029, con una tasa de crecimiento 0.157 cm/dia + 0.009 y la de
menor crecimiento fue ARSEF1941 con 0.007 cm/dia de tasa de crecimiento
(Anexo 2). El andlisis estadistico revel6 diferencias significativas entre las
cepas, Y la prueba de Tukey ordeno a las once especies tipo en 6 grupos.

En la misma tabla 7 se muestra el crecimiento de los aislamientos a 25
°C, mostrando el mayor crecimiento EH-465, presentando una tasa de
crecimiento de 0.047 + 0.005 cm/dia y el menor crecimiento EH-472 con una
tasa de crecimiento de 0.264, + 0.019 cm/dia (Anexo 2). El analisis estadistico
reveld diferencias significativas (P < 0.01) en el crecimiento entre los
aislamientos a 25 °C y la prueba de Tukey mostré 7 grupos diferentes. Con
respecto a las especies tipo a esta temperatura la que mayor desarrollo
alcanz6 fue CSIRO FI-1029 con una tasa de crecimiento de 0.50 + 0.009
cm/dia y la de menor desarrollo, ARSEF1941 con una tasa de crecimiento de
0.050 cm/dia (Anexo 2). El andlisis estadistico revelod diferencias significativas
entre cepas a esta temperatura con 7 grupos diferentes. Especie tipo CSIRO
FI-1029 de Metarhizium anisopliae var. anisopliae presenté un desarrollo
similar a los aislamientos de México (Tabla 7).

A 30 °C, los aislamientos que mostraron el mayor crecimiento en esta
temperatura fueron EH-467 y EH-468, los cuales presentaron una tasa de

crecimiento de 0.501 + 0.007 cm/dia para el primero, y 0.507+ 0 cm/dia para el



otro (Anexo 2). El aislamiento que menor crecimiento mostré fue EH-480 con
una tasa de crecimiento de 0.299 = 0.001 cm/dia (Anexo 2). El analisis
estadistico revel6 diferencias significativas (P < 0.01) entre cepas y mostré un
ordenamiento de los 18 aislamientos en 8 grupos.

Con respecto a las especies tipo a 30°C la que mas desarrollo alcanzo

fue CSIRO FI-1029, con una tasa de crecimiento de 0.387 + 0.003 cm/dia
(Anexo 2). La cepa CSIRO FI-698 no mostré desarrollo al término del ensayo a
esta temperatura. El analisis estadistico, revel6 diferencias significativas (P <
0.01), en el desarrollo de las 11 especies tipo a esta temperatura, y la prueba
de Tukey distribuy6 las cepas en 9 grupos.
En la tabla 7 también se muestra el crecimiento de los aislamientos a 35 °C. El
que mostro el mayor crecimiento a esta temperatura fue EH-471, el cual
presentd una tasa de crecimiento de 0.032 cm/dia. A esta temperatura la
mayoria de los aislamientos no crecieron: EH-465, EH-466, EH-468, EH-470,
EH-472, EH-474, EH-476, EH-478, EH-480 y EH-482. El analisis estadistico
revelo diferencias significativas (P < 0.01), entre aislamientos y la comparacién
multiple de medias (Tukey) distribuy6é los 18 aislamientos en 4 grupos. El
crecimiento en las especies tipo disminuyé considerablemente a esta
temperatura, s6lo mostraron crecimiento las cepas ARSEF 1914, CSIRO FlI-
985, CSIRO 987 y CSIRO FI-1029, con tasas de crecimiento bajas de 0.047 +
0.013, 1.45 + 0.009, 1.55 + 0.047, y 0.51 £ 0.01 cm /dia respectivamente. En
las cepas restantes no hubo desarrollo alguno; el andlisis estadistico revelo
diferencias significativas (P < 0.01), y la prueba de. Tukey distribuyo las cepas
en 3 grupos, en uno de ellos todas las cepas que no crecieron, en otro grupo a
CSIRO 1914 y CSIRO FI-987, y en el tercer grupo a las cepas que mas
crecieron CSIRO 985 y CSIRO FI-1029. A 40 °C no hubo crecimiento a
excepcion de los aislamientos EH-465 y EH-478, al mostrar un diametro final
de 0.7 cm y una tasa de crecimiento de 0.007 cm/dia.

En las figuras 8 y 9 se muestra el crecimiento a 25y 30 °C, temperaturas
Optimas en las que se desarrollaron mejor los aislamientos tanto de México
como las especies tipo, y de éstas, la cepa CSIRO FI-1029, que corresponde al

hongo M. anisopliae var. anisopliae, misma variedad de los aislamientos de MX



estudiados, desarrollé colonias con un crecimiento similar al promedio de los de

MX como puede observarse en la figura 10.

Tabla 7. Diametro colonial final a 15, 25, 30 y 35 °C de los cultivos

originales y especies tipo de Metarhizium anisopliae en estudio.

Aislamientos

Diametro final (cm)

15°C 25°C 30°C 35°C
EH-465* 2.48 +0.210° 7.28 + 0.083% 7.400 + 0° 0.60 + 0°
EH-466* 2.55 + 0.035° 6.92 + 0.057%° 7.00 + 0.00° 0.60 + 0 0°
EH-467* 2.45 + 0.086° 6.75 + 0.050" 7.62 + 0.109° 0.83+ 0.044"
EH-468* 2.53 +0.120° 7.14 +0.82% 7.70 + 0° 0.70 + 0 0%
EH-469* 2.00 + 0™ 6.96 + 1.4%° 7.20 + 0° 0.75 + 0.093"
EH-470* 1.84 + 0.054 7.14 + 0.65% 7.40 + 0° 0.60 + 0°
EH-471* 2.02 +0.044" 5.27 + 0.58' 5.64 + 0.089° 1.05 + 02
EH-472* 0.60 + 0" 4.30 +0.272° 5.18 + 0.057' 0.600 + 0°
EH-473* 1.70 + 0°% 5.99 + 0.151° 6.99 + 0.022¢ 0.82 + 0.109"
EH-474* 1.77 + 0.043 6.52 +0.171¢ 7.16 + 0.041° 0.60 + 0°
EH-475* 1.70 + 0% 6.73 + 0.130"¢ 6.98 + 0.044° 0.77 + 0.44
EH-476* 1.34 +0.041° 6.05 + 0.086° 6.95 +0.11° 0.60 + 0°
EH-477* 1.40 + 0% 5.44+ 0.041' 6.97 + 0.044° 0.62 + 0.044°
EH-478* 1.96 + 0.310™ 6.62 +0.135% 7.18 + 0.044° 0.60 + 0°
EH-479* 2.20 +0.044% 6.56 + 0.191% 7.20+0° 0.79 + 1.29"
EH-480* 1.06 + 0.044" 6.87 + 0.143%° 4.79 + 0.022" 0.60 + 0°
EH-481* 0.60 £ 0" 6.59 + 0.190% 4.93 +0.97° 0.62 +0°
EH-482* 0.78 + 0.044%" 6.85 + 0.050°"* 5.00 + 0° 0.60 + 0°
1941** 0.70 + 0° 1.30 = 0° 1.04 + 0.065" 0+0°
1914* 2.00+0° 4.67 +0.057° 5.14 + 0.089" 0.66 + 0.019"
1184%* 2.00+0° 458 +0.057° 2.72 £ 0.109° 0+0°
2037* 0.79 + 0.022°' 2.80 + 0° 2.70 £ 0.106° 0+0°
2948* 0.900 + 0° 2.80 +0.339° 1.57 +0.057' 0+0°
985%* 1.28+ 0.027° 4.23 +0.044° 4.18 +0.109° 2.04 +1.341°
FI-147%* 1.92 +0.125" 5.32 + 0.083" 3.82 +0.044¢ 0+0°
FI-1029% 2.80 +0.136% 7.62 +0.130° 6.02 +0.044%°  2.180 + 0.658°
FI-698** 1.88 +0.057 1.90 + 0' 0.60 + 0' 0+0°
FI-987** 0.900 + 0° 4.70 +0° 3.97 + 0.044¢ 0.720 +0.178"
FI-72%* 1.86 +00.740° 450 +0.061° 1.39 + 0.022° 0+0°

