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RESUMEN 

 

En México, Metarhizium anisopliae es un hongo patógeno de diversos órdenes de 

insectos entre los que se encuentran plagas de cultivos agrícolas como la mosca pinta 

(Hemiptera: Cercopidae) que afectan principalmente cultivos de caña de azúcar y 

pastizales. Este hongo se produce comercialmente en diversos países como agente 

microbiano de control biológico. Antes de su uso como insecticida biológico se deben 

considerar los protocolos de bioseguridad en el ambiente, así como la realización de 

estudios sobre el monitoreo del destino de los agentes microbianos en el campo, para 

poder entender la ecología de este grupo de microorganismos y llevar a cabo un control 

biológico más eficiente.  

Debido a la dificultad que implican los métodos micológicos convencionales para aislar 

el hongo de las muestras de campo, es necesario el empleo de métodos que faciliten la 

detección del hongo en el ambiente, como por ejemplo, una sonda de DNA que 

identifique el hongo de manera sencilla, rápida y eficiente. En el presente trabajo se 

planteó la obtención de una sonda de M. anisopliae aislada de la mosca pinta de los 

pastos de México, utilizando para su diseño la región 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del 

rDNA, la cual ha sido ampliamente usada en hongos para diseño de marcadores 

moleculares y para estudios filogenéticos. Se utilizaron 13 cultivos monospóricos de M. 

anisopliae obtenidos de Aeneolamia spp. provenientes de diferentes estados de México, 

y cepas de referencia de diversos orígenes geográficos. Se probó la sensibilidad y 

especificidad de la sonda con los 13 aislados y cepas de referencia de M. anisopliae, 

otras especies de Metarhizium, diversos hongos entomopatógenos y otros hongos 

patógenos. Se obtuvo la sonda MAMX de M. anisopliae que amplificó una banda de 

188 bp, la cual presentó una elevada sensibilidad de hasta 500 fg/µl.  En cuanto a la 

especificidad, la sonda no sólo identificó aislados de M. anisopliae, sino que también a 

M. pingshaense y M. robertsii, sugiriendo que estos tres aislados pudieran pertenecer a 

la misma especie. Además, la sonda no amplificó la banda específica en diversos 

hongos entomopatógenos ni en otros hongos patógenos que se utilizaron en las pruebas 

de especificidad. Los resultados muestran la relevancia del diseño y uso de sondas de 

DNA obtenidas de cepas autóctonas de la región donde se van a utilizar. 
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SUMMARY 
 
In Mexico, Metarhizium anisopliae is a fungal pathogen of different orders of insects 

among which are pests of agricultural crops as the spittlebug (Hemiptera: Cercopidae) 

affecting mainly sugar cane crops and cattle pastures. This fungus is produced 

commercially in several countries as a mycopesticide. Before its use as a biological 

insecticide, there are biosafety protocols concerning the fate of microbial agents in the 

environment as well as their monitoring in the field to be performed, in order to 

understand the basic ecology of this group of microorganisms and to carry out a more 

efficient biological control. Due to the complexity of the mycological conventional 

methods for isolating the fungus from field samples to be able to perform the biosafety 

procedures, it would be necessary to have other methods that would simplify the fungal 

detection in the field, i.e., a DNA probe able to detect the microorganism introduced 

into the environment.  

In the present work, a specific probe for the detection of M. anisopliae isolated in 

Mexico was designed by use of sequence data from the 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S rDNA 

region, which has been widely used in the Fungi kingdom to design molecular markers 

for phylogenetic and identification studies. Thirteen monospore cultures of M. 

anisopliae from different states of Mexico and reference strains from diverse 

geographic origins were used. The sensitivity and specificity of the marker were tested 

with the 13 M. anisopliae isolates and reference strains, other Metarhizium species, 

different entomopathogenic fungi and other pathogenic fungi. The MAMX probe assay 

amplified a 188 bp band with a high sensitivity, detecting 500 fg/ µl. The DNA probe 

identified not only M. anisopliae, but also M. pingshaense and M. robertsii, suggesting 

that they could belong to the same species. Results showed the relevance of native or 

authoctonous strains for the design and use of molecular markers.
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INTRODUCCIÓN 

 

El crecimiento de la población humana requiere la conversión de ecosistemas naturales 

en agroecosistemas con el fin de satisfacer principalmente sus necesidades alimenticias, 

buscando que éstos sean altamente productivos, sustentables y de bajo impacto para el 

ambiente (Badii y Guajardo, 2009). Sin embargo, la tendencia hacia el uso único y 

excesivo de plaguicidas químicos es aun persistente. Una parte de la solución a este 

problema es el control biológico, el cual puede ser definido como el uso de organismos 

vivos como agentes para el control de plagas (Greathead y Waage, 1983). A pesar del 

éxito que ha tenido la introducción del control biológico es difícil predecir las 

consecuencias del mismo, por lo que se requieren más estudios de la ecología y 

epidemiología de los agentes microbianos utilizados con este fin, para su mejor 

comprensión y manejo (Huffaker y Dahlsten, 1999). Entre los agentes microbianos 

utilizados en el control biológico, se encuentran los hongos entomopatógenos, que en 

condiciones naturales tienen la capacidad de biorregular a las poblaciones de insectos. 

 Esta capacidad depende de la susceptibilidad del hospedero. En este caso, el 

insecto (hospedero) puede ejercer una presión selectiva que favorezca a pocos genotipos 

del patógeno; es decir hay una selección natural de estos microorganismos en términos 

de especialización con respecto al hospedero (St Leger y Roberts, 1997).  

 La habilidad de los entomopatógenos para infectar insectos está usualmente 

restringida a un grupo particular, por esta razón, el desarrollo y uso de hongos como 

agentes microbianos para control de plagas requiere de diversos estudios considerando 

la selección de las cepas más adecuadas por su virulencia hacia el insecto plaga y por su 

elevada producción de esporas, entre otras características diversas. Entre algunas de las 

especies fúngicas más utilizadas para el control biológico de plagas agrícolas se 

encuentran: Beauveria bassiana (Bals.-Criv.), Metarhizium anisopliae (Metschn.), 

Metarhizium acridum (Driver y Milner), Lecanicillium lecanii Zimm (≡ Verticillium 

lecanii Zimm.) e Isaria fumosorosea Wize (≡ Paecilomyces fumosoroseus Wize (Brown 

y Smith). 

Cuando un entomopatógeno es producido en grandes cantidades, se deben 

cumplir ciertos protocolos de seguridad para considerar y apoyar la inocuidad de los 

agentes microbianos utilizados y tranquilizar las inquietudes de las personas al respecto. 
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El desarrollo de cualquier agente de control biológico debe ser monitoreado y manejado 

cuidadosamente durante su producción y aplicación en cultivos, tomando en cuenta sus 

riesgos potenciales y problemas de seguridad para evitar posibles daños a la salud, 

especialmente en vertebrados y humanos (Siegel, 1997).  

Existen diversas organizaciones que han contribuido a mejorar los 

procedimientos para el registro de plaguicidas microbianos (bioinsecticidas). En el 

documento de la “Guía de Requerimientos para el Registro de Plaguicidas Microbianos” 

de la “Organization for Economical Co-Operation and Development” (OECD), se 

enlistan los puntos que de acuerdo con las autoridades que regulan las normas sobre 

plaguicidas de la mayoría de los países miembros de la OECD deberían conformar un 

expediente de un plaguicida microbiano. Entre estos puntos se encuentran los datos 

toxicológicos e información sobre posibles daños por la exposición al agente 

microbiano, estudios sobre su destino y comportamiento en el ambiente. En México, la 

Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) es 

responsable de la regulación, control y fomento sanitario. A pesar de la existencia de 

esta Comisión, aún faltan estudios sobre el monitoreo del destino de los agentes 

microbianos en el campo, después de su aplicación para el control biológico, con el fin 

de poder entender la ecología de este grupo de microorganismos y llevar a cabo un 

control biológico más eficiente (Meyling y Eilenberg, 2007).  

El mecanismo de infección de los hongos entomopatógenos consiste en la 

adhesión, penetración, diseminación y salida de los conidios del hongo del insecto 

infectado (Charnley y St Leger, 1991) (Fig. 1). Cuando el conidio se adhiere a la 

superficie del insecto, éste germina desarrollando un apresorio (estructura de adhesión). 

La cutícula es penetrada y degradada por una combinación de presión mecánica de una 

clavija de penetración y la acción de enzimas, como proteasas (Pr1 y Pr2) y quitinasas. 

En el hemocele del insecto hospedero el hongo prolifera, posteriormente sale a la 

superficie, produciendo conidios que pueden ser diseminados por: viento, lluvia, otros 

insectos, etc. La cutícula del hospedero es la primera línea de defensa contra la 

infección y tiene un papel central que puede determinar la especificidad fúngica. Los 

insectos responden de forma celular y humoral ante una infección fúngica. Los hongos 

tienen dos estrategias principales para vencer la respuesta inmune del hospedero: el 

desarrollo de estructuras que evaden la respuesta del insecto y la producción de 
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sustancias inmunomodulantes que suprimen el sistema de defensa del hospedero 

(Thomas y Read, 2007).  
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Fig. 1. Esquema general del mecanismo de infección de los hongos entomopatógenos (modificado de Charnley y St. 

Leger, 1991). 

 

El género Metarhizium fue descrito por Metschnikoff (1879) al observar al hongo 

infectando a las larvas de Anisoplia austriaca (Coleoptera: Rutelidae) sobre plantas de 

trigo, este investigador propuso el nombre de Entomophthora anisopliae para este 

hongo y posteriormente Sorokin lo transfirió al género Metarhizium. Su uso en el 

control biológico comenzó poco después de su identificación. 

Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) es un hongo 

entomopatógeno ampliamente utilizado como agente microbiano de control biológico. 

Se encuentra distribuido mundialmente con un amplio rango de insectos hospederos. Ha 

sido considerado seguro y ambientalmente aceptado como una alternativa a los 

plaguicidas químicos. En años recientes ha sido registrado como agente microbiano en 

diversos países como: EUA, Brasil, Venezuela, India, Australia, Kenia, Suiza, Francia, 

Inglaterra, Italia y Austria (Zimmerman, 2007) y está siendo aplicado en México para el 

control de la plaga mosca pinta o salivazo de los pastos (Hemíptera: Cercopidae) 

(Morales et al., 1992; Berlanga et al., 1997). 

Estudios de termotolerancia indican que la temperatura óptima de crecimiento de 

los aislados de M. anisopliae procedentes de México es de 25 a 30 °C, lo que sugiere la 
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aplicación de este hongo en zonas climáticas acordes (Navarro-Barranco et al., 2006). 

Este hongo desarrolla colonias de color verde, a veces de color sepia, y sus 

características morfológicas se describen en la Fig. 2 y Tabla 1 (Tulloch, 1976; Domsch 

et al., 1980).  

 

   

A B C

Fig. 2. Metarhizium anisopliae. (A) Aspecto macroscópico de la colonia en medio de agar-papa- dextrosa (APD) a 

los 10 días de crecimiento. (B-C) Morfología del conidióforo, fiálides, conidios y columnas de conidios (Barron, 

1983; Watanabe, 1994). 

 

Tabla 1. Principales características de Metarhizium anisopliae 

Características Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

Morfología de conidios

Basípetos catenulados, 

fialosporas cilíndricas

Tamaño de conidios 6.3 – 9.8 x 2.1 ‐2.5 µm

5.0 – 8.0 x 2.5 – 3.5 µm

Conidióforo

De 40‐80 µm de alto. Simples o ramificados. 

Fiálides apicalmente puntiagudas de 

9.7 – 35.3 x 2.1 ‐2.7 µm.

Hábitat Suelos boscosos

Color de colonias En APD de color verde amarillento. En ocasiones 

en tonos más oscuros de verde, sepia o isabelino.

Temperatura 25°C

Humedad Relativa (HR) 60 % 
 

Tomado de Domsch, 1980; Barron, 1983; Watanabe, 1994. 
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La clasificación de este hongo ha sufrido diversas modificaciones desde que fue 

descrito por Tulloch (1976). El género Metarhizium fue reevaluado por Driver et al. 

(2000) usando la región ITS y la región 28S (D3) DNA ribosomal (rDNA) y patrones 

RAPD, lo cual dio como resultado que el género se agrupara en 10 distintos clados. 

Bischoff et al. (2009) realizaron uno de los últimos trabajos de análisis filogenético para 

Metarhizium, el cual se llevó a cabo con base en la secuencia casi completa de los genes 

que codifican para EF-1α, RPB1, RPB2 y β-tubulina. Los resultados de este estudio 

apoyan la monofilia de nueve taxa terminales en el complejo de especies de 

Metarhizium. Proponiendo con rango de especie a  M. anisopliae, M. guizhouense, M. 

pingshaense, M. acridum stat. nov., M. lepidiotae stat. nov. y M. majus stat. nov., 

además de describir las nuevas especies M. globosum y M. robertsii.  Debido a ello, en 

este trabajo se menciona a M. anisopliae var. anisopliae como M. anisopliae. En la 

Tabla 2 se muestran las diversas especies del género con las modificaciones de los 

últimos años (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Clasificación del género Metarhizium con base en caracteres morfológicos, análisis molecular y 

multigénico 

Taxones reconocidos 
morfológicamente*

Taxones reconocidos molecularmente** Taxones reconocidos por análisis
filogenético multigénico***

M. album (Petch)
M. anisopliae (Metsch.) Sorokin

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

M. flavoviride (Gams y 
Roszypal)

var. minus (Rombach)
var. flavoviride (Gams y Roszypal)

M. album
M. flavoviride Tipo E
M. flavoviride var. novazealandicum
M. flavoviride var. pemphigum
M. flavoviride var. minus
M. flavoviride var. flavoviride
M. anisopliae var. acridum
M. anisopliae var. lepidiotum
M. anisopliae var. anisopliae
M. anisopliae var. majus

M. anisopliae
M. guizhouense
M. pingshaense
M. acridum stat. nov.
M. lepidiotae stat. nov. 
M. majus stat. nov.
M. globosum
M. robertsii
M. brunneum

 
*Samson et al. (1988), Hawkworth et al. (1995). Tulloch 1976, Rombach et al. 1986, Rombach et al. 1987 
**Driver et al. (2000) 
***Bischoff et al. (2009) 
 

 En México, M. anisopliae es patógeno de una gran variedad de insectos entre los 

que se encuentran plagas de cultivos agrícolas. Una de las principales plagas que 

provoca reducciones significativas en los cultivos y pastos para alimentación de ganado, 

es la mosca pinta o salivazo de los pastos, que comprende principalmente dos géneros: 

Aeneolamia y Prosapia, cada uno con varias especies. El ciclo de vida del insecto 

consta de tres estadios: huevo, ninfa y adulto. La denominación de salivazo de los 
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pastos se refiere al estado ninfal, ya que se encuentran cubiertos con una secreción 

blanquecina de aspecto similar a la saliva (Flores, 1994).  

 Uno de los cultivos de gran relevancia económica, susceptibles a ser atacado por 

la mosca pinta, es la caña de azúcar, la cual reportó en el año 2010 un total de 

752,129.28 hectáreas sembradas, siendo Veracruz el estado con mayor producción (Fig. 

3) (Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera, 2009).  
 

 
Fig. 3. Mapa de los estados ganaderos y productores de azúcar 

 

La mosca pinta afecta los cultivos de caña de azúcar disminuyendo 

considerablemente el rendimiento de azúcar por hectárea cultivada (Leal et al., 1998). 

El daño del hemíptero puede ser de dos tipos principalmente: 

• Provocado por la ninfa al alimentarse de las raíces y tallos de la planta. 

• Provocado por el adulto al alimentarse de retoños y hojas (Umul, 2000). 

Las manchas de color amarillo blancuzco que aparecen en las hojas son un 

síntoma de la infestación de este insecto, el cual causa fitotoxemia al inocular enzimas 

aminolíticas y oxidantes ocasionando una seria disminución en el área disponible para 

la fotosíntesis y en la productividad de cañaverales y pastizales (Thompson y León, 

2005). Las áreas dañadas de la hoja se secan gradualmente. Si la infestación es grave, 

las lesiones se fusionan y grandes porciones de la hoja mueren (Ortega, 1987) (Fig. 4). 

 

 8



 
A B

Fig. 4. Daños de la mosca pinta o salivazo de los pastos. (A) Pastizal seco de ganado con la plaga de la mosca pinta; 

(B) Aspecto de salivazo en hojas de pasto.  

 
Los insecticidas químicos aplicados con mayor frecuencia para controlar la 

mosca pinta son: thiodan, nuvacrón y diazinón (Rodríguez, 2004), entre otros, los cuales 

de acuerdo con “World Health Organization (WHO)” presentan una categoría de 

toxicidad I Y II, ubicándolos en extremada y moderadamente tóxicos. Asimismo, son 

tóxicos para insectos benéficos (abejas), zooplancton, crustáceos, peces, aves y 

mamíferos (WHO, 2009). 

