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RESUMEN

Metarhizium es un género de hongos entomopatdégenos ampliamente distribuidos en la
naturaleza que ademas de ser considerablemente utilizados en control biolégico son
simbiontes de raices de plantas y algunas cepas podrian ser potencialmente Utiles en
aplicaciones agricolas. Los estudios filogenéticos mas recientes agrupan aproximadamente
33 especies diversas en el género Metarhizium. En México la mayoria de cepas y aislados de
este género carece de una asignacion filogenética basada en las regiones genéticas mas
resolutivas. Este estudio evalué 43 aislados nativos procedentes de diferentes insectos
hospederos y estados de la Republica Mexicana, los cuales fueron seleccionados debido a
gue fueron obtenidos de las principales plantaciones de cafia de azlcar y de maiz en el pais.
Se evalud la termotolerancia (8, 15, 28 y 35 °C), virulencia a insectos (TL50 en Galleria
mellonella, Lepidoptera: Pyralidae), asociacion con raices de plantas, genotipificacién por
RAPD (T3B) y analisis filogenético de secuencias (utilizando 5 TEF, IGS y andlisis RFLP).
Los resultados mostraron que dentro de los aislados evaluados no hay crecimiento a bajas
temperaturas y que el crecimiento es limitado a 35 °C. En los bioensayos realizados con G.
mellonella la mayoria de aislados presentaron altos niveles de virulencia y ademas la
capacidad de asociarse con raices de Phaseolus vulgaris (Fabales: Fabaceae). Los analisis
por RFLP con 5TEF y Prl revelan tres grupos genéticos distintos. El analisis filogenético
identifico los aislados nativos como Metarhizium anisopliae (n = 23), M. robertsii (n = 14), M.
guizhouense (n = 4) y M. pinghaense (n = 2). Estos resultados demuestran la complejidad de
las especies de Metarhizium y la necesidad del estudio de aspectos fisiologicos y

filogenéticos para una evaluacién mas adecuada para su uso en sistemas agricolas.



ABSTRACT

Metarhizium is a genus of entomopathogenic fungi widely distributed in nature that are
considerably used in biological control and also some species are symbionts of plant roots
and some strains could be potentially useful in agricultural applications. The most recent
phylogenetic studies grouped approximately 33 different species in the genus Metarhizium. In
México most of the isolates and strains of this genus do not have a phylogenetic assignation
based on the most resolutive genetic regions. This study evaluated 43 native isolates from
different host insects and Mexican states, which were selected because they were obtained
from the main sugar cane and corn plantations in the country. Thermotolerance (8, 15, 28 and
35 °C), insect virulence (TL50 in Galleria mellonella, Lepidoptera: Pyralidae), association with
plant roots, genotyping by RAPD (T3B) and phylogenetic analysis of sequences (using 5TEF
, IGS and RFLP analysis) were performed. The results showed that within the evaluated
isolates there is no growth at low temperatures and the isolates showed a restricted growth at
35 ° C. In the bioassays made with G. mellonella the majority of isolates presented high levels
of virulence and also the ability to associate with roots of Phaseolus vulgaris (Fabales:
Fabaceae). RFLP analyzes with 5TEF and Prl reveal three distinct genetic groups.
Phylogenetic analysis identified native isolates as Metarhizium anisopliae (n = 23), M.
robertsii (n = 14), M. guizhouense (n = 4) and M. pinghaense (n = 2). These results
demonstrate the complexity of the species of Metarhizium and the necessity of the study of
physiological and phylogenetic aspects for a more suitable evaluation for its use in agricultural

systems.






El género Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) son hongos ascomicetos, distribuidos
mundialmente, los cuales regulan naturalmente poblaciones de insectos, siendo capaces de
infectar a mas de 200 especies (muchas de ellas consideradas plagas agricolas y forestales).
Por lo cual, han sido han sido usados como agentes de control biolégico para el manejo y
prevencion de plagas que afectan cultivos de importancia econdémica, siendo el agente
microbiano de la familia Clavicipitaceae mas extensamente estudiado (Goettel et al. 2001).
Las especies de este género son comunmente encontradas en suelo como saprobios,
mostrando simbiosis complejas, interacciones antagonistas con ordenes especificos de
insectos (Vega et al. 2009) y con especies fungicas patdégenas de plantas (Sasan y Bidochka,
2012), enddfitos (Behie et al. 2012), ademas de ser colonizadores (Hu y St. Leger, 2002) y
presentar asociaciones especificas con la rizosfera de ciertas plantas (Wyrebeck et al. 2011).
Diversos analisis filogenéticos han mostrado que el género Metarhizium se encuentra
relacionado a los endosimbiontes fangicos de pastos Claviceps y Epichloé (Spatafora et al.
2007) y que posee una relacibn mas cercana a endofitos y patdgenos de plantas que a
patégenos de animales (Gao et al. 2011). Estas caracteristicas sugieren que Metarhizium
pudo haber evolucionado de un linaje de simbiontes de plantas, pero nunca abandonaron
este rol y subsecuentemente adquirieron la habilidad de infectar y matar insectos como una
adaptacion que permitia el acceso a una fuente especializada de nitrégeno (Barelli et al.

2016).

Es evidente que desconocemos una gran fracciéon de la biodiversidad. En un estudio
reciente, Mora et al. (2011) llegaron a la conclusion de que existen aproximadamente 8.7
millones de especies (+ 1.3 millones) de eucariontes que no han sido descritas. En el caso de
los hongos, se ha sugerido la existencia de entre 0.5 y 9.9 millones de especies (Schmit y

Mueller, 2007), de los cuales solo se han descrito 100,000 especies (Blackwell, 2011). Los

4



hongos son un grupo diverso de organismos heterétrofos (nutricion por absorcion),
eucariontes, unicelulares (levaduras) o hifales (hongos filamentosos) y se reproducen por
meiosis (esporas sexuales) y/o mitosis (asexuales). Actualmente, la clasificacion del reino
Fungi acepta un reino, un subreino (Dikarya), siete fila (Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia,

Glomeromycota), diez subfila, 35 clases, 12 subclases y 129 6rdenes (Hibbett et al. 2007).