*Cultivos originales (F = 82.088; g.I. = 17; P < 0.001), en letras iguales no hay diferencia significativa).
**Cepas de referencia (F = 1126.871; g.l. = 10; P < 0.001), en letras iguales no hay diferencia

significativa).
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Figura 8. Promedio del crecimiento de 14 dias a 25 °C de los 18 aislamientos de México de
Metarhizium anisopliae y las 11 especies tipo del mismo género.
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Figura 9. Promedio del crecimiento de 14 dias a 30°C de los 18 aislamientos de México de
Metarhizium anisopliae y las 11 especie tipo del mismo género.
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Figura 10. Promedios del crecimiento a 15, 25, 30 y 35°C de los 18 aislados de México del
hongo Metarhizium anisopliae y especie tipo CSIRO FI-1029, de la misma especie y variedad.



8.4. Caracterizacion genotipica de los cultivos originales y monosporicos

a) Extraccion de DNA

De acuerdo al método descrito anteriormente se obtuvo de los cultivos
monosporicos seleccionados de M. anisopliae y de las once especies tipo.
Solamente se trabajo con los cultivos monosporicos ya que en trabajos previos
no se observaron diferencias entre los resultados de los cultivos originales y
monosporicos en la prueba de RAPD-PCR (Cano, 2003). La cuantificacion del
DNA se realizdé por comparacion de las muestras con la curva obtenida de las
diferentes concentraciones de fago A (10, 20,30, 50, 100 y 200 ng). En la figura
11 se observa esta curva en el extremo izquierdo y en los siguientes carriles (1-
14) se distingue el DNA de los 14 cultivos monospéricos. La cantidad obtenida
varié entre 10 y 200 ng de DNA

FagoA (ng)
10 20 30501002001 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14

Figura 11. Andlisis electroforético de DNA obtenido de 14 aislamientos de M. anisopliae. en gel
de agarosa al 0.8% En los primeros seis carriles se observa la curva de DNA a diferentes
concentraciones de fago lambda (10, 20,30, 50, 100 y 200 ng) y en los siguientes carriles (1-
14) se observa el DNA de los aislamientos estudiados.



b) Estandarizacién del polimorfismo del DNA por amplificacion al

azar, utilizando oligonucledtidos arbitrarios (RAPD-PCR)

Para la estandarizacion del método se realizaron curvas: de DNA,
oligonucledtidos, cloruro de magnesio y de dNTP’s. Se probaron los programas
de amplificacion descritos por Cobb y Clarkson (1993) y Driver (2000) (Tabla
5). En la figura 12 se observan los patrones obtenidos con cada programa. Se
utilizaron diferentes concentraciones de oligonucleétidos (200, 100 y 50 pM),
con la especie tipo CSIRO F1-147 y el aislamiento EH-478/1 y dos
oligonucleotidos (OPH1 y OPA-04). Esta prueba reflejo una mejor amplificacion
al utilizar el programa de Cobb y Clarkson (1993), eligiendo este ultimo para

continuar con la estandarizacion de la técnica.
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Figura 12. Estandarizacién del programa de amplificacion para la PCR utilizando los programas
de Driver et al.(2000) (a) y Cobb y Clarkson (1993) (b). M = Escalera de DNA de 123 bp.
Carriles 1-12 con 200, 100 y 50 pM del oligonucleétido OPH-01 y carriles 13-24 del
oligonucledtido OPA-04 y sus respectivos testigos (T). Testigo negativo (ausencia de DNA).

e Curvade Oligonucleétido
Se utilizé el oligonucledtido OPA-04 en diferentes concentraciones: 25, 50,

100, 200 y 300 pM, observando que con 25 pM no hay amplificaciéon. De las



concentraciones restantes se obtuvieron patrones polimorficos mas claros con
100y 200 pM (Figura 13).

e Curvade dNTP's

En la figura 14 se muestra el perfil obtenido en el aislamiento EH-469/7 con
diferentes concentraciones de dNTPs (50, 100, 200, 250, y 300 uM) y el
oligonucle6tido OPA-04. La mejor amplificacion se obtuvo con 250 puM.

e Curvade cloruro de magnesio

Esta prueba se realizé utilizando el DNA de la cepa de referencia CSIRO FI-
147 y del aislamiento EH-478/1 con el oligonucleétido OPA-04. Se probaron las
siguientes concentraciones de cloruro de magnesio: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0y 2.5 mM.
En la figura 15 se puede observar una mejor amplificacion con 2.5 mM para las

dos muestras de DNA utilizadas.
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Figura 13. Curva de oligonucledétidos utilizando el DNA de EH-469/7. En el primer carril se
muestra el marcador M = Escalera de DNA de 123 bp. En los carriles 1-10 se observan las
diferentes concentraciones: 25, 50, 100, 200 y 300 pM con el oligonucle6tido OPA-04 y sus
respectivos testigos (T). Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V.
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Figura 14. Curva de dNTP’s utilizando 50,100, 200, 250 y 300 uM. con DNA de EH-469/7 y el

oligonucleo6tido OPA-04. M = Escalera de DNA de 123 bp. Electroforesis en gel de agarosa al
1.5% a 100 V.
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Figura 15. Curva de MgCI, utilizando el oligonucleétido OPA-04 y DNA de la especie tipo
CSIRO F1-147 y del aislamiento EH-478/1. M = Escalera de DNA de 123 bp. Carriles con 0.5,

