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RESUMEN

En México, Metarhizium anisopliae es un hongo patéogeno de diversos oOrdenes de
insectos entre los que se encuentran plagas de cultivos agricolas como la mosca pinta
(Hemiptera: Cercopidae) que afectan principalmente cultivos de cafa de azicar y
pastizales. Este hongo se produce comercialmente en diversos paises como agente
microbiano de control biolégico. Antes de su uso como insecticida biologico se deben
considerar los protocolos de bioseguridad en el ambiente, asi como la realizacién de
estudios sobre el monitoreo del destino de los agentes microbianos en el campo, para
poder entender la ecologia de este grupo de microorganismos y llevar a cabo un control
biologico mas eficiente.

Debido a la dificultad que implican los métodos micoldgicos convencionales para aislar
el hongo de las muestras de campo, es necesario el empleo de métodos que faciliten la
deteccion del hongo en el ambiente, como por ejemplo, una sonda de DNA que
identifique el hongo de manera sencilla, rapida y eficiente. En el presente trabajo se
plante6 la obtencién de una sonda de M. anisopliae aislada de la mosca pinta de los
pastos de México, utilizando para su disefio la region 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del
rDNA, la cual ha sido ampliamente usada en hongos para disefio de marcadores
moleculares y para estudios filogenéticos. Se utilizaron 13 cultivos monosporicos de M.
anisopliae obtenidos de Aeneolamia spp. provenientes de diferentes estados de México,
y cepas de referencia de diversos origenes geograficos. Se probd la sensibilidad y
especificidad de la sonda con los 13 aislados y cepas de referencia de M. anisopliae,
otras especies de Metarhizium, diversos hongos entomopatogenos y otros hongos
patdgenos. Se obtuvo la sonda MAMX de M. anisopliae que amplifico una banda de
188 bp, la cual presentd una elevada sensibilidad de hasta 500 fg/ul. En cuanto a la
especificidad, la sonda no sélo identifico aislados de M. anisopliae, sino que también a
M. pingshaense y M. robertsii, sugiriendo que estos tres aislados pudieran pertenecer a
la misma especie. Ademads, la sonda no amplificé la banda especifica en diversos
hongos entomopatdgenos ni en otros hongos patdégenos que se utilizaron en las pruebas
de especificidad. Los resultados muestran la relevancia del disefio y uso de sondas de

DNA obtenidas de cepas autoctonas de la region donde se van a utilizar.



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/ ul. 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.



INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacién humana requiere la conversion 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 Unico y
excesivo de plaguicidas quimicos es aun persistente. Una parte de la solucién a este
problema es el control biolédgico, 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
¢xito que ha tenido la introduccion del control bioldgico es dificil predecir las
consecuencias del mismo, por lo que se requieren mas estudios de la ecologia y
epidemiologia de los agentes microbianos utilizados con este fin, para su mejor
comprension y manejo (Huffaker y Dahlsten, 1999). Entre los agentes microbianos
utilizados en el control biologico, se encuentran los hongos entomopatogenos, 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 presion selectiva que favorezca a pocos genotipos
del patdgeno; es decir hay una seleccion natural de estos microorganismos en términos

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

La habilidad de los entomopatéogenos para infectar insectos esta usualmente
restringida a un grupo particular, por esta razon, el desarrollo y uso de hongos como
agentes microbianos para control de plagas requiere de diversos estudios considerando
la seleccion de las cepas mas adecuadas por su virulencia hacia el insecto plaga y por su
elevada produccion de esporas, entre otras caracteristicas diversas. Entre algunas de las
especies fungicas mas utilizadas para el control bioldgico de plagas agricolas 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 entomopatégeno 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.



El desarrollo de cualquier agente de control bioldgico debe ser monitoreado y manejado
cuidadosamente durante su producciéon y aplicacion en cultivos, tomando en cuenta sus
riesgos potenciales y problemas de seguridad para evitar posibles dafos 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 “Guia 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 mayoria de los paises miembros de la OECD deberian conformar un
expediente de un plaguicida microbiano. Entre estos puntos se encuentran los datos
toxicologicos e informacion sobre posibles dafios por la exposicion al agente
microbiano, estudios sobre su destino y comportamiento en el ambiente. En México, la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) es
responsable de la regulacion, control y fomento sanitario. A pesar de la existencia de
esta Comision, aun faltan estudios sobre el monitoreo del destino de los agentes
microbianos en el campo, después de su aplicacion para el control bioldgico, con el fin
de poder entender la ecologia de este grupo de microorganismos y llevar a cabo un

control bioldgico mas eficiente (Meyling y Eilenberg, 2007).

El mecanismo de infeccion de los hongos entomopatdogenos consiste en la
adhesion, penetracion, diseminacién 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 adhesion).
La cuticula es penetrada y degradada por una combinacion de presion mecanica de una
clavija de penetracion y la accion de enzimas, como proteasas (Prl 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 cuticula del hospedero es la primera linea de defensa contra la
infeccion y tiene un papel central que puede determinar la especificidad fungica. Los
insectos responden de forma celular y humoral ante una infeccion fingica. 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 produccion de



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 infeccion de los hongos entomopatdgenos (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 transfirio al género Metarhizium. Su uso en el
control bioldgico comenzd poco después de su identificacion.

Metarhizium anisopliae  (Hypocreales: Clavicipitaceac) es un hongo
entomopatogeno ampliamente utilizado como agente microbiano de control bioldgico.
Se encuentra distribuido mundialmente con un amplio rango de insectos hospederos. Ha
sido considerado seguro y ambientalmente aceptado como una alternativa a los
plaguicidas quimicos. En afios recientes ha sido registrado como agente microbiano en
diversos paises como: EUA, Brasil, Venezuela, India, Australia, Kenia, Suiza, Francia,
Inglaterra, Italia y Austria (Zimmerman, 2007) y esta siendo aplicado en México para el
control de la plaga mosca pinta o salivazo de los pastos (Hemiptera: Cercopidae)
(Morales et al., 1992; Berlanga et al., 1997).

Estudios de termotolerancia indican que la temperatura Optima de crecimiento de

los aislados de M. anisopliae procedentes de México es de 25 a 30 °C, lo que sugiere la



aplicacion de este hongo en zonas climaticas acordes (Navarro-Barranco et al., 20006).
Este hongo desarrolla colonias de color verde, a veces de color sepia, y sus
caracteristicas morfologicas se describen en la Fig. 2 y Tabla 1 (Tulloch, 1976; Domsch

etal., 1980).

Fig. 2. Metarhizium anisopliae. (A) Aspecto macroscopico de la colonia en medio de agar-papa- dextrosa (APD) a
los 10 dias de crecimiento. (B-C) Morfologia del conidiéforo, fialides, conidios y columnas de conidios (Barron,

1983; Watanabe, 1994).

Tabla 1. Principales caracteristicas de Metarhizium anisopliae

Caracteristicas Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

Basipetos catenulados,

Morfologia de conidios fialosporascilindricas

Tamaiio de conidios 6.3—9.8x2.1-2.5um
5.0-8.0x2.5—-3.5um

De 40-80 um de alto. Simples o ramificados.
Conidioforo Fidlides apicalmente puntiagudasde

9.7-35.3x2.1-2.7 um.

Habitat Suelos boscosos

Colorde colonias En APD de colorverde amarillento. En ocasiones

entonos mas oscuros de verde, sepia o isabelino.

Temperatura 25°C

Humedad Relativa (HR) 60 %

Tomado de Domsch, 1980; Barron, 1983; Watanabe, 1994.



La clasificacion 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 region ITS y la region 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 ultimos trabajos de analisis filogenético para
Metarhizium, el cual se llevo a cabo con base en la secuencia casi completa de los genes
que codifican para EF-1a, RPB1, RPB2 y B-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.,
ademas 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

ultimos anos (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion del género Metarhizium con base en caracteres morfologicos, analisis molecular y

multigénico
Taxones reconocidos Taxones reconocidos molecularmente** Taxones reconocidos por analisis
morfoldgicamente* 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

. anisopliae

. guizhouense

. pingshaense
.acridum stat. nov.

. lepidiotae stat. nov.
.majus stat. nov.

. globosum

. robertsii

. brunneum

Y YYYVYVYVYYVYY
Y YYVYVYVYVYVYY
S

*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 patdogeno de una gran variedad de insectos entre los
que se encuentran plagas de cultivos agricolas. Una de las principales plagas que
provoca reducciones significativas en los cultivos y pastos para alimentacién 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 denominaciéon de salivazo de los



pastos se refiere al estado ninfal, ya que se encuentran cubiertos con una secrecion
blanquecina de aspecto similar a la saliva (Flores, 1994).

Uno de los cultivos de gran relevancia econdmica, susceptibles a ser atacado por
la mosca pinta, es la cafa de azlcar, la cual reportd en el ano 2010 un total de
752,129.28 hectareas sembradas, siendo Veracruz el estado con mayor produccion (Fig.

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

®  Estados productores de cafia de aztcar
¢ Estadosproductores de cafia de azicar (otros usos)
B Estadosganaderos

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

La mosca pinta afecta los cultivos de cafia de azlcar disminuyendo
considerablemente el rendimiento de azicar por hectarea cultivada (Leal et al., 1998).
El dafio del hemiptero puede ser de dos tipos principalmente:

* Provocado por la ninfa al alimentarse de las raices y tallos de la planta.
* Provocado por el adulto al alimentarse de retofios y hojas (Umul, 2000).

Las manchas de color amarillo blancuzco que aparecen en las hojas son un
sintoma de la infestacion de este insecto, el cual causa fitotoxemia al inocular enzimas
aminoliticas y oxidantes ocasionando una seria disminucion en el area disponible para
la fotosintesis y en la productividad de cafiaverales y pastizales (Thompson y Leoén,
2005). Las areas dafiadas de la hoja se secan gradualmente. Si la infestacion es grave,

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



Fig. 4. Daflos 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 quimicos aplicados con mayor frecuencia para controlar la
mosca pinta son: thiodan, nuvacron y diazindn (Rodriguez, 2004), entre otros, los cuales
de acuerdo con “World Health Organization (WHQO)” presentan una categoria de
toxicidad I Y II, ubicandolos en extremada y moderadamente toxicos. Asimismo, son
toxicos para insectos benéficos (abejas), zooplancton, crustaceos, peces, aves y
mamiferos (WHO, 2009).