El principal método para diagndstico de especies en hongos ha sido el concepto de especie
morfologica (Morphological Species Concept, MSC). Aproximadamente 70,000 especies de
hongos han sido diagnosticadas con base en caracteres morfolégicos (Hawksworth et al.
1996) o mediante caracteristicas fenotipicas (e.g. crecimiento a diferentes temperaturas,
produccion de metabolitos secundarios, presencia de pigmentos). Por otra parte, el concepto
biolégico de especie (Biological Species Concept, BSC), cuya definicion de especie es: “Un
grupo de poblaciones naturales con entrecruzamiento, la cual esta aislada reproductivamente
de otros grupos” (Mayr, 1940), ha sido utilizado para identificar grupos de individuos que
tienen la capacidad de reproducirse sexualmente, sin embargo, es imposible aplicar las
prueba de apareamiento a hongos que no llevan a cabo la meiosis (meiosporas), siendo esto
un problema, ya que aproximadamente el 20% de las especies de hongos solamente se
conoce su estado asexual (Reynolds, 1993). Otros hongos son homotélicos y pueden
producir esporas sexuales por si mismos, con este tipo de hongos la presencia de
meiosporas no es suficiente para inferir apareamiento, ademas de que los hongos que son
heterotalicos muchas veces no pueden ser sometidos a pruebas de apareamiento en
cultivos. Por otra parte, se encuentra el concepto de especie filogenética (Phylogenetic
Species Concept, PSC), en el cual se busca el agrupamiento de taxones mas pequefio en el

cual se comparte un patron de ancestria y descendencia (Cracraft, 1983), sin embargo,



muchos consideran subjetivo el uso de un solo gen o caracter para el reconocimiento de
especies, por lo que se ha propuesto el uso de mas de un locus polimorfico, en donde las
genealogias generadas con diferentes loci deben de ser concordantes dentro de una especie
debido a los efectos de aislamiento genético y deriva génica (Taylor et al. 2000). Se ha visto
gue varios de estos conceptos pueden llegar a conclusiones distintas, como en el estudio
realizado al complejo de Pleurotus ostreatus. Vilgalys y Sun (1994) identificaron ocho grupos
interestériles o especies bioldgicas en este complejo y utilizaron la variacion que existia
dentro de estas especies en el rRNA para realizar un analisis filogenético de individuos de
cada especie bioldgica. Tres de las especies bioldgicas (I, Il y VI) contenian mas de una
especie filogenética y en cada caso estas especies fueron encontradas en diferentes
continentes en el Hemisferio Norte. Lo que se consideraban tres especies bioldgicas (BSC),
pasaron a nueve especies filogenéticas (PSC).

En el reino Fungi, el sexo esta definido por el locus del “mating type” (MAT). La composicion
del locus varia draméticamente entre especies, pero hay dos genes MAT que se encuentran
siempre en ascomicetos filamentosos, MAT-1 y MAT-2 (Martin et al. 2011). Estas dos formas
alternativas son llamadas idiomorfos en oposicién a alelos, dada la alta divergencia entre
ellas (Lee et al. 2010). Aunque algunos hongos se reproducen sexualmente de manera
obligada, la mayoria puede reproducirse sexual y asexualmente y sélo una minoria es
exclusivamente asexual (Sun y Heitman, 2011). Sharon et al. (1996) demostraron con cepas
transgénicas de Cochliobolus heterostrohus (fase sexual) y de Bipolaris sacchari (fase
asexual), que la persistencia de la asexualidad de B. sacchari no se debe a la ausencia o
falta de funcionalidad de los genes MAT, sino que se debe adjudicar a otro gen durante el
desarrollo de peritecios. Entre grupos de especies cercanamente relacionadas, las especies

sexuales suelen estar mezcladas filogenéticamente con las asexuales (Taylor et al. 1999), lo



gue ha llevado a proponer que la reproduccidén sexual se pierde durante la evoluciéon. Una
explicacion alternativa es que el sexo no ha sido detectado en los grupos que se creen
asexuales (Sun y Heitman, 2011). Actualmente, el Cédigo Internacional de Nomenclatura
para algas, hongos y plantas (Articulo 59), ha sugerido el uso de un nombre para cada hongo
independientemente de su estado de vida (anamorfo o teleomorfo) (McNeill et al. 2012).

Anteriormente, en el género Metarhizium la reproduccién se consideraba principalmente
asexual, sin embargo, Liang et al. (1991) fueron los primeros en observar una conexion de
Metarhizium con el teleomorfo Cordyceps. Posteriormente, M. anisopliae var. majus fue
confirmado como el anamorfo de Cordyceps brittlebankisoides, basados en la similitud de las
caracteristicas de las ascosporas obtenidas del tejido estromal de C. brittlebankisoides, asi
como la similitud de las secuencias ITS del rADN (Liu et al. 2002). Los estados sexuales de
las especies del género Metarhizium fueron transferidas de Cordyceps a Metacordyceps por
Sung et al. (2007). Posteriormente, debido a que en el género Metarhizium el estado sexual
Metacordyceps se encuentra disperso entre varios géneros anamorfos (Pochonia, Nomuraea
y Paecilomyces) Kepler et al. (2014) realizdé un analisis multigénico (BTUB, RPB1, RPB2 y
TEF) para poder aclarar las relaciones entre estos taxones. El resultado de este analisis
apoya la combinacion de especies del género Metarhizium con la mayoria de las especies
reconocidas en Metacordyceps, asi como las del género Nomuraea y Chamaeleomyces.