1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mM de cloruro de magnesio. Electroforesis en gel de agarosa de 1.5% a 100
V.



c) Obtencién del polimorfismo del DNA por amplificacion al azar,

utilizando oligonucleétidos arbitrarios (RAPD-PCR)

Las condiciones 6ptimas para RAPD-PCR utilizando DNA del hongo M.

anisopliae fueron : buffer (1X) (Applied Biosystems), 2.5 mM de MgCl, (Applied
Biosystems), 200 uM de cada deoxinucleétido trifosfato dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, 200 pM de cada oligonucleétido (Qiagen), 1 U de AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems) y 10 ng de DNA en el caso de los aislamientos y 1 ng
para las especies tipo. El volumen final de reaccion fue de 25 pll.
Con base en la estandarizacion de las condiciones para RAPD-PCR, se
utilizaron 14 oligonucleétidos con DNA de los 18 aislados de los cultivos
monosporicos asi como de las 11 especies tipo. Se obtuvieron 12 patrones de
amplificacion con 12 de los 14 oligonucleétidos de México, en tanto que con las
especie tipo se lograron patrones de amplificacion con todos los
oligonucleotidos. En la figura 16 se observan los patrones polimorficos
obtenidos al utilizar 11 oligonucleétidos con DNA del aislamiento EH-465/4.

bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

123 —

Figura 16. Patrén polimérfico de EH-465/8. Marcador M = Escalera de DNA de 123 bp en el
primer carril y en carriles 1-11 los siguientes oligonucleétidos: OPA-01, OPA-04, OPA-05, OPA-
08, OPA-09, OPA-10, OPA-16, OPA.19, OPH-01, OPH-02 y OPF-08.

Al comparar los perfiles de los aislamientos de MX obtenidos con el
oligonucleotido OPA-01 se observa una gran variedad de bandas, sin embargo,
s6lo se comparten algunas con las obtenidas de las especies tipo, en particular

con la cepa CSIRO FI-1029 correspondiente a Metarhizium anisopliae var.



anisopliae (Figura 17). En las figuras 18 y 19 se muestran los patrones
obtenidos al utilizar los 18 aislamientos y las especies tipo con los
oligonucleotidos OPA-08 y OPH-02 respectivamente.

Las especies tipo del género Metarhizium (clados 1-10) mostraron un
patron polimorfico diferente entre ellas. Se observaron algunas bandas
compartidas entre los aislamientos de MX y la cepa CSIRO FI-1029 de Eritrea

caracterizada como M. anisopliae var. anisopliae.
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Figura 17. Patron polimorfico obtenido con el oligonucledtido OPA-01 con DNA de los
aislamientos de MX (izquierda) y las especies tipo (derecha). En el primer y ultimo carril se
muestra la escalera de DNA de 123 bp.
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Figura 18. Patrén polimérfico obtenido con el oligonucle6tido OPA-08 con DNA de los
aislamientos de MX (izquierda) y las especies tipo (derecha). En el primer y Ultimo carril se
muestra la escalera de DNA de 123 bp (M).
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Figura 19. Patrén polimoérfico obtenido con el oligonucleétido OPH-02 con DNA de los
aislamientos de MX (izquierda) y las especies tipo (derecha). En el primer y ultimo carril se
muestra la escalera de DNA de 123 bp (M).



A partir de los patrones de amplificacion obtenidos de los aislamientos y de las
especies tipo se construyo una matriz de presencia-ausencia obteniéndose un
total de 339 marcadores, con la cual se obtuvo un fenograma (Figura 20) que
nos permiti6 comparar la relacion entre aislamientos y especies tipo. En el arbol
obtenido se observan altos niveles de variabilidad. Se observan dos grupos,
uno que abarca todos los aislamientos de MX (I) y en el otro a todas las
especies tipo (I). El coeficiente de correlacion cofenética de r = 0.94 nos indica
gue los resultados que se obtuvieron son debido a un comportamiento biolégico
y no se deben al azar. En la figura 21 del andlisis de componentes principales
(ACP) se muestra el mismo fendbmeno desglosado en el fenograma donde, se
observan todos los aislamientos de México en un grupo diferente del que
asocia a las especies tipo. EI ACP (Figura 21) y el arbol de Tendido Minimo
(ATM) (Figura 22) agruparon siempre a todos los aislamientos de México.
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Figura 20. Fenograma que muestra las relaciones entre los aislamientos (1) y especies tipo del
género Metarhizium (lI). El fenograma fue generado a partir de una matriz de similitud genética
obtenida a partir de una matriz de presencia-ausencia de 339 marcadores obtenidos por el
método de RAPD-PCR.



Figura. 21. Agrupamiento de aislamientos de M. anisopliae y de las especies tipo por medio del
analisis de componentes principales.

Figura 22. Arbol de tendido minimo donde el grupo de aislamientos de México se relaciona con
la especie tipo FI-1029 correspondiente al hongo M. anisopliae var. anisopliae.

9. Discusién



Los hongos entomopatdégenos parasitan un amplio espectro de
hospederos en diversas regiones geograficas, lo que origina que aislamientos
de la misma especie presenten una gran variabilidad genética. Por ello, es
importante contar con aislamientos autéctonos del area donde se va aplicar un
insecticida biolégico. Una vez que se cuenta con ellos, es necesario hacer una
seleccidn con el objeto de escoger el méas eficiente para controlar la plaga en
cuestion (Charnley, 1992; Clarkson, 1992; Hernandez-Veladzquez, 2001). Para
la produccion masiva de bioinsecticidas fungicos y su aplicacion en el campo
agricola es relevante conocer el genotipo de la cepa que va a ser utilizada y
que ademas pueda servir posteriormente para su monitoreo en donde sea
liberado (Leal et al., 1997).

En el presente trabajo se realizé la caracterizacién feno y genotipica de
aislamientos de MX, por lo que fue importante contar con poblaciones
genéticamente homogéneas (Goetel & Inglis, 1997); por esta razén toda la
caracterizacion genotipica se llevé a cabo con cultivos monosporicos. En la
seleccion de cultivos monosporicos no se encontraron diferencias significativas
en relacion al tamafio y produccion de conidios y tasa de crecimiento, entre el
cultivo polispérico y los monosporicos obtenidos de cada uno de los 18
aislamientos estudiados. Estos resultados concuerdan con trabajos previos al
caracterizar los cultivos monospadricos de M. anisopliae var. acridum (Cano, et
al., 2002).