La aplicación de M. anisopliae ha resultado ser una excelente alternativa para el 

control biológico de la mosca pinta, debido a la inocuidad que presenta para insectos 

benéficos y mamíferos. La bioseguridad de M anisopliae ha sido establecida, utilizando 

mamíferos y modelos de vertebrados, tales como aves, peces, ratones, conejos, ratas y 

reptiles, desde 1968 hasta 1983 (Zimmermann, 2007). Pruebas de bioseguridad en 

mamíferos (roedores y conejos) utilizando inhalación, exposición subcutánea, 

intraperitoneal e intraocular han demostrado la inocuidad del hongo hacia los animales 

(Toriello et al., 2006; Navarro- Barranco et al., 2006).  
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ANTECEDENTES 

 

El desarrollo sustentable ha adquirido un papel relevante en el ámbito 

socioeconómico de las naciones en los últimos años. El control biológico ocurre de 

manera natural en las poblaciones de organismos sin la intervención del hombre y a esta 

fase se le denomina control natural. Es solo cuando el hombre interviene mediante el 

uso de organismos (hongos, bacterias, depredadores, etc) para controlar poblaciones 

consideradas plagas, que esta actividad adquiere el nombre de control biológico. Este 

término fue usado por primera vez por Smith en 1919 (Badii et al., 2000). De forma 

oficial el control biológico comenzó a finales del siglo XIX con el uso de un escarabajo 

(Rodalia cardinales,  Coleoptera: Coccinellidae) en contra de la escama algodonosa de 

los cítricos Icerya purchasi (Hemiptera: Margarodidae), en el estado de California, 

EUA y a partir de ese momento el control biológico se inició como disciplina científica 

(Badii et al., 2000). 

A pesar de que el control biológico ha sido practicado en Latinoamérica desde 

principios del siglo XX, los datos históricos escritos son limitados. Los principales 

casos de control biológico son: (1) la introducción de R. cardinalis para el control de I. 

purchasi; (2) la liberación de Encarsia berlesi (Hymenoptera: Aphelinidae) para el 

control de Pseudalacaspis pentagona (Homoptera: Diaspididae); y (3) la introducción 

de Aphelinus mali (Haldeman) (Hymenoptera: Aphelinidae) para el control de Eriosoma 

lanigerum (Hemíptera: Aphididae). En México, se empezaron a realizar trabajos de 

control biológico hasta 1940 con la introducción de A. mali para el control del pulgón 

lanígero del manzano E. lanigerum en Coahuila (Lenteren van, 2008). 

Actualmente, M. anisopliae se aplica en México como agente de control 

biológico en plantaciones de caña de azúcar de la región del Golfo (SAGAR, 1999), 

pero no se cuenta con técnicas de identificación molecular específicas que permitan la 

protección de carácter jurídico sobre las cepas utilizadas como bioinsecticidas, ni el 

análisis económico costo-beneficio de la liberación del hongo, ni el monitoreo de la 

persistencia del hongo en el campo agrícola (suelo, plantas, agua y aire). Una de las 

principales incógnitas sobre los agentes microbianos usados en el control biológico ha 

sido la inconsistencia en su monitoreo debido a la falta de marcadores específicos 

(Bidochka, 2001; Zimmerman, 2007).  
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Las estrategias clásicas para la identificación de hongos entomopatógenos con 

base en características morfológicas y fisiológicas como macro y micromorfología, 

termotolerancia, velocidad de crecimiento radial y formación de propágulos infectivos, 

han mostrado deficiencias para la detección de hongos en el ambiente y esto ha 

fomentado la búsqueda de nuevas metodologías, en particular, las técnicas moleculares 

con las cuales se ha llegado a tener herramientas útiles para detectar e identificar 

agentes microbianos, incluyendo hongos entomopatógenos. Una parte importante para 

determinar el impacto ambiental al utilizar el control biológico, es el empleo de algún 

tipo de marcador para detectar al microorganismo introducido en el ambiente 

(Bidochka, 2001). 

 Actualmente existen diversas técnicas que pueden ser utilizadas para la 

identificación de hongos entomopatógenos. Se han combinado análisis bioquímicos con 

el estudio de caracteres morfológicos, mostrando gran diversidad genética en el género 

Metarhizium (St. Leger et al., 1997). La biología molecular ha adquirido relevancia 

como herramienta para la identificación de hongos y estudios de persistencia en el 

ambiente (Goettel et al., 2005). Para esto, se han diseñado sondas a partir de regiones 

codificantes y no codificantes del DNA (Unruh y Wooley, 1999). Dentro de éstas se 

encuentra la región amplificada de una secuencia caracterizada (SCAR) obtenida a 

partir de patrones polimórficos generados por la amplificación aleatoria de DNA 

(RAPD) y la longitud de fragmentos amplificados (AFLP). Con base en estas técnicas, 

se han diseñado sondas para la identificación de diferentes hongos. Por ejemplo, 

Castrillo et al. (2002) diseñaron una sonda de DNA para B. bassiana, el cual es un 

hongo usado para el control biológico en un amplio rango de insectos plagas. Arroyo 

(2005) desarrolló una sonda para M. acridum, una especie fúngica utilizada 

principalmente para el control de acrídidos. Ésta última se evaluó en una plantación de 

amaranto de San Mateo, Puebla, en la cual se aplicó M. acridum para el control del 

saltamontes (Sphenarium purpurascens, Orthoptera: pyrgomorphidae). Los conidios del 

hongo fueron detectados en el aire por la técnica de la PCR con la sonda específica, dos 

días después de su aplicación en el campo (Calderón-Ezquerro et al., 2011). Asimismo, 

para otra especie fúngica, I. fumosorosea (≡ Paecilomyces fumosoroseus), utilizada en 

el control biológico de la mosquita blanca (Hemíptera: Aleyrodidae), también se obtuvo 

otro SCAR (Arroyo- Vásquez et al., 2007) a partir de los patrones polimórficos de la 

técnica de AFLP. Este SCAR se evaluó por PCR en muestras de aire, suelo e insectos, y 
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los resultados mostraron una detección del hongo entre 10 y 105 conidios de I. 

fumosorosea (Ayala-Zermeño et al., 2011). Por otro lado, Schena et al. (2002) lograron 

la detección de Aureobasidium pullulans con una sonda propuesta por ellos, este hongo 

saprobio ha demostrado tener actividad antagonista hacia hongos fitopatógenos. 

El uso de regiones del rDNA también ha sido ampliamente usado en ecología 

fúngica (Bidartondo y Gardes, 2005). Las secuencias del espaciador interno transcrito 

(ITS Inter Transcribed Spacer) del rDNA, son un blanco ideal para el desarrollo de 

oligonucleótidos especie-específicos debido a que evolucionan relativamente rápido y 

son altamente variables en longitud y contenido de nucleótidos entre especies 

cercanamente relacionadas, y algunas veces, dentro de las mismas especies, como ha 

sido demostrado por Entz et al. (2005) al desarrollar una sonda para la detección de M. 

acridum. Para este mismo hongo, Reyes-Montes et al. (2012) diseñaron  una sonda a 

partir de las secuencias correspondientes al clado 7 reportado por Driver et al. (2000) 

que demostró una buena sensibilidad y especificidad entre las especies del género 

Metarhizium. 

En vista de la necesidad de contar con herramientas moleculares obtenidas a 

partir de cepas autóctonas para la investigación ecológica de los hongos 

entomopatógenos aplicados en el ambiente, se llevó a cabo este estudio para obtener una 

sonda de DNA que pudiera utilizarse para este tipo de proyectos. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA   
 
 
En México, el Centro Nacional de Referencia de Control Biológico (CNRCB), 

Dirección General de Sanidad Vegetal (DGSV), Servicio Nacional de Sanidad, 

Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), Secretaría de Agricultura, 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA) en Tecomán, Colima, 

cuenta con aislados autóctonos de M. anisopliae provenientes de diferentes hospederos 

y cultivos. Estos aislados han sido estudiados conjuntamente entre el laboratorio de 

Micología Básica del Depto. de Microbiología y Parasitología de la Facultad de 

Medicina de la UNAM, la UAM-Xochimilco y el CNRCB, para evaluarlos 

fenotípicamente (Basilio-Hernández et al., 2007; Montoya-Sansón et al., 2006; 2007; 

Toriello et al., 2009; Zavala-Ramírez, 2005) y genotípicamente (Navarro-Barranco, 

2006). Como parte de los protocolos de bioseguridad de estos microorganismos se ha 

evaluado su inocuidad para los mamíferos (Toriello et al., 2006) y se ha determinado su 

bajo riesgo infectivo para los insectos que no son el objetivo o blanco de los hongos 

(Zimmermann, 2007). Todos estos estudios de bioseguridad, así como la identificación 

del hongo, se han realizado con los métodos de micológica convencional que tienen la 

desventaja de ser complicados y lentos en su ejecución. Consecuentemente, se requiere 

ahora de un método molecular de diagnóstico específico que facilite la identificación de 

M. anisopliae en campos agrícolas donde se ha aplicado el hongo como agente 

microbiano de biocontrol y para estudios del hongo en la naturaleza. En este trabajo se 

plantea el diseño de una sonda específica con la región 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del 

rDNA, para aislados de M. anisopliae de México. 
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HIPÓTESIS 

Si las técnicas micológicas convencionales usadas para la identificación del hongo 

Metarhizium anisopliae en muestras del ambiente presentan dificultades para su estudio, 

entonces la obtención de una sonda de DNA específica y sensible para M. anisopliae 

facilitará su estudio en investigaciones posteriores. 
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OBJETIVO GENERAL 

Diseñar una sonda específica y sensible con base en la región 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S 

del rDNA para la identificación del hongo entomopatógeno M. anisopliae. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Obtener DNA de diversos aislados de M. anisopliae de México y de cepas de 

referencia del género Metarhizium. 

 Identificar la región 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del rDNA para la especie de M. 

anisopliae, en los aislados de México.  

 Aislar un fragmento de la región ITS mencionada en el objetivo anterior para 

encontrar una secuencia consenso entre los aislados de México y M. anisopliae 

reportados por Driver et al. (2000) para el diseño de una sonda de DNA 

específica.  

 Determinar la especificidad y sensibilidad de la sonda diseñada. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Aislados 

Se utilizaron 13 cultivos monospóricos de M. anisopliae (Tabla 3) derivados de aislados 

originales de la mosca pinta (Aeneolamia spp.) de México provenientes del CNRCB, 

SAGARPA. Estos cultivos monospóricos se encuentran depositados en la colección de 

cultivos del laboratorio de Micología Básica del Departamento de Microbiología y 

Parasitología, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México y 

registrada en “World Federation of Culture Collections (WFCC)” con el número 

BMFM-UNAM 834. Las cepas de referencia del género Metarhizium utilizadas están 

descritas en la Tabla 4 y pertenecen a las colecciones de la “Commonwealth Scientific 

and Industrial Research Organization” (CSIRO) de Australia, y a la “Agricultural 

Research Service of Entomopathogenic Fungi” (ARSEF) de United States Department 

of Agriculture (USDA). Para los ensayos de especificidad se utilizaron los hongos 

entomopatógenos Lecanicillium lecanii e Isaria fumosorosea  y otros hongos patógenos 

de humanos como Sporothrix schenckii EH-143 y Aspergillus fumigatus MM4 (Tabla 

5). 

 
Tabla 3. M. anisopliae aislados de la mosca pinta (Aenolamia spp.) en cultivos de caña de azúcar de 

México 

Clave UNAM1 Clave CNRCB2 Origen geográfico

EH-467/6 MaZC3A Veracruz

EH-468/1 MaGBA Veracruz

EH-469/6 MaGB3A Veracruz

EH-470/6 MaGB4 Veracruz

EH-471/3 MaNL18 S. L. Potosí

EH-472/6 MaNP1 S. L. Potosí

EH-473/4 MaNL1 S. L. Potosí

EH-474/6 MaNL2 S. L. Potosí

EH-476/3 MaNM2 S. L. Potosí

EH-477/5 MaOPS1 Oaxaca

EH-478/1 MaOPS2 Oaxaca

EH-479/2 MaMV Veracruz
EH-480/8 MaZP Veracruz

 
 1UNAM= Universidad Nacional Autónoma de México 

2CNRCB= Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 
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Tabla 4. Cepas de referencia del género Metarhizium 

Nombre Clave ARSEF*
CSIRO** Hospedero Origen

M. anisopliae^
7450* Heteronyx piceus (Coleoptera) Australia

M. robertsii^ 2575* Curculio caryae (Coleoptera) Australia

M. pingshaense^ 7929* Cryptotermes brevis (Isoptera) Australia

M. album+ 1941* Nephotettix virescens (Homoptera) Filipinas

M. flavovirideTipo E+ 2948* Homoptera Brasil

M. f . var. novazealandicum+ FI‐698** Lepidoptera Nueva Zelanda

M. f. var. pemphigum+ FI‐72** Pemphigus treherni (Homoptera) Inglaterra

M. f. var. minus+ 2037* Niliparvata lugens (Homoptera) Filipinas

M. f. var. flavoviride+ 1184* Otiorhynchus sulcatus (Coleoptera) Francia

M. a. var. acridum+ FI‐985** Austracis guttulosa (Orthoptera) Australia

M. a. var. acridum+ FI‐987** Ornithacris cavroisi (Orthoptera) Nigeria

M. a. var. lepidiotum+ FI‐147** Lepidiota consobrina (Coleoptera) Australia

M. a. var. anisopliae+ FI‐1029** Schistocerca gregaria (Orthoptera) Eritrea

M. majus+ 1914* Oryctes rhinoceros (Coleoptera) Filipinas

 
*ARSEF= Agricultural Research Service of Entomopathogenic fungi, EUA 
**CSIRO= Commonwealth Scientific and Industrial research Organization, Australia 
+ Driver et al. (2000) 
^ Bischoff et al. (2009) 

 
 

 
Tabla 5. Cepas usadas para ensayos de especificidad 

 

Clave UNAM Clave original Taxon Hospedero Origen

EH‐348 Aislado C1 Lecanicillium lecanii Trialeurodes sp. (Homoptera: 
Aleyrodidae)

Morelos, MX

EH‐458 IE‐3972 L. lecanii Hemileia vastatrix Veracruz, MX

EH‐506/3 PFCAM Isaria fumosorosea Bemisia spp. Campeche, MX

EH‐511/3 AMBAS2 I. fumosorosea Bemisia spp. Armería, Colima, MX

EH‐143 EH‐143 Sporothrix schenckii Caso clínico humano MX

MM4 951740 Aspergillus fumigatus Caso clínico humano AR

 
MX= México 
AR= Argentina 
1 Universidad Autónoma Metropolitana, México D.F. 
2 Herbario XAL, Instituto de Ecología, Xalapa, Veracruz 
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Reactivación 
 

Los cultivos monospóricos se obtuvieron de conservación en glicerol (10 %), sin 

embargo, no todos los aislados mostraban las características típicas de la morfología de 

la especie por lo cual se procedió a reactivarlos mediante la infección de ninfas estadio 

cinco de Meccus pallidipennis (Hemíptera). 

• Suspensión conidial para infección del insecto: Se sembraron tubos con medio 

de agar papa dextrosa (APD: 300 g/L papa blanca, 20 g/L dextrosa-Droguería 

Cosmopolita, México-, 15 g/L agar -Bioxon, México-) con los 13 aislados de M. 

anisopliae mostrados en la Tabla 2. Éstos fueron incubados a 28 °C durante 8 

días. Se preparó entonces una suspensión conidial de 1 x 107 conidios/mL de 

cada aislado. 

• Serie de lavados: Para asegurar el crecimiento del hongo de interés, los insectos 

fueron sometidos a una serie de lavados con el fin de eliminar agentes externos. 

Estos lavados consistieron en sumergir las ninfas en agua estéril, hipoclorito al 5 

%, agua estéril nuevamente, alcohol al 70 %, y tres lavados con agua estéril, 

cada uno de ellos durante 3 s.  

• Infección del insecto: Todo el procedimiento se llevó a cabo en una campana de 

flujo laminar. Cada insecto se colocó individualmente en cajas Petri con papel 

filtro estéril, se aplicaron 10 µL del inóculo en el pronoto del insecto, y una vez 

infectados se mantuvieron a 27 °C con un fotoperiodo de 12:12 h (luz - 

oscuridad). Posteriormente, cada insecto se depositó en cajas con agar agua para 

brindar soporte y mantener una humedad adecuada (60 % aprox.). La muerte de 

las ninfas por la infección del hongo fue constatada al observar su crecimiento 

en la superficie del triatomino. Los insectos se mantuvieron en las condiciones 

antes descritas de humedad y luz-oscuridad, durante 15 días, o hasta que el 

hongo cubriera la superficie del insecto. 

• Recuperación de M. anisopliae de M. pallidipennis: Para la recuperación del 

hongo, se tomó muestra de conidios y masa miceliar de la superficie dorsal  del 

insecto con un asa micológica y se sembró en cajas Petri con APD. Se incubaron 

durante 8 días a 28 °C y todos los cultivos fueron examinados al microscopio 

para verificar su identidad y pureza. 
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Caracterización fenotípica 
 

Macromorfología. Los aislados de M. anisopliae se sembraron en cajas 

de Petri con medio APD y se incubaron a 28 °C durante cinco días. 

Posteriormente, se observaron las características morfológicas coloniales 

de cada cultivo (textura y color de la superficie de la colonia). Para el 

registro de los aislados se tomaron fotografías con una cámara digital 

(Sony, CA, EUA). 