Mas evidencia sobre sexualidad surgio al realizar la secuenciacion del genoma de M.
acridum y M. robertsii por Gao et al. (2011), asi como la fuerte tendencia a mutaciones
puntuales por duplicacion (Repeat-Induced Puntual Mutation, RIP) que presenta M. acridum,
siendo que estas mutaciones son Unicamente funcionales cuando la meiosis es frecuente.
Ademas, tanto M. acridum como M. anisopliae, poseen un complemento de genes
aparentemente funcionales cuyos ortélogos en Neurospora crassa y Aspergillus nidulans se

conocen por ser requeridos para la meiosis y el desarrollo sexual. Esto incluye genes
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putativos mating-type a y genes HMG (High Mobility Group), sugiriendo que pueden tener el
potencial para ser tanto homotéalicos como heterotélicos bajo las condiciones adecuadas. Los
genes HMG estan involucrados en la sexualidad y patogenicidad de hongos. Tanto M.
anisopliae, como M. acridum, poseen cuatro proteinas HMG gque se cree gue sean genes
relacionados a las interacciones patégeno-hospedero (Pathogen-Host Interaction, PHI). Por
otra parte, en ese mismo estudio se sugiri6 que la conservacién de genes sexuales en
especies asexuales puede ser debido a una reciente pérdida de la sexualidad, pleiotropia o
recombinacién parasexual.

Las herramientas moleculares han ganado gran importancia en la taxonomia y sistematica de
los hongos, facilitando el entendimiento de su evolucién, ayudando a definir especies
cripticas y elucidar la biologia de la reproduccion de hongos. La revoluciéon molecular en la
taxonomia fangica comenzo a inicios de 1990, con los analisis de genes del ARN ribosomal
(rARN) (White et al. 1990).

Dentro de los loci mas utilizados para la inferencia en la filogenia de hongos se encuentran la
subunidad pequeiia del rARN (small subunit rARN, SSU rADN) utilizado, por ejemplo, para la
filogenia de hongos patégenos dematidceos por Spatafora et al. (1995). El gen que codifica
para el Factor de elongacién 1 alfa (TEF), fue sugerido para la inferencia filogenética de
eucariontes (Geiser et al. 2004), ademas de ser utilizado ampliamente para la identificacion
de aislados de especies de hongos como Fusarium (Rahjoo et al. 2008) y Aspergillus
(Perrone et al. 2011). Los microsatélites, como en el caso del trabajo de Fisher et al. (2002),
se utilizaron para el analisis filogenético de 20 aislados clinicos de Coccidioides immitis; y el
espaciador interno transcrito (Internal Transcribed Spacer, ITS) del rARN est4d siendo
utilizado como cédigo de barras para el reino Fungi (Schoch et al. 2012). Entre otros loci

también utilizados en la filogenia de estos microorganismos se encuentran B-tubulina



(Bischoff et al. 2009), calmodulina (Carvalho et al. 2003) y genes de ARN polimerasa (largest
subunit of ARN polymerase Il RPB1 y second largest subunit of ARN polymerase Il, RPB2)
(Liu et al. 2006). Sin embargo, la investigacion filogenética es a menudo obstaculizada por la
seleccion de marcadores moleculares que llevan a una pobre resolucion. A pesar de que
existen diversas reglas generales para la seleccién de genes utilizados para inferir relaciones
filogenéticas (e.g. el porcentaje de divergencia o la proporcion de sitios informativos en
parsimonia), convencionalmente la seleccién se realiza con base en la pregunta filogenética
de interés. Sin embargo, su uso es altamente dependiente del contexto.

El estudio de la evolucion de hongos, la determinacion de relaciones y la delimitacién de
especies no es la excepcion al problema de seleccion de marcadores moleculares. En
respuesta a esta problematica, Townsend (2007) propuso un método que mide el poder de
un gen de resolver particiones en un arbol filogenético en una escala de tiempo y es capaz
de hacer la seleccion de los marcadores moleculares apropiados a la época de interés,
basados en la distribucion total estimada de las tasas a través de los caracteres. Este
método produce una apreciacion grafica de la sefial genética para cualquier época histérica.
Para estimar la informatividad filogenética se requieren datos previos de las tasas de
evolucién molecular para cada sitio de un locus. Esta informacidn previa puede ser obtenida
de tres diferentes fuentes: 1) datos preliminares de los loci candidatos de un subconjunto
estudiado de los taxones de interés; 2) datos de los loci candidatos de un clado cercano
estudiado; 3) datos genémicos comparativos de secuencias genomicas dentro o fuera del
clado de interés. Los perfiles de informatividad filogenética proporcionan una medida
cuantitativa para priorizar el muestreo de genes (Lopez-Giraldez et al. 2013). Para el género
Metarhizium, Rehner y Kepler (2013) utilizando las secuencias de los genomas nucleares de
las especies M. acridum y M. robertsii, identificaron regiones conservadas de genes

sinténicos y a partir de esto desarrollaron oligonucleétidos para la amplificacion de las
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regiones intergénicas de siete loci. Posteriormente, realizaron la determinacion de los loci
mas adecuados para la inferencia filogenética a nivel de especie de este género comparando
los loci utilizados en trabajos previos (Bischoff et al. 2009) con las regiones intergénicas. Esto
se realiz6 utilizando el método de perfiles informativos de Townsend (2007), demostrando
gue al llevar a cabo este método para conocer la informatividad filogenética de los loci, el
seleccionado, recupera la topologia correcta, asi como valores mas elevados en el apoyo de
ramas. De los loci evaluados en el estudio de Rehner y Kepler (2013), los datos de las
secuencias derivadas de regiones intergénicas (1,105 pb) adyacentes a una proteina
hipotética, resultaron mas variables y filogenéticamente mas informativos que los marcadores

previamente disponibles (ITS, TEF).
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HIPOTESIS
La evaluacion de parametros fisiologicos y filogenéticos de aislados nativos de México
contribuird a esclarecer de acuerdo a las ultimas revisiones taxonémicas internacionales la

diversidad genética de éste género en el pais.
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JUSTIFICACION