En otros estudios, al analizar caracteristicas fenotipicas del hongo
entomopatdégeno Lecanicillium lecani, se encontraron diferencias significativas
entre cultivos monospdricos y polispdricos (Cortez-Madrigal et al., 2003). No
encontraron diferencias en relacion a color, apariencia y tipo de micelio, pero si
en relacion al tamafio de los conidios, y clasificaron los aislamientos en tres
grupos cuyo rango oscilé entre 1.2 y 10.8 um. Sin embargo, en general, el
tamafio de conidios resulté muy similar entre aislamientos monospoéricos y
polispéricos. En ese mismo trabajo (Cortez-Madrigal et al., 2003) encontraron
diferencias con respecto a la produccion de conidios, ya que, generalmente los
polispdricos presentaron baja produccion de conidios mientras que en los
cultivos monospdéricos la produccion aumentaba. Por otro lado, al evaluar la
tasa de germinacion media conidial (GTso), también encontraron diferencias,

donde los cultivos monospdéricos alcanzaron una GTso mayor con respecto a los



polispdricos. En otros estudios, Ayala et al. (2005) evaluaron el crecimiento del
hongo L. lecanii, aislado de insectos y de la roya del café, a diferentes
temperaturas. Encontraron diferencias significativas en las tasas de crecimiento
entre cultivos monosporicos y polispoéricos, mostrando una gran variabilidad
fenotipica intraespecifica entre los aislamientos de MX y las especies tipo
estudiadas. En otras investigaciones con cultivos monosporicos y polispéricos
del entomopatégeno P. fumosoroseus, (Cavallazi et al., 2001) no se
encontraron diferencias en cuanto al tamafio de los conidios, sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas en la tasa de crecimiento y esporulacion
entre algunos aislamientos originales y sus cultivos monosporicos

Todos los estudios anteriores comparando cultivos poli y monospdéricos
apuntan hacia una mejor obtencién de caracteristicas deseadas en los hongos
al utilizar monosporicos adecuadamente seleccionados.

Existen varios factores que influyen sobre la eficiencia biolégica de
hongos entomopatdgenos en el control biolégico de plagas. Entre ellos, estan
la temperatura y la humedad relativa, ya que ambos factores pueden afectar su
estabilidad en almacenamiento y su aplicacion en el campo (Lecuona & Alves,
1995). Estos factores son fundamentales en la implementacién del control
biolégico, ya que pueden afectar la germinacién de conidios, el desarrollo y
penetracion del tubo germinal, la colonizacion y la reproduccion de estos
microorganismos (Alves, 2002; Glare & Milner, 1991). En el caso de la
temperatura, la realizacion de estudios de termotolerancia puede ayudar en la
seleccién de los mejores aislamientos de estos hongos para su liberacion en
diferentes regiones climéticas. En el presente estudio se evalud la
termotolerancia de aislamientos de MX y las especies tipo. Nuestros resultados
indican que 25 y 30 °C son las temperaturas optimas de crecimiento para los
hongos estudiados, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Berlanga-Padilla & Hernandez-Velazquez (2002), quienes encontraron a 27 °C
altos porcentajes de germinacion en cultivos de M. anisopliae y B. bassiana,
mientras que M. anisopliae var. acridum presenta un mejor desarrollo entre 27
y 32 °C. Fargues et al. (1992) también reportdé que M. anisopliae requiere para
su crecimiento micelial una temperatura optima entre 25 y 28 °C, mientras que
los hongos entomopatégenos B. bassiana, B. brongniartii, P. fumosoroseus y

N. rileyi requieren una temperatura de 25°C. Con respecto a los aislamientos



estudiados los que mayor crecimiento alcanzaron a 25 y 30 °C fueron los
aislamientos EH-465, EH-468 y EH-470, provenientes del estado de Veracruz,
region tropical de México.

Ouedrago et al. (1997) realizaron estudios de termotolerancia con
aislamientos de M. anisopliae y M. flavoviride y encontraron que los
correspondientes a la segunda especie fueron mas tolerantes a la temperatura.
Sin embargo, en la mayoria de los aislamientos que probaron, la temperatura
optima fue de 25°C y es a partir de 30°C que la tasa de crecimiento disminuy®,
ademas, observaron que a 40°C el crecimiento fue nulo. Por otro lado, Thomas
& Jenkins (1997) confirman que el crecimiento y virulencia de M. flavoviride es
fuertemente afectado por la temperatura y reportan que la mayor produccién de
conidios se obtiene a 25 °C, mientras que a 30 °C se alcanza la maxima
germinacion (100 %). Estos datos también concuerdan con el crecimiento de
algunos otros hongos entomopatdgenos, como lo muestra el trabajo realizado
por Hallsworth & Magan (1999), quienes probaron el efecto de la temperatura
con B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus y reportan como
temperaturas de crecimiento o6ptimo 25, 30 y 20 °C respectivamente.
Recientemente, Fargues et al. (1997) y Ouedrago et al. (1997) examinaron el
efecto de la temperatura sobre el crecimiento de B. bassiana y Metarhizium de
diferentes regiones climaticas del mundo y reportan que la temperatura 6ptima
de crecimiento para estos hongos se encuentra en un rango de 25 a 32 °C.
Con respecto a las especies tipo, en nuestro estudio, la que alcanzé un mayor
crecimiento a 25 y 30 °C fue CSIRO FI-1029 que corresponde a M. anisopliae
var. anisopliae de Eritrea de clima tropical. El comportamiento de esta Ultima
mostré un desarrollo muy similar a los aislamientos de MX (Basilio, 2004;
Navarro-Barranco et al., 2002).

Actualmente, el género de Metarhizium se ha clasificado en diez grupos
(clados) con base en técnicas moleculares, entre otras, el RAPD-PCR,
secuenciacion de las regiones ITS, 28S, D3 del DNA ribosomal y algunas
caracteristicas fenotipicas como termotolerancia (Driver et al., 2000). Diversos
grupos de investigacion han trabajado con el hongo entomopatégeno
Metarhizum y se han esforzado por establecer un método conveniente para

encontrar diferencias inter e intra especificas (Mavridou & Typas, 1998).



Berreta et al. (1998), al estudiar aislamientos de B. bassiana
procedentes de Argentina y Brasil con la técnica de RAPD y marcas
fluorescentes, detectaron altos niveles de variabilidad, sin encontrar relacion
con su origen geografico ni hospedero. Consideran que esta técnica puede ser
utiizada para caracterizar una cepa antes de ser liberada y asegurar la
capacidad para detectarla en un ecosistema como agente de control biolégico,
ademas de ayudar como un control de rutina para verificar una estabilidad
genética durante su produccién en masa.