La aplicacion de M. anisopliae ha resultado ser una excelente alternativa para el
control biologico de la mosca pinta, debido a la inocuidad que presenta para insectos
benéficos y mamiferos. La bioseguridad de M anisopliae ha sido establecida, utilizando
mamiferos y modelos de vertebrados, tales como aves, peces, ratones, conejos, ratas y
reptiles, desde 1968 hasta 1983 (Zimmermann, 2007). Pruebas de bioseguridad en
mamiferos (roedores y conejos) utilizando inhalacién, exposicion subcutdnea,
intraperitoneal e intraocular han demostrado la inocuidad del hongo hacia los animales

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



ANTECEDENTES

El desarrollo sustentable ha adquirido un papel relevante en el ambito
socioeconomico de las naciones en los ultimos afios. El control bioldgico ocurre de
manera natural en las poblaciones de organismos sin la intervencion 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 bioldgico. Este
término fue usado por primera vez por Smith en 1919 (Badii et al., 2000). De forma
oficial el control bioldgico comenzoé a finales del siglo XIX con el uso de un escarabajo
(Rodalia cardinales, Coleoptera: Coccinellidae) en contra de la escama algodonosa de
los citricos Icerya purchasi (Hemiptera: Margarodidae), en ¢l estado de California,
EUA vy a partir de ese momento el control bioldgico se inicidé como disciplina cientifica

(Badii et al., 2000).

A pesar de que el control bioldgico ha sido practicado en Latinoamérica desde
principios del siglo XX, los datos historicos escritos son limitados. Los principales
casos de control bioldgico son: (1) la introduccion de R. cardinalis para el control de I.
purchasi; (2) la liberacion de Encarsia berlesi (Hymenoptera: Aphelinidae) para el
control de Pseudalacaspis pentagona (Homoptera: Diaspididae); y (3) la introduccion
de Aphelinus mali (Haldeman) (Hymenoptera: Aphelinidae) para el control de Eriosoma
lanigerum (Hemiptera: Aphididac). En México, se empezaron a realizar trabajos de
control biologico hasta 1940 con la introduccion de A. mali para el control del pulgén
lanigero del manzano E. lanigerum en Coahuila (Lenteren van, 2008).

Actualmente, M. anisopliae se aplica en México como agente de control
biologico en plantaciones de cafia de azlcar de la region del Golfo (SAGAR, 1999),
pero no se cuenta con técnicas de identificacion molecular especificas que permitan la
proteccion de caracter juridico sobre las cepas utilizadas como bioinsecticidas, ni el
analisis econémico costo-beneficio de la liberacion del hongo, ni el monitoreo de la
persistencia del hongo en el campo agricola (suelo, plantas, agua y aire). Una de las
principales incognitas sobre los agentes microbianos usados en el control biologico ha
sido la inconsistencia en su monitoreo debido a la falta de marcadores especificos

(Bidochka, 2001; Zimmerman, 2007).
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Las estrategias clasicas para la identificacion de hongos entomopatégenos con
base en caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas como macro y micromorfologia,
termotolerancia, velocidad de crecimiento radial y formacién de propagulos infectivos,
han mostrado deficiencias para la deteccion de hongos en el ambiente y esto ha
fomentado la biisqueda de nuevas metodologias, en particular, las técnicas moleculares
con las cuales se ha llegado a tener herramientas utiles para detectar e identificar
agentes microbianos, incluyendo hongos entomopatégenos. Una parte importante para
determinar el impacto ambiental al utilizar el control biologico, es el empleo de algin
tipo de marcador para detectar al microorganismo introducido en el ambiente

(Bidochka, 2001).

Actualmente existen diversas técnicas que pueden ser utilizadas para la
identificacion de hongos entomopatogenos. Se han combinado anélisis bioquimicos con
el estudio de caracteres morfologicos, mostrando gran diversidad genética en el género
Metarhizium (St. Leger et al., 1997). La biologia molecular ha adquirido relevancia
como herramienta para la identificacion de hongos y estudios de persistencia en el
ambiente (Goettel et al., 2005). Para esto, se han disenado sondas a partir de regiones
codificantes y no codificantes del DNA (Unruh y Wooley, 1999). Dentro de éstas se
encuentra la region amplificada de una secuencia caracterizada (SCAR) obtenida a
partir de patrones polimorficos generados por la amplificacion aleatoria de DNA
(RAPD) y la longitud de fragmentos amplificados (AFLP). Con base en estas técnicas,
se han disenado sondas para la identificacion de diferentes hongos. Por ejemplo,
Castrillo et al. (2002) disenaron una sonda de DNA para B. bassiana, el cual es un
hongo usado para el control biolégico en un amplio rango de insectos plagas. Arroyo
(2005) desarrolld6 una sonda para M. acridum, una especie fungica utilizada
principalmente para el control de acrididos. Esta wiltima se evalud en una plantacion de
amaranto de San Mateo, Puebla, en la cual se aplico 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 especifica, dos
dias después de su aplicacion en el campo (Calderén-Ezquerro et al., 2011). Asimismo,
para otra especie fungica, |. fumosorosea (= Paecilomyces fumosoroseus), utilizada en
el control bioldgico de la mosquita blanca (Hemiptera: Aleyrodidae), también se obtuvo
otro SCAR (Arroyo- Vasquez et al., 2007) a partir de los patrones polimorficos de la

técnica de AFLP. Este SCAR se evaluo por PCR en muestras de aire, suelo e insectos, y
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los resultados mostraron una deteccién del hongo entre 10 y 10° conidios de |.
fumosorosea (Ayala-Zermeifio et al., 2011). Por otro lado, Schena et al. (2002) lograron
la deteccion de Aureobasidium pullulans con una sonda propuesta por ellos, este hongo

saprobio ha demostrado tener actividad antagonista hacia hongos fitopatogenos.

El uso de regiones del rDNA también ha sido ampliamente usado en ecologia
fungica (Bidartondo y Gardes, 2005). Las secuencias del espaciador interno transcrito
(ITS Inter Transcribed Spacer) del rDNA, son un blanco ideal para el desarrollo de
oligonucleotidos especie-especificos debido a que evolucionan relativamente rapido y
son altamente variables en longitud y contenido de nucledtidos 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 deteccion de M.
acridum. Para este mismo hongo, Reyes-Montes et al. (2012) disefiaron una sonda a
partir de las secuencias correspondientes al clado 7 reportado por Driver et al. (2000)
que demostré6 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 autdctonas para la investigacion ecoldgica de los hongos
entomopatogenos aplicados en el ambiente, se llevo 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 Biologico (CNRCB),
Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV), Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA) en Tecoman, Colima,
cuenta con aislados autoctonos de M. anisopliae provenientes de diferentes hospederos
y cultivos. Estos aislados han sido estudiados conjuntamente entre el laboratorio de
Micologia Basica del Depto. de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la UNAM, la UAM-Xochimilco y el CNRCB, para evaluarlos
fenotipicamente (Basilio-Hernandez et al., 2007; Montoya-Sanson et al., 2006; 2007,
Toriello et al., 2009; Zavala-Ramirez, 2005) y genotipicamente (Navarro-Barranco,
2006). Como parte de los protocolos de bioseguridad de estos microorganismos se ha
evaluado su inocuidad para los mamiferos (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, asi como la identificacion
del hongo, se han realizado con los métodos de micolédgica convencional que tienen la
desventaja de ser complicados y lentos en su ejecucion. Consecuentemente, se requiere
ahora de un método molecular de diagnostico especifico que facilite la identificacion de
M. anisopliae en campos agricolas 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 disefio de una sonda especifica con la region 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del

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

Si las técnicas micoldgicas convencionales usadas para la identificacion del hongo
Metarhizium anisopliae en muestras del ambiente presentan dificultades para su estudio,
entonces la obtencion de una sonda de DNA especifica y sensible para M. anisopliae

facilitaré su estudio en investigaciones posteriores.
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OBJETIVO GENERAL

Disenar una sonda especifica y sensible con base en la region 18S-ITS1-5.8S-1TS2-28S

del rDNA para la identificacion del hongo entomopatogeno M. anisopliae.

OBJETIVOS PARTICULARES

% Obtener DNA de diversos aislados de M. anisopliae de México y de cepas de
referencia del género Metarhizium.

¢ Identificar la region 18S-ITS1-5.8S-1TS2-28S del rDNA para la especie de M.
anisopliae, en los aislados de México.

% Aislar un fragmento de la region 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 disefio de una sonda de DNA
especifica.

% Determinar la especificidad y sensibilidad de la sonda disenada.
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MATERIALES Y METODOS

Aislados

Se utilizaron 13 cultivos monospdricos de M. anisopliae (Tabla 3) derivados de aislados
originales de la mosca pinta (Aeneolamia spp.) de México provenientes del CNRCB,
SAGARPA. Estos cultivos monosporicos se encuentran depositados en la coleccion de
cultivos del laboratorio de Micologia Basica del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México y
registrada en “World Federation of Culture Collections (WFCC)” con el numero
BMFM-UNAM 834. Las cepas de referencia del género Metarhizium utilizadas estan
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
entomopatogenos Lecanicillium lecanii e Isaria fumosorosea y otros hongos patdogenos
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 cafia de azlicar de

México
Clave UNAM!? Clave CNRCB? Origen geogréfico

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. Potosi
EH-472/6 MaNP1 S. L. Potosi
EH-473/4 MaNL]1 S. L. Potosi
EH-474/6 MaNL2 S. L. Potosi
EH-476/3 MaNM?2 S. L. Potosi
EH-477/5 MaOPS1 Oaxaca
EH-478/1 MaOPS2 Oaxaca
EH-479/2 MaMV Veracruz
EH-480/8 MaZzZP Veracruz

'UNAM= Universidad Nacional Auténoma de México
2CNRCB= Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico
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Tabla 4. Cepas de referencia del género Metarhizium

Clave ARSEF*

Nombre CSIRO** Hospedero Origen
* : -
i i 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. flavoviride Tipo 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)
A Bischoff et al. (2009)
Tabla 5. Cepas usadas para ensayos de especificidad
Clave UNAM Clave original Taxon Hospedero Origen
EH-348 Aislado C* Lecanicillium lecanii Trialeurodes sp. (Homoptera: Morelos, MX
Aleyrodidae)

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. Armeria, Colima, MX

EH-143 EH-143 Sporothrix schenckii Caso clinico humano MX

MM4 951740 Aspergillus fumigatus Caso clinicohumano AR
MX= México

AR= Argentina
! Universidad Auténoma Metropolitana, México D.F.

2 Herbario XAL, Instituto de Ecologia, Xalapa, Veracruz
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Reactivacion

Los cultivos monospoéricos se obtuvieron de conservacion en glicerol (10 %), sin

embargo, no todos los aislados mostraban las caracteristicas tipicas de la morfologia de

la especie por lo cual se procedid a reactivarlos mediante la infeccion de ninfas estadio

cinco de Meccus pallidipennis (Hemiptera).