Metarhizium es un género de hongos entomopatdgenos cuya importancia en el control
biolégico de diversas plagas ha llevado a la necesidad de caracterizar aislados feno y
genotipicamente por cuestiones de patentes y bioseguridad. La filogenia de este género aun
no se encuentra completamente resuelta, y la informacion concerniente a los aislados
provenientes de México es aun mas escasa. Por lo tanto, en vista de la aplicacion actual de
M. anisopliae en diversos estados de México, es necesario conocer su filogenia y contribuir al
estudio de su diversidad genética. Se propone en esta investigacion un analisis fenotipico en
cuanto a su micro y macromorfologia, evaluacion de caracteristicas fisiolégicas, como la
tolerancia a temperaturas frias y célidas, preferencias de habitat, virulencia en insectos y
asociacioén con raices de plantas, ademéas de la caracterizacion genotipica de los aislados
mediante RAPD-PCR y RFLP y un andlisis filogenético usando las regiones ITS, IGS y TEF.
Este conocimiento puede brindar un enfoque mas racional para la utilizacion de cepas
nativas de Metarhizium para el control de plagas, asi como de asociacion endéfita en cultivos

agricolas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar caracteristicas fisioldgicas y esclarecer la situacion filogenética de 43 aislados de
Metarhizium seleccionados por representar las principales areas agricolas de México

respecto a los andlisis filogenéticos mas actuales sobre el género.

OBJETIVOS PARTICULARES

O Obtener aislados monospdricos (n = 5) a partir de los 43 cultivos polispéricos de
Metarhizium de México.

O Caracterizar fenotipicamente los aislados de Metarhizium de México obtenidos de
diversos hospederos, con base en su macro y micromorfologia.

O Evaluar caracteristicas fisioldgicas de los aislados: termotolerancia (8, 15, 28, 35 °C),
tasa de crecimiento, virulencia por bioensayos en G. mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae) y su asociacion endéfita con raices de P. vulgaris.

O Caracterizar genotipicamente los aislados de Metarhizium de México mediante RAPD
y RFLP.

O Realizar un analisis filogenético de los aislados monosporicos, mediante el uso de

regiones ITS, IGS y TEF.
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Metarhizium, clasificacién y filogenia

El género Metarhizium fue descrito por primera vez por Sorokin en Ucrania en 1870 al
descubrir larvas de Anisopliae austriaca infectadas con el hongo, proponiendo el nombre de
Entomophthora anisopliae. Posteriormente, Metschnikoff en 1880 lo renombra como Isaria
destructor. Tres afios después Sorokin propone el nombre del genero Metarhizium. Algunas
especies como M. album, M. brunneum y M. chrysorrheae fueron descritas antes de la
clasificacion realizada por Tulloch (1976) y Rombach et al. (1987). Las clasificaciones
iniciales se basaban Unicamente en caracteres morfolégicos. Tres especies fueron
identificadas M. album, M. anisopliae y M. flavoviride, cada una con sus respectivas
variedades. Las etapas iniciales de la inclusiébn de datos moleculares (isoenzimas, analisis
RAPD y RFLP) y caracteristicas fisiologicas permitieron vislumbrar especies o variedades
dentro del mismo género (St. Leger et al. 1992; Bidochka et al. 1994; Cobb y Clarkson 1993;
Curran et al. 1994; Fungaro et al. 1996). Fue hasta la revisidbn taxondmica realizada por
Driver et al. (2000) en donde utilizando un enfoque filogenético con el andlisis de la regién
ITS, 28S (D3) del ADN ribosomal (rADN) y patrones RAPD, ademas del analisis de
dimensiones de conidios de diferentes especies del género, describieron 10 distintos clados
monofiléticos dentro del género Metarhizium. Sin embargo, debido a la falta de sitios
informativos en las regiones ITS, la mayoria de las relaciones en M. anisopliae no fueron
totalmente resueltas, asi como la situacion de algunos taxones en M. flavoviride.

Posteriormente, Bischoff et al. (2006) describieron a M. frigidum como una especie criptica
dentro de M. anisopliae. En el 2009 los mismos autores realizaron un analisis filogenético
multilocus, utilizando las regiones TEF, RPB1, RPB2 y B-tubulina, para aclarar la situacion
taxonoémica dentro de los complejos M. flavoviride y M. anisopliae. De los loci utilizados, los

intrones dentro del 5" TEF, brindaron mayor informacién en cuanto a variaciéon nucleotidica y
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en cuanto al grado de resolucion filogenética de clados terminales dentro de Metarhizium.
Los resultados de estos estudios, y en diversos casos la evidencia morfolégica, apoyan la
monofilia de nueve taxa terminales en el complejo de especies de M. anisopliae.
Proponiendo con rango de especie a M. anisopliae, M. guizhouense, M. pinghaense. M.
acridum stat. nov., M. lepidiotae stat. nov. y M. majus stat. nov., M. brunneum, ademés de
describir las nuevas especies de M. globosum y M. robertsii (Bischoff et al. 2009).
Actualmente, el género Metarhizium comprende 30 especies (estados anamorfos y
teleomorfos), dentro de las cuales se encuentran algunas anteriormente reconocidas en
Metacordyceps, Nomuraea y Chamaeleomyces (Kepler et al. 2014) (Fig. 1). Ademas, nuevas
especies continan describiéndose basadas en un analisis multilocus como M. synnematis

(Hua-Li et al. 2016) y M. dendrolimatilis (Chen et al. 2017).
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Fig. 1. Clasificaciones del género Metarhizium.