Micromorfologia. Algunos aislados de M. anisopliae se analizaron 

mediante la técnica de microcultivo (Ridell, 1950) para observación de 

su morfología microscópica característica. La técnica consistió en cortar 

bloques de 1 cm2 de medio APD. Cada bloque se colocó sobre un 

portaobjetos estéril y se inoculó el aislado correspondiente, sobre el 

bloque se colocó un cubreobjetos estéril y se incubó dentro de una caja 

de Petri a 28 °C durante cinco días. Se separó cuidadosamente el 

cubreobjetos del agar y se depositó sobre un portaobjetos con una gota 

de azul de algodón y se observó al microscopio (Olympus CH2, NY, 

EUA), con el fin de analizar las características morfológicas de los 

conidios (tamaño, color y forma). Las características microscópicas de 

los aislados fueron registradas por medio de una cámara digital 

(Olympus DP11, NY, EUA). 

 Tamaño de conidios. Se midió con un micrómetro ocular calibrado 

(Olympus CH2), el largo y ancho de 10 conidios de algunos aislados de 

M. anisopliae cultivados en APD e incubados a 28 °C durante cinco 

días. Se documentaron con una cámara digital (Olympus DP11). 

Extracción de DNA 

Después de haber identificado, tanto micro como macroscópicamente cada aislado, 

éstos fueron cultivados individualmente en 250 mL de medio líquido de extracto de 

levadura al 1 % (Universal Flavors; México), peptona de soya al 1 % (Bioxon; México) 

y dextrosa al 4 % (Droguería Cosmopolita, México). Se incubaron en baño María con 

agitación a 28 °C por tres días. Para obtener el micelio se filtró y lavó con agua estéril y 

posteriormente fue secado con papel filtro en campana de flujo laminar en condiciones 

estériles y conservado a -45 °C hasta su utilización. 
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Para el proceso de extracción se utilizó el kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, Austin, TX, 

EUA) de la siguiente manera: se tomaron 100 mg de masa micelial húmeda y se 

depositaron en microtubos de 1.5 mL con 0.2 g de perlas de vidrio de 425-600 µm 

(Sigma,) estériles y el amortiguador de extracción AP1 del kit. Los tubos se agitaron en 

el equipo FastPrep (Thermo Savant Instruments, Holbrook, NY, EUA) y se realizaron 

pruebas para definir la velocidad y tiempos óptimos de agitación, con la finalidad de 

obtener la mayor cantidad de masa fúngica fragmentada. El método que se utilizó para 

el rompimiento de la pared del micelio del hongo fue el propuesto por Lee et al. (1990); 

Williams et al. (2001); Calderón et al. (2002). Brevemente consistió en la adición de 4 

μL de RNAsa a 100 mg/mL, se agitó en el vortex y se incubó la mezcla por 10 min a 65 

ºC. Después de 10 min se adicionaron 130 µL del amortiguador AP2, se incubaron por 5 

min en hielo y se centrifugaron durante 5 min a 13,200 rpm. Se transfirió el volumen 

total del sobrenadante a la columna QIAshredder mini spin del kit sostenida en un tubo 

colector de 2 mL para centrifugarse a 13,200 rpm por 2 min. El sobrenadante obtenido 

en el tubo colector se transfirió a un nuevo tubo y se adicionaron 1.5 volúmenes del 

amortiguador AP3/E mezclando con una micropipeta. Se transfirieron 650 μL de la 

mezcla anterior a la columna DNeasy mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL y 

se centrifugaron durante 1 min a 9,000 rpm desechando el sobrenadante obtenido. Este 

paso se repitió hasta finalizar con el volumen requerido. Posteriormente, se cambió el 

tubo colector, y se realizaron dos lavados con 500 μL del amortiguador AW, el primero 

se centrifugó por 1 min a 9,000 rpm y el segundo por 2 min a 13,200 rpm. Por último, la 

columna se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, adicionándole a la membrana 50 

μL de agua MilliQ, se incubó por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó por 1 

min a 9,000 rpm para su elución. 

Cuantificación de DNA 

Para la cuantificación de DNA se realizó la electroforesis en gel de agarosa (al 0.8 % 

con 0.5 µg/mL de bromuro de etidio), en amortiguador 0.5 X (tris base a 1.34 M, ácido 

bórico a 0.45 M y EDTA a 0.025 M). Se colocaron cuatro concentraciones (10, 20, 50 y 

100 ng) del fago λ (Invitrogen, CA, EUA) y en los siguientes carriles una mezcla de 2 

µL de DNA de cada aislamiento y 2 µL de amortiguador de carga (azul de bromofenol 

al 0.25 %, xilencianol al 0.25 %, ficol 400 al 25 %). La electroforesis se efectuó a 100 V 

por 20 min. Para capturar la imagen del gel se usó un equipo Gel DocTM XR Imaging 

System (Bio-Rad, CA, EUA). El DNA de cada uno de los aislados de M. anisopliae se 
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diluyó para la obtención de una concentración final de 5 ng/µL para su utilización 

durante la amplificación por PCR. 

 

Amplificación por PCR de la región 18S- ITS1- 5.8S- ITS2- 28S 

Se utilizó el método de PCR empleando los oligonucleótidos TW81 (5´-

GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3´) y AB28 (5´-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-

3´) (Sigma, México) que amplifican un fragmento de 601 bp (Fig. 5), previamente 

probados por Curran et al. (1994), y Driver et al. (2000).  

 

Fig. 5. Región amplificada por los primer TW81 y AB28 partiendo el extremo final 3´de la subunidad 18S-ITS1-

5.8S-ITS2 hasta el 28S del rDNA  

 

Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo de acuerdo con lo reportado por Curran et 

al. (1994) en un volumen final de reacción de 25 µL. Se emplearon: amortiguador de 

PCR 1X, MgCl2 a 2.5 mM, dNTPs a 200 µM (Applied Biosystems Inc., Foster City, 

CA, EUA), 100 pmoles/µL de cada oligonucleótido AB28 y TW81, 10 ng de DNA 

genómico y 1 U Taq polimerasa (Applied Biosystems). El testigo negativo contenía 

todo lo anterior excepto el DNA genómico. La amplificación se realizó en un Esco 

swift® Maxi™ Thermal Cycler Block (Esco healthcare, Singapur) con el programa 

mostrado en la tabla 6. 
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Tabla 6. Programa de amplificación por PCR de oligonucleótidos TW81 y AB28 

1 x Ciclo 1 94°C x 5 min

30 x Ciclo 2 94°C x 1 min
55°C x 30 s
68°C x 30 s

1x Ciclo 3
68°C x 2 min

 

Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 

%  con bromuro de etidio (10 µg/mL), en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base a 45 mM, 

ácido bórico a 45 mM, EDTA a 1 mM) (Curran et al., 1994). 

Estandarización de las condiciones de PCR  

Para conocer las condiciones óptimas para la amplificación, se realizaron: 

• Curva de amplificación. Se llevó a cabo una curva de diferentes temperaturas de 

alineamiento para elegir la temperatura óptima de alineamiento, llevando a cabo la 

PCR bajo las mismas condiciones antes mencionadas. Los productos de 

amplificación se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. 

• Curva de MgCl2. Se realizó una curva de MgCl2 con las concentraciones de 1.0, 

1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mM, llevando a cabo la PCR bajo las mismas condiciones antes 

mencionadas y analizando por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. 

Purificación de los productos de PCR 

Después de amplificar los fragmentos del DNA de los diferentes aislados de M. 

anisopliae, se purificaron los productos obtenidos por PCR. La purificación consistió en 

colocar el volumen de la mezcla de reacción (aproximadamente 20 µL) de cada tubo 

junto con 2 µL de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 1.5 % con bromuro de 

etidio. La electroforesis se llevó a cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5 X, durante 

un tiempo aproximado de 90 min. Una vez concluida, se observaron los geles a través 

de un transiluminador de luz UV y se escindió la banda del gel de agarosa eliminando el 

exceso y poder depositarla en tubos Eppendorf de 1.5 mL. La purificación se realizó con 

el kit  QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen GMBH, Hilden, Alemania), de acuerdo con 

las instrucciones descritas por el fabricante. Los cortes del gel donde se mostraba la 

banda se pesaron en una balanza analítica para ajustar el peso que indica el kit. Se 

agregaron 300 µL de amortiguador QG por cada 100 mg de gel, las muestras se 

 22



incubaron a 50 °C por 10 min (o hasta la disolución total del gel), mezclándolas con 

vortex durante la incubación. Después de que el gel se disolviera por completo, se 

observó que el color de la mezcla fuese amarillo ya que la adsorción de DNA a la 

membrana QIAquick es eficiente sólo a pH 7.5 (el color amarillo es un indicador del pH 

adecuado en la mezcla). Se colocó la columna QIAquick spin en un tubo colector de 2 

mL, para unir el DNA, se agregaron 800 µL de la muestra en la columna QIAquick y se 

centrifugó durante 1 min a 13,000 rpm. El líquido colectado fue desechado, 

posteriormente se adicionaron 500 µL de amortiguador QG a la columna QIAquick 

(para la remoción de posibles restos de agarosa) y se centrifugó por 1 min a 13,000 rpm.  

Posteriormente, para lavar la muestra, se agregaron 750 µL de amortiguador PE del kit a 

la columna y se centrifugó por 1 min a 13,000 rpm. Se desechó el líquido colectado y 

fue centrifugado nuevamente durante 1 min a 13,000 rpm para remover por completo el 

etanol residual del amortiguador PE, se colocó la columna QIAquick en un tubo 

Eppendorf de 1.5 mL estéril para eluir el DNA, se agregaron 30 µL de agua MilliQ y se 

mantuvo la columna por 1 min a temperatura ambiente.  Posteriormente, se centrifugó 

por 1 min a 13,000 rpm, obteniéndose así el DNA purificado de la amplificación previa. 

 

Secuenciación de la región 18S- ITS1- 5.8 S- ITS2- 28S del rDNA  

Una vez purificados los productos de amplificación de la región de interés de los 13 

aislados de M. anisopliae, se secuenciaron en un sólo sentido, en un secuenciador ABI 

(Applied Biosystems, Perkin-Elmer, CA, EU), en el Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM. Los electroferogramas de las secuencias obtenidas fueron editados con el 

programa Chromas ver. 2.33 (http://www.technelysium.com.au).  

 

Alineamiento de las secuencias  

Para el alineamiento se utilizaron las secuencias reportadas por Driver et al., (2000) 

correspondiente al clado 9, utilizando como herramienta de análisis el programa Clustal 

X (ver. 1.83). Para su edición se utilizó el programa Bioedit (Sequence Aligment 

Editor). Con el propósito de descartar homologías con secuencias de otros hongos se 

realizó una búsqueda con el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

2.2.23 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997). Se compararon con todas 

las secuencias de nucleótidos pertenecientes a los hongos depositados en el GenBank 

(http://ncbi.nlm.nih.gov) hasta ese momento. Como criterio se consideró la búsqueda de 
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secuencias de la colección de nucleótidos (nr/nt), optimizada para secuencias altamente 

similares (megablast) con el fin de determinar si existía algún organismo diferente a 

Metarhizium anisopliae que tuviera la misma secuencia.  

 
Diseño del marcador molecular (sonda de DNA)  

Para el diseño de los oligonucleótidos, se introdujo la región homóloga del alineamiento 

de los aislados de M. anisopliae, perteneciente al clado 9 de Driver et al. (2000), 

empleando diversos programas: primer BLAST (primer designing tool) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), DNAMAN software (Lynnon 

Biosoft, Québec City, Canadá). Se tomó como base para el diseño de los 

oligonucleótidos los siguientes parámetros: una longitud de18 a 20 bp, un porcentaje de 

guanina-citosina entre 40 a 60 %, una temperatura de alineamiento (Tm) entre 57 a 62 

ºC. Además de estas características los oligonucleótidos debían ser 100 % 

complementarios al molde de DNA, no autocomplementarse, ni formar estructuras 

secundarias que impidieran el alineamiento de los oligonucleótidos al molde de DNA, 

evitar secuencias ricas en polipirimidinas (Timina, Citosina) y polipurinas (Adenina, 

Guanina), contar con residuos de GC en el extremo 3´del oligonucleótido, zonas GC en 

el extremo 5´y regiones centrales, para dar mayor estabilidad a la hibridación del 

oligonucleótido con su secuencia diana. Se llevó a cabo el mismo procedimiento, para la 

obtención de las dos sondas.  

 

Sensibilidad del marcador molecular (sonda de DNA) diseñado 

Para la prueba de sensibilidad del marcador diseñado se realizaron diluciones seriadas 

con las siguientes concentraciones de DNA del aislado EH- 473/4 de M. anisopliae: 10, 

5 y 1 ng; 1000, 500, 100, 50 y 10 pg; 1000, 500, 100, 50, 10 y 1 fg. La mezcla de 

reacción fue realizada en un volumen de 25 µL con las condiciones mencionadas con 

anterioridad. La amplificación se realizó en un termociclador Swift maxi ESCO® 

(Micro Pte Ltd ver. 1.0), bajo el mismo programa de amplificación mencionado 

anteriormente. Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X teñido con bromuro de etidio. La 

electroforesis se llevó a cabo a 100 V en amortiguador TBE. El estándar de tamaño 

molecular empleado fue el de 100 bp DNA Ladder. Las imágenes de los geles se 

capturaron en un fotodocumentador Synoptics (Syngene, Cambridge, Inglaterra) 

utilizando el programa GeneSnap (SynGene) ver. 6.03.00. Posteriormente, se registró la 
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imagen del gel en formato jpg para su posterior análisis, este análisis consistió en 

identificar solo la banda de amplificación deseada comparándola con el marcador de 

peso molecular. 

Especificidad del marcador molecular (sonda de DNA) diseñado  

La evaluación de la especificidad de la sonda se realizó usando las mismas condiciones 

para la PCR antes mencionadas con el aislado EH-473/4 de M. anisopliae de México y 

la cepa de referencia de M. anisopliae 7450, además de otras cepas de referencia del 

género Metarhizium de diversas especies, procedentes de diferentes orígenes 

geográficos (Tabla 3), otros hongos entomopatógenos y patógenos humanos (Tabla 4 y 

5 respectivamente). Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en 

gel de agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X teñido con bromuro de etidio. El 

corrimiento de la electroforesis se llevó a cabo a 100 V en amortiguador TBE en una 

cámara de electroforesis. El estándar de tamaño molecular empleado fue el de 100 bp 

DNA Ladder. Las imágenes de los geles fueron capturadas como se mencionó 

anteriormente. El análisis de los resultados consistió en la visualización de la banda con 

el peso molecular deseado únicamente para los aislados de M. anisopliae. 

Análisis del alineamiento de las secuencias 

Con el objetivo de conocer la relación existente entre los aislados de M. anisopliae de 

México y algunos aislados de M. anisopliae de Driver et al. (2000), se realizó un 

análisis sencillo. El alineamiento fue realizado con el programa Clustal X 

posteriormente para la generación del dendrograma con el programa Dendroscope 3 

(ver. 3.0.13 beta). 
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RESULTADOS 

Reactivación de cultivos monospóricos de M. anisopliae  

Los cultivos monospóricos se obtuvieron de la conservación de los aislados en glicerol 

(10 %), sin embargo, no todos mostraban las características típicas de la morfología de 

la especie, por lo cual se procedió a reactivarlos mediante su infección en ninfas de 

Meccus pallidipennis (Hemíptera). En la Fig.6 se puede observa una colonia del aislado 

EH-473/4 obtenido de conservación, en el cual se observa poca esporulación, en su 

mayoría estructuras miceliares y después de la reactivación se observa la colonia de M. 

anisopliae, con micelio blanco algodonoso que con el tiempo esporuló y produjo un 

color verde oscuro, recobrando sus características después de la infección del insecto 

(Fig. 6).  

 

 
Fig. 6. M. anisopliae EH-473/4 en APD, antes y después de la reactivación 

  
 

Caracterización fenotípica 
 
Macro y micromorfología. Los 13 aislados de M. anisopliae usados en este estudio 

presentaron las características propias de la especie. La muestra tomada de la colonia se 

observó al microscopio, mostrando conidióforos simples y ramificados con conidios 

basípetos, catenulados y cilíndricos que correspondían a la imagen típica de los conidios 

de M. anisopliae. 
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A B 

Fig.7. Características de M. anisopliae (EH-473/4). (A) Colonia de 15 días en medio de APD (B) Conidios del hongo, 

tinción con azul de algodón, 400 X. 

 

Tamaño de conidios 
 
El tamaño de los conidios de algunas especies estudiadas mostraron las siguientes 

dimensiones: M. anisopliae (5.0 – 7.0 x 2.0 – 3.5 µm), M. robertsii (5.0 – 7.5 x 2.0 – 3.5 

µm) y M. pingshaense (5.0 – 7.0 x 2.0 – 3.5 µm) (Fig. 8), lo que coincide con los datos 

reportados por Bischoff et al., (2009). 

 

 
A B C 

 
Fig. 8. Conidios de tres especies de Metarhizium. (A) M. anisopliae de México, aislado EH-473/4; (B) M. robertsii, 

cepa 2575 (C) M. pingshaense, cepa 7929. Tinción con azul de algodón, 400 x. 