Suspensidn conidial para infeccion del insecto: Se sembraron tubos con medio
de agar papa dextrosa (APD: 300 g/L papa blanca, 20 g/L. dextrosa-Drogueria
Cosmopolita, México-, 15 g/L agar -Bioxon, México-) con los 13 aislados de M.
anisopliae mostrados en la Tabla 2. Estos fueron incubados a 28 °C durante 8
dias. Se prepard entonces una suspension 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.

Infeccion del insecto: Todo el procedimiento se llevo a cabo en una campana de
flujo laminar. Cada insecto se coloco individualmente en cajas Petri con papel
filtro estéril, se aplicaron 10 puL del inoculo 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 depositod en cajas con agar agua para
brindar soporte y mantener una humedad adecuada (60 % aprox.). La muerte de
las ninfas por la infeccion 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 dias, o hasta que el
hongo cubriera la superficie del insecto.

Recuperacion de M. anisopliae de M. pallidipennis: Para la recuperacion del
hongo, se tom6 muestra de conidios y masa miceliar de la superficie dorsal del
insecto con un asa micoldgica y se sembro en cajas Petri con APD. Se incubaron
durante 8 dias a 28 °C y todos los cultivos fueron examinados al microscopio

para verificar su identidad y pureza.
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Caracterizacion fenotipica

Macromorfologia. Los aislados de M. anisopliae se sembraron en cajas
de Petri con medio APD y se incubaron a 28 °C durante cinco dias.
Posteriormente, se observaron las caracteristicas morfoldgicas coloniales
de cada cultivo (textura y color de la superficie de la colonia). Para el
registro de los aislados se tomaron fotografias con una cdmara digital
(Sony, CA, EUA).
Micromorfologia. Algunos aislados de M. anisopliae se analizaron
mediante la técnica de microcultivo (Ridell, 1950) para observacion de
su morfologia microscopica caracteristica. La técnica consistid en cortar
bloques de 1 c¢cm® de medio APD. Cada bloque se colocd sobre un
portaobjetos estéril y se inoculd el aislado correspondiente, sobre el
bloque se colocd un cubreobjetos estéril y se incubd dentro de una caja
de Petri a 28 °C durante cinco dias. Se separ6 cuidadosamente el
cubreobjetos del agar y se depositd sobre un portaobjetos con una gota
de azul de algodon y se observd al microscopio (Olympus CH2, NY,
EUA), con el fin de analizar las caracteristicas morfoldgicas de los
conidios (tamafio, color y forma). Las caracteristicas microscopicas de
los aislados fueron registradas por medio de una camara digital
(Olympus DP11, NY, EUA).

» Tamafo de conidios. Se midi6 con un micrometro 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

dias. Se documentaron con una camara digital (Olympus DP11).
Extraccion de DNA

Después de haber identificado, tanto micro como macroscopicamente cada aislado,
¢éstos fueron cultivados individualmente en 250 mL de medio liquido de extracto de
levadura al 1 % (Universal Flavors; México), peptona de soya al 1 % (Bioxon; México)
y dextrosa al 4 % (Drogueria Cosmopolita, México). Se incubaron en bafio Maria con
agitacion a 28 °C por tres dias. Para obtener el micelio se filtré y lavéd 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 utilizacion.
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Para el proceso de extraccion se utilizo el kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, Austin, TX,
EUA) de la siguiente manera: se tomaron 100 mg de masa micelial himeda y se
depositaron en microtubos de 1.5 mL con 0.2 g de perlas de vidrio de 425-600 um
(Sigma,) estériles y el amortiguador de extraccion 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 Optimos de agitacion, con la finalidad de
obtener la mayor cantidad de masa fungica fragmentada. El método que se utilizd para
el rompimiento de la pared del micelio del hongo fue el propuesto por Lee et al. (1990);
Williams et al. (2001); Calderodn et al. (2002). Brevemente consistio en la adicion de 4
pL de RNAsa a 100 mg/mL, se agito en el vortex y se incub6 la mezcla por 10 min a 65
°C. Después de 10 min se adicionaron 130 pL del amortiguador AP2, se incubaron por 5
min en hielo y se centrifugaron durante 5 min a 13,200 rpm. Se transfiri6 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 transfirié6 a un nuevo tubo y se adicionaron 1.5 volimenes del
amortiguador AP3/E mezclando con una micropipeta. Se transfirieron 650 plL 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 repitid hasta finalizar con el volumen requerido. Posteriormente, se cambi6 el
tubo colector, y se realizaron dos lavados con 500 puL del amortiguador AW, el primero
se centrifug6 por 1 min a 9,000 rpm y el segundo por 2 min a 13,200 rpm. Por ultimo, la
columna se coloc6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, adiciondndole a la membrana 50
puL de agua MilliQ, se incubd por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd por 1

min a 9,000 rpm para su elucion.

Cuantificacion de DNA

Para la cuantificacion de DNA se realizo la electroforesis en gel de agarosa (al 0.8 %
con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio), en amortiguador 0.5 X (tris base a 1.34 M, 4cido
boérico a 0.45 M y EDTA a 0.025 M). Se colocaron cuatro concentraciones (10, 20, 50 y
100 ng) del fago A (Invitrogen, CA, EUA) y en los siguientes carriles una mezcla de 2
uL de DNA de cada aislamiento y 2 uL. de amortiguador de carga (azul de bromofenol
al 0.25 %, xilencianol al 0.25 %, ficol 400 al 25 %). La electroforesis se efectu6é a 100 V
por 20 min. Para capturar la imagen del gel se usé un equipo Gel Doc'™ XR Imaging

System (Bio-Rad, CA, EUA). El DNA de cada uno de los aislados de M. anisopliae se
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diluy6 para la obtencion de una concentracion final de 5 ng/uL para su utilizacion

durante la amplificacion por PCR.

Amplificacion por PCR de la region 18S- ITS1- 5.8S- ITS2- 28S

Se utiliz6 el método de PCR empleando los oligonucledtidos TWS81 (5'-
GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") y AB28 (5'-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-
37) (Sigma, México) que amplifican un fragmento de 601 bp (Fig. 5), previamente
probados por Curran et al. (1994), y Driver et al. (2000).

TW81 5'... GTTTCCGTAGGTGAACCTGC ...3°
AB28 5'... ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT ...3°

iss [S¥ 5es M 285

l

s [ ITS1 BEEEN ITS2 | Azas

PRODUCTO DE PCR

Fig. 5. Region amplificada por los primer TW81 y AB28 partiendo el extremo final 3’de la subunidad 18S-ITSI-
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 reaccion de 25 pL. Se emplearon: amortiguador de
PCR 1X, MgCl; a 2.5 mM, dNTPs a 200 uM (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA, EUA), 100 pmoles/pL de cada oligonucleotido AB28 y TW81, 10 ng de DNA
genomico y 1 U Taq polimerasa (Applied Biosystems). El testigo negativo contenia
todo lo anterior excepto el DNA gendmico. La amplificacion se realizé6 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 amplificacion por PCR de oligonucledtidos TW81 y AB28

1x Ciclo1 94°Cx5 min

30x Cico2 | 94°Cx1min
55°Cx30s
68°Cx30s

1x Cico3 | 28 Cx2min

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5
% con bromuro de etidio (10 pg/mL), en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base a 45 mM,
acido boérico a 45 mM, EDTA a 1 mM) (Curran et al., 1994).

Estandarizacion de las condiciones de PCR
Para conocer las condiciones Optimas para la amplificacion, se realizaron:

e Curva de amplificacion. Se llevo a cabo una curva de diferentes temperaturas de
alineamiento para elegir la temperatura 0ptima de alineamiento, llevando a cabo la
PCR bajo las mismas condiciones antes mencionadas. Los productos de

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

e Curva de MgCl,. Se realizé una curva de MgCl, 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 %.

Purificacion 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 purificacion consistio en
colocar el volumen de la mezcla de reaccion (aproximadamente 20 pL) de cada tubo
junto con 2 pL. de amortiguador de carga, en un gel de agarosa al 1.5 % con bromuro de
etidio. La electroforesis se llevo 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 escindio6 la banda del gel de agarosa eliminando el
exceso y poder depositarla en tubos Eppendorf de 1.5 mL. La purificacién se realizé 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 analitica para ajustar el peso que indica el kit. Se

agregaron 300 pL de amortiguador QG por cada 100 mg de gel, las muestras se
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incubaron a 50 °C por 10 min (o hasta la disolucion total del gel), mezclandolas con
vortex durante la incubacion. Después de que el gel se disolviera por completo, se
observd que el color de la mezcla fuese amarillo ya que la adsorcion de DNA a la
membrana QIAquick es eficiente so6lo a pH 7.5 (el color amarillo es un indicador del pH
adecuado en la mezcla). Se coloco la columna QIAquick spin en un tubo colector de 2
mL, para unir el DNA, se agregaron 800 pL de la muestra en la columna QIAquick y se
centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm. El liquido colectado fue desechado,
posteriormente se adicionaron 500 pL de amortiguador QG a la columna QIAquick
(para la remocion de posibles restos de agarosa) y se centrifugé por 1 min a 13,000 rpm.
Posteriormente, para lavar la muestra, se agregaron 750 uL de amortiguador PE del kit a
la columna y se centrifugd por 1 min a 13,000 rpm. Se desech¢ el liquido colectado y
fue centrifugado nuevamente durante 1 min a 13,000 rpm para remover por completo el
etanol residual del amortiguador PE, se colocé la columna QIAquick en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL estéril para eluir el DNA, se agregaron 30 pL de agua MilliQ y se
mantuvo la columna por 1 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd

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

Secuenciacion de la region 18S- ITS1- 5.8 S- ITS2- 28S del rDNA

Una vez purificados los productos de amplificacion de la region de interés de los 13
aislados de M. anisopliae, se secuenciaron en un solo sentido, en un secuenciador ABI
(Applied Biosystems, Perkin-Elmer, CA, EU), en el Instituto de Fisiologia 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 andlisis el programa Clustal
X (ver. 1.83). Para su edicion se utilizo el programa Bioedit (Sequence Aligment
Editor). Con el propoésito de descartar homologias con secuencias de otros hongos se
realizé una busqueda 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 nucleétidos pertenecientes a los hongos depositados en el GenBank

(http://ncbi.nlm.nih.gov) hasta ese momento. Como criterio se considero la busqueda de
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secuencias de la coleccion de nucledtidos (nr/nt), optimizada para secuencias altamente
similares (megablast) con el fin de determinar si existia algin organismo diferente a

Metarhizium anisopliae que tuviera la misma secuencia.