1 = Sorokin (1883)

2 = Petch (1931 ; 1935); Tulloch (1976), Rombach et al. (1986; 1987) and Samson et al. (1988)
3 = Driver et al. (2000)

4 = Bischoff et al. (2006) y (2009)

5 = Kepler et al. (2014); 5.1 = M. anisopliae complex; 5.2 = M. flavoviride complex; 5.3 Core Metarhizium; 5.4 = Metarhizium

* Teleomorfos

N Hospedero (Squamata: Chamaeleonidae)
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Morfologia

Metarhizium spp. incluyen estados anamorfos que no producen sinemas y recientemente se
han incluido estados teleomorfos, anteriormente reconocidos dentro de Metarcordyceps
(Sung et al. 2007). Los conidi6foros son ramificados, ocasionalmente simples en algunas
especies, con apices que soportan de una a varias fialides, las cuales pueden ser cortas o
largas (Fig. 2). Los conidios son basipetos y catenulados y pueden ser hialinos o con
tonalidades lilas, pardas, o verdosas (Kepler et al. 2014). Pueden variar en forma (cilindrico,
globoso, elipsoidal) y tamafio (de 4.0-14.5 x 2.0-5.0 ym), siendo M. majus la especie con los
conidios mas grandes (8.5-14.5 x 2.0-2.5 ym) y M. acridum con los mas pequefos (4.0-5.5 x
2.0-3.0 um) (Driver et al. 2000; Bischoff et al. 2009). Estas estructuras asexuales son el Unico
caracter morfolégico capaz de diferenciar diversas especies dentro de este género, excepto
en especies muy cercanamente relacionadas como son M. pinghaense, M. anisopliae, M.
robertsii y M. brunneum, las cuales conforman el clado PARB descrito por Bischoff et al.

(2009).

Fig. 2. Morfologia del conidiéforo, fialides, conidios y columnas de conidios de M. anisopliae (Barron, 1983;

Watanabe, 1994).
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A pesar de la importancia de esta especie en el control biolégico, han existido limitantes para
determinar su clasificacion y filogenia. El entendimiento de la verdadera diversidad y ecologia
de estos organismos se encuentra obstaculizado por las morfologias convergentes que
presentan las especies dentro de Metarhizium (Kepler y Rehner, 2013). Las colonias
maduras de Metarhizium (8-9 dias) son predominantemente verde oscuro, verde claro,
blancas o pardas, pudiendo presentar dos colores en el centro. Los bordes pueden ser
blancos con grosor variable y los reversos de las colonias pueden presentar tonalidades
pardas, anaranjadas, amarillentas o ser incoloras (Fernandes et al. 2009). La morfologia de
las colonias puede diferir dependiendo del tipo de medio (Kamp y Bidochka, 2002), la edad,

multiples pases (Wang et al. 2005) y otros factores.

Diversidad genética

En el caso de Metarhizium la diversidad y ocurrencia de especies no es aleatoria y se ha
atribuido a un conjunto de diversos factores (habitat, condiciones climaticas, plantas y/o
hospederos). Las especies dentro de este género son mesofilicas con crecimiento de 10 a 40
°C, una temperatura Optima de germinacion y crecimiento de 25 a 30 °C (Roberts y
Campbell, 1977) y una temperatura de muerte térmica para los conidios cercana a 50 °C
(Walstad et al. 1970), aunque algunas cepas presentan actividad en temperaturas bajas y
tolerancia a temperaturas elevadas (Bidochka et al. 2001). A pesar de que no existe
evidencia entre la latitud y la tolerancia a bajas o altas temperaturas, las cepas con tolerancia
a bajas temperaturas se han reportado en zonas del hemisferio norte y latitudes no menores
a 43.5 °, mientras que se ha observado que algunos aislados de regiones tropicales son

capaces de crecer a temperaturas arriba de 35 ° C (Bidochka et al. 1998).
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Diversos estudios han demostrado que la riqueza de especies varia entre diferentes
regiones, siendo M. robertsii la especie dominante en Ontario (Wyrebek et al. 2011); M.
brunneum en Oregon y Dinamarca (Fisher et al. 2011; Steinwender et al. 2014); M.
anisopliae en Brazil y México (Rezende et al. 2015; Brunner-Mendoza et al. 2017a) y M.
pingshaense en Japon (Nishi et al. 2011). Por otro lado, la comunidad de especies de
Metarhizium ha sido ligada a habitats agricolas y forestales (Bidochka et al. 2001; Douglas et
al. 2008; Rocha et al. 2011; Steinwender et al. 2014; Kepler et al. 2015), ya que la
distribucion y abundacia de las especies de este género esta relacionada a la presencia de
ciertos tipos de plantas (Wyrebek et al. 2011; Kepler et al. 2015).