A través de analisis RAPD se han encontrado altos niveles de variacion
genética al comparar aislamientos de algunos otros hongos entomopatégenos
(St. Leger et al., 1992; Fegan et al., 1993; Tigano-Milani et al., 1995).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, también mostraron una
gran diversidad en los perfiles de RAPD-PCR, sin embargo, se logré separar en
un solo grupo (I) a todos los aislamientos de MX, aunque no se pudieron
subagrupar de acuerdo a las diferentes regiones de donde procedian. Por otro
lado, en el grupo Il quedaron distribuidas todas las especies tipo
correspondientes a los 10 clados del género Metarhizum clasificados por Driver
et al. (2000). Esta agrupacion también se refleja en el analisis de componentes
principales (Figura 20). Al obtener el analisis de tendido minimo se observa una
relacion estrecha entre los aislamientos de MX y el clado 9 representado por la
cepa CSIRO FI-1029 correspondiente al hongo M. anisopliae var. anisopliae.

Bidochka et al. (2001), analizaron la genética de poblaciones de 83
aislamientos de M. anisopliae, procedentes de zonas boscosas y agricolas en
Ontario, Canada, a través de aloenzimas, RAPD-PCR y RFLP-PCR del gen de
la proteasa prl. Sus resultados revelaron una alta variabilidad ente las cepas.
Los dos grupos fueron asociados a los dos tipos de habitat mas no se encontro
relacion con el insecto hospedero. Concluyen que aun cuando M. anisopliae es
un hongo mitosporico haploide se han encontrado poblaciones recombinantes y
esto puede darse a través de un proceso parasexual.

Esta forma de reproduccion fue descubierto por Pontecorvo et al. (1953)
al estudiar la heterocariosis en el hongo Aspergilus nidulans. El ciclo
parasexual del entomopatdégeno M. anisopliae ya ha sido descrito por Al-
Aidroos (1980) y Messias & Azevedo (1980), también ha sido reportado en el

género Paecilomyces por Riba y Ravelojoana (1984), ambos en condiciones de



laboratorio. La importancia de la parasexualidad radica en que permite que se
lleve a cabo la recombinacion genética en hongos mitospéricos. El ciclo
parasexual implica la fusion de hifas y protoplastos para generar
heterocariones y finalmente heterocigotos diploides. Los diploides obtenidos
son, generalmente, muy inestables y al tener recombinacion permite la
obtencion de nuevos genotipos, lo cual podria explicar la gran variabilidad que
presentan. Algunos diploides estables de hongos entomopatdgenos parecen
mostrar mas efectividad para causar mortalidad que los propios mutantes de
donde se originaron, lo cual es una caracteristica muy importante para el
control biolégico (Valadares-Inglis & Azevedo, 1997).

En nuestro trabajo también se encontré una gran variabilidad tanto entre
aislamientos de MX como entre las especies tipo. Se esperaba que los
aislamientos de MX, caracterizados tradicionalmente con base en su
morfologia y caracteristicas fisiologicas quedaran incluidos dentro del clado 9,
que corresponde al hongo M. anisopliae var. anisopliae, de acuerdo a la
clasificacion de Driver et al. (2000). Sin embargo, formaron un grupo
independiente del formado por las especies tipo.

La separacion de este grupo de las especies tipo sugiere un grupo criptico
como se ha reportado en el hongo patégeno Coccidioides immitis (Burt et al.,
1996). Para poder confirmar la posible existencia de una especie criptica, es
necesario llevar a cabo mas estudios taxonémicos utilizando marcadores
moleculares que reflejen su presencia. La clasificacion tradicional de
Metarhizium con base en caracteristicas morfologicas ha permitido distinguir al
hongo M. anisopliae de M. flavoviride y se ha subdividido al género basandose
en el largo de los conidios. Otras caracteristicas que se han considerado
incluyen formacion de columnas, debidas a la adhesion lateral de conidios asi
como el color de la colonia fangica (Humber, 1997). Un numero de taxones
adicionales se han descrito desde la clasificaciéon de Tulloch, incluyendo M.
alboum, M. brunneum, M. flavoviride, M. pingshaese, M. cylindrosporae, M.
guizhonensis, M.taii, M. pinsahensis y M. biformisporae aunque no han sido
formalmente reconocidas como especies separadas del género (Bidochka &
Small, 2005). Estos autores sugieren que el género Metarhizium esta
compuesto de un gran numero de grupos genéticos y especies cripticas.

Dentro de un grupo genético se lleva a cabo la recombinacion, pero entre



especies cripticas muy pocas veces puede presentarse este proceso. Ademas
afirman que existe gran evidencia de que en climas templados algunos grupos
genéticos de Metarhizium se adaptan a ciertas condiciones ambientales y por
ello muestran un amplio rango de hospederos. En contraste, en climas
tropicales y subtropicales hay evidencia de que este hongo muestra cierta
preferencia hacia algun hospedero dado.

Cobb & Clarkson (1993) al analizar aislamientos de M. anisopliae y M.
flavoviride mediante el uso de RAPD-PCR lograron reagruparlos en 3
subgrupos que no estuvieron relacionados a su origen geografico y aunque se
observé un gran polimorfismo tampoco encontraron una aparente asociacion
entre el genotipo y su hospedero original. Magalhaes et al. (2003) al realizar
andlisis de RAPD con aislamientos de M. anisopliae var. acridum y compararlos
con los obtenidos de aislamientos de M. anisopliae var: anisopliae encontraron
que presentaban patrones polimérficos muy diferentes confirmando asi que
esta técnica es de gran utilidad para analizar el polimorfismo entre variedades
del género. Sin embargo, se requiere secuenciar las regiones ITS o las
regiones IGS para permirtir una mejor caracterizacion e identificacién de estos
hongos (Pantou et al., 2003).

La disponibilidad y uso de marcadores obtenidos por isoenzimas y
RAPD-PCR, podria mejorar el conocimiento acerca de las vias de migracion,
patogenicidad y la estructura de las poblaciones del género Metarhizium
permitiendo, ademas, su monitoreo en campos agricolas lo que representaria

un apoyo para la lucha bioldgica contra plagas.



10. Conclusiones

e Los aislamientos poli y monospdricos no mostraron diferencias en la tasa de
crecimiento, largo y produccion de conidios, sugiriendo una poblacion

genéticamente homogénea.

e Los resultados de termotolerancia indican que la temperatura Optima de
crecimiento de los aislamientos de MX, es de 25 a 30 °C, lo que sugiere la

aplicacion de este hongo en zonas climéticas acordes.

e Los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae de MX mostraron una
alta variabilidad genética interespecifica con el método del RAPD-PCR.

e Los aislamientos de M. anisopliae de MX formaron un grupo separado de

los 10 clados descritos por Driver et al. (2000).

e Se detectd una relacion estrecha entre los aislamientos de MX y la especie
tipo CSIRO FI-1029 del clado 9, correspondiente a la cepa M. anisopliae

var. anisopliae procedente de Eritrea (Norte de Africa).