Disefio del marcador molecular (sonda de DNA)

Para el disefio de los oligonucleétidos, se introdujo la regiéon homologa 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, Canadd). Se tomdé como base para el disefio de los
oligonucleotidos los siguientes parametros: una longitud del8 a 20 bp, un porcentaje de
guanina-citosina entre 40 a 60 %, una temperatura de alineamiento (Tm) entre 57 a 62
°C. Ademéas de estas caracteristicas los oligonucledtidos debian ser 100 %
complementarios al molde de DNA, no autocomplementarse, ni formar estructuras
secundarias que impidieran el alineamiento de los oligonucledtidos 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 oligonucleo6tido, zonas GC en
el extremo 5’y regiones centrales, para dar mayor estabilidad a la hibridacion del
oligonucleotido con su secuencia diana. Se llevo a cabo el mismo procedimiento, para la

obtencion de las dos sondas.

Sensibilidad del marcador molecular (sonda de DNA) disefiado

Para la prueba de sensibilidad del marcador disefiado 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
reaccion fue realizada en un volumen de 25 pL con las condiciones mencionadas con
anterioridad. La amplificacion se realizd en un termociclador Swift maxi ESCO®
(Micro Pte Ltd ver. 1.0), bajo el mismo programa de amplificacion mencionado
anteriormente. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X tefiido con bromuro de etidio. La
electroforesis se llevd a cabo a 100 V en amortiguador TBE. El estindar de tamafio
molecular empleado fue el de 100 bp DNA Ladder. Las imagenes de los geles se
capturaron en un fotodocumentador Synoptics (Syngene, Cambridge, Inglaterra)

utilizando el programa GeneSnap (SynGene) ver. 6.03.00. Posteriormente, se registro la
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imagen del gel en formato jpg para su posterior andlisis, este andlisis consistio en
identificar solo la banda de amplificacion deseada comparandola con el marcador de

peso molecular.

Especificidad del marcador molecular (sonda de DNA) disefiado

La evaluacion de la especificidad de la sonda se realizé 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, ademas de otras cepas de referencia del
género Metarhizium de diversas especies, procedentes de diferentes origenes
geograficos (Tabla 3), otros hongos entomopatogenos y patoégenos humanos (Tabla 4 y
5 respectivamente). Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X tefiido con bromuro de etidio. El
corrimiento de la electroforesis se llevd a cabo a 100 V en amortiguador TBE en una
camara de electroforesis. El estandar de tamafio molecular empleado fue el de 100 bp
DNA Ladder. Las iméagenes de los geles fueron capturadas como se menciond
anteriormente. El andlisis de los resultados consistié en la visualizacion de la banda con

el peso molecular deseado unicamente para los aislados de M. anisopliae.
Analisis del alineamiento de las secuencias

Con el objetivo de conocer la relacion existente entre los aislados de M. anisopliae de
Meéxico y algunos aislados de M. anisopliae de Driver et al. (2000), se realizd6 un
analisis sencillo. El alineamiento fue realizado con el programa Clustal X
posteriormente para la generacion del dendrograma con el programa Dendroscope 3

(ver. 3.0.13 beta).
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RESULTADOS
Reactivacion de cultivos monospoéricos de M. anisopliae

Los cultivos monosporicos se obtuvieron de la conservacion de los aislados en glicerol
(10 %), sin embargo, no todos mostraban las caracteristicas tipicas de la morfologia de
la especie, por lo cual se procedid a reactivarlos mediante su infeccion en ninfas de
Meccus pallidipennis (Hemiptera). En la Fig.6 se puede observa una colonia del aislado
EH-473/4 obtenido de conservacion, en el cual se observa poca esporulacion, en su
mayoria estructuras miceliares y después de la reactivacion se observa la colonia de M.
anisopliae, con micelio blanco algodonoso que con el tiempo esporuld y produjo un

color verde oscuro, recobrando sus caracteristicas después de la infeccion del insecto

(Fig. 6).

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

Caracterizacion fenotipica

Macro y micromorfologia. Los 13 aislados de M. anisopliae usados en este estudio
presentaron las caracteristicas propias de la especie. La muestra tomada de la colonia se
observo al microscopio, mostrando conidiéforos simples y ramificados con conidios
basipetos, catenulados y cilindricos que correspondian a la imagen tipica de los conidios

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

tincion con azul de algodon, 400 X.

Tamario de conidios

El tamafio de los conidios de algunas especies estudiadas mostraron las siguientes
dimensiones: M. anisopliae (5.0 — 7.0 x 2.0 — 3.5 um), M. robertsii (5.0 -7.5x 2.0 -3.5
um) y M. pingshaense (5.0 — 7.0 x 2.0 — 3.5 um) (Fig. 8), lo que coincide con los datos
reportados por Bischoff et al., (2009).

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. Tincidn con azul de algodon, 400 x.

Obtencion y cuantificacion de DNA de los aislados de M. anisopliae

Se obtuvo el DNA de los 13 aislados monosporicos de M. anisopliae de México, asi
como de los aislados de referencia del género Metarhizium y de las cepas de los hongos
empleados para la prueba de especificidad. La cuantificaciéon del DNA se realizé por
comparacion de las muestras con la curva obtenida de las diferentes concentraciones del
fago A (10, 20, 50 y 100 ng/uL) y fue ajustado a 5 ng/puL. 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 vari6 de 10 a mas de 100 ng/ pL de DNA.
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Fig. 9. Cuantificacion del DNA en aislados de M. anisopliae de México. T= testigo negativo; extremo derecho curva
de fago A de 10 a 100 ng. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 0.8 % a 100 V, 60 min, con bromuro de

etidio.

Amplificacion por PCR de la region 18S- ITS- 5.8S- ITS2- 28S del rDNA

La PCR se realiz6 usando los oligonucle6tidos 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
mostrd bandas inespecificas de ~200 a 300 bp (Fig. 10), ademas de la banda de 600 bp,
por lo que fue necesario realizar ajustes en las condiciones de la PCR para optimizar la

amplificacion.

EH- 472/6
EH- 473/4
EH- 474/6
EH- 476/3
EH- 477/5
EH- 479/2
EH- 480/8

Fig. 10. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae con oligonucledtidos TW81 y AB28. M = marcador de
peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La electroforesis se realiz6 en gel de agarosa al 1.5 % a

100 V, 60 min, con bromuro de etidio.
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Estandarizacion de las condiciones de PCR
. Curva de amplificacion: Uno de los parametros modificados para la
optimizacion de las condiciones de amplificacion por PCR fue la temperatura de
alineamiento. Se realizaron ensayos con 56, 57 y 58 °C. La Fig. 11 A muestra los
resultados de la PCR con una Tm de 56 °C, se observa la amplificacion de la
banda de 600 bp y una banda inespecifica de ~500 bp para el aislado EH-473/4,
por otro lado, no se aprecia la amplificacion 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, presentdndose nuevamente bandas inespecificas de ~400 bp
Finalmente con 58 °C se logra una 6ptima amplificacion usando los aislados

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

600 bp
500 bp

Fig. 11. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae con los oligonucle6tidos 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 realiz6 en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min,

con bromuro de etidio.
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¢ Curva de MgCl,: Con el propoésito de obtener la concentracion Optima de
MgCl, 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 variacion significativa a partir de la concentracion de 1.5 hasta

2.5 mM. La PCR fue realizada bajo las mismas condiciones antes descritas.

600bp

Fig. 12. Curva de MgCl, M = marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La

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

Ante los resultados anteriores, se eligieron las condiciones Optimas para la
amplificacion, siendo las siguientes: B10X a 1 X, dNTPs a 200 pM, MgCl, a 2.0 mM,
oligonucleotidos al00 pmoles/uL, 1 U de Taq Pol y DNA a 10 ng/2uL. Posteriormente,

se procedio a la amplificacion por PCR con las condiciones estandarizadas usando todos

los aislados de M. anisopliae de México (Fig. 13).
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EH- 468/1
EH- 469/6
EH- 470/6
EH- 471/3
EH- 472/6
EH- 473/4
EH- 474/6
EH- 476/3
EH- 477/5
EH- 478/1
EH- 479/2
EH- 480/8

Fig. 13. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae de México con las condiciones estandarizadas. M =
marcador de tamafio molecular de 100 bp DNA ladder; T = Testigo negativo. La electroforesis se realizé 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

concentracion de 10 a 20 ng. para su posterior secuenciacion.

Alineamiento de las secuencias y disefio 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 tamafio molecular
vari6 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 mostré una region compartida lo suficientemente amplia para lograr
el disefio de una sonda (Fig. 14), por lo cual el alineamiento fue realizado Ginicamente

con las secuencias de M. anisopliae de México (Fig.15).
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GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACTCCCALCCCCTETEAMT TATACCTT TAATTGTTGCTTCG6CE6GACTTCECGLUCECCEEEEACCT - AAACCTTCTGAATTTTTT - - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARS
(GGAGEGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTOTGAATTATACCTTTAATTGT TGCT TCGGCEEGACTTCALGLCCECCEGEGACC - AAACCTTCTGAATTTTTT - - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTAAAAALL
GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACTCCCALCCCCTETEAMT TATACCTT TAATTGTTGCTTCG6CE6GACTTCECGLUCECCEEEEACCT - AAACCTTCTGAATTTTTT - - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARS
GACTTCECGOCCGECEGEGACCC - ALACCTTCTGAATTTTTT - - AATAAGTATC PTCTGAGT GETTAARAR ALY
GACTTCECGCCCECCEEEEACCC - AAACCTTCTGAATTTTTT - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARY
GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACTCCCALCCCCTETEAMT CATACCTT TAATTGTTGCTTCGECE6GACTTCEUGLUCECCEEEEACCT - ALACCTTCTGAATTTTTT - - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARY
GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACTCCCALCCCCTETEAMT TATACCTT TAATTGTTGCTTCG6CE6GACTTCECGLUCECCEEEEACCT - AAACCTTCTGAATTTTTT - - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARS
GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACTCCCALCCCCTETEALT CATACCTT TAATTGTTGCTTCGECEGGACTTCRUGLLCELCEEEEACCT - GAACCTTCTGAATTTTTT - - AATALGTATCTTCTGAGTEETTARAAR LA
GEAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCU TS TGAACTATACCTTTAATTGTTGCT PCGECAEEACTTCACGLCCECCGAEEACCT ARACCTTCTGAATTTTTT - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTAALAALAL
GACTTCECGCCCECCEEEEACCC - AAACCTTCTGAATTTTTT - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALARLARY
GEAGGEATCATTACCGAGTTATCCALCTCCCAACCCC T TEAATTATACCTT TAATTGTTGCT PCGECGEGACTTCALGLCCGUCGREEACCT - AAACCTTCTGAATTTTTT - - AATAAGTATCTTCTGAGTGETTALAALLL