 

Obtención y cuantificación de DNA de los aislados de M. anisopliae  
 
Se obtuvo el DNA de los 13 aislados monospóricos de M. anisopliae de México, así 

como de los aislados de referencia del género Metarhizium y de las cepas de los hongos 

empleados para la prueba de especificidad. La cuantificación del DNA se realizó por 

comparación de las muestras con la curva obtenida de las diferentes concentraciones del 

fago λ (10, 20, 50 y 100 ng/µL) y fue ajustado a 5 ng/µL. En la Fig. 9 se observa la 

cantidad de DNA de los 13 aislados de M. anisopliae utilizados en este estudio, la 

cantidad que se obtuvo varió de 10 a más de 100 ng/ µL de DNA. 

C 
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Fig. 9. Cuantificación del DNA en aislados de M. anisopliae de México. T= testigo negativo; extremo derecho curva 

de fago λ  de 10 a 100 ng. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 0.8 % a 100 V, 60 min, con bromuro de 

etidio. 

 

Amplificación por PCR de la región 18S- ITS- 5.8S- ITS2- 28S del rDNA 

La PCR se realizó usando los oligonucleótidos TW81 y AB28 para los aislados de M. 

anisopliae. Los resultados muestran bandas con un peso molecular de 600 bp para los 

aislados EH-472/6 y EH-474/6, como reportado por Curran et al. (1994). En cuanto a 

los aislados EH-473/4, EH-476/3, EH-477/5, EH-479/2 y EH-480/8, la electroforesis 

mostró bandas inespecíficas de ~200 a 300 bp (Fig. 10), además de la banda de 600 bp, 

por lo que fue necesario realizar ajustes en las condiciones de la PCR para optimizar la 

amplificación. 
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Fig. 10. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae con oligonucleótidos TW81 y AB28. M = marcador de 

peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 

100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 
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Estandarización de las condiciones de PCR 

♦ Curva de amplificación: Uno de los parámetros modificados para la 

optimización de las condiciones de amplificación por PCR fue la temperatura de 

alineamiento. Se realizaron ensayos con 56, 57 y 58 °C. La Fig. 11A muestra los 

resultados de la PCR con una Tm de 56 °C, se observa la amplificación de la 

banda de 600 bp y una banda inespecífica de ∼500 bp para el aislado EH-473/4, 

por otro lado, no se aprecia la amplificación del aislado EH-474/ 6. La Fig. 11B 

muestras los resultados con una Tm de 57°C con los aislados EH-473/4, EH-

474/ 6 y EH-476/ 3, presentándose nuevamente bandas inespecíficas de ~400 bp 

Finalmente con 58 °C se logra una óptima amplificación usando los aislados 

EH-473/4, EH-474/6, EH-476/3, EH-477/5 y EH- 478/1 (Fig. 11C) 

 

 

 

 

            
Fig. 11. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae con los oligonucleótidos TW81 y AB28 con diferentes 

temperaturas de alineamiento. (A) Tm de 56 °C (B) Tm de 57 °C (C) Tm de 58 °C. M = marcador de peso molecular 

de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, 

con bromuro de etidio. 
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♦ Curva de MgCl2: Con el propósito de obtener la concentración óptima de 

MgCl2 y usando el aislado EH-478/1, se probaron diferentes diluciones 

partiendo de 2.5, 2.0, 1.5, hasta 1.0 mM. En la Fig. 12 se puede observar que 

no existe una variación significativa a partir de la concentración de 1.5 hasta 

2.5 mM. La PCR fue realizada bajo las mismas condiciones antes descritas. 
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Fig. 12. Curva de MgCl2. M = marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La 

electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.2 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 

 

Ante los resultados anteriores, se eligieron las condiciones óptimas para la 

amplificación, siendo las siguientes: B10X a 1 X, dNTPs a 200 µM, MgCl2 a 2.0 mM, 

oligonucleótidos a100 pmoles/µL, 1 U de Taq Pol y DNA a 10 ng/2µL. Posteriormente, 

se procedió a la amplificación por PCR con las condiciones estandarizadas usando todos 

los aislados de M. anisopliae de México (Fig. 13). 
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Fig. 13. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae de México con las condiciones estandarizadas. M = 

marcador de tamaño molecular de 100 bp DNA ladder; T = Testigo negativo. La electroforesis se realizó en gel de 

agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 
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Todos los amplicones obtenidos de los aislados de M. anisopliae de México y de 

aislados de referencia del género Metarhizium, fueron purificados obteniendo una 

concentración de 10 a 20 ng. para su posterior secuenciación. 
 
Alineamiento de las secuencias y diseño del marcador molecular (sonda de DNA) 
MEAN 
 
Los electroferogramas correspondientes a las secuencias de M. anisopliae de México 

fueron editados en el programa Bioedit, obteniendo secuencias cuyo tamaño molecular 

varió entre 300-500 bp. El alineamiento de las secuencias de M. anisopliae de México y 

de algunas secuencias de M. anisopliae reportadas por Driver et al. (2000) depositadas 

en el Genbank no mostró una región compartida lo suficientemente amplia para lograr 

el diseño de una sonda (Fig. 14), por lo cual el alineamiento fue realizado únicamente 

con las secuencias de M. anisopliae de México (Fig.15). 

 

 
Fig. 14. Alineamiento de secuencias parciales de nucleótidos de aislados de M. anisopliae de México y aislados de 

M. anisopliae reportados por Driver et al. (2000). La columna izquierda corresponde al nombre de cada uno de los 

aislados. La regla que se encuentra encima de la secuencias muestra la posición de los nucleótidos. El asterisco en 

amarillo en la parte inferior (*) indica las posiciones que tiene un solo nucleótido totalmente conservado. La ausencia 

de éste indica un cambio de nucleótido en la secuencia. 
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Fig. 15. Alineamiento de secuencias parciales de nucleótidos de aislados de M.anisopliae de México. La columna 

izquierda corresponde al nombre de cada uno de los aislados. La regla que se encuentra encima de la secuencias 

muestra la posición de los nucleótidos El asterisco en amarillo (*) indica las posiciones que tiene un solo nucleótido 

totalmente conservado. La ausencia de éste indica un cambio de nucleótido en la secuencia. 

 

A partir de una región compartida por todos los aislados de M. anisopliae de México 

(Fig. 16) y siguiendo las características mencionadas en materiales y métodos que 

debían cumplir los oligonucleótidos, se realizó el diseño de la sonda con el programa 

DNAMAN. 

ATCTACCTGATTCGAGGTCACTATAAAAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGC
GCCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGAC
CGCCAATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACA
CCAAGTCCACAGGGGACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAA
TTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCA
GAAGGTTCGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAATTAAAGGTAT
GATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCT
TACGGAAACAAAA

 
Fig. 16. Secuencia consenso obtenida del alineamiento de los aislados de M. anisopliae de México. 

 

El programa proporcionó múltiples opciones de posibles oligonucleótidos que cumplían 

con los requerimientos especificados (Anexo 1). Al ser evaluados se seleccionaron los 

mostrados en la Tabla 7. El nombre asignado a cada oligonucleótido hace referencia a 

las dos primeras letras del género Metarhizium (ME) y de la especie anisopliae (AN), 
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así como la indicación de la dirección del oligonucleótido “Forward” (F) y “Reverse” 

(R). 

 
Tabla 7. Oligonucleótidos MEAN 

Nombre Secuencia Producto de amplificación Tm (°C)

MEANF1 5´‐TTACTACTGCGCAGAGGAGG 422 pb 58.3

MEANR2 5´‐GGAGGGATCATTACCGAGTT 422 pb 57.9

 
Tm = temperatura de alineamiento 

 

Se realizó una prueba in silico de la secuencia flanqueada por la sonda diseñada 

comparándola con todas las secuencias de nucleótidos depositadas hasta ese momento 

en el GenBank, con el programa BLAST. Los resultados mostraron un porcentaje de 

similitud del 100 % con M. anisopliae, y con las especies M. robertsii y M. pingshaense 

(Anexo 2). 

Debido al tamaño de los oligonucleótidos y porcentaje de purinas y pirimidinas 

que presentaban, se modificó únicamente la temperatura de alineamiento de 55 a 65 °C 

de las condiciones de la PCR realizadas con la región 18S-ITS1-5.6-ITS2-28S del 

rDNA y los oligonucleótidos TW81 y AB28 (Tabla 8).  

 
Tabla 8. Programa de amplificación por PCR de oligonucleótidos MEANF1 y MEANR2 

 

1 x Ciclo 1 94°C x 5 min

30 x Ciclo 2 94°C x 1 min
65°C x 30 s
72°C x 30 s

1x Ciclo 3
72°C x 5 min

 
 

Sensibilidad de la sonda MEAN 

Se realizó la PCR con las condiciones descritas previamente con los oligonucleótidos 

MEANF1 y MEANR2, y el aislado EH-473/4 de M. anisopliae. Los resultados 

mostraron que esta sonda tiene una elevada sensibilidad, ya que detectó DNA fúngico 

hasta 500 fg/µL (Fig. 17). 
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Fig. 17. Sensibilidad de la sonda MEAN. M = marcador de tamaño molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo 

negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 
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Especificidad de la sonda MEAN 

La sonda amplificó DNA de todos los aislados de las especies del género Metarhizium, 

así como con otros hongos no relacionados (bandas inespecíficas de distinto peso 

molecular), con excepción de L. lecanii (EH-348), M. a. var. novazealandicum (EH-

534) y M. a. var. lepidiotum (Fig.18), por lo que la sonda se consideró inespecífica para 

la identificación de M. anisopliae. 
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Fig. 18. Especificidad de la sonda MEAN. M = marcador de tamaño molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo 

negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 

 

Diseño de marcador molecular (sonda de DNA) MAMX 

Con base en la región seleccionada para el diseño de la sonda MEAN, se realizó el 

análisis para la obtención de los oligonucleótidos, seleccionando los que se muestran en 

la Tabla 9 de una lista de múltiples opciones (Anexo 3). Para esta sonda, la asignación 

del nombre para cada oligonucleótido hace referencia a la primera letra del género 

Metarhizium (M) y la especie anisopliae (A), MX es la abreviatura de México, así como 

la indicación de la dirección del oligonucleótido “Forward” (F) y “Reverse” (R). 
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Tabla 9. Oligonucleótidos MAMX 

Nombre Secuencia Producto de amplificación Tm (°C)

MAMXF1 5´‐GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT 188 pb 64.9

MAMXR2 5´‐CACATTGCGCCCGTCAGTAT 188 pb 64.2

 
Tm = temperatura de alineamiento 

 

Se realizó una prueba in silico de la secuencia flanqueada por la sonda diseñada 

usando el programa BLAST mostrando un porcentaje de similitud del 100% con M. 

anisopliae, y además con M. robertsii y M. pinghaense (Anexo 4). Los oligonucleótidos 

diseñados MAMXF1 y MAMXR2 fueron utilizados en la PCR con el programa de 

amplificación usado para la sonda MEAN (Tabla 8). Sin embargo, fue necesario realizar 

ajustes en las condiciones de la PCR. 

 

Estandarización de las condiciones de PCR para oligonucleótidos MAMX  

Para establecer las condiciones óptimas de la PCR se realizaron: 

• Curva de MgCl2. Se realizó una curva de magnesio con las concentraciones 

de 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 mM usando el aislado EH-470/6. La PCR fue realizada 

bajo las condiciones de amplificación antes mencionadas. En la Fig. 19A se 

puede observar una óptima amplificación con una concentración de MgCl2.de 

2.0 a 2.5 mM. 

• Curva de DNA. Se realizó una curva de DNA con las concentraciones de 5, 

7.5, 10 y 12.5 ng/2 µL usando el aislado EH-470/6. La PCR se realizó bajo las 

condiciones de amplificación antes mencionadas. En la Fig. 19B no se 

aprecian cambios significativos con las concentraciones utilizadas de DNA.  
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Fig. 19. Estandarización de condiciones de PCR con oligonucleótidos MAMX. (A) Curva de. MgCl2  (B) 

Curva de DNA; M = Marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La 

electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.2 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 

Se eligieron los parámetros con los que se obtuvo una óptima amplificación por PCR, 

siendo las condiciones adecuadas para la amplificación las siguientes: B10X a 1X, 

dNTPs a 200 µM, MgCl2 a 2.0 mM, oligonucleótidos a 100 pmoles/µL, 1 U de Taq Pol 

y DNA a 10 ng/2µL. Se realizó una PCR usando los aislados de M. anisopliae de 

México. En la Fig. 20 se observa la banda de 188 bp con los parámetros ya 

estandarizados. 
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Fig. 20. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae de México con los oligonucleótidos MAMXF1 y 

MAMXR2. M = marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder, T = testigo negativo. La electroforesis se 

realizó en gel de agarosa al 1.2 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 
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Sensibilidad de la sonda MAMX 
 
La sonda fue probada para determinar su sensibilidad utilizando el DNA del aislado 

EH-473/4 a diferentes concentraciones de DNA, desde 10 ng/µL hasta 1 fg/µL. En la 

Fig. 21 se observó que la sonda diseñada para aislados de M. anisopliae fue muy 

sensible, ya que detectó hasta 500 fg/µL de DNA.  
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Fig. 21. Sensibilidad de la sonda MAMX. M = marcador de tamaño molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo 

negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio. 
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Especificidad de la sonda MAMX 
 
Se evaluó la especificidad de la sonda tanto con hongos entomopatógenos como con 

hongos patógenos de humanos. En la Fig. 22 se muestra la amplificación de la banda 

que corresponde a M. anisopliae, M. pingshaense y M. robertsii. 
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Fig. 22. Especificidad de la sonda MAMX. M = marcador de tamaño molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo 

negativo. La electroforesis se realizó en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min con bromuro de etidio. 
 
Análisis del alineamiento las secuencias 

El dendrograma mostró dos grupos, uno que engloba los aislados de M. anisopliae de 

México, junto con la cepa 7929 correspondiente a M. pingshaense y 2575 

correspondiente a M. robertsii, y en el otro grupo, los aislados de M. anisopliae 

reportados por Driver et al. (2000) (Fig.23). 
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Fig. 23. Dendrograma utilizando las secuencias de M. anisopliae de México, secuencias del género Metarhizium 

reportadas por Driver et al. (2000) y secuencias de cinco taxones de Metarhizium, todas obtenidas con los 

oligonucleótidos TW81 y AB28. Azul: Aislados de M. anisopliae de México; Amarillo: Aislados de M. anisopliae 

usados por Driver et al., (2000); Rojo: Especies diferentes a Metarhizium anisopliae. M. robertsii (2575), M. 

pingshaense (7929), M. anisopliae var. acridum (FI-985), M. anisopliae var. majus (1914), y M. anisopliae var. 

lepidiotum (FI-147). 
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DISCUSIÓN 

 

El género Metarhizium ha sufrido cambios en su clasificación con el uso de 

diferentes técnicas, esto ha provocado que la identificación para cada uno de los hongos 

que comprenden el género sea más compleja. Así como muchas especies de hongos, en 

este género la distinción entre especies usando únicamente la morfología no es precisa, 

por lo cual en los últimos años la biología molecular ha sido una herramienta 

fundamental para el diseño de marcadores moleculares que permitan su identificación. 

Sin embrago, debido a que los hongos entomopatógenos parasitan un amplio espectro 

de hospederos de numerosas regiones geográficas, se ha observado que aislados de la 

misma especie presentan una gran diversidad genética (Bidochka, 2001; Butt et al. 

2001). Por ello, es importante contar con aislados autóctonos del área donde se va a 

aplicar un agente microbiano como control biológico y marcadores moleculares 

específicos para su posterior monitoreo en el campo. En este trabajo se planteó la 

obtención de una sonda para identificar a M. anisopliae, a partir de aislados autóctonos 

de México. 

Antes de la obtención de la sonda de DNA, los aislados de M. anisopliae de 

México, fueron sometidos a un procedimiento que permitiera garantizar su calidad y 

pureza, debido a que, éstos se encontraban en conservación y no presentaban las 

características típicas del hongo, observándose esencialmente micelio (Fig. 6), se realizó 

la infección de un insecto (M. pallidipennis) con cada uno de los aislados. Al recuperar 

el hongo del hemíptero, se observaron las características propias de M. anisopliae, 

posteriormente, se realizó la macro y micromorfología (tamaño de conidios) de los 

aislados de M. anisopliae (EH-473/4) de México, M. anisopliae (FI-1029) de Eritrea, M. 

pingshaense (ARSEF 7929) de Australia y M. robertsii (ARSEF 2575) estas especies 

fueron seleccionadas debido a que en trabajos previos (Driver et al. 2000; Bischoff et al. 

2009) no se reportaron diferencias significativas en las dimensiones de los conidios de 

estas tres especies. Los resultados de este estudio coinciden con los autores antes 

mencionados al no observarse diferencias en las dimensiones de los conidios ni en el 

aspecto macroscópico de las colonias, mostrando una alta similitud, haciéndolas 

morfológicamente indistinguibles (Fig. 8). Respecto a esto, Driver et al. (2000) y 

Bischoff et al. (2009) mencionan que la morfología conidial es una característica útil en 

algunos casos al ser capaz de distinguir entre algunas especies del género, aunque el 
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amplio rango de similitud entre especies como en el caso de: M. anisopliae, M. 

pingshaense, M. robertsii, M. brunneum y M. lepidiotae, no permite diferenciar 

morfológicamente estos taxones. Además, Bischoff et al. (2009) atribuye estas 

similitudes morfológicas a un aislamiento reproductivo y a una divergencia genética 

más rápida en comparación con la velocidad del cambio morfológico. Los datos 

obtenidos con las especies estudiadas confirman que las características fenotípicas no 

son los mejores marcadores para diferenciar entre especies, sin embargo diversos 

autores continúan usando criterios morfológicos con el objetivo de combinar estos 

métodos con los moleculares, para lograr una identificación más precisa (Driver et al., 

2000; Huang et al., 2005; Bischoff et al., 2009). 