12. ANEXOS
Anexol. Resultados de la tasa de crecimiento, tamafio de los conidios y
produccion de conidios de los aislamientos originales y sus monosporicos.

AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-465 cm/dia pm largo Conidios/mL) SELECCIONADO
CoO* 0.55 7.692 2.6E+09
MONOSPORICOS
1 0.55 7.692 6.60E+08
2 0.535 7.692 1.40 E+09
3 0.535 7.692 7.80E+08
4 0.542 7.692 3.00E+09
5 0.542 7.692 1.30E+09
6 0.542 7.692 8.00E+08
7 0.542 7.692 2.50E+09
8 0.535 7.692 3.80E+09 8
9 0.535 7.692 2.10E+09
10 0.542 7.692 2.40E+09
PROMEDIO 0.540 7.692 1.94E+09
ANOVA 0<0.01 No P=0.656 No P=0.461 No P=0.060
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-466 cm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.557 7.692 7.50E+05
MONOSPORICOS
1 0.559 7.692 2.90E+06
0.555 7.692 3.80E+06 2
3 0.555 7.692 3.00 E+05
4 0.550 7.692 1.20E+06
5 0.559 7.692 1.10E+05
6 0.557 7.692 5.00E+05
7 0.555 7.692 2.50E+06
8 0.556 7.692 2.50E+06
9 0.555 7.692 4.00E+05
10 0.550 7.692 1.00E+06
11 0.559 7.692 9.50E+05
12 0.558 7.692 1.85E+06
13 0.555 7.692 1.00E+06
PROMEDIO 0.557 7.692 1.791
ANOVA 0<0.01  ........ No P =0.450 No P =0.420 No P =0.240
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION N MONOSPORICO
EH-467 cm/dia pm largo Conidios/MI SELECCIONADO
CO* 0.571 7.692 2.70E+08
MONOSPORICOS
1 0.5357 7.225 3.20E+08
2 0.557 7.225 3.70E+08
3 0.564 7.458 3.30E+08
4 0.571 7.692 2.80E+08
5 0.564 7225 3.50E+08
6 0.571 7225 4.20E+08 6
7 0.571 6.060 4.10E+08
8 0.571 7.692 3.80E+08
9 0.571 7.692 3.90E+08
10 0.571 7.692 2.60E+08
PROMEDIO 0.556 7.353 3.43E+08
ANOVA 0<0.01 No P =0.600 No P =0.537 No P =0.633

CO* = Cultivo Original
CONIDIOS** = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospéricos



AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO

EH-468 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.528 7.692 2.25E+09
MONOSPORICOS 7.692
1 0.507 7.692 8.90E+09 1
0.550 7.692 4.20E+09
3 0.528 5.128 3.00E+09
4 0.535 7.692 3.00E+09
5 0.500 5.128 2.10E+09
6 0.507 7.692 3.45E+09
7 0.507 7.692 7.00E+08
8 0.535 7.692 5.30E+09
9 0.528 7.692 1.00E+09
10 0.528 7.692 7.00E+08
11 0.535 7.692 3.70E+09
12 0.464 7.692 1.10E+09
13 0.528 7.692 7.50E+09
14 0.507 7.692 3.50E+09
15 0.507 7.692 3.90E+09
PROMEDIO 0.521 7.371 3.63E+09
ANOVA 0<0.01 No P =0.500 No P =0.455 No P =0.665
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-469 cm/dia pm largo Conidios/MI SELECCIONADO
cox 0.447 7.692 1.300E+09
MONOSPORICOS
1 0.441 7.692 5.30E+08
2 0.447 7.692 5.40E+08
3 0.435 7692 5.10E+08
4 0.452 7.692 9.65E+08
5 0.429 7.692 1.03E+08
6 0.452 7.692 4.40E+08
7 0.452 7.692 2.80E+09 7
8 0.452 7.692 1.49E+08
9 0.447 7.692 1.25E+08
10 0.417 7.692 1.35E+08
PROMEDIO 0.442 7.692 1.65E+09
ANOVA 0<0.01 No P =0.664 No P =0.495 No P =0.599
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-470* cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.435 7.692 9.25E+08
MONOSPORICOS
1 0.364 10.25 1.45E+08
2 0.394 7.692 3.00E+08
3 0.394 7.692 4.40E+08
4 0.347 7.692 1.10E+08
5 0.358 7.692 1.25E+08
6 0.364 7.692 1.10E+09 6
7 0.364 7.692 5.26E+08
8 0.388 7.692 5.40E+08
9 0.423 7.692 4.85E+08
PROMEDIO 0.383 7.947 0.469E+08
ANOVA 0<0.01 No P =0.610 No P =0.624 No P =0.978

CO* = Cultivo Original
CONIDIOS** = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospoéricos



AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO

EH-471 cm/dia pum largo Conidios/mL SELECCIONADO
cor 0.370 7.692 1.35E+06
MONOSPORICOS
1 0370 7.692 1.50E+06
0.358 7.692 1.85E+06
3 0.370 7.692 3.10E+06 3
4 0.370 7.692 1.28E+06
5 0.370 7.692 7.30E+05
6 0.388 7.692 8.50E+05
7 0.341 7.692 3.50E+05
8 0.352 7.692 1.70E+06
9 0.370 7.692 1.05E+06
10 0.370 7.692 1.95E+06
11 0.370 7.692 1.75E+06
12 0.370 7.692 1.45E+06
13 0.429 7.692 6.00E+05
PROMEDIO 0.371 7.692 1.30E+09
ANOVA ¢<0.01 No P =0.610 No P =0.462 No P =0.931
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-472 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.321 7.692 2.30E+07
MONOSPORICOS 7.692
1 0.557 7.692 5.40E+06
2 0.285 7.692 4.00E+07
3 0.298 10.25 1.50E+07
4 0.207 7.692 7.70+06
5 0.321 7.692 5.20E+07
6 0.271 5.128 5.94E+07 6
7 0.285 7.692 1.20E+07
8 0.397 7.692 6.10E+06
9 0.271 7.692 2.00E+07
PROMEDIO 0.321 7.691 0.447E+07
ANOVA 0<0.01 No P =0.510 No P =0.589 No P =0.832
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-473 cm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.435 7.692 2.70E+08
MONOSPORICOS
1 0.400 7.692 2.70E+08
2 0.429 7.692 1.90E+08
3 0.435 7.692 1.30E+08
4 0.441 7.692 3.10E+08 4
5 0.429 7.692 1.40E+08
6 0.452 7.692 2.10E+08
7 0.388 7.692 1.90E+08
8 0.400 7.692 1.70E+08
PROMEDIO 0.423 7.435 2.08E+08
ANOVA ¢<0.01 No P =0.586 No P =0.442 No P =0.918