AAACCTTCTGAATTTTTTTTTAATALGTATCTTCTGAGTGETTALARAARS

GEAGGGATCATTACCEAGTTATCCAACCCTCALCCCCTETEALT TATACCTT TAATTGTTGCTTCGEC66GACTTCRUGLLCELCEEEEACCT

AAACCTTCTGAATTTTTTTTTAATALGTATCTTCTGAGTGETTALARAARS

GACTTCECGOCCGCCEGEGACCCCARACCTTCTGARTTTTTT

AATCTACCAA
AGTCCTACCTA

Clustal Cons

CAGTCCTACCARGEACTTACTGEAACTCGAGGGTCA
AGTCCTACCARGA - - CTACTGEATCTCGAAGGTCA
CAPCCTACCACAA - - CTACCTGGATTCGA GETCA
ARGTCCTACCARAC- CTTCCTGEAACTCGAGGETCAL

AATAAGTATCTTCTGAGTGETTAALALARY

A - TCTACCTEA- TTCEA- GETCA- - - CTATALAAAGTTG - - GEGGEETTTTACGGCE

A - TCTACCTGA- TTCGA- GETCA- -~ CTATAALAAGTTG - - GEGGETTTTACGGCE

A - TCTACCTEA- TTCEA- GETCA- - - CTATALAAAGTTG - - GEGGEETTTTACGGCE

A~ TCTACCTEA- TTCAA- GETCA- - - CTATAAAAAGTTG - - GEGGEETTTTACGGCE
TCTACCTGA TTCGA GETCA- - - CTATAAAAAGTTG - - GEGGETTTTACGGC)

TCCTCCTEA- TTCEA- GETCA - - CTATALLA-GTTG - - GEEEETTTTACGEC:
AGTCCTACCAAGGACTAACTGEAACTCETGEETCAL - - CTATAAAAAGTTG ~ - GELEETTTTACGGCE
CTATAAAAAGTTTC - GEEEETTTTACGGCE

CTATAAAARGTTG - - GEEEETTTTACGGCE

CTATATAAAGTTC - - GEEEETTTTACGGCE

CTATAAAAAGTTCG - GEEEETTTTACGGCE

AGTCCTACCAATA - CTAACGGAACTCGGOGTCALC - TAATAALAAGTTG — - GEGEGTTTTACGGCE
AGTCCTACCAL-A--CTAACGG - TCCCGTTGCAAC - TAL- - ARAAGTTG - - GEGEETTTTACGGCE

Fig. 14. Alineamiento de secuencias parciales de nucledtidos 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 posicion de los nucleotidos. El asterisco en
amarillo en la parte inferior (*) indica las posiciones que tiene un solo nucledtido totalmente conservado. La ausencia

de éste indica un cambio de nucleétido en la secuencia.
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TTACTAC ol 3 A Bl AC . aA B AT A T A R AT TRRAAAA AR TR R TCOC A CACCAATU A Ao T G o AT AAT AR TCRAACAGRCATGCO0GCE
TTACTAC ol 5 Bl AC . A B A T A T A A R T AT TR A AR AR TR RO AACAC AU A Ao T G o A AATGA R TCRAACAGRCATGCO0GCE
TTACTAC ol oA Bl A A B A A T R TR TR A AR AR TR R T UL AACAC AU AC A6 b a6 AT AATGA R TCRAACAGRCATGCONGCE
TTACTAC ol A A RA G Bl AC b A A A A T A AT AT TRRA LA AR TR CRAT UL AACAC AT ARG TG a5k AT AATGA LR TCRAACAGRCATGCO0CE
Lot A Bl A B AT A T A BT TR A AT U CRA T oL A CAC AU A AT G GG AT R TCRAACAGRCATGCOCGCE
TTACTAC ol 3 A Bl AC . aA B AT A T A R AT TRRAAAA AR TR R TCOC A CACCAATU A Ao T G o AT AAT AR TCRAACAGRCATGCO0GCE

Fig. 15. Alineamiento de secuencias parciales de nucleotidos 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 posicion de los nucleodtidos El asterisco en amarillo (*) indica las posiciones que tiene un solo nucledtido

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

A partir de una region compartida por todos los aislados de M. anisopliae de México
(Fig. 16) y siguiendo las caracteristicas mencionadas en materiales y métodos que
debian cumplir los oligonucledtidos, se realizo el disefio 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 proporciond multiples opciones de posibles oligonucle6tidos que cumplian
con los requerimientos especificados (Anexo 1). Al ser evaluados se seleccionaron los
mostrados en la Tabla 7. El nombre asignado a cada oligonucledtido hace referencia a

las dos primeras letras del género Metarhizium (ME) y de la especie anisopliae (AN),
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asi como la indicacion de la direccion del oligonucleétido “Forward” (F) y “Reverse”

(R).

Tabla 7. Oligonucle6tidos MEAN

Nombre Secuencia Producto de amplificacion Tm (°C)
MEANF1 5°-TTACTACTGCGCAGAGGAGG 422 pb 58.3
MEANR2 5’- GGAGGGATCATTACCGAGTT 422 pb 57.9

Tm = temperatura de alineamiento

Se realiz6 una prueba in silico de la secuencia flanqueada por la sonda disefiada
comparandola con todas las secuencias de nucledtidos 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 tamafio de los oligonucledtidos y porcentaje de purinas y pirimidinas
que presentaban, se modifico Uinicamente la temperatura de alineamiento de 55 a 65 °C
de las condiciones de la PCR realizadas con la regiéon 18S-ITS1-5.6-1TS2-28S del
rDNA y los oligonucleétidos TW81 y AB28 (Tabla 8).

Tabla 8. Programa de amplificacion por PCR de oligonucledtidos MEANF1 y MEANR2

1x Ciclo1 94°Cx 5 min

30 x Ciclo2 | 94°Cx1min
65°Cx30s
72°Cx30s
72°Cx5 mi

1x Ciclo3 x> min

Sensibilidad de la sonda MEAN

Se realizo la PCR con las condiciones descritas previamente con los oligonucleotidos
MEANF1 y MEANR2, y el aislado EH-473/4 de M. anisopliae. Los resultados
mostraron que esta sonda tiene una elevada sensibilidad, ya que detect6 DNA fingico

hasta 500 fg/uL (Fig. 17).
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1000 pg/pL
500 pg/uL
100 pg/pL
1000 fg/uL
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10 pg/pL
50 fg/puL
10 fg/uL
1 fg/uL

422 bp

Fig. 17. Sensibilidad de la sonda MEAN. M = marcador de tamafio molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo

negativo. La electroforesis se realizo 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 amplific6 DNA de todos los aislados de las especies del género Metarhizium,
asi como con otros hongos no relacionados (bandas inespecificas de distinto peso
molecular), con excepcion de L. lecanii (EH-348), M. a. var. novazealandicum (EH-

534) y M. a. var. lepidiotum (Fig.18), por lo que la sonda se consider¢ inespecifica para
la identificacion de M. anisopliae.
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Fig. 18. Especificidad de la sonda MEAN. M = marcador de tamafio molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo

negativo. La electroforesis se realiz6 en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min, con bromuro de etidio.

Disefio de marcador molecular (sonda de DNA) MAMX

Con base en la region seleccionada para el disefio de la sonda MEAN, se realiz6 el
analisis para la obtencion de los oligonucle6tidos, seleccionando los que se muestran en
la Tabla 9 de una lista de multiples opciones (Anexo 3). Para esta sonda, la asignacion
del nombre para cada oligonucledtido hace referencia a la primera letra del género
Metarhizium (M) y la especie anisopliae (A), MX es la abreviatura de México, asi como

la indicacién de la direccion del oligonucleotido “Forward” (F) y “Reverse” (R).
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Tabla 9. Oligonucledtidos MAMX

Nombre Secuencia Producto de amplificacion Tm (°C)
MAMXF1 5'-GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT 188 pb 64.9
MAMXR2 5’-CACATTGCGCCCGTCAGTAT 188 pb 64.2

Tm = temperatura de alineamiento

Se realizd una prueba in silico de la secuencia flanqueada por la sonda disefiada
usando el programa BLAST mostrando un porcentaje de similitud del 100% con M.
anisopliae, y ademas con M. robertsii y M. pinghaense (Anexo 4). Los oligonucledtidos
diseiados MAMXF1 y MAMXR2 fueron utilizados en la PCR con el programa de
amplificacion usado para la sonda MEAN (Tabla 8). Sin embargo, fue necesario realizar

ajustes en las condiciones de la PCR.

Estandarizacion de las condiciones de PCR para oligonucleétidos MAMX
Para establecer las condiciones 0ptimas de la PCR se realizaron:

e Curva de MgCl;,. Se realizo 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 amplificacion antes mencionadas. En la Fig. 19A se
puede observar una o6ptima amplificacion con una concentraciéon de MgCl, de

2.0a2.5 mM.

e Curva de DNA. Se realizd una curva de DNA con las concentraciones de 5,
7.5, 10y 12.5 ng/2 pL usando el aislado EH-470/6. La PCR se realizo6 bajo las
condiciones de amplificacion antes mencionadas. En la Fig. 19B no se

aprecian cambios significativos con las concentraciones utilizadas de DNA.
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7.5 ng/ pL
10 ng/ L
12.5 ng/ pL

= = = =
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5ng/ puL

188 bp

Fig. 19. Estandarizacion de condiciones de PCR con oligonucledtidos MAMX. (A) Curva de. MgCl, (B)
Curva de DNA; M = Marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo negativo. La

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

Se eligieron los parametros con los que se obtuvo una dptima amplificacion por PCR,
siendo las condiciones adecuadas para la amplificacion las siguientes: B10X a 1X,
dNTPs a 200 uM, MgCl, a 2.0 mM, oligonucledtidos a 100 pmoles/uL, 1 U de Taq Pol
y DNA a 10 ng/2uL. Se realizdo una PCR usando los aislados de M. anisopliae de
México. En la Fig. 20 se observa la banda de 188 bp con los parametros ya

estandarizados.

EH- 467/6
EH- 468/1
EH- 469/6
EH- 470/6
EH- 471/3
EH- 472/6
EH- 473/4
EH- 474/6
EH- 476/3
EH- 477/5
EH- 478/1
EH- 479/2
EH- 480/8

188 bp

Fig. 20. Productos de PCR de los aislados de M. anisopliae de México con los oligonucledtidos MAMXF1 y
MAMXR2. M = marcador de peso molecular de 100 bp DNA ladder, T = testigo negativo. La electroforesis se

realiz6 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/puL hasta 1 fg/uL. En la

Fig. 21 se observo que la sonda disefiada para aislados de M. anisopliae fue muy

sensible, ya que detect6 hasta 500 fg/ul. de DNA.