Una vez caracterizados los aislados fenotípicamente, se procedió a la obtención 

de la sonda seleccionando la región 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del rDNA para su diseño, 

debido a que ha sido ampliamente usado como una herramienta molecular en especies 

fúngicas para el análisis de relaciones filogenéticas de taxones con tiempos de 

divergencia muy antiguos, ya que las tres subunidades que lo conforman (18S, 5.8S y 

28S) se encuentran altamente conservadas y los espaciadores (ITS1 e ITS2) ubicados 

entre las subunidades tienen elevadas tasas de sustitución (White et al., 1990). 

Por este motivo Driver et al. (2000) eligieron esta región para realizar un análisis 

filogenético del género Metarhizium. El trabajo reveló diez clados distintos entre 123 

aislados estudiados. A partir de los datos generados por Driver et al. (2000), Entz et al. 

(2005) obtuvieron una sonda para la detección de la especie de M. anisopliae var. 

acridum agrupada en el clado 7 de Driver et al. (2000). De la misma forma en el 

presente trabajo se utilizaron las secuencias de M. anisopliae depositadas en el 

GenBank por Driver et al. (2000) correspondiente al clado 9, así como las condiciones 

de amplificación y oligonucleótidos del trabajo de Curran et al. (1994). Al realizar la 

amplificación de los aislados de M. anisopliae de México con los oligonucléotidos 

TW81 y AB28 se observó una baja concentración de DNA y/o bandas inespecíficas, por 

lo que se realizaron modificaciones en las condiciones para la PCR. Habiendo 

establecido las condiciones óptimas para la amplificación, se purificaron los productos 

de PCR para su posterior secuenciación. Para el diseño de la sonda se realizó el 

alineamiento con las secuencias obtenidas de cada aislado de M. anisopliae de México, 

y las secuencias depositadas en el GenBank de M. anisopliae reportadas por Driver et 

al. (2000), mostrando escasas regiones consenso entre ellas y de corta longitud, por lo 
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que el diseño de la sonda fue realizado únicamente con las secuencias de M. anisopliae 

de México. Estos resultados podrían deberse, entre otros factores, a la gran diversidad 

genética que existe entre los aislados de diferente origen geográfico, como fue mostrado 

por Navarro-Barranco (2006) al obtener diferencias en los patrones polimórficos de 

RAPD-PCR de los aislados de M. anisopliae de México con respecto a los aislados de 

Metarhizium de cepas de referencia de otras regiones geográficas. Por otro lado, Tiago 

et al. (2011), estudiaron 37 cepas de M. anisopliae var. anisopliae (≡ M. anisopliae) 

aisladas de la mosca pinta de Brasil, con oligonucleótidos para las regiones ITS, ISSR y 

regiones intrónicas, y observaron una gran diversidad genética, aún entre estos aislados 

del mismo origen geográfico y hospedero.  

La sonda diseñada (MEAN) con un tamaño molecular de 188 bp, fue sometida a 

una prueba in silico con el objetivo de comparar la región que ésta amplificaba contra 

todas las secuencias de nucleótidos depositadas en el Genbank, obteniendo una 

similitud del 100 % con M. anisopliae, M. pinghaense, y M. robertsii.  Al realizar la 

prueba de especificidad en el laboratorio esta amplificó para la mayoría de los hongos 

correspondientes al género Metarhizium por lo que se consideró inespecífica y se 

procedió a diseñar nuevamente una sonda con base en la misma secuencia que 

compartían todos los aislados de México, el resultado fue la sonda (MAMX) con un 

tamaño molecular de 188 bp. Nuevamente, se realizó un análisis in silico que coincidió 

con los resultados de la prueba de especificidad realizada en el laboratorio con DNA 

obtenido de las especies de M. pingshaense y M. robertsii (Fig. 19), ya que la banda de 

interés amplificó tanto para los aislados de M. anisopliae de México como para estas 

especies. Al utilizar la secuencia de la región 5´del gen que codifica para el EF-1α, 

Bischoff et al. (2009), mencionan que, M. robertsii es morfológicamente indistinguible 

de M. anisopliae y que se diferencia únicamente por cinco nucleótidos en la región del 

gen EF-1α: 257 (gap), 258 (T), 287 (A), 447 (G) y 806 (C). Esta delimitación de 

especies, también se ha realizado con un hongo patógeno de humanos en el que dos 

especies muy cercanas, Coccidioides immitis y C. posadasii se diferencian por 12 

nucleótidos en la región del gen que codifica para antigen2/proline-rich antigen 

(antígeno2/antígeno rico en prolina) (Bialek et al., 2004).  

En cuanto a la similititud que presentan M. pinghaense y M. anisopliae, Huang 

et al. (2005) consideraron como sinónimos estas especies debido a su similitud en las 

secuencias de ITS y su morfología. Por otra parte, Schneider et al. (2011), al realizar un 
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análisis filogenético usando la región ITS obtuvieron un grupo compuesto por dos 

clados: MGT y PARB descritos por Bischoff et al. (2009). El clado MGT incluye a M. 

majus y M. guizhouense, mientras que el clado PARB incluye a M. pingshaense, M. 

anisopliae, M. robertsii, y M. brunneum. Estos resultados coinciden nuevamente con los 

obtenidos en nuestro estudio, como se muestra en el dendrograma (Fig. 23). Con base 

en todos estos datos, se podría sugerir que en realidad las especies fúngicas de M. 

anisopliae, M. robertsii y M. pingshaense podrían ser consideradas como la misma 

especie.  

En estudios futuros debería considerarse el obtener una sonda de la región que 

codifica para el gen del EF-1α, tomando en cuenta la región del DNA que muestra las 

diferencias entre M. anisopliae y M. robertsii (Bischoff et al., 2009).  

Se han descrito diversos taxones adicionales desde la clasificación de Tulloch 

(1976), incluyendo M. album, M. brunneum, M. flavoviride, M. pingshaense, M. 

cylindrosporae, M. guizhoense, M. taii, M. pingshaense y M. biformisporae aunque 

todavía no han sido formalmente reconocidos. Por otra parte, Bidochka et al. (2005) 

sugieren que el género Metarhizium está compuesto de un gran número de grupos 

genéticos y especies crípticas. Además, afirman que existe 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 especies de este género muestran cierta 

preferencia hacia algún hospedero dado, lo que puede observarse con la especie M. 

acridum que presenta un restringido número de hospederos, por ejemplo, acrídidos. 

Todo lo anterior nos muestra la relevancia de la obtención de marcadores 

moleculares usando cepas autóctonas de la región para su diseño, ya que se ha 

observado una gran diversidad genética en esta especie fúngica, por lo que la utilización 

de sondas diseñadas a partir de cepas de otros países podrían presentar una baja 

eficiencia con aislados de México. 
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CONCLUSIONES 

 

• Este trabajo es el primero en realizar el diseño de una sonda de DNA específica 

y sensible para M. anisopliae usando aislados autóctonos del país.  

• La sonda MEAN fue inespecífica al amplificar para diversos hongos. 

• La sonda MAMX fue altamente sensible al detectar hasta 500 fg/µL, en cuanto a 

la especificidad, logró la identificación de M. anisopliae, M. pingshaense y M. 

robertsii, sugiriendo que podrían pertenecer a la misma especie. 
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ANEXOS 

 
Anexo 1: Lista de oligonucleótidos con una región de (422 bp) para sonda MEAN 

 
Selection parameters: 

Product length: 200-500 

Primer length: 20-22,Tm:55°C-63°C, GC:50 %-60 % 

 

Forward 5'-3'                           Reverse 5'-3' 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

196   CGTAATGACGCTCGAACAGG              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 61.8°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

197   GTAATGACGCTCGAACAGGC              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 60.8°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

198   TAATGACGCTCGAACAGGCA              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 62.8°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

217   ATGCCCGCCAGAATACTGAC              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 62.3°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

226   AGAATACTGACGGGCGCAAT              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 61.9°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

228   AATACTGACGGGCGCAATGT              503   CGGAGGGATCATTACCGAGT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

80    TTTACTACTGCGCAGAGGAG              502   GGAGGGATCATTACCGAGTT 

      Len=20   Tm= 56.0°C                     Len=20   Tm= 57.9°C 

81    TTACTACTGCGCAGAGGAGG              502   GGAGGGATCATTACCGAGTT 

      Len=20   Tm= 58.3°C                     Len=20   Tm= 57.9°C 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 
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      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

196   CGTAATGACGCTCGAACAGG              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 61.8°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

197   GTAATGACGCTCGAACAGGC              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 60.8°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

198   TAATGACGCTCGAACAGGCA              416   GGGACCCGAACCTTCTGAAT 

      Len=20   Tm= 62.8°C                     Len=20   Tm= 62.5°C 

81    TTACTACTGCGCAGAGGAGG              345   CAACGGATCTCTTGGTTCTG 

      Len=20   Tm= 58.3°C                     Len=20   Tm= 58.3°C 

81    TTACTACTGCGCAGAGGAGG              341   GGATCTCTTGGTTCTGGCAT 

      Len=20   Tm= 58.3°C                     Len=20   Tm= 59.1°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              341   GGATCTCTTGGTTCTGGCAT 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 59.1°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              341   GGATCTCTTGGTTCTGGCAT 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 59.1°C 

80    TTTACTACTGCGCAGAGGAG              340   GATCTCTTGGTTCTGGCATC 

      Len=20   Tm= 56.0°C                     Len=20   Tm= 57.2°C 

81    TTACTACTGCGCAGAGGAGG              340   GATCTCTTGGTTCTGGCATC 

      Len=20   Tm= 58.3°C                     Len=20   Tm= 57.2°C 

81    TTACTACTGCGCAGAGGAGG              339   ATCTCTTGGTTCTGGCATCG 

      Len=20   Tm= 58.3°C                     Len=20   Tm= 60.2°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              339   ATCTCTTGGTTCTGGCATCG 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 60.2°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              339   ATCTCTTGGTTCTGGCATCG 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 60.2°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              339   ATCTCTTGGTTCTGGCATCG 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 60.2°C 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              335   CTTGGTTCTGGCATCGATGA 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              335   CTTGGTTCTGGCATCGATGA 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              335   CTTGGTTCTGGCATCGATGA 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              335   CTTGGTTCTGGCATCGATGA 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              333   TGGTTCTGGCATCGATGAAG 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              333   TGGTTCTGGCATCGATGAAG 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              333   TGGTTCTGGCATCGATGAAG 
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      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              333   TGGTTCTGGCATCGATGAAG 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 62.2°C 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              332   GGTTCTGGCATCGATGAAGA 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              332   GGTTCTGGCATCGATGAAGA 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              332   GGTTCTGGCATCGATGAAGA 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              332   GGTTCTGGCATCGATGAAGA 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 61.2°C 

62    GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              329   TCTGGCATCGATGAAGAACG 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 

82    TACTACTGCGCAGAGGAGGG              329   TCTGGCATCGATGAAGAACG 

      Len=20   Tm= 60.6°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 

122   AATTTAAGGGACGGCTGTGC              329   TCTGGCATCGATGAAGAACG 

      Len=20   Tm= 61.4°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 

123   ATTTAAGGGACGGCTGTGCT              329   TCTGGCATCGATGAAGAACG 

      Len=20   Tm= 61.0°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 
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Anexo 2: Lista de secuencias emitidas por BLAST que producen un alineamiento significativo con la secuencia flanqueada por 

oligonucleótidos MEAN 

 

 54 



 

 55 

)N256673,1 

lF495W , ¡ 

lf495768, 1 

lFZ92864,1 

HM77I>9?1,1 

fJS89H7, ¡ 

fl589546, 1 

FlS69545 , 1 

fJSS9§44, ¡ 

flS4S3 26, ¡ 

FJS4Sm, 1 

FlSi5323, 1 

fJSiS32I , ¡ 

flS4S3Ii , ¡ 

FlSiS2i4, 1 

fJS15290, ¡ 

fJS4S28I , 1 

FJSiS27U 

HMI92932,1 

HMOS5443,1 

HMOSS49 2 ¡ 

HMOSS+4I,1 

HM05Si40,1 

GV9Q<;S¡,,1 

fl!77S0S , 1 

Fl 1775()4, ¡ 

fJ177502 , 1 

flI77SQI.I 

FJI774n, 1 

FllZ?4n,1 

fJ1Z749Q, ¡ 

fl!Z74Bi, 1 

Fll1746S,¡ 

fJl7?463, ¡ 

flI17482 , 1 

FJ177461 , 1 

FllZ?417 , 1 

fJ1Z7473, ¡ 

GQ8B873Z I 

Metarhizium anisopliae isolate Ma12<} 185 ribosomal RNA 'lene, partia 

Metarhiz ium a"isopliae isolate l>9l>9 19- 16- 1 18S ribosomal RNA Qe" e, 

Metarhizium arnsop~ae isolate 100513- 4- 1 l BS ribosoma l RNA Qem!, I 

Metarhizium anisopliae l BS ribosomal RNA Qene, partia l seQuence; i,,' 

Me tarhizium sp, INS io2S5SL in temal tra"scribeó spacer 1, partial seQ 

Meta rhiz ium anisopliae isolate CNXl6 185 ribosoma l RNA Qerle, pa rtia l 

Metarhizium arl¡sopliae ¡solate CNXlS l BS ribosoma l RNA Qerle, partia l 

Me tarhizium anisopliae isolate CNXl4 185 ribosomal RNA qene, partia l 

Meta rhizium a"isopliae isolate CNXl3 18S ribosomal RNA oe" e, pa rtia l 

Metarhizium arnsopliae isolate SKO l l BS ribosoma l RNA Qerle, partia l 

Metarhizium anisopliae isolate NLWN l BS ribosoma l RNA Qene, pa rtia l 

Metarhizium a"isopliae isolate NLHN3 ISS ribosomal RNA Qene, partia 

Meta rhizium a"isopliae isolate NlAN 18S ribosoma l RNA Qefle, pa rtia l 
Metarhizium arlisopliae isorate LSVT2 l BS ribosoma l RNA Qerle, partia 

Metarhizium anisopliae is ol ate CNHE l BS ribosomal RNA qene, partia l 

Metarhizium a"isopliae isolate CNGX 18S ribosomal RNA 'lene, partia l 

Metarhizium arnsopliae isolate CNG06 l BS ribosoma l RNA Qerle, pa rtia 

Metarhizium arlisopliae ¡solate CNGD3 l BS ribosoma l RNA Qerle, partia 

Me tarhizium a"isopliae isolate TW- mda is02 185 ribosoma l RNA 'lene, 

Meta rhizium robe rtsii stra i" ARSE F 2575 smal! subu" it ribosomal RNA 

Metarhizium roberts~ strairl ARSEF 2134 sma ll suburlit ribosomal RNA 
Metarhizium robertsii strain ARSEF 967 small subunit ribosomal RNA q 

Metarhiz ium robe rts" strai" ARSEF 23 sma l! subu" it ribosomal RNA 'le 

Metarhizium arnsopliae 18S ribosoma l RNA Qerle, pa rtia l seQuence; in' 
Metarhizium arlisopliae isolate KT U- 27 l BS ribosomal RNA Qerle, pa rti. 

Me tarhizium anisopliae isolate KT U- 37 185 ribosomal RNA qe ne, parti. 

Meta rhizium a"isopliae isolate KTU- 3 18S ribosomal RNA 'lene, pa rtia l 

Metarhiz ium arlisopliae isorate KTU-4 l BS ribosoma l RNA Qerle, partia l 

Metarhizium anisopliae isolate KT U-39 l BS ribosomal RNA 'lene, parti. 

Meta rhiz ium a"isopliae isolate KT U- l S ISS ribosomal RNA 'lene, parti. 

Meta rhizium a"isopliae isolate KTU- l() 18S ribosomal RNA 'lefle, pa rti, 

Metarhizium arlisopliae isorate KT U- 14 l BS ribosomal RN A 'lerle, parti. 

Metarhizium anisopliae isola te KT U-26 l BS ribosoma l RNA qene, parti. 

Metarhizium a"isopliae isolate KTU-gO 18S ribosomal RNA 'lene, parti, 

Metarhiz ium arlisopliae isorate KT U- 34 18S ribosomal RNA 'lerle, pa rti, 

Metarhizium arlisopliae isolate KT U- 31 l BS ribosomal RNA 'lene, parti. 

Meta rhiz ium a" isop liae isolate KT U- S8 185 ribosomal RNA 'lene, parti. 

Meta rhiz ium a" isopliae isola te KTU- 49 18S ribosomal RNA Qefle, pa rti, 

Metarhizium arlisopliae strairl HZl l BS ribosomal RNA, partia l se'luerH: 
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100% 
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100% 

'OO. ,OO. 
,oo. 
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,oo. 
,oo. 
,oo. 
'OO. ,oo. 
,oo. 
,oo. 
,oo. 
,oo. 
,oo. 
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,oo. 
,oo. 
'OO. 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 
'OO, 

JN256673,1 Meta,turium amsop~ae isolate Ma129 lBS nbosoma l RNA «ene, partia '" '" 100% 0.0 ." 
¡~~~m.¡ Metarntzium arlisopliae ¡solate G9G919-1f>- 1 18S ritxlsoma l RNA c¡erle, '" '" '00 % ,., ~". 
lF~9576a.¡ Metamizium anisop~ae isoIate 100513-4- 1 lBS ribosoma l RNA c¡ene , I '" , .. '00% 0.0 ~. 