Estudios de diversidad y genética de poblaciones en suelos agricolas mexicanos
(Guanajuato) usando técnicas morfoldgicas y moleculares (TEF, ITS y B- tubulina) revelan
una gran diversidad de especies de Metarhizium (M. anisopliae, M. robertsii y M.
pingshaense) infectando gusanos blancos (Coleoptera: Melolonthidae) comparado con las
especies encontradas de Beauveria (Unicamente B. pseudobassiana) (Carrillo-Benitez et al.
2013). En otro estudio que evalué la abundancia relativa y diversidad de hongos
entomopatdégenos en once diferentes zonas geogréficas de suelos agricolas de México,
encontraron una baja frecuencia de aislados de Metarhizium comparada con Beauveria
(Pérez-Gonzalez et al. 2014). Por otro lado, Hernandez-Dominguez y Guzmén-Franco (2017)
reportaron M. anisopliae s.s. como la especie mas abundante en muestras de suelos y hojas
en plantaciones de cafia de azlucar (Oaxaca). En el caso de aislados obtenidos de
Aeneolamia postica (Hemiptera: Cercopidae) en sembradios de cafa de azucar en Tabasco,
se evidencié por RAPD y secuencias ITS-rADN variabilidad intraespecifica en los genotipos

de M. anisopliae (Bautista-Galvez y Gonzalez-Cortés, 2005).
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Asociacion con raices de plantas

La rizésfera es definida como una zona de interacciones Unicas y dinamicas entre las raices
de plantas y los microorganismos del suelo (Curl y Truelove, 1986) influenciada por diversos
factores quimicos, fisicos y biolégicos (como los exudados de las raices, las condiciones del
suelo, etc). Los hongos son el segundo grupo de microorganismos en suelos, tras las
bacterias (Fitter y Garbaye, 1994), teniendo interacciones con las plantas que pueden ser
benéficas, neutras o dafiinas.

Los hongos enddfitos son colonizadores de una planta que no causan enfermedad aparente
(Schulz y Boyle, 2005) y pueden encontrarse en hojas, tallos y raices, pudiendo ser tejido-
especificos (Tao et al. 2008). Los endofitos presentan diferentes funciones como: el aumento
de la resistencia de pastos a multiples factores de estrés (Endofitos Clavicipitaceae),
decremento de herviboria y aumento de crecimiento en plantas (Enddfitos no Clavicipitacea).
Estudios recientes han puesto en evidencia la versatilidad ecoldgica y metabdlica de M.
robertsii, ya que ademas de ser patdégeno de insectos, se han identificado interacciones con
la rizésfera de ciertas plantas (Wang y St. Leger, 2007; St. Leger et al. 2011), asi como su rol
antagonista con ciertos fitopatdgenos y el estimulo al desarrollo de las raices de ciertas
plantas (Sasan y Bidochka, 2013), ademas de tener la capacidad de movilizar nitrogeno

derivado de insectos a las plantas (Behie y Bidochka, 2013) (Fig. 3).
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Fig. 3. Representacion de la transferencia del nitrdgeno derivado de insectos a las plantas
mediante asociacion enddfita de Metarhizium con las raices de la planta. Modificado de Behie et
al. 2012.
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Exito evolutivo y diversificacion en el mecanismo de infeccién

Los hongos entomopatégenos han tenido que cumplir una serie de retos para producir
suficientes conidios/esporas en cada generacion para mantener sus poblaciones viables
mediante mecanismos fisiol6gicos y rasgos estructurales que han evolucionado de forma
convergente entre los tres principales linajes de hongos patdgenos de insectos, los cuales
son: Hypocreales (la mayoria de géneros), Entomophthoromycota (6rdenes
Entomophthorales y Neozygitales) y Onygenales (género Ascosphaera). EI mecanismo de
infeccibn comienza cuando insectos susceptibles entran en contacto con conidios de la
vegetacion, suelo o aire (Hesketh et al. 2010). La adhesion requiere un numero elevado de
conidios e interacciones con las proteinas de la superficie de la epicuticula del insecto
hospedero (Fig. 3). Las especies de Hypocreales necesitan una gran cantidad de conidios
para lograr la infeccion en comparacion con las especies de Entomophthorales cuyos
conidios son mas grandes, lo que les permite sujetarse firmemente a la cuticula del insecto
completando asi el proceso de adhesion. Sin embargo, el producir grandes cantidades de
conidios probablemente maximice el éxito reproductivo por dispersion pasiva (el viento y
otros factores ambientales). En contraste, las especies de Ascosphaera infectan Unicamente
a su hospedero (larvas de Apis mellifera o Megachile rotundata) solo tras la ingestion de las
esporas (Boomsma et al. 2014).

En M. anisopliae la adhesion de conidios a la epicuticula del hospedero es un mecanismo
hidrofébico no especifico (Thomas y Read, 2007; Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013). Los
principales genes involucrados en este proceso son Madl (proteina de adhesion) (Wang y
St. Leger, 2007) y ssgA (hidrofobina) (St. Leger, 1992). La pérdida de Mad1l no solo reduce la
adhesion de los conidios a la cuticula del insecto sino también reduce la germinacion,

produccion de blastosporas y virulencia. Por su parte, el gen Mad2 parece tener importancia
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en la interaccion/adhesién con plantas y no posee efecto sobre la adhesion sobre la cuticula
del insecto (Wang y St. Leger, 2007).