CO* = Cultivo Original
CONIDIOS** = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospdricos



AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO

EH-474 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.423 7.692 9.51E+05
MONOSPORICOS 7.692
1 0.417 7.692 9.00E+06
2 0.417 7.692 7.50E+05
3 0.417 7.692 9.80E+05
4 0.411 7.692 8.50E+05
5 0.417 7.692 1.05E+06
6 0.417 7.692 1.15E+06 6
7 0.382 7.692 9.50E+05
8 0.417 7.692 1.00E+06
PROMEDIO 0.413 7.692 9.53E+05
ANOVA a<0.01 No P =0.662 No P =0.462 No P =0.498
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** d PRODUCCION MONOSPORICO
EH-475 cm/dia pum largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.370 7.692 2.53E+07
MONOSPORICOS
1 0.435 7.692 1.50E+07
2 0.382 7.692 4.15E+07 2
3 0.437 7.692 9.00 E+06
4 0.411 7.692 1.08 E+07
5 0.411 7.692 2.14 E+07
PROMEDIO 0.407 7.692 2.04 E+07
ANOVA a<0.01 No P =0.694 No P =0.442 No P =0.151
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-476 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.342 7.692 2.50E+05
MONOSPORICOS
1 0.342 7.692 1.20E+05
2 0.292 7.692 9.50E+04
3 0.385 7.692 3.00E+05 3
4 0.307 7.692 9.30E+04
5 0.321 7.692 1.00E+05
6 0.321 7.692 2.70E+05
7 0.321 7.692 8.90E+04
PROMEDIO 0.328 7.692 1.646E+05
ANOVA a<0.01 No P =0.609 No P =0.442 No P =0.327
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-477 Mm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0528 7.6925 3.30E+09
MONOSPORICOS
1 0.500 7.692 2.20E+08
2 0.500 7.691 1.50E+09
3 0.500 7.692 2.50E+08
4 0.514 7.692 1.50E+09
5 0.521 7.692 1.94E+09 5
6 0.514 7.692 1.40E+09
7 0.528 7.692 2.10E+08
8 0.514 7.692 1.50E+09
9 0.514 7.692 1.60E+08
10 0.528 7.692 3.10E+08



PROMEDIO 0.515 7.692 1.93E+08
ANOVA a<0.01 No P =0.691 No P =0.498 No P =0.498

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

AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-478 cm/dia um largo Conidios/mL SELECCIONADO
Cco* 0.458 7.692 3.15E+08

MONOSPORICOS

1 0.447 7.692 6.10E+08 1
2 0.464 7.692 5.80E+08
3 0.458 5.128 2.85E+08
4 0.458 7.692 5.90E+08
5 0.458 7.692 5.10E+08
6 0.458 7.692 1.25E+08
7 0.458 7.692 3.10E+08
8 0.447 7.692 2.50E+08
PROMEDIO 0.456 7.400 3.96E+08
ANOVA <0.01 No P =0.772 No P =0.535 No P =0.802
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-479 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
Cco* 0.514 6.41 1.60E+06
MONOSPORICOS
1 0.507 7.692 4.50E+06
2 0.507 7.692 6.20E+06 2
3 0.507 7.692 5.80E+06
4 0.50 7.692 5.60E+06
5 0.507 7.692 6.10E+06
6 0.507 7.692 3.40E+06
7 0.500 7.692 4.40E+06
8 0.521 7.692 2.60E+06
9 0.521 7.692 3.10E+06
10 0.514 7.692 2.90E+06
PROMEDIO 0.509 7.57 4.20E+06
ANOVA a<0.01 No P =0.807 No P =0.482 No P =0.800
. MONOSPORICO
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION SELECCIONADO
EH-480 cm/dia pm largo Conidios/mL
co* 0.514 7.692 6.45E+06
MONOSPORICOS
1 0.507 7.691 6.25E+06
2 0.507 7.692 7.00E+06
3 0.500. 70692 7.30E+06
4 0.500 7.692 6.60E+06
5 0.507 7.692 2.90E+06
6 0.507 7.692 4.00E+06
7 0.500 7.692 2.25E+06
8 0.520 7.692 8.70E+06 8
9 0.500 7.692 3.10E+06
10 0.507 7.692 7.30E+06
PROMEDIO 0.506 7.692 5.62E+06
ANOVA <0.01 No P =0.461 No P =0.473 No P =0.060

CO* = Cultivo Original
CONIDIOS** = El ancho de los conidios fue de 2.564 um en todos los cultivos originales y monospéricos



AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-481 cm/dia pm largo Conidios/mL SELECCIONADO
Cco* 0.564 7.692 5.90E+07
MONOSPORICOS
1 0.564 7.692 6.57E+07 1
2 0.550 7.692 6.00E+07
3 0.564 7.692 9.00 E+06
4 0.550 7.692 4.50E+07
5 0.550 7.692 2.14 E+07
PROMEDIO 0.557 7.692 4.33E+07
ANOVA a<0.01 No P =0.694 No P =0.442 No P =0.151
20
AISLADO TASA CREC. CONIDIOS** PRODUCCION MONOSPORICO
EH-482 cm/dia Om largo Conidios/mL SELECCIONADO
CO* 0.550 7.692 8.20E+06
MONOSPORICOS
1 0.557 7.692 8.50E+06
2 0.550 7.692 3.500E+07
3 0.557 7.692 2.15E+07
4 0.550 7.692 2.85E+07
5 0.564 5.128 3.00E+07
6 0.542 7.692 2.85E+07
7 0.542 7.692 9.00E+06
8 0.550 7.692 3.80E+07 8
9 0.564 7.692 2.90E+07
10 0.557 5.128 2.45E+07
11 0.557 7.692 3.50E+07
12 0.557 7.692 2.65E+07
13 0..528 7.692 2.90E+07
14 0.557 7.692 2. 900E+07
PROMEDIO 0.552 7.349 3.1800E+07
ANOVA [1<0.01 No P =0.461 No P =0.473 No P =0.020

CO* = Cultivo Original

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



Anexo 2. Tasa de crecimiento a 15, 25, 30 y 35 °C de los cultivos y las
especies tipo de M. anisopliae var. anisopliae en estudio.