¡F792a6-4,¡ MetamiZltim al'lisopliae lBS ribosoma l RNA «erle, partia l se«ueoce; '1'11 '" , .. ,oo. ,., ~. 

~r:lm~Z¡,1 MetamLzium 5P, IN6io28SSL intemal trarlscribed spacer 1, pa rtia l seo '" 
, .. "" M ~. 

ma¡647, ¡ Metar11izium arnsopliae isolate CN)(}f> l BS r~osoma l RNA pene, partial '" , .. '00% 0.0 ~". 
f.lSBi646, ¡ Metam¡z~m amsopliae ¡solate CN)(}S lBS ribosomal RNA ((ene, parlla l '" , .. ,oo. ,., ~% 

FJS69S4S,¡ Me tam.z>um al'llsopliae ¡solate CNXl4 lBS nbosoma l RNA «ene, parlla l '" 
, .. ,oo. 0.0 ~. 

m~~~.l MetarhizÍllm arlisopliae isolate CNXJ3 185 ribosomal RNA Cisne, pa rtia l '" '" '00% 0.0 W % 

FI545326,¡ Metartliz ium al'lisopliae isolate 5"01 185 r~somal RNA ((elle, partia l '" '" '00% 0.0 ." 
El~~J~~,1 MetartllzJum amsopliae ¡solate NLWN lBS ribosoma l RNA (lene, partia l '" '" ,oo. ,., ~% 

El~sm,1 Metam.z!um ar.isop~ae >solate NLHN3 les ribosoma l RNA Qerle, pa rlla '" '" ,oo. 0.0 ~. 

ElH532¡'¡ Metamizium arlisopliae isola t e NL..AN lBS ribosoma l RNA c¡erle , partia l '" '" '00% ,., ." 
El~mi.l MetamiZJum amsop~ae ¡solate LSVT2 lBS rioosomal RNA ((erle, parlla '" '" ,oo. ,., ." 
El~S2~4,1 Metamizium amsopliae isolate CNHE lBS nbosoma l RNA c¡ene, parllal '" '" 100% ,., ~. 

El~~i1.2Q.l Metarhizium arlisopliae isolate CNGX 185 rib<lsoma l RNA Qerle, partia l '" '" "" 
,., ~. 

Els.!52SL! Metamizlum arllsopkae ¡solate CNGOf> lBS ribosomal RNA c¡erle, partia '" '" '00% 0.0 ~% 

El~4~i1.1~,l MetamFZlLlm amsopliae ¡solate CNG03 lBS rm<lsomal RNA (lene, partia '" '" ,- M ~. 

HMl92m,¡ MetarhLziLlnl amsopuae isolate TW- mda ls02 185 ribosoma l RNA 'lene, '" '" 'OO, ,., ~. 

Hr:lQS5443,¡ Metar11izium robertsii stra irl ARSEF 2575 small SLlbl.lrlit ribusoma l RNA '" '" ' 00% 0.0 ." 
~r:lQ~~4¡,¡ Metam¡ZlUm robertsij stra lrl ARSEF 2134 sma ll subl.lrllt ribosomal RNA '" 

,.. '00% M ." 
HMQSS404l,1 Me tarhLzll.Im roberts;¡ stra lrl ARSEf g67 sma ll sl1b urlit ribosumal RNA c¡ '" '" 'OO, M ~. 

~r:lQ~~Il,1 MetarhiÓLlm robe rts n stra ,n AR.SEF 23 sma lJ 5ubunit ribosoma l RNA Qe '" '" "" M ~. 

GLml951¡¡ 1 MetamiziLlm arlisopliae lBS ribos<lma l RNA Qene, partialseQLlence; ni '" 
,.. 100% M '" 

E.lIZZ~~~.1 Metammum amsop~ae isolate KTU- 27 lBS ribosoma l RNA (leM, parb. ID , .. ,oo. M ~. 

W77504,1 MetarhlZlum ar.isopliae isolate KTU- 37 lBS ribosoma l RNA «ene, parti. '" , .. 'OO, ,., ~. 

mmo2.l Me tamizium arli50pliae ¡solate KTU-J l BS ribosoma l RNA Qene, Da rtia l '" '" 100% M '" EllmQl.l Metarhizium arli5<lPliae ¡solate KTU-4 185 ribusomal RNA ((erle, partia l '" 
,.. ,OO. M ." 

W714iS, l Metamirium al'lisup~ae isulate KTU-39 lBS ribusuma l RNA pene, parti. '" '" ,oo. M ~. 

El17Z42l. i Metarhirium aniswliae Isolate KTU-1S leS ribusorna l RNA 'lerle, parti. '" 
,.. 'OO, 0.0 oo. 

WU49l1.1 Metarhizlum arllsopliae ¡solate KTU-lO l BS ribosorna l RNA Qefle, parti, '" '" '00% M W% 

El1ZZ4ai.1 Metarhioom arlisop~ae Isolate KTU- 14 lBS ribosomal RNA ((erle, parti, '" '" '00% ,., ~% 

WZZ 4as,' Metarh,ziLlm arnsopliae isolate KTU-26 185 ribosomal RNA (lene, parti. '" 
,.. ,oo. ,., ~. 

W774§3.1 Metam'ztl.lm arl'sopliae isolate KTU- 40 105 rib<lsornal RNA 'lene , pa rti, '" '" '00% M ~9 "1. 

ElIZZ4~;¡.l Metam¡zlum arlls<lp~ae 'solate KTU- J4 lBS ribosomal RNA Qene, parb, '" , .. '00% M ~% 

ElIIHal.l Metam.zrl.lm arnsopliae ¡solate KTU- 31 lBS ribosomal RNA c¡erle , parDo '" '" ,ro. 0.0 ~. 

FllZZ4ZZ,I MetarhizÍllm al'lisopliae i50late KTU- S8 185 ribosoma l RNA 'lene, pa rti. '" '" 'OO, ,., ~. 

WIHl3,1 Metarhizium arlis<lpnae isolate KTU-49 185 ribosomal RNA Qerle, parti, '" 
,.. '00% ,., 

'" ¡;¡gw¡mz I Metar11izilim arllsopiae suam ffZl lBS ribosoma l RNA, partia l seQLlefl( '" '" '00% M ." 
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f.llZillZJ Met.lrhlzium anisopliae isolate !<TU-58 185 rilosomal RNA qene, partJ. '" '69 10,. ••• ,,. 
fllllilli MetarhlZlUlT1 arvsopliae isolate KTU-49 185 rilosornal RNA qene, parb. '" '" lOO' ••• ,,. 
G0888m,¡ Metarhizilm anisopliae strain HZ! 185 ribosomal RNA, partlal seQUen( '" '69 lOO' ••• ,,. 
0l0illLl Metarhlzun arvsopliae strain M34412 185 rilosornal RNA qene, parbc '" '" lOO' ••• ,,. 
flllI2liL1 Metarhin..n anisopliae strain HKBllv 185 ribosomal RNA qene, paroa '" '69 l_ ••• ". 
""""" Metarhaun .lnlsopliae strain ARSEF 3540 185 ribosomal RNA qene, P '" '69 l_ ••• ", 
~!.I5;W§;ZM MetarhiziuTJ .lni<;opIiae internal transcribed spacer 1, partíal sequenc' '" '69 lOO' ••• ". EI1U!l§7Z.¡ MetarhizUn amopliae internal transcribed spacer 1, partí,)1 sequenc. '" '69 lOO' ••• ", 
EII5;¡Ql¡ZIi,), Metarhizium anisophe internal transcribed spacer 1, partíal seQOeflC' '" '" lOO' ••• '" 
EIISJ!l§ZS,1 Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial seque!'\C. '" '69 l_ ••• ". 
EU5JQ!iH,i Metarhizium anisophe I1temal transcooed spacer 1, partial seQUerIC1 '" '" l_ ••• 99. 
EIISJQ§ZJ,I Metarfliz ium arnsopliae w,temal tra rlscribed spacer 1, partial sequer.c. '" '" lOO. ••• 99. 
EIISJQm,1 MetartlizilJm arlisopliae internal trarlsc ribed spacer 1, partíal seQlIeOC1 '" '69 lOO. • •• 99' 
~I.!~JQH¡'¡ Metarllizillm anisopliae intemal transcribed spacer 1, partíal seQlIeOC1 '" '69 lOO. ••• ". 
~1I~Jllm,1 Metarllizillm anisopliae intemal traflscribed spacer 1, partíal seQueoc1 '" '" lOO' ••• '" 
~1.!~~~~2,1 Metarllizium anisop~ae intemal transcribed spacer 1, partíal seQueoc, '" '69 lOO' ••• '" 
~1I~Jm,1 Metarllizium anisopliae intemal traflscribed spacer 1, partíal seQUeoc. '" '" lOO' ••• ", 
~1I~miil~,1 Metarhin.m anisop~ae var. anisop~ae isolate Q2 185 ribosomal RNA ( '" '69 lOO' ••• '" 
~IIJgZ22§,1 Metarhln.m anisopliae vaL anisop~ae strain LRC 207 185 ribosomal R '" '" lOO' ••• '" 
~1I~gZ~,1 Metarhlzun al'llsopliae var. anisopliae straln LRC 20S 185 nbosomal R '" '69 lOO' ••• ", 
~IIJgm~,1 Metarhlzun anisopliae vaL arisopliae strain LRC 148 185 ribosomal R '" '" lOO' ••• ", 
~1I~gZe~ I Metarhlzun al'llsopliae vaL anisopliae straln LRC 212 185 ribosomal R '" '69 lOO' ••• ", 
fFIIJ~I.1 Metarhlzun arisopliae vaL anisopliae strain Mb7 185 ribosomal RNA , '" '" lOO' ••• ", 
fEll51ZiilU Metarhlzun anisopliae strain CG343 185 ribosomal FINA ¡¡ene, partlal '" '69 lOO' ••• ", 
fFmm.1 Metarhlzun ani50pliae strain C14 185 ribosomal FINA ¡¡ene, parbal se '" '" lOO' ••• ", 
!iEllm¡g,¡ Metarhizium ani5op1iae strain C11 185 ribosomal RNA ¡¡ene, parbal se '" '69 lOO' ••• ", 
QQ§5gZG§.1 Metarhiziun ani5op1iae vaL ani50pliae strain OzOl 185 ribosomal RNA '" '69 lOO' ••• ", 
I22m~~,.1 Uocultu"ed soil fiKIQus clone 30-1 lBS ribosomal RNA ¡¡ene, partíal SE '" '" l_ ••• '" 
~n~§,1 Uocultu"ed soilli..nQus clone 174-75 l BS ribosomal RNA ¡¡ene, partíal '" '" lOO' ••• 99. 
~¡¡¡~Z,¡ Uocu!tu"ed soil funQUs cklne 174-70 l BS ribosomal RNA ¡¡ene, partíal '" '69 lOO' ••• 99. 

fl1Iill11 Me~ anesopiae ISOIate ICTU-SB 185 ribosomaI fINA qene, p~b. z¡¡ '" ''''' 0.0 "'" 
UlZZillJ Metartm.m ansopbe isoIate KTU-49 las ribosomaI RHA QeOe, parlJ. z¡¡ '" ",,., 0.0 "'" 
GOWZJl.1 Metmzun ~ Strarl HZI 185 riIosomaI RHA. PiI'~ ~ z¡¡ '" ''''' 0.0 "'" 
flIOillll Metaftlzun ansopbe s~ M34412 las ribosomaI!!NA QeOe , parbi z¡¡ '" '''''' 0.0 "'" 
""""" Metifhaun ansopbe strarll«Bllv 185 riIosomaI RHA Qene, pift!¡ z¡¡ '" ''''' 0.0 "'" 
flIImiU Metarfuun amopbe strarl ARSff )54(1185 riIosomaI RHA QeOe, ti z¡¡ '" '''''' 0.0 ... 
M:IlHiZA,I Metamwum an.socbe .. tema! transctiIed $paCer 1, partlal sequeoc. z¡¡ '" '''''' 0.0 "" ~m:!i77.1 Metartvun amopIiae Jltemal transcrDed spiICer 1, parbal sequeo(:' z¡¡ '" '''''' 0.0 ... 
~1I~~l§,1 Metammt.m OJnISOI)Iiae .,temal transcrDed spiKer 1, parbal seQUenC' z¡¡ '" '''' 0.0 ... 
~~;12m,1 MetafhllUll afVSOPIiae Jltema! trallscOOilcl SPiKef 1, partlal seQlieOC' z¡¡ '" '''' 0.0 ... 
~~m:!iZ~,1 Metolfhlrum al'\lSopl(ae .n temal transcribed spacer 1, parbal UlQUI!f\C1 z¡¡ '" lOO. 0.0 ... 
~\j~J¡¡¡¡ZJ, 1 MetarhlzllIIl'I ar.lsopliae intemal trartscribed spacer 1, parbal sec¡uenc, z¡¡ '" ,oo. '.0 '" 
E¡'¡5J~HM MetarhlllUm an l 5cp~ae intemal trarlscribed spacer 1, partial seqllenc1 z¡¡ '" 'OO. '.0 "" 
EII~Jl!§ZI,1 MetarhlzMll ar.isopbe intemal transcroed spacer 1, parbal seQlII!f\C' z¡¡ '" 'OO, 0.0 ... 
EII~JgHM Metart'lIZ.um al'llsopliae " temal transcrbed spacer 1, pMbol! sec¡uenc. z¡¡ '" 'OO. 0.0 '" 
~~Wi,l Met.lfhaun anrsopIiae Iltemal transcrbed spiICer 1, tiMbal sequeoc, z¡¡ '" '''' 0.0 ... 
elI~~,1 Metaftwt;m MISOpIi.re Iltemat tJanscriled s¡)acer 1, parbal sequenc' ID '" '''' 0.0 ... 
EI/:mm:!i,¡ Melaftwum iIRSOIlbe varo aflISOPiae ISOIate Q2 18S Iibosomal 11M ( z¡¡ '" '''''' 0.0 ... 
a¡;KIlN§,1 Metafllun;nsopbe varo MV5O!)be str.ln lRC 207 18S ltIosomaI JI ID '" '''' 0.0 ... 
a,¡;KIl:2IM,¡ Mlumaun o1III5OPÚE! Vl!I. arlISOPiae straln lRC 205 18S ribosomaI JI z¡¡ '" ''''' 0.0 ... 
RI;KIm~,1 Metartllun arlISOPiae varo .Hsopia@ str..'llRC 148 185mosoma1 JI ID '" ,- 0.0 ... 
a..!:HIlHU MeUfhaun an.:sopiae Vl!I. arlISOPiae straln lRC 212 18S ribosomaI 11 z¡¡ '" ''''' 0.0 "'" 
mm:!11 Metarhlzun ansopbi! var . .Hsopia@ straln ""7 1851ilosoma1 11M, ID '" ,- 0.0 "" 
~mu,1 Metamaun ~ Str.ln CC343 185 ribosomaI ANA QenI, p¡rbal z¡¡ '" '''''' 0.0 ... 
~BlmlZ I Metaftlzun amopNe straln 04 185 ribosomaI ANA QenI, partJal se ID '" ''''''' 0.0 ... 
~~IZlII,1 Metatbzun anrsoebe stJarl e11 185 rilosomaI ANA QeO!I, Ilarbal se z¡¡ '" '''' 0.0 ... 
12!2fiS!7!!1,1 Metartvun ansopiae varo aRsopIiae stratn OzOl1851ilosoma1 ANA ID '" ''''''' 0.0 ... 
Il2!ZllMi,¡ lXlctJbM'ed sojI fooQus clone 30-1 18S r'bosomal RHA Qe08, IlMbaI SE z¡¡ '" '''' 0.0 ... 
Il2,m~~,1 UocI.ibM'ed 5041 ft.nQus clooe 174-75 18S ribosomal RNA Qef'IE!, pilfbal ID '" ''''' 0.0 ... 
1l:!:M,I~Z,1 \Jr\culttxed soiI fur\Qu5 clone 174-70 18S 00050mal RNA qE!M, parbal z¡¡ '" 'OO. • •• ". 