El segundo paso en el mecanismo de infeccidon es la germinacion de los conidios. Existen
diversos factores que limitan la germinacion, como la temperatura, la radiacion, la humedad,
etc. La mayor parte de los hongos entomopatdégenos requieren una humedad relativa de >90
% para su germinacion. Pese a que el macroclima muchas veces no presente estas
condiciones, el microclima del follaje brinda los requerimientos adecuados (Roberts y
Humber, 1981). Algunos aislados de M. anisopliae muestran germinacion, crecimiento y
potencial de esporulacion arriba de los 37 °C y pueden tolerar hasta 4 horas de exposicion a
radiacion UV-B (Braga et al. 2001; Mustafa y Kaur, 2008). Tras la etapa de germinacion, el
desarrollo del apresorio requiere altas concentraciones de energia en las cuales estan
involucrados iones de Ca*? y CAMP (Clarkson et al. 1998). Posteriormente, se forman las
clavijas de penetracion e infeccion que tienen la capacidad de encontrar sitios adecuados
para acceder a capas internas del exoesqueleto (Cole et al. 1991). Este paso involucra
actividades enzimaticas y fisicas (presidbn mecanica). Los hongos entomopatdgenos secretan
proteasas, quitinasas y lipasas que degradan la mayor parte de los constituyentes del
hospedero (proteinas, quitinas y lipidos), permitiendo la penetracion de la cuticula (Da Silva
et al. 2005; Boldo et al. 2009). Metarhizium produce diversas proteasas como subtilisinas
(Pr1), tripsinas (Pr2), cisteinas-proteasas (Pr4) y metaloproteasas (St. Leger et al. 1998;
Sanchez-Pérez et al. 2014), las cuales ademas de degradar las proteinas de la cuticula son
un componente significativo en la adquisicion de nutrientes, evasion de la respuesta inmune
del hospedero al degradar proteinas antifingicas, y regulacion del pH (St. Leger et al. 1999).
La transicion evolutiva del género Metarhizium que lo constituyéo como patégeno de insectos

debid haber involucrado adaptaciones del metabolismo fungico en cuanto a los componentes
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bioquimicos de la cuticula de éstos, como lo indica el gran nUmero de proteasas, lipasas y
quitinasas que pueden digerir la cuticula del insecto hospedero (Boomsma et al. 2014). Por
otra parte, las proteasas han sido el resultado de preservacion por seleccién natural de
genes duplicados. Se considera que esto facilitd la adaptacion a ambientes heterogéneos. La
capacidad de producir grandes cantidades de proteasas permite la rdpida degradacion de las
barreras del hospedero, pero la diversidad de proteasas se atribuye a que los insectos
frecuentemente aprovechaban los inhibidores de las proteasas antifungicas (Gao et al. 2011).
Tras la penetracion de la cuticula, la respuesta inmune del hospedero se estimula, activando
mecanismos de defensa como la producciéon de fenoloxidasas, formacién de hemocitos y
procesos de melanizacion. Una vez dentro del hemocele del insecto, se presenta una
diferenciacion celular de hifa a blastospora y/o cuerpos hifales, los cuales se distribuyen de
forma pasiva en el hemocele del hospedero intentando evadir el sistema inmune (Wang y St.
Leger, 2006) e invadiendo otros tejidos mientras el hongo continta tomando nutrientes como
la trehalosa, que es el principal disacarido encontrado en la hemolinfa del insecto y para el
cual Metarhizium produce grandes cantidades de enzima trehalasa (Schrank y Vainstein,
2010). El cuerpo graso es uno de los primeros 6rganos colonizados por el patégeno y los
tejidos musculares son los ultimos (Schneider et al. 2013). Las especies de Hypocreales y
Onygenales presentan hifas septadas que pueden invadir el espacio intersticial entre las
fiboras musculares. Algunas especies de Hypocreales producen sustancias
inmunomoduladoras que suprimen el sistema de defensa del hospedero (Thomas y Read,
2007) y toxinas que se pueden encontrar en etapas avanzadas de la infeccion. M. anisopliae
produce destruxinas A, B y E (metabolitos secundarios, mas especificamente depsipéptidos
ciclicos), las cuales exhiben un amplio espectro de actividades insecticidas que afectan
ciertos componentes de la respuesta inmune celular del insecto como la encapsulacion y

fagocitosis (Liu et al. 2004). Estas toxinas juegan un papel importante en la patogénesis
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(Samuels et al. 1988) y debilitamiento de la respuesta inmune del hospedero, induciendo
pardlisis flaccida, causando alteraciones celulares, dafiando el sistema muscular, intestino
medio y los tubulos de Malpighi, afectando la excrecién y dificultando la alimentacion y
movilidad del hospedero (Dumas et al. 1994). En el caso de M. acridum, al infectar a la
langosta (Orthoptera: Acrididae), al tercer o cuarto dia de infeccion, ésta ya no tiene
capacidad de movimiento, probablemente por la invasion y destruccién de los muasculos y
tejidos de las extremidades posteriores por los propagulos del hongo (Toriello et al. 2011). El
hongo patdgeno debe utilizar adecuadamente los nutrientes obtenidos del cadaver del
hospedero, optimizar la producciéon de esporas y lograr una dispersién bajo las condiciones
ambientales prevalentes. Debe existir un balance entre el crecimiento del hongo y la
produccion de toxinas, ya que la alta produccién de toxinas puede ocasionar la muerte del
hospedero antes de que el hongo logre acumular la masa celular necesaria para el desarrollo
de estructuras productoras de conidios (Boomsma et al. 2014). El hongo puede utilizar el
azucar para su nutricion y al mismo tiempo reducir la disponibilidad de ésta para la nutricion
del propio hospedero (Zhao et al. 2014). Conforme la infeccion avanza, los nutrientes
comienzan a agotarse y el hongo produce hifas y otras estructuras que emergen del cuerpo
del insecto, esporulando y comenzando nuevamente el ciclo de infeccién al inocular a
hospederos susceptibles directa o indirectamente por via aérea o por conidios depositados
en el suelo y vegetacion, causando epizootias (Sanchez-Perez et al. 2014). Los conidios
pueden sobrevivir en el ambiente durante periodos prolongados de tiempo, dependiendo de

las condiciones bidticas y abidticas del entorno (Boomsma et al. 2014) (Fig. 4).
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Fig. 4. Esquema general del mecanismo de infeccién de los hongos entomopatégenos (modificado de Thomas y
Read, 2007).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son pequefias moléculas producidas por un organismo que no
se requieren para sus procesos metabolicos primarios. Los hongos son fuente de diversos
metabolitos secundarios, especialmente los ascomicetos. Muchos metabolitos secundarios
no se encuentran involucrados en el crecimiento, desarrollo o reproduccion del hongo en el
cual se producen, pero juegan un papel importante en las interacciones ecologicas con otros
organismos.