Aislados

y cepas

de

referenc

ia

EH-465*

EH-466*

EH-467*

EH-468*

EH-469*

EH-470*

EH-471*

EH-472*

EH-473*

Tasa
de
creci
mien
to
(cm/
dia)
als
°C
1.34

0.15
1.39

0.02
1.32

0.06
1.37

0.08
1.00

0.00
0.88

0.03
1.01

0.03
0.00

0.00
0.78



0.00

EH-474* 0.83
+

0.03

EH-475* 0.78
+

0.00

EH-476* 0.52
+

0.02

EH-477* 0.57
+

0.00

EH-478* 0.97
+

0.22

EH-479* 1.12
+

0.03

EH-480* 0.32
+

0.45

EH-481* 0.00
+

0.00

EH-482* 0.12
+

0.06

1941%* 0.07
+

0.00

1914* 1.00
+

0.00

1184** 1.00



2037**

2948**

985**

FI-147%

FI-

1029**

FI-698**

F1-987**

FI-72%

0.00
0.13

0.01
0.21

0.00
0.48

0.01
0.94

0.08
157

0.09
0.91

0.04
0.21

0.00
0.9

1+

*Cultivo original (F = 61.370; g.l. = 17; P < 0.001), en letras iguales no hay diferencia significativa.
**Cepa de referencia (F = 559..562; g.l. = 10; P < 0.001), en letras iguales no hay diferencia significativa.



Anexo 3. Matriz de presencia/ausencia en todos los aislados y especies tipo de M.anisopliae

OPA-01

29

1 339

465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477 478 479 480 481 482 525 526 527 528 529 530 532 533 534 535 573

1

307.5

406
418.2
455.1

0
0
0

467.4

492
529
590.4
639.5
701.1

1
0
1
0
0
1
0
0

707.2

762.6

799.5
811.8
947.1

984
1266
1267
1353

1660.5

0
0
0
0
0
0
0

1426
1968
4182

10



OPA - 04

0
0
0
1
1
0
0
1
0
0
0
0
0
1
0
1
0
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0
1

2583 0

3075 O

3136 O

405 0

455 1
4674 0

492 0

528 0

572 0

615 0
6395 0

664.2 0

7072 0O

713 1
762.6 0O

774 1
811.8 0

861 O
9225 0

947.1 O

984 0
1107 O

1119 1

1131 1

1137.7 O

1180.8 O

1267 O

1408.3 0

4182 1

OPA -05

246 0 O
2952 0 O

3136 0 O

369 1 0

11



0

3874 0 O

492 0 O

529 0 O
5635 0 0

5904 0 O

615 0 O
639.5 0 O

676 0 O
682.2 0 O

7072 0 O

738 1 0

836 1 0

861 0 O
8856 0 O

9225 0 O

9471 0 O

984 0 O
1021 0 O

1107 1 O
1180.8 0 O

1230 0 O

1267 0 O

1310 0 O

1353 0 O
14083 0 O

1476 0 O
15375 0 O

16605 0 O

1845 0 O

2011 0 O
2263.2 0 O

4182 0 O

OPA-08

2706 0 O

326 0 O

0

369 0 O

12



0
0
0

3874 0 O

5104 0 O

572 0 O

615 0 O
6642 0 O

0

738 0 O
7626 0 O

8118 0 O

0
0

8302 0 O

861 0 1
9225 0 O

0
0
0
0

9471 0 O

984 0 O

1021 0 O

1107 0 1

1180 0 O

0
0

1230 0 O

1310 0 O

1476 0 O

0

1722 0 O

1894 1 1

1968 0 O

0
0

2091 0 O

4182 0 1

OPA -09

0
0
0
0
0
0
0
0
0

2214 0

295 0
3075 0

3321 0

369 0

393 0

430 O
479.7 0O

492 0

13



0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

615 1
6519 0

682.6 0

725.7 0O

738 0
768.7 0

799.5 0

830.2 0

836.4 0

861 O
885.6 0

9532 0
1008.6 0O

10332 0

1021 O
11439 0

1180.8 0

1230 O

1353 0
1402.2 0O

1476 1
1549.8 0

1599 0
1623.6 0O

1672.8 0

1722 0

1845 0
21279 0

2214 0

OPA-10

0
0
0
0
0
0

3444 0

369 0
5227 0

5535 0

565.8 0

590.4 0

14



0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

615 1
6519 0

725 0
707.2 0

7872 0

830 0

861 0
885.6 0

9532 0

984 1
1033.2 O

10455 0

1107 O

1180 O

1230 1
1260.7 O

1273 0

1316 O

1353 0
1402.2 O

1599 0
16236 O

16728 0
20049 0

OPA - 16

246 0 O
2706 0 O

369 0 0
4428 0 O

4551 0 O

5596 0 O

5781 0 O

615 0 O
7626 0 O

8118 0 O

8364 0 O

861 0 O

15



904 0 O
9225 0 O

9532 0 O

984 0 O
9963 0 O
10455 0 O

1107 0 O
11808 0 O

1230 0 O

1390 0 O
14022 0 O

14452 0 O

1476 0 O
1648.2 0 O

2214 0 0

OPA-19

553 1 0

615 0 O
639.5 0 O

6519 1 O

6826 0 O

738 0 O
7626 0 O

8118 0 O

861 0 O
9225 0 O

9471 0 O

984 0 O
1107 1 O
1180.8 0 O

1230 0 O

1267 0 O

1353 0 O
16605 0 O

1722 0 O

2011 0 O
24473 1 0

16



0

4182 0 O

OPH-01

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

2829 0

3136 0

3198 0

3505 0

3874 0

406 O
4551 0

492 0
5104 O

572 0

615 1
664.2 0

682.6 0

733 1

738 0
7626 0

7872 0

861 O

897 1
9225 0

947.1 O

1070 1

1310 O
15375 0

1722 0

1845 0

OPH- 02

0
0
0

319 0
3874 0

4182 0

17



0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

492 0

504 0

572 0

615 0
639.5 0

664 1
6826 0

707.25 0

738 0
7626 0

8118 0

8302 0

861 1
9471 0

959 1

984 0
996.3 0

1168 O

1270 0

1476 0

1599 0

2349 0

4182 0

OPF- 08

0
0
0
0
0
0
0
0
0

3874 0

492 0

553 0

572 0
59004 0

615 0
6395 0

701 O
7626 0

18



0
0
1
0
0
0
0
0
1
0
0
0
0
1
0
1
0

861 O
9225 0

9348 0

9471 O

984 0
1021 0O

1107 O
1137.7 O

1230 O

1267 O

1389 0
1408.3 0

15375 0

1574 0

1722 0

1845 0

2091 O

OPF-10

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

209.1 0

233.7 0

369 0

406 O
4182 0

492 0

529 0
602.7 0

639.5 0

682.6 0

738 1
7872 0

8118 0

830.2 0

861 O

19



0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

885.6 0

984 0
996.3 0

1107 O
1137.7 0

1230 0

1310 O
14084 0

1476 O

1599 0
1660.5 0

1758 0

2091 O

4182 0

20
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