Anexo 3: Secuencia consenso, lista de oligonucleótidos y lista de secuencias 

similares para oligonucleótidos MAMX (188 bp) 

 

Secuencia consenso obtenida del alineamiento de los aislados de M. anisopliae de 
México  

 
Lista de oligonucleótidos emitidos por el programa DNAMAN1  
 

Selection parameters: 

Product length: 150-188 

Primer length: 20-22,Tm:62°C-65°C, GC:50%-60% 

 

Forward 5'-3'                           Reverse 5'-3' 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              187   ACATTGCGCCCGTCAGTATT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.7°C 

20    TTTACTACTGCGCAGAGGAGGG            187   ACATTGCGCCCGTCAGTATT 

      Len=22   Tm= 62.9°C                     Len=20   Tm= 62.7°C 

1     GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT              186   CATTGCGCCCGTCAGTATTC 

      Len=20   Tm= 64.9°C                     Len=20   Tm= 63.8°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              186   CATTGCGCCCGTCAGTATTC 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 63.8°C 

20    TTTACTACTGCGCAGAGGAGGG            186   CATTGCGCCCGTCAGTATTC 

      Len=22   Tm= 62.9°C                     Len=20   Tm= 63.8°C 

1     GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT              184   TTGCGCCCGTCAGTATTCTG 

      Len=20   Tm= 64.9°C                     Len=20   Tm= 64.5°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              184   TTGCGCCCGTCAGTATTCTG 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 64.5°C 

20    TTTACTACTGCGCAGAGGAGGG            184   TTGCGCCCGTCAGTATTCTG 

      Len=22   Tm= 62.9°C                     Len=20   Tm= 64.5°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              176   GTCAGTATTCTGGCGGGCAT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 

20    TTTACTACTGCGCAGAGGAGGG            176   GTCAGTATTCTGGCGGGCAT 

      Len=22   Tm= 62.9°C                     Len=20   Tm= 62.3°C 

1     GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT              159   CATGCCTGTTCGAGCGTCAT 
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      Len=20   Tm= 64.9°C                     Len=20   Tm= 64.6°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              159   CATGCCTGTTCGAGCGTCAT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 64.6°C 

1     GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT              158   ATGCCTGTTCGAGCGTCATT 

      Len=20   Tm= 64.9°C                     Len=20   Tm= 63.1°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              158   ATGCCTGTTCGAGCGTCATT 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 63.1°C 

2     GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT              157   TGCCTGTTCGAGCGTCATTA 

      Len=20   Tm= 62.7°C                     Len=20   Tm= 62.8°C 
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Anexo 4. Lista de secuencias emitidas por el BLAST que producen un alineamiento significativo con la secuencia flanqueada por 

oligonucleótidos MAMX 
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5e{¡uences IIrlXl ucing significant alignments: 

I Accelslon -- j Descrlptlon "'XICOI'e Tott l lCOl'e Ouery cove'IQe '-'1!!!< -Ge nomic sequences 

¡Nmm·¡ Metamizium anisopliae strain JZC175 185 ribosomal RNA ~e n e, partia '" '" 100% se·93 100% 

Si;!.!1~7~~Q·1 Uncultured funqus clone RFlM l BS ribosomal RNA 'lene, partial sequ '" '" 100% ge·93 100% 

HQ~~¡4~i·i Metamilium sp. DOK 261185 ribosomal RNA Qene, partial sequence; '" '" 100% se·93 100% 

HQ~~¡4~·1 Metarhizium pim¡shaense strain ARSEF 4342 l BS ribosomal RNA 'lene '" '" 100% ge·93 100% 

HQ~~14~~·1 Metamizium roberts ii strain ARSEF 727 185 ribosomal RNA Qene, part '" 3<, 100% 9e-93 100% 

¡N§I§~7~·1 Metamizium anisopliae voucher AMAA524 intemal transcribed spacer '" 3<, 100% ge·93 100% 

lN§I~~§§·1 Metarhizium anisopliae voucher AMAA5 17 intemal transcribed spacer '" '" 100% ge·93 100% 

lN'~§§~·i Metamizium anisopliae isolate MGC06 185 ribosomal RNA 'lene, partie '" 3<, 100% se·93 100% 

lN2~§§F·1 Metarhizium anisopliae isolate GC02 185 ribosomal RNA 'lene, partia l '" '" 100% 9~ · 93 100% 

¡F4~~77~·i Metamizium anisopliae isolate 100513- 11-2 185 ribosomal RNA ~e n e, '" '" 100% se·93 100% 

lF4~~7§~·1 Metamizium anisopliae isolate 100513-4- 11BS ribosomal RNA 'lene, I '" '" 100% k93 100% 

JF4~~7~7·i Metamizium anisopliae isolate 1005 13-11-1185 ri bosomal RNA Qene, '" 3<, 100% se·93 100% 

H~º~7¡.¡ Metarhizium robertsii isolate 15 intemal transcribed spacer 1, partial '" '" 100% ge·93 100% 

¡F72'~~·1 Metarhizium anisopliae 185 ribosomal RNA Qene, partial sequence; inl '" '" lOO'\'. 9e-93 lOO'\'. 

HQ~~9§~§·1 Metamizium anisopliae isolate Amiss2009 5.B5 ribosomal RNA 'lene ar '" 3<, 100% 9~·93 100% 

HQ7"21~·1 Metarhizium anisopliae isolate CENIEN04 1 185 ribosomal RNA Qene, p '" '" 100% 9~·93 100% 

HQI7~7~·1 Metarhizium pinqshaense strain 5K04 185 ribosomal RNA 'lene, partia '" 3<, 100% 9~·93 100% 

HQ~~Q~~i·1 Metarhizium anisopliae strain ART2531 intemal transcribed spacer 1, '" '" 100% 9~ · 93 100% 

HQ~ªQm·i Metarhizium anisopliae strain ART36 in temal transcribed spacer 1, pe '" '" 100% se·93 100% 

Fl~~2~·1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ7 l BS ribosomal RNA 'lene, partia l '" '" 100% ge·93 100% 

Fm~547·i Metamizium anisopliae isolate CNXJ6 185 ri bosomal RNA Qene, partia l '" '" 100% se·93 100% 

Fl~~~~§·¡ Metarhizium anisop liae isolate CNXJ5 l BS ribosomal RNA 'lene, partial '" '" 100% ge·93 100% 

Fm2~~·i Metarhizium anisopliae isolate CN)(}4 185 ribosomal RNA Qene, partial '" 3<. 100% 9~·93 100% 

Fm~~·1 Metamizium anisopliae isolate CNXJ3 l BS ribosomal RNA 'lene, partia l '" 3<, 100% 9~·93 100% 

5e{juences IIroducing significant alignments: 

I AccelSlon DeKl'iptlon 11M KOre Jottlscore Ouery COR!'JOt '-'1hI!: -Ge nomic sequen ces 

lNFmil·¡ Metarhizium arliSOpHae strain JZC175 185 ribosomal RJIA Qerle, partia '" '" 100% ~·~3 lOO ' 

íi!.1W~JQ·1 Urlcultured funqus done RFLP9 lSS ribosomal RNA qene, partial sequ '" '" 100 '1'. 9~ ·93 100% 

HQ~~i4&1·¡ Metarhivum sp. DOK 261 185 ribosomal RNA Qene, partial sequerlce; '" '" 100% rn·93 lOO'!. 

HQm4~4·1 Metarhizium pirlqshaense strairl ARSEF 4342 185 ribosomal RNA qerle '" '" 100% ge·93 100% 

HQJl¡4~J.¡ Metarhizium robertsii strain ARSEF 727 lBS rib050mal RNA ¡¡ene, part '" '" lOO% ge·93 100% 

lN~¡WJ·¡ Metarhizium anisop~ae vOLJcher AMAAS24 intemal transcribed spacer '" , .. 100% 9~·93 100% 

l~§¡6~§§·¡ Metarhiúum anisopliae vO LJcher AMAAS17 intemal transcribed spacer '" "8 100% ge·93 100% 

lN'~~~·1 Metarhizium anisop li ae isolate MGC06 185 ribosomal fWA Qene, partíe '" , .. lOO''\' ge·93 100% 

lN'~§§§7·1 Metarhizium anisopliae isolate Ge02 185 ribosomal RNA Qene, partial '" '" 100% ge·93 100% 

lF4~S71~.¡ Metarhizium arlisop liae isolate 100513- 11-2 185 ribosomal fWA qene, '" , .. 100% 9I!·~3 100% 

lF4~~7§~.¡ Metarhizium an isopliae isolate 100513-4-11BS ribosomal RNA qene, I '" '" 100% ge·n lOO',\, 

lF4~~7P.¡ Metarhizium anisopliae isolate 100513- 11-1185 ribosomal RNA qene, '" '" 100% 9I!·93 lOO'!, 

H~º~71·1 Metarhizium robertsii isolate 15 tntemal transcribed spacer 1, partial '" '" 100% ge·93 100% 

lF7~¡¡~~.¡ Metarhizium anisopliae 185 ribosomal RNA Qene, partial sequence; ir¡1 '" '" 100% ge·93 100% 

HQ~J~§~~.¡ Metarhizium anisop~ae isolate Amiss2009 S.8S ribosomal RNA qene ar '" 348 100% 9~·93 100% 

~Qmm·l Metarhiúum anisopliae isolate CENIEN 04 1 185 libosomal RNA Qene, p '" 348 100% ge·93 100% 

HQ¡72m·¡ Metamizium pirlQshaense stra in SK04 lBS ribosomal RJIA Qene, partía '" '" 100% 9I!·93 100% 

HQJ~Q~~2·1 Metamizium ar¡isopliae stra in ART2531 intemal transcribed spacer 1, '" '" 100'10 ge·93 100% 

HQ~~~~~.¡ Metarhizium anisop liae strain ART36 intemal transcribed spacer 1, pe '" '" 100% 9I!·93 100% 

Fl~~2~~·¡ Metamizium an isopliae isolate CNXJ7 lBS ribosomal RNA qene, partial '" '" 100% 9~ · 93 100% 

Ei~~~W.¡ Metarhivum anisop liae isolate CNXJ6 185 ribosomal RNA qene, partial '" '" 100% ~·93 lOO'!, 

m§i~§·¡ Metamizium anisop liae isolate CNXJ5 185 ribosomal fWA qene, partial '" '" ¡OO% ge·93 100% 

mª2~~·¡ Metamizium anisopliae isolate (N1ü4 lSS ribosomal RNA Qene, partial ~ '" 100% 9I!·93 100% 

F¡~~2~·¡ Metarhizium anisopli ae isolate CNXJ3 lBS ribosomal RNA qeM, partial '" 348 100% ge·93 100% 
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FJS89646 I Metart'llllUln arvsopliae isolate CNXJ5 185 ribosornal RNA ¡¡ene, partlal '" '" "0% 9r:-93 "." 
E182~~,1 MetartllZlUII'I arisopliae isolate CNXJ4 185 ribosornal RNA ¡¡ene, pamal '" '" "0% ge-93 100% 

m§2~,¡ Metartlizium arisopliae isolate CNXJ] 185 ribosornal RNA ¡¡ene, pamal '" '" 100% ge-93 100% 

f¡~~J~§.¡ Metartiziun arisopliae isolate 5KCJl185 ribosornal RNA ¡¡ene, pamal '" '" 100% 9r:-93 100% 

El~m~,1 MetartvzlUll'l arisopliae isolate NLWN 185 ribosornal RNA ¡¡ene, pamal '" '" 100% 9r:-93 100% 

El~~J~4,1 Metartlirun anisopliae isolate NLUT 185 ribosornal RNA ¡¡ene, partlal '" '" 100% ge-93 100% 

Elmm,¡ Metartliliun anisopliae isolate NLHN] 185 ribosornal RNA ¡¡ene, partía '" '" 100% ge-93 100. 

f¡~4~m·¡ Metartliziun anisopliae isol<l te NLHN2 185 ribosomal RNA ¡¡ene, partía '" 
,., 100% 9r:-93 100% 

El~4~m,1 Metarhiliun anisophe isolate NtAN 185 ribosomal RNA qene, partíal '" '" 100% 9r:-93 100% 

El~~JI4,1 Metarhiliun anisopliae isolate LSPK 185 r'bosomal RNA ¡¡ene, partíal l '" '" 100% 9fl-93 100% 

El~~m,1 Metarhilium ar.iscpliae isoMe lSNM2 185 ribosornal RNA (jer.e, partía '" '" lOO. 9fl-21 100% 

El~~JII,¡ Metartlizillm arlisopliae isolate LSNM l 185 ribosomal RNA qerle, partía '" ". lOO' 9r:-93 100% 

El~4~;m,1 Metartliz illm arlisopliae isolate CNHNl 185 ribosomal RNA qerle, partía '" '" lOO. 9r:-93 100% 

El~m,,1 Metartlizium arliscpliae isolate CNGD7 185 ribosomal RNA (jerle, partía '" '" lOO. 9r:-93 100% 

E.l~~;m,1 Metarhizium arlisopliae isolate CNGD4 185 ribosomal RNA (jer.e, partía '" '" lOO. ge-93 100% 

E.l~~;m,1 Metarhizium anisopliae isolate CNGD2 185 ribosomal RNA (jer.e, partía '" '" lOO. ge-93 lOO. 

H"'Q~~7,¡ Metartlizium DÍlQshaense strain ARSEF 2162 smaR subu'lit ribosomall '" '" 100% 9r:-93 lOO. 

t!"'Q~~J,1 Metarhizit.wn robertsl strain ARSEF 2575 smal subUlit ribosomal RNA '" '" 100% 9r:-93 lOO. 

t!Mg~~,,1 MetartllZlUII'I robertsl strain ARSEF 2134 smal sublnt ribosornal RNA '" '" 100% ge-93 100% 

t!Mg~~¡,1 Metarhiliun robertsl strain ARSEF 967 smal sublnt ribosomal RNA (j '" '" 100% ge-93 100% 

HMQ~~,¡ Metarhizit.wn robertsl strain ARSEF 2] smal subtnt ribosomal RNA qe '" '" 100% 9r:-93 100% 

t!"'Q~~~Q,¡ Metartvzun arisopliae strain ARSEF 2105 smal sl.b.nit r'bosomal RNI '" '" 100% 9r:-93 100% 

t!Mg~~,U Metartvzun arvsopliae strain ARSEF 1080 smal sublnt ribosornal RNI '" '" 100% ge-93 100% 

tlMm:m,¡ MetarhiZÍUTI anisopliae strain ARSEF 794 smal sublnt ribosomal RNA '" '" 100% ge-93 100% 

HMmm,¡ Metarhiliun anisopliae strain ARSEF 549 smal sublJlit ribosomal RNA '" '" 100% 9r:-93 100% 

Aa~,44,7,¡ Metarhiziun anisopliae qene fer ITsl, 5.85 rImA, ITs2, complete sec '" '" 100% 9r:-93 100% 

Im,44,§,1 Metarhizium anisopliae ¡¡ene fer IT51, 5.85 rImA, ITs2, complete sec '" '" 100% 9r:-93 100% 

BII~,44,~,1 MetarhiM anisopliae qene fer rrSI, 5.85 rImA, IT52, comple te sec '" '" lOO. 9fl-23 lOO. 

BII~,44,!,1 Metart.izium arlisop~ae qene fer rrSI , 5.85 rRNA, rr52, com~ete sec '" ". lOO' ge-23 100% 

maM,l Metartmm antSOPiae ISOIate CNXJ5 185 tiIosomaI RNA QefM!, ~ '" '" '''"' ... " '''"' 
fl~~,l Metarhzu'n i1I'I$OJIiae ISOIate CHXJ4 185 ribosomaI RHA oene, ~ '" '" '''' ... " , .... 
fJ~,¡ MeUihaun ansopbe ISOIate CNXD 185 ribosomaI RNA qeoe, parbal '" '" '''' ... " ''''' 
n~~JZi,1 MetiWtmJn iIflISOPbe ISOIate 51<01 185 ribosomaI RNA Qene, parbal '" '" \l •• ..." , .... 
n~~ml Metart'lnln ~ ISOIate tt..WN 185 ribosomaI FINA c¡ene, pñal '" '" , .... ..." , .... 
f»illl!J Metactwu'n ar.sopúe ISOIate tt..UT 185 rilosomaI RNA c¡ene, partlal '" 

,.. 
'''' ... " ,oo. 

fl~m~ I Metactwu'n ar'lSOPIiae ISOIate ~3 185 r'bosomal RNA qene, pama '" '" '''' ... " ,oo. 
fJ~mz I Metarhaun antSOPliae tsOIate Nl..}tj2 185 r'bosomal RNA Qene, pama '" '" '''' ... " '''"' 
n~~m,1 Metarhzun alllSopQe tsolate Nl.AN 185 ribosomal RNA Qene, partlal '" ~. '''' ge·93 ''''' 
m4SJH,I Metarhzun anisoplae isoIate LSPK 185 ribosomal RNA Qene, partlal ! '" '" ,oo. Se·9] '00% 

ElS4SJIM Metarhmum antsC!lhe ¡solate LSNM2 185 ribosomal RNA ~ne, partla '" ". '00% ge·~3 '00% 

El~5JU,¡ Metarhizium arlisopliae isolate L5NMl 185 ribo somal ~A qerle, partia '" '" '00' 9t·9) "" 
E.l~~;m,1 MetamlZJlJm arlisopliae isolate CNHNl 185 ribosomal ~A Qerlll, partia '" ~. '00' Se·9) '00% 
fJ~~;lnl Metam.vum arusopliae isolate CNGD7 185 ribosomal ~A qerle, paroa '" '" '00' Se·93 '00% 

El~~;m,1 MetarhZJl.l1l al"llsopliae Isolate QojGl).¡ 185 r'bosomal RNA qene, paroa '" '" '''"' Se·~3 'OO, 
EJ~52Zz.¡ Metartm..m arvsopiae Isolate CNGDl 185 r'bosomal RNA qene, paroa '" '" '00% ge·93 'OO. 
lI!m~Z,1 Metartm.rn p¡nqshaense strarl ARSEF 2162 smal sublnt r'bosomall '" '" '''' ge·93 '00% 

IIMg5~~,¡ Metartuun robertsI strilll ARSEF 2575 smaI sublnt rmosomal RNA '" '" '00% ... " '00% 