5ng
1000 pg
500 pg
100 pg
50 pg
10 pg
1000 fg
500 fg
100 fg
50 fg
10 fg
11g

o
c
s 3

188 bp

Fig. 21. Sensibilidad de la sonda MAMX. M = marcador de tamafio molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo

negativo. La electroforesis se realizo 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 evalu6 la especificidad de la sonda tanto con hongos entomopatégenos como con
hongos patogenos de humanos. En la Fig. 22 se muestra la amplificacion de la banda

que corresponde a M. anisopliae, M. pingshaense y M. robertsii.

M.a var. novazealandicum EH-534

M.majus EH-526

M.f. var. flavoviride EH-527
M.flavoviride Tipo E H-529
M.a var. acridum EH- 530
M. a var. lepidiotum EH-532
M.a var. acridum EH-535
M.f.var. pemphigum EH-573
M.pingshaense 7929
M.robertsii 2575

M. anisopliae 7450
M.anisopliae EH-473/4

L. lecanii EH-348

L.lecanii EH-458

I. fumosorosea EH-506/3

I. fumosorosea EH-511/3

S. schenckii EH-143

<
p=
p=
n
=]
S
2
IS
=
<

188 bp

Fig. 22. Especificidad de la sonda MAMX. M = marcador de tamafio molecular de 100 bp DNA ladder; T = testigo
negativo. La electroforesis se realiz6 en gel de agarosa al 1.5 % a 100 V, 60 min con bromuro de etidio.

Anélisis del alineamiento las secuencias

El dendrograma mostré 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
oligonucleotidos 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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DISCUSION

El género Metarhizium ha sufrido cambios en su clasificacion con el uso de
diferentes técnicas, esto ha provocado que la identificacion para cada uno de los hongos
que comprenden el género sea mas compleja. Asi como muchas especies de hongos, en
este género la distincion entre especies usando Unicamente la morfologia no es precisa,
por lo cual en los ultimos afios la biologia molecular ha sido una herramienta
fundamental para el disefio de marcadores moleculares que permitan su identificacion.
Sin embrago, debido a que los hongos entomopatdgenos parasitan un amplio espectro
de hospederos de numerosas regiones geograficas, 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 autoctonos del area donde se va a
aplicar un agente microbiano como control bioldgico y marcadores moleculares
especificos para su posterior monitoreo en el campo. En este trabajo se plante6 la
obtencion de una sonda para identificar a M. anisopliae, a partir de aislados autdctonos
de México.

Antes de la obtencion de la sonda de DNA, los aislados de M. anisopliae de
Meéxico, fueron sometidos a un procedimiento que permitiera garantizar su calidad y
pureza, debido a que, éstos se encontraban en conservacion y no presentaban las
caracteristicas tipicas del hongo, observandose esencialmente micelio (Fig. 6), se realizd
la infeccion de un insecto (M. pallidipennis) con cada uno de los aislados. Al recuperar
el hongo del hemiptero, se observaron las caracteristicas propias de M. anisopliae,
posteriormente, se realizd la macro y micromorfologia (tamafio 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 macroscopico de las colonias, mostrando una alta similitud, haciéndolas
morfologicamente indistinguibles (Fig. 8). Respecto a esto, Driver et al. (2000) y
Bischoff et al. (2009) mencionan que la morfologia conidial es una caracteristica util en

algunos casos al ser capaz de distinguir entre algunas especies del género, aunque el

41



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
morfologicamente estos taxones. Ademas, Bischoff et al. (2009) atribuye estas
similitudes morfologicas a un aislamiento reproductivo y a una divergencia genética
mas rapida en comparacion con la velocidad del cambio morfologico. Los datos
obtenidos con las especies estudiadas confirman que las caracteristicas fenotipicas no
son los mejores marcadores para diferenciar entre especies, sin embargo diversos
autores continian usando criterios morfologicos con el objetivo de combinar estos
métodos con los moleculares, para lograr una identificacion mas precisa (Driver et al.,
2000; Huang et al., 2005; Bischoff et al., 2009).

Una vez caracterizados los aislados fenotipicamente, se procedid a la obtencion
de la sonda seleccionando la region 18S-ITS1-5.8S-1TS2-28S del rDNA para su disefio,
debido a que ha sido ampliamente usado como una herramienta molecular en especies
fungicas para el andlisis 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 sustitucion (White et al., 1990).

Por este motivo Driver et al. (2000) eligieron esta region para realizar un analisis
filogenético del género Metarhizium. El trabajo reveld 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 deteccion 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, asi como las condiciones
de amplificacion y oligonucledtidos del trabajo de Curran et al. (1994). Al realizar la
amplificacion de los aislados de M. anisopliae de México con los oligonucléotidos
TWS81 y AB28 se observo una baja concentracion de DNA y/o bandas inespecificas, por
lo que se realizaron modificaciones en las condiciones para la PCR. Habiendo
establecido las condiciones Ooptimas para la amplificacion, se purificaron los productos
de PCR para su posterior secuenciacion. Para el disefio de la sonda se realizd 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 disefio de la sonda fue realizado inicamente con las secuencias de M. anisopliae
de México. Estos resultados podrian deberse, entre otros factores, a la gran diversidad
genética que existe entre los aislados de diferente origen geografico, como fue mostrado
por Navarro-Barranco (2006) al obtener diferencias en los patrones polimorficos 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 geograficas. 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 oligonucledtidos para las regiones ITS, ISSR y
regiones intronicas, y observaron una gran diversidad genética, alin entre estos aislados
del mismo origen geografico y hospedero.

La sonda disefiada (MEAN) con un tamafio molecular de 188 bp, fue sometida a
una prueba in silico con el objetivo de comparar la region que ésta amplificaba contra
todas las secuencias de nucledtidos 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 amplifico para la mayoria de los hongos
correspondientes al género Metarhizium por lo que se considerd inespecifica y se
procedié a disenar nuevamente una sonda con base en la misma secuencia que
compartian todos los aislados de México, el resultado fue la sonda (MAMX) con un
tamafio molecular de 188 bp. Nuevamente, se realizé un analisis in silico que coincidio
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 amplifico tanto para los aislados de M. anisopliae de México como para estas
especies. Al utilizar la secuencia de la region 5°del gen que codifica para el EF-la,
Bischoff et al. (2009), mencionan que, M. robertsii es morfologicamente indistinguible
de M. anisopliae y que se diferencia tinicamente por cinco nucleétidos en la region del
gen EF-la: 257 (gap), 258 (T), 287 (A), 447 (G) y 806 (C). Esta delimitacion de
especies, también se ha realizado con un hongo patégeno de humanos en el que dos
especies muy cercanas, Coccidioides immitis y C. posadasii se diferencian por 12
nucledtidos en la region del gen que codifica para antigen2/proline-rich antigen
(antigeno2/antigeno 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 sindnimos estas especies debido a su similitud en las

secuencias de ITS y su morfologia. Por otra parte, Schneider et al. (2011), al realizar un
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analisis filogenético usando la region 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 podria sugerir que en realidad las especies fungicas de M.
anisopliae, M. robertsii y M. pingshaense podrian ser consideradas como la misma
especie.

En estudios futuros deberia considerarse el obtener una sonda de la region que
codifica para el gen del EF-1a, tomando en cuenta la region del DNA que muestra las
diferencias entre M. anisopliae y M. robertsii (Bischoff et al., 2009).

Se han descrito diversos taxones adicionales desde la clasificacion de Tulloch
(1976), incluyendo M. album, M. brunneum, M. flavoviride, M. pingshaense, M.
cylindrosporae, M. guizhoense, M. taii, M. pingshaense y M. biformisporae aunque
todavia no han sido formalmente reconocidos. Por otra parte, Bidochka et al. (2005)
sugieren que el género Metarhizium estd compuesto de un gran numero de grupos
genéticos y especies cripticas. Ademas, 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 algin hospedero dado, lo que puede observarse con la especie M.
acridum que presenta un restringido nimero de hospederos, por ejemplo, acrididos.

Todo lo anterior nos muestra la relevancia de la obtenciéon de marcadores
moleculares usando cepas autoctonas de la region para su disefio, ya que se ha
observado una gran diversidad genética en esta especie fungica, por lo que la utilizacion
de sondas disefiadas a partir de cepas de otros paises podrian presentar una baja

eficiencia con aislados de México.
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CONCLUSIONES

e Este trabajo es el primero en realizar el disefio de una sonda de DNA especifica
y sensible para M. anisopliae usando aislados autoctonos del pais.

e [Lasonda MEAN fue inespecifica al amplificar para diversos hongos.

e [asonda MAMX fue altamente sensible al detectar hasta 500 fg/uL, en cuanto a
la especificidad, logro la identificacion de M. anisopliae, M. pingshaense y M.

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

Anexo 1: Lista de oligonucle6tidos con una region 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
Len=20 Tm= 62.7°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC
Len=20 Tm=61.4°C Len=20
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT
Len=20 Tm=61.0°C Len=20
196 CGTAATGACGCTCGAACAGG
Len=20 Tm= 61.8°C Len=20
197 GTAATGACGCTCGAACAGGC
Len=20 Tm= 60.8°C Len=20
198 TAATGACGCTCGAACAGGCA
Len=20 Tm= 62.8°C Len=20
217 ATGCCCGCCAGAATACTGAC
Len=20 Tm= 62.3°C Len=20
226 AGAATACTGACGGGCGCAAT
Len=20 Tm=61.9°C Len=20
228 AATACTGACGGGCGCAATGT
Len=20 Tm= 62.7°C Len=20
80 TTTACTACTGCGCAGAGGAG
Len=20 Tm= 56.0°C Len=20
81 TTACTACTGCGCAGAGGAGG
Len=20 Tm= 58.3°C Len=20
62 GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm=62.7°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC
Len=20 Tm=61.4°C Len=20
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT

503 CGGAGGGATCATTACCGAGT

Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
503 CGGAGGGATCATTACCGAGT
Tm=61.2°C
502 GGAGGGATCATTACCGAGTT
Tm=57.9°C
502 GGAGGGATCATTACCGAGTT
Tm=57.9°C