~S~~I Me~ robertsl strarl ARSEF 2134 smaI subl.nt ribosomaI RHA '" '" '''' ge·93 , .... 
!:!~5~11 Metarhaun robertsl Str.wl ARSEF 967 smaI subtnt ribosomaI RNA Q '" '" '''' ... " ''''' 
~~,I Metarhaun robertsi strall ARSEF 23 smaI SlÍItnt ribosomaI RNA Qe '" '" '00% ... " , .... 
t!m~~m,1 Metarlmln arISO(lIiae slraln ARSff 2105 smaI Sl.b.nt riIosomaI ~ '" '" , .... ge'9) , .... 
ti!!Q~~~ I Metarhaun amopbe Str.wl ARSEf lOSO SITIal SLb.nt ribosomaI RNI '" 

,.. '00% <)e·93 , .... 
t!"'mm,1 Metarhaun aI'l$OpÚe strarl ARSEf 794 smal Slbnt ribosomaI RNA '" '" '''' ... , '00% 

lI"'mm,1 Metar1uu:n antSOPiae strai'l ARSEF 549 smal Slbnt rilosomal RNA '" '" '''' ge·93 '00% 

~lm"ZZ,1 Metartm.rn antsopiae Qerle for rr51, 5.85 rRNA, rrS2, complete sec: '" '" '''' ge·93 '''"' 
é.QSZ"ZIi.I Metartlzun antsoplae Qerle for rrS1, 5.85 rRNA, rrS2, complete sec: '" '" '''"' ge·9] '00% 

AaSZ"Z5,1. Metartw..r'n aMoplae qerle for rr51, 5.85 rWiA, rrS2, complete SI!( '" '" "0% ge·93 "0% 
eD5Z"Z4,¡ Metam.z!IJffl arvsopliae qene fO( rr51, 5,85 rWiA, rrS2, com¡)le te se< '" '" '00' ge·93 "0% 
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fl1l2IW Metarhiziun anisopliae isolate KTU-3 18S rDosomal RNA (lene, partial '" 3 .. "" ge-93 t OO'l'. 

flll1lO.L1 Metarhzun arisopliae isolate KTU- 4 185 rDosomal RNA Qene, parbal '" '" "" ge-93 100% 

!llllilU MetartllZUTI arvsopliae !SoIate KrU- 39 185 ribosomal RNA Qene, partJ. '" '" 100% ge-93 100% 

llilllli.l Ml!!tartlzUn anisopliae isolate 1(TU-15 185 ribosomal RNA Qene, partJ. '" '" 100% ge-93 100% 

fJ1llill.l Metartuiun anisopliae isolate KTU-20 185 rbosomal RNA Qene, parb. '" '" 100% 9t-9] 100% 

EJ.1.ZlliU Metarhzun arvsopliae isolate KTU- IO 185 ribosomal RNA qene, parb. '" '" 100% ge-93 100% 

0lillI>.l MetarhiÚlm anisopliae isolate KTU- 14 185 ribosomal RNA Qene, parb. '" '" 100% 9t-93 100% 

flllliIl.l Metarhizium ilrV<iopliill! isolate KTU-26 185 ribosomal RNA Qene, parti '" '" 100% 9t·93 100% 

flllliIl.l MetarhizUn anisop~ae iso/a te KrU-40 185 ribosomal RNA qene, partí. '" '" 100% ge·93 100% 

ElllliIl.l Metarhizoo anisopliae isolate KTU- 34 185 ribosomal RNA <lene, parti '" '" 100% ge-93 100% 

fllIJlli.l Metarhizm anisopliae isola te KTU-3 1 l BS ribosomal RNA Qene, parti, '" '" 100% ge·93 100% 

flliilli.l Metarhizium arlisopHae ¡solate KTU-32 185 ribo50mal RNA c¡el'\e, parti, '" '" 100% ge·93 100% 

Ellill1Ll Metartliúum al'lisopliae ¡solate KTU- 58 185 ribosomal RNA Qer'le, parti, '" '" 100% %-93 100'10 

fl1ZZ!Ll.l Metarhizium anisopliae isolate KTU-49 185 ribosomal PJIA (lene, parti. '" '" 100% %-93 100% 

fli1Zl!O.1 MetarhiZlum d. anisopliae DWR 356 intemal traoscribed spacer 1, POI '" '" 100% %·93 100'10 

W1llli Metarhizium robertsii isolate ARSEF 2575 intemal tr¡mscribed spacer '" '" 100% %·93 100% 

WlllZJ Metarhizium robertsii isolate ARSEF 727 intemal transcribed spacer 1 '" ". 100% ge·93 100% 

fli11l.Il.1 Metarhizium robertsii isolate ARSEF 23 intemal transcribed spacer 1, '" '" 100% ge·93 100% 

fJi11lli.1 MetartllZJI..WTI d. anlsopliae DWR 346 intemal transcribed spacer 1, POI '" '" 100% ge-93 100% 

WZillJ MetartvzUn d. anisopliae DWR 338 intemal transcnbed spacer 1, POI '" '" 100% ge-93 100% 

fJl.ILlJI2.1 Metartniun d. anisopliae ARSEF 728 internal transcribed spacer 1, I '" '" 100% ge-93 100% 

fll1lliL1 Ascomycota sp. H-27 185 ribosomal RNA Qeoe, parnal sequel'lCe; II'It '" '" lOO' ge-93 100% 

flli2liZ.l MetarlllZun al'll5opliae strain HKB 11v 185 ribosomal RNA c¡ene, pama '" '" 100% ge-93 100% 

""""" Metartizium anisopliae strain ARSEF 3540 185 ribosomal RNA c¡ene, p '" '" 100% ge-93 100% 

""""" MetarhlllUffl anisopbe strain ARSEF 549 185 ribosomal RNA c¡ene, POI '" '" 100% !Ie-93 100% 

~!ugm§.1 Metamzun anisopliae varo anisopliae isolate Q2 185 ribosomal RNA ( '" '" 100% %·93 100% 

~!.IJ!lml,¡' Metarhizium ani5op1iae var. anisopliae strain LRC 211 18S nbosomal R '" '" 100% ge·93 100% 

~!.!J!lliQ§,¡' Metarhizium anisop~ae varo anisop~ ae strain LRC 207 185 ribosomal R '" '" 100% !Ie·93 100% 

~!.!J!lZ2!M.¡ Metarháium aflÍSophe var. anisophe strain LRC 205 185 ribosomal R '" '" 100% %·93 100% 

~1IJ;!lZ2QJ,¡ Metarhizium a flisop~ae varo anisopliae straif1 LRC 202 185 ribosomal R '" '" 100% %·93 100% 

= Metartm.m arisopiae isoIate KTU- 3 185 rilosomaI RNA !lene, partial "" '" '00% "-" ,-
0lZZl0lJ MI!~ aMOPiae rsobte KTU-4 18S rilosomaI RNA oene, partlal "" '" 1000 9<-0, , ... 
fllilli!.l Metlfhaun an.sopiae rsoIate KTU- 39 lBS li»som.lI RNA Qene, parb. "" '" ,- "-" ,-
fl1lZ!!L1 Metartm.m ~ ISOIate KTU-lS 18S rilosomaI RNA Qent! , p¡rtJ. "" '" , ... ge-93 , ... 
!lllZ!2IJ Metartvun ansopbe ISOIate KlU-20 185 rbmmaI RNA qene, OartJ. "" 

,.. , ... 'le.')] , ... 
flll1!lOJ Metart'lZJ..m iIf'IISOI)iae ISOIate KlU-ID 185 tblsomaI RNA Qene, partJ. "" '" , ... ge·93 ,-
fll12'n I Metarluu'n anrsopiae ISOIate KTU- 1418S r'bosomaI RNA Qene, partJ. "" '" , ... 'Ie-,)] ,-
mzzg~,1 Metartuun amOPliae isoIa te KTU-26 185 rilosomal RNA 'lene, P¡rtJ. '" '" '000 'Ie-93 , ... 
flllliIl.l Metamuun ill'II5opiae tSoIate KTU- 40 lBS rilosomal RNA Qene, paro. '" 

,.. , ... ge-93 , ... 
flllliW Metarhl%un ar.-soplae tsolate I(TU- 34 185 ribosomal RNA Qene, partl. "" '" , ... ge·9) ' 000 

fllZ2JIl.l Metartvzun ilntSopliae !SoIate KTU-31 lBS ribosomal RNA Qene, p¡rtl. "" 
,.. '00% !Ie·9] ' 00' 

fllZilli.l Me tartu lUm armpliae l501a te KTU- 32 l BS rmosomal RNA Qene, part!, '" 
, .. '00% ge-93 ' 00% 

flilllZLl Metarhizillm al"l isoD~ae ¡solate KTU-58 leS ribosomal RNA Qelle, par!¡, '" '" '000 !te-9] ' 000 

ElllllZl.1 MetarhlzJlI/ll anlsoP~ae ¡solate KTU-49 18S ribosomal RNA Clene, parb, '" 
,.. '00% 'Ie·93 ,OO. 

flilll!iJ MetarhtzJUm d. anisop~ae DWR 356 internal transcribed spacer 1, pa '" 
,.. '000 'Ie-93 ' 00% 

fJl1llliJ Metal'hltun robertslrsolate ARSEF 2575 IltlMnal transcrmed spacer '" 
,.. '00% 1te·93 ' 00% 

flilll1L1 Metartuun robertsli rsolate ARSEF 727 Intemal transeribed spacer 1 '" '" '00% ge-93 ' 00% 

W1llIJ Metartuun robertsi !SOIate ARSEF 23 Intemal transcrj)ed stlacer 1, '" '" '00% ge-93 ' 000 

Umm,l Metarhaun d . antSOI)Iiae DWR 346 Interna! trdr'ISCrDed spacer 1, tia '" '" '00% 1te-93 ' 00% 

W/lli.l Metartuun er. anrsopiae DWR 338 Interna! transcriJed $Pacer 1, pa "" '" , ... "-" ' 00% 

flilllOIJ Metamaun d _ arEOPiae ARSEF 728 Internal transcriled soacer 1, I '" 
,.. , ... "-" , ... 

fJlZlW.1 Ascomvcota sp_ H- 27 185 riIol;omaI RNA QIOE! , part¡aI sequence; Int '" 
,.. , ... "-" , ... 

llIO!lOI.l Metartlau'n 1II'II5O(lÚe stran H<Bllv lBS rtlosomaI RNA QenI , partla "" 
,.. , ... ..., , ... 

llIOIllI§.l Metartm.m ~ striJl'l ARSa' 3~ 18S r'bosomal RNA QenI, P '" 
,.. , .... 'Ie-93 , ... 

lli!I!.li!J Metamaun arvsooiae stTarl ARSEF 549 18S rbosomaI RNA QenI, tia '" 
,.. , ... ge-93 ' 00% 

MQZm,¡ Metarhaun anrsopiae varo arrsopiae rsola te Q2 18S rilosomal RNA e '" '" '00% 1te-93 ' 00% 

~~ZiR2l Metarhaun arllSOPÚe var. anisopúe stralfl LRC 211 18S nbosomal R '" 
,.. ' 00% ge-93 , ... 

~¡agZ2!lM Metartuun arvsop/iae varo anisopiae straln L.RC 201 18S nbosomal R "" 
,.. '00% ge·93 ' 00% 

~IiJI!~,1 Mitartuun alll5op1iae varo afllsoph'ae strat1 LRC 205 18S nbosomal R '" '" '00% ge·9] ' 000 

~lmZillJ,1 MetarhlW'l1 anisOllhe var. anisopliae stralfl LRC 202 lBS nb<lsomal R "" 
, .. ,- 'Ie-93 ' 00% 
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ElI307902.1 Metamizium anisopliae va r, anisopliae stra in LRC l a9 l as ribosomal R '" "a 100% %·93 100% 

~~lQZaa~,¡ Metamizium anisopliae var, anisopliae strain LRC 42 leS ribosomal RII '" >la 100% %·93 100% 

¡;~Waa~·i Metamizium anisopliae varo anisopliae strain lRC 212 l BS ribosomal R '" '" 100% % ·93 100% 

¡;FQWili·¡ Metamizium arüsopliae stra in CG49 118S ribosomal RNA llene, parbal '" '" 100% 9!·93 100% 

~Fl!Wila·i Metamizium anisopliae stra in CG423 l aS ribosomal RNA Qene, parbal '" >la 100% 9!·93 100% 

~FQ~¡Zil~,¡ Metamizium anisopliae strain CG343 l eS ribosomal RNA Qene, parbal '" >la 100% %·93 100% 

~fQW,4.¡ Metamizium anisopliae strain CG291 185 ribosomal RNA Qene, parbal '" >l. 100% % ·93 100% 

¡;Fl!Wil~·1 Metamizium anisopliae stra in CG 144 l aS ribosomal RNA (¡ene, parbal '" ". 100% %·93 100% 

~FQ~l7ilil,1 Metamizium arlisopliae strain CG l25 l aS ribosomal RNA Qene, parbal '" >l. 100% 9!·93 100% 

mm2l,! Metamizium anisopliae strain CG97 l BS ribosomal RNA Qene, parbal s '" '" 100% %·93 100% 

~FQW'Q·i Metamizium anisopliae strain CG87 185 ribosomal RNA llene, parbal s '" '" 100% % ·93 100% 

¡;Fl!Wii·i Metamizium anisopliae stra in CG47 185 ribosomal RNA (lene, parbal s '" '" 100% 9!·93 100% 

~FQWla·¡ Metamizium anisopliae strain CG46 leS ribosomal RNA Qene, parbal s '" >l. 100% %·93 100% 

mmlZ,¡ Metamizium anisopliae strain CG33 185 ribosomal RNA Qene, parbal s '" '" 100% %·93 100% 

~FQWi~·¡ Metamizium anisopliae stra in CG3 1185 ribosomal RNA (¡ene, parbal s '" '" 100% % -93 100% 

¡;FQWI~·I Metamizium anisopliae stra in CG30 185 ribosomal RNA (lene, parbal s '" ". 100% 9!·93 100% 

~FQ~IZIl!·¡ Metamizium anisopliae strain Cll leS ribosomal RNA Qene, parbal se '" >l. 100% %·93 100% 

fJS4S31l!,1 Metamizium anisopliae isolate L5NA2 185 ribosomal RNA ¡¡ene, parba '" '" 100% l e'91 99% 

EV30mZ. 1 Metamizium arlisopliae varo anisopliae strain LRC 189 l BS ribosomal R '" '" ",. 9!·9~ 100% 

~U~Q7~a~,¡ Metarhizfum arlisopliae varo anisopliae strain LRC 42 185 ribosomal R/I '" ", 'M% 9!·9~ 100% 

'\lJQ7~~~.¡ MetarhiziLJm anisopliae varo an isop liae strain LRC 212 l BS ribo50mal R '" '" 100% 9!·9~ 100% 

m~¡7¡i·¡ Metarhizrum anisopliae strain CG49 1 185 ribosomal RNA (lene, partíal '" '" 100'1'. ge ·93 100% 

EEQW2a·¡ Metarhizium anisopliae strain CG423 185 ribosomal RNA qene, partíal '" ", "'" %·9) 'M% 

m~m~,¡ Metarhizium arlisopHae strairl CG343 l eS ribosomal RNA (jene, partíal '" ><, 100% %·9~ 'M% 

mlW;¡4.¡ Metarhizil.lm arlisop ~ ae strairl CG291 185 ribosomal RNA (jene, partía! '" '" 100% 9!·93 ",. 
~f~~F2~·¡ Metarhizium anisopliae stra in CG144 185 ribosomal RNA (¡ene, pa rtial '" '" 100% ""'·93 100% 

~fl!~F22,l Metarhizium anisopliae strairl CG l 2S lBS ribosomal Rf-JA qene, partíal '" '" 'M' ge·93 100% 

EfQ~¡72i·¡ Metamizium anisopijae stra in CG97 185 rmosomal RNA (jene, partial 5 '" ", 100% 9!·9~ 100% 

ill!WilQ·¡ Metamizium anisop~ae strain CGS7 lSS ribosomal RNA (jene, partial 5 '" '" 100% %·9~ 100% 

EEQ~Fi2,i Metamizium anisopliae strain CG47 185 ribosomal RNA qerle, partíais '" ", 100% ge·93 100% 

m:~ma,¡ Metarhizfum anisopliae strairl CG46 laS ribosomal RNA (¡ene, partía! s '" ><, 'M% 9!·9~ 'M% 

mmlZ·¡ Metarhizium anisopliae strain CG33 185 ribosomal RNA q.l!ni!, partial 5 '" ><, 100'4 9! ·93 "" 
~f~W¡~·¡ Metarhizium anisopliae strain CG3 1 185 ribosomal RNA Qene, partial s '" '" 100.,. ge·93 100% 

EEl!~¡m,l Metarhlzfum anisopliae stTain CG30 185 ribosomal Rf-JA qerle, partial 5 '" '" 100% 9!·93 100% 

~fQW¡Q·l Metamizium ani sop~ae stra in e11 laS rmosomal RNA qene, partial se '" ><, 100% 9! ·93 '00% 

fJS4SJIQ,l Metamizium arlisophe isolate 15roiA2 lBS rmosomal RNA (jene, partia '" 
,~ 'M% 1! ·;1 '9% 
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