416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT

Tm=62.5°C
416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
Tm=62.5°C
416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
Tm=62.5°C
416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
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Len=20 Tm= 61.0°C Len=20
196 CGTAATGACGCTCGAACAGG
Len=20 Tm=61.8°C Len=20
197 GTAATGACGCTCGAACAGGC
Len=20 Tm= 60.8°C Len=20
198 TAATGACGCTCGAACAGGCA
Len=20 Tm= 62.8°C Len=20
81 TTACTACTGCGCAGAGGAGG
Len=20 Tm= 58.3°C Len=20
81 TTACTACTGCGCAGAGGAGG
Len=20 Tm=58.3°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT
Len=20 Tm=61.0°C Len=20
80 TTTACTACTGCGCAGAGGAG
Len=20 Tm= 56.0°C Len=20
81 TTACTACTGCGCAGAGGAGG
Len=20 Tm=58.3°C Len=20
81 TTACTACTGCGCAGAGGAGG
Len=20 Tm=58.3°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC
Len=20 Tm=61.4°C Len=20
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT
Len=20 Tm= 61.0°C Len=20
62 GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm=62.7°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC
Len=20 Tm=61.4°C Len=20
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT
Len=20 Tm=61.0°C Len=20
62 GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm=62.7°C Len=20
82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG
Len=20 Tm= 60.6°C Len=20
122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC

Tm=62.5°C

416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
Tm=62.5°C

416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
Tm=62.5°C

416 GGGACCCGAACCTTCTGAAT
Tm=62.5°C

345 CAACGGATCTCTTGGTTCTG
Tm=58.3°C

341 GGATCTCTTGGTTCTGGCAT

Tm=59.1°C

341 GGATCTCTTGGTTCTGGCAT
Tm=59.1°C

341 GGATCTCTTGGTTCTGGCAT
Tm=59.1°C

340 GATCTCTTGGTTCTGGCATC

Tm=57.2°C

340 GATCTCTTGGTTCTGGCATC

Tm=57.2°C

339 ATCTCTTGGTTCTGGCATCG

Tm= 60.2°C

339 ATCTCTTGGTTCTGGCATCG

Tm= 60.2°C

339 ATCTCTTGGTTCTGGCATCG
Tm= 60.2°C

339 ATCTCTTGGTTCTGGCATCG

Tm= 60.2°C

335 CTTGGTTCTGGCATCGATGA

Tm=62.2°C
335 CTTGGTTCTGGCATCGATGA
Tm=62.2°C
335 CTTGGTTCTGGCATCGATGA
Tm=62.2°C
335 CTTGGTTCTGGCATCGATGA
Tm=62.2°C

333 TGGTTCTGGCATCGATGAAG

Tm=62.2°C
333 TGGTTCTGGCATCGATGAAG
Tm=62.2°C
333 TGGTTCTGGCATCGATGAAG
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Len=20 Tm=61.4°C
123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT
Len=20 Tm=61.0°C
62 GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT

Len=20 Tm= 62.7°C Len=20

82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG

Len=20 Tm= 60.6°C Len=20

122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC

Len=20 Tm= 61.4°C Len=20

123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT

Len=20 Tm= 61.0°C Len=20

62 GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT

Len=20 Tm= 62.7°C Len=20

82 TACTACTGCGCAGAGGAGGG

Len=20 Tm= 60.6°C Len=20

122 AATTTAAGGGACGGCTGTGC

Len=20 Tm= 61.4°C Len=20

123 ATTTAAGGGACGGCTGTGCT

Len=20 Tm=61.0°C Len=20

Len=20 Tm=62.2°C
333 TGGTTCTGGCATCGATGAAG
Len=20 Tm= 62.2°C

332 GGTTCTGGCATCGATGAAGA

Tm=61.2°C
332 GGTTCTGGCATCGATGAAGA
Tm=61.2°C
332 GGTTCTGGCATCGATGAAGA
Tm=61.2°C
332 GGTTCTGGCATCGATGAAGA
Tm=61.2°C

329 TCTGGCATCGATGAAGAACG

Tm=62.3°C
329 TCTGGCATCGATGAAGAACG
Tm=62.3°C
329 TCTGGCATCGATGAAGAACG
Tm=62.3°C
329 TCTGGCATCGATGAAGAACG
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

oligonucle6tidos MEAN

Sequences producing significant alignments:

Acc Description Max score Total score Duery coverage _. Ewvalue Max ident

Genomic sequences

HO722815.1 Metarhizium anisopliae isolate CENIENO41 185 ribosomal RNA gene, p 780 780 100% 0.0 100%
HMOS55430.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 2105 small subunit ribosomal RN/ 780 780 100% 0.0 100%
HMO55429.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 1080 small subunit ribosomal RN/ 780 780 100% 0.0 100%
HMO55427.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 794 small subunit ribosomnal RNA 780 780 100% 0.0 100%
HMOS55425.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 549 small subunit ribosomal RNA 780 780 100% 0.0 100%
F1609304.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 549 185 ribosomal RNA gene, pa 780 780 100% 0.0 100%
EU307903.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 202 185 ribosomal R 780 780 100% 0.0 100%
EU307902.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 189 185 ribosomal R 780 780 100% 0.0 100%
EF051729.1 Metarhizium anisopliae strain CG491 18S ribosomal RNA gene, partial 780 780 100% 0.0 100%
EF051728.1 Metarhizium anisopliae strain CG423 185 ribosomal RNA gene, partial 780 780 100% 0.0 100%
EF051724.1 Metarhizium anisopliae strain CG291 185 ribosomal RNA gene, partial 780 780 100% 0.0 100%
EF051723.1 Metarhizium anisopliae strain CG144 185 ribosomal RNA gene, partial 780 780 100% 0.0 100%
EF051722.1 Metarhizium anisopliae strain CG125 185 ribosomal RNA gene, partial 780 780 100% 0.0 100%
EF051721.1 Metarhizium anisopliae strain CG97 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EF051720.1 Metarhizium anisopliae strain CG87 185 ribosomal RNA gene, partial s 780 7380 100% 0.0 100%
EF051719.1 Metarhizium anisopliae strain CG47 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EFD51718.1 Metarhizium anisopliae strain CG46 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EF051717.1 Metarhizium anisopliae strain CG33 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EF051716.1 Metarhizium anisopliae strain CG31 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EF051715.1 Metarhizium anisopliae strain CG30 18S ribosomal RNA gene, partial s 780 780 100% 0.0 100%
EF051708.1 Metarhizium anisopliae strain NORDESTE 185 ribosomal RNA gene, pa 780 780 100% 0.0 100%
EF051707.1 Metarhizium anisopliae strain RJd 18S ribosomal RNA gene, partial sec 780 780 100% 0.0 100%
EF051706.1 Metarhizium anisopliae strain E9 18S ribosomal RNA gene, partial seq 780 780 100% 0.0 100%
EF051705.1 Metarhizium anisopliae strain E6 18S ribosomal RNA gene, partial seq 780 780 100% 0.0 100%
EF051704.1 Metarhizium anisopliae strain MT 18S ribosomal RNA gene, partial sec 780 780 100% 0.0 100%
EF051703.1 Metarhizium anisopliae strain M5 185 ribosomal RNA gene, partial seq 780 780 100% 0.0 100%
EF051702.1 Metarhizium anisopliae strain AL 18S ribosomal RNA gene, partial seq 780 780 100% 0.0 100%
AF137055.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain FI-23 18S ribosomal RNA 780 780 100% 0.0 100%
AY387579.1 Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain 299982 18S ribosomal RP 774 99% 0.0 100%
IN375352.1 Metarhizium anisopliae strain JZC175 18S ribosomal RNA gene, partia 769 769 100% 0.0 99%
HO331464.1 Metarhizium anisopliae strain ARSEF 7450 18S ribosomal RNA gene, p 769 769 100% 0.0 99%
HO331461.1 Metarhizium sp. DOK 261 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; 769 769 100% 0.0 99%
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IN256673.1
JF495772.1

JF495768.1
JF792884.1

HM770871.1

F1589647.1
F1589646.1
F1589645.1
F1585644.1
F1545326.1
F1545325.1
F1545323.1
El345321.1
F1545319.1
F1545294.1
F1545280.1
F1545281.1
F1545278.1

HM192932,
HMO55443,
HMO55442,
HMO55441.
HMO55440.
Gus09s12.1

F1177505.1
E1177504.1
F1177502.1
F1177501.1
F1177499.1
F11774497.1
E1177490.1
F1177489.1
F1177485.1
F1177483.1
F1177482.1
F11774B81.1
F1177477.1
El177473.1

GOB888737.1

SO

= =

Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium
Metarhizium

anisopliae isolate Ma129 185 ribosomal RNA gene, partia
anisopliae isolate 090919-16-1 185 ribosomal RNA gene,
anisopliae isolate 100513-4-1 185 ribosomal RNA gene, |
anisopliae 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; inf
sp. INBio2855L internal transcribed spacer 1, partial seq

anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisaopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae

anisopliae

isolate CNXJ6 18S ribosomal RNA gene, partial
isolate CNXJ5 18S ribosomal RNA gene, partial
isolate CNX14 185 ribosomal RNA gene, partial
isolate CNXJ3 185 ribosomal RNA gene, partial
isolate SKCJ1 18S ribosomal RNA gene, partial
isolate NLWN 185 ribosomal RNA gene, partial
isolate NLHN3 185 ribosomal RNA gene, partia
isolate NLAN 18S ribosomal RNA gene, partial

isolate LSWT2 18S ribosomal RNA gene, partia
isolate CNHE 185 ribosomal RNA gene, partial

isolate CNGX 185 ribosomal RNA gene, partial

isolate CNGD6& 18S ribosomal RNA gene, partia
isolate CNGD2 185 ribosomal RNA gene, partia
isolate TW-mdais02 18S ribosomal RNA gene,

robertsii strain ARSEF 2575 small subunit ribosomal RNA
robertsii strain ARSEF 2134 small subunit ribosomal RNA
robertsii strain ARSEF 967 small subunit ribosomal RNA g
robertsii strain ARSEF 23 small subunit ribosomal RNA ge

anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae

18S ribosomal RNA gene, partial sequence; inl
isolate KTU=27 18S ribosomal RNA gene, parti
isolate KTU-37 185 ribosomal RNA gene, parti.
isolate KTU-3 185 ribosomal RNA gene, partial
isolate KTU-4 18S ribosomal RNA gene, partial

185 ribosomal RNA gene, parti.
185 ribosomal RNA gene, parti.
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti.
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti
185 ribosomal RNA gene, parti
ribosomal RNA, partial sequenc
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17477,
E)L77473.1

Metarhizum anisopliae isolate KTU-58 18S nbosomal RNA gene, parti
Metarhizum anisopliae solate KTU-49 18S ribosomal RNA gene, parti
Metarhizium amisopliae strain HZ1 185 nbosomal RNA, partial sequenc
Metarhizium amisopliae strain M34412 185 nbosomal RNA gene, partiz
Metarhizium anisopliae strain HKB11v 185 nbosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 3540 185 nbosomal RNA gene, p
Metarhizium anisopliae intemal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium anisopliae intemal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc

'Matarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc:
‘Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc
‘Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc

Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium anisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenc
Metarhizium amisopliae internal transcribed spacer 1, partial sequenci
Metarhizium anisopliae var. anisopliae isolate Q2 18S ribosomal RNA ¢
Metarhizium amisopliae var. anisopliae stran LRC 207 18S nbosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae stran LRC 205 185 ribosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 148 18S ribosomal R
Metarhizium amisopliae var. anisopliae strain LRC 212 18S nbosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Mb7 185 nibosomal RNA +
Metarhizium amisophiae strain CG343 185 nibosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae strain C14 185 ribosomal RNA gene, partial se
Metarhizium anisopliae strain C11 185 ribosomal RNA gene, partial se
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Dz01 185 ribosomal RNA
Uncultured soil funqus clone 30-1 185 nbosomal RNA gene, partial se
Uncultured soil fungus clone 174-75 185 ribosomal RNA gene, partial

'Uncultured soil fungus clone 174-70 185 ribosomal RNA gene, partial
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Anexo 3: Secuencia consenso, lista de oligonucleétidos y lista de secuencias

similares para oligonucledtidos MAMX (188 bp)

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

AAAGTTGGGGGGTTTTACGGCAGTGGACCGCGCCGGGLTCCTGTTGCGAGT
GITTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAG
GGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACA
GGGGACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGARIAR

TGACGGGCGCAATGTGL

Lista de oligonucleotidos emitidos por el programa DNAMANI

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
GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm= 62.7°C
GGGCTCCTGTTGCGAGTGTT
Len=20 Tm= 64.9°C
GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm=62.7°C
GGCTCCTGTTGCGAGTGTTT
Len=20 Tm=62.7°C

Len=20 Tm= 64.6°C

159 CATGCCTGTTCGAGCGTCAT
Len=20 Tm= 64.6°C

158 ATGCCTGTTCGAGCGTCATT
Len=20 Tm= 63.1°C

158 ATGCCTGTTCGAGCGTCATT
Len=20 Tm= 63.1°C
TGCCTGTTCGAGCGTCATTA
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

oligonucle6tidos MAMX

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Max score Total score Query coverage  _.  Evalue Max ident

Genomic sequences

IN379352.1 Metarhizium anisopliae strain JZC175 185 ribosomal RNA gene, partia 348 348 100% Se-93 100%
GU187830.1 Uncultured fungus clone RFLP9 18S ribosomal RNA gene, partial sequ 348 348 100% 9e-93 100%
HO331461.1 Metarhizium sp. DOK 261 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; 348 348 100% 9e-93 100%
HO331454.1 Metarhizium pingshaense strain ARSEF 4342 185 ribosomal RNA gene 348 348 100% 9e-93 100%
HO331453.1 Metarhizium robertsii strain ARSEF 727 185 ribosomal RNA gene, part 348 348 100% Ge-93 100%
IN618373.1 Metarhizium anisopliae voucher AMAAS24 internal transcribed spacer 348 348 100% 9e-93 100%
ING18366.1 Metarhizium anisopliae voucher AMAAS17 internal transcribed spacer 348 348 100% Se-93 100%
IN256668.1 Metarhizium anisopliae isolate MGCO6 185 ribosomal RNA gene, partiz 348 348 100% Ge-93 100%
IN256667.1 Metarhizium anisopliae isolate GC02 185 ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% 9e-93 100%
1F485779.1 Metarhizium anisopliae isolate 100513-11-2 185 ribosomal RNA gene, 348 348 100% 9e-93 100%
JF495768.1 Metarhizium anisopliae isolate 100513-4-1 18S ribosomal RNA gene, | 348 348 100% 9e-93 100%
JF495767.1 Metarhizium anisopliae isolate 100513-11-1 185 ribosomal RNA gene, 248 348 100% 9e-93 100%
HO305471.1 Metarhizium robertsii isolate 15 internal transcribed spacer 1, partial 348 348 100% 9e-93 100%
JF792884.1 Metarhizium anisopliae 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; inl 348 348 100% 9e-93 100%
HO539658.1 Metarhizium anisopliae isolate Amiss2009 5.8S ribosomal RNA gene ar 348 348 100% 8e-93 100%
HQ722915.1 Metarhizium anisopliae isolate CENIENO41 18S ribosomal RNA gene, p 348 348 100% Ge-93 100%
HO179979.1 Metarhizium pingshaense strain SK04 185 ribosomal RNA gene, partia 348 348 100% Ge-93 100%
HQ380859.1 Metarhizium anisopliae strain ART2531 internal transcribed spacer 1, 348 348 100% 9e-93 100%
HO380855.1 Metarhizium anisopliae strain ART36 internal transcribed spacer 1, pz 348 348 100% Se-93 100%
F1589648.1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ7 18S ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% 9e-93 100%
F1589647.1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ6 185 ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% 9e-93 100%
F1589646.1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ5 185 ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% 9e-93 100%
F1589645.1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ4 185 ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% Ge-93 100%
F1589644.1 Metarhizium anisopliae isolate CNXJ3 18S ribosomal RNA gene, partial 348 348 100% 9e-93 100%
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[1545311.1

[1545262.1

45277
HM055447.1
HMO55443. 1
HMO55442.1

HMOS3430.1

H 437

AB523437.1
AB323426.1
ABS23425.1

Metarhizium anisoplize isolate CNXJ5 18S nbosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae isolate CNXJ4 18S ribosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisoplize isolate CNXJ3 18S nbosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae isolate SKCJ1 18S ribosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae isolate NLWN 185 ribosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisophiae isolate NLUT 18S ribosomal RNA gene, partial

Metarhizium anisopliae isolate NLHN3 18S nbosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate NLHN2 18S ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate NLAN 185 nibosomal RNA gene, partial

Metarhizium anisopliae isolate LSPK 185 ribosomal RNA gene, partial ¢
Metarhizium anisopliae isolate LSNM2 185 ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate LSNM1 185 ribosomal RNA qene, partia
Metarhizium anisoplias isolate CNHN1 185 ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate CNGD7 185 ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate CNGD4 18S ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium anisopliae isolate CNGD2 18S ribosomal RNA gene, partia
Metarhizium pingshaense strain ARSEF 2162 small subunit nbosomal f
Metarhizium robertsii strain ARSEF 2575 small subunit nbosomal RNA

Metarhizium robertsii strain ARSEF 2134 small subunit ribosomal RNA

Metarhizium robertsi strain ARSEF 967 small subunit nbosomal RNA g
Metarhizium robertsi strain ARSEF 23 small subunit ribosomal RNA ge
Metarhizium anisopliae stran ARSEF 2105 small subunit nbosomal RN/
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 1080 small subunit nbosomal RN/
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 794 small subunit ribosomal RNA
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 549 small subunit ribosomal RNA
Metarhizium anisopliae gene for ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, complete sec
Metarhizium anisopliae qene for ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, complete sec
Metarhizium anisopliae gene for ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, complete sec
Metarhizium anisopliae gene for ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, complete sec
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Metarhizium anisopliae isolate KTU-3 185 ribosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae 1solate KTU-4 18S nbosomal RNA gene, partial
Metarhizium anisopliae isolate KTU-39 185 nbosomal RNA gene, parti.
Metarhizium anisopliae isolate KTU-15 185 ribosomal RNA gene, part.
Metarhizium anisopliae isolate KTU-20 185 ribosomal RNA gene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-10 185 nbosomal RNA gene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-14 185 nbosomal RNA gene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-26 185 ribosomal RNA gene, parti.
Metarhizium anisopliae isolate KTU-40 185 nbosomal RNA gene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-34 185 ribosomal RNA qene, parti,
Metarhizium anisopliae 1solate KTU-31 185 ribosomal RNA gene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-32 18S ribosomal RNA gene, parti
Matarhizium anisopliae isolate KTU-58 18S ribosomal RNA qene, parti
Metarhizium anisopliae isolate KTU-49 18S ribosomal RNA qene, parti
Matarhizium cf, anisopliae DWR 356 internal transcribed spacer 1, pa
Metarhizium robertsii isolate ARSEF 2575 internal transcribed spacer

Metarhizium robertsii isolate ARSEF 727 internal transcribed spacer 1
Metarhizium robertsii isolate ARSEF 23 intemal transcribed spacer 1,

Metarhizium cf, anisopliae DWR 346 internal transcnbed spacer 1, pa
Metarhizium cf. anisopiiae DWR 338 intemal transcribed spacer 1, pa
Metarhizium cf. anisophas ARSEF 728 intemal transcribed spacer 1, |
Ascomycota sp. H-27 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; int
Metarhizium amsopliae strain HKB11v 18S nbosomal RNA gene, partia
Metarhizium amisopliae strain ARSEF 3540 18S nbosomal RNA gene, p
Metarhizium anisopliae strain ARSEF 549 185 nbosomal RNA gene, pa
Metarhizium anisopliae var, anisopliae isolate Q2 185 nbosomal RNA ¢
Metarhizium anisopliae var, anisopliae strain LRC 211 185 nbosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 207 185 ribosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 205 185 ribosomal R
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 202 185 ribosomal R
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100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

9e-93

9e-93
9e-93
Se-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
%e-93
9e-93
%e-93

9e-93
9e-93
%e-93

Se-93
Se-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
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100%
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100%
100%
100%
100%
100%
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EU307902.1

EU307886.1
EU307885.1
EF051729.1
EF051728.1
EF051726.1
EF051724.1
EF051723.1
EF051723.1
EF051721.1
EF051720.1
EF051715.1
EF051718.1
EF051717.1
EF051716.1
EF051715:1
EF051710.1
F1545310.1

Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain LRC 189 18S ribosomal R

Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae
Metarhizium anisopliae

var. anisopliae strain LRC 42 18S ribosomal RN
var, anisopliae strain LRC 212 185 ribosomal R

strain CG491 185 ribosomal RNA gene, partial
strain CG423 18S ribosomal RNA gene, partial
strain CG343 185 ribosomal RNA gene, partial
strain CG291 18S ribosomal RNA gene, partial
strain CG144 18S ribosomal RNA gene, partial
strain CG125 185 ribosomal RNA gene, partial
strain CG97 185 ribosomal RNA gene, partial s
strain CG87 185 ribosomal RNA gene, partial s
strain CG47 18S ribosomal RNA gene, partial s
strain CG46 185 ribosomal RNA gene, partial s
strain CG33 18S ribosomal RNA gene, partial s
strain CG31 185 ribosomal RNA gene, partial s
strain CG30 18S ribosomal RNA gene, partial s
strain C11 18S ribosomal RNA gene, partial se
isolate LSNAZ 185 ribosomal RNA gene, partia
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9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-93
9e-83
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9e-93
9e-93
le-91

100%
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