Se ha asumido que algunas de las funciones de estos compuestos se encuentran

relacionadas a simbiosis con bacterias, hongos, amebas, plantas, insectos, entre otros,
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actuando como defensa en contra de éstos, como transportadores de metales y como
hormonas sexuales (Demain y Fang, 2000). Ademas, se ha relacionado a los metabolitos
secundarios con la patogenicidad e incremento de virulencia de diversos hongos (Scharf et
al. 2014). Muchos de estos tienen usos farmaceduticos (penicilina, cefalosporina, ergotrato y
estatinas) y en la industria agroquimica.

Diferentes metabolitos han sido aislados de las especies de Metarhizium y las recientes
secuencias genomicas de este género revelan una abundancia de vias biosintéticas y
capacidad de produccién de metabolitos secundarios como: destruxinas, serinociclinas,
metaquelinas, ferricrocinas, dipéptidos y didepsipéptidos derivados de aminoacidos,
fungerinas, poliquétidos y terpenoides (Donzelli y Krasnoff, 2016) con una amplia variedad de
usos biomédicos relevantes. Como ejemplo, la destruxina B induce apoptosis en células de
cancer de pulmédn, lo cual sugiere su uso como un tratamiento terapeutico (Wu et al. 2013).
Por otro lado, una cepa de M. anisopliae tiene los mayores niveles de paclitaxel (un taxano
usado en quimioterapia) (Donzelli y Krasnoff, 2016).

Algunos de estos compuestos en este género estdn relacionados a la virulencia y
especificidad del hospedero (Amiri-Besheli et al. 2000). Los aislados de Metarhizium que
producen grandes cantidades de destruxinas son los mas virulentos (Sowjanya et al. 2008).
Ademas, algunas destruxinas actian como inmunomoduladores y suprimen la respuesta

inmune del hospedero (Pal et al. 2007).
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Comportamiento en el ambiente

Algo importante a evaluar en el uso de hongos entomopatégenos para el control biolégico es
su capacidad de persistir en el ambiente via transmision horizontal entre el hospedero
infectado y el sano (Roberts y Hayek, 1992). Una baja persistencia es deseable para reducir
impactos ambientales negativos, mientras que una duracion prolongada del producto puede
garantizar una alta eficiencia (Zimmermann, 2007). Bajo condiciones naturales, la
persistencia y movilidad de los conidios de Metarhizium se encuentra expuesta a un gran
rango de factores bidticos y abidticos (temperatura, humedad, radiaciébn solar, pH,
microorganismos del suelo, plantas e invertebrados) (Lacey et al. 2015). La prevalencia y
persistencia de este hongo se encuentra ademas afectada por especies de plantas agricolas
y practicas de labranza (Jaronski, 2007). Los estudios de persistencia y viabilidad de
Metarhizium en &reas agricolas son muy escasos. En Puebla, Guerrero-Guerra et al. (2012)
aplicaron M. acridum en cultivos de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) para el control
biolégico de Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae). Los resultados
mostraron que la viabilidad del hongo en el suelo fue de 66 semanas tras su aplicacion, y las
concentraciones de conidios en muestras de aire y vegetacién decrecié hasta su completa
desaparicion tras 8 meses después de haberlo aplicado.

En Australia, M. anisopliae var. anisopliae (ahora M. anisopliae) y M. anisopliae var.
lepidiotum (ahora M. lepidiotae) fueron aplicados para el control de Dermolepida albohirtum
(Coleoptera: Scarabaeidae) y Lepidiota spp. (Coleoptera: Scarabaeidae) en cultivos de cafa
de azucar. Una pequefa porcion de conidios sobrevivié por 3.5 afios en todos los sitios y
formulaciones usadas, sugiriendo que la lluvia y el tipo de suelo tienen efectos poco

considerables sobre su persistencia (Milner et al. 2003).
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Interacciones con hospederos

Los procesos que determinan las trayectorias evolutivas del hongo con la especificidad hacia
el hospedero estdn muy estrechamente relacionados a los modos de accién de sus
antagonistas naturales. La habilidad de los entomopatdgenos para infectar insectos esta
usualmente restringida a un grupo particular de éstos. Se piensa que la variacion de las
formas anamorfas en la familia Clavicipitaceae ha surgido en respuesta a la presion selectiva
asociada a la efectividad infectiva y de dispersion. El papel de conidios como gametos no ha
sido detectado entre los parasitos de insectos y hongos pertenecientes a Clavicipitacea. En
contraste con las ascosporas producidas y liberadas de un hospedero durante varios meses
de un estroma de lento desarrollo, los rangos de los hospederos de los teleomorfos parecen

ser generalmente mucho mas estrechos (Boomsma et al. 2014).

Las etapas anamorficas de Metarhizium son a menudo generalistas que infectan una amplia
gama de hospederos. El complejo M. anisopliae tiene registros de 204 especies de insectos
infectados naturalmente, pertenecientes a siete 6rdenes distintos: Orthoptera, Dermaptera,
Hemiptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera y Coleoptera (Zimmermann, 2007), mientras
gue otras especies o0 genotipos son mas especificos para ciertos artrépodos. Por ejemplo M.
acridum y M. album son especies especificas hacia ortopteros y hemipteros, respectivamente
(Wang et al. 2012). Gao et al. (2011) realizaron un andlisis comparativo de las secuencias
genomicas de M. anisopliae, el cual posee un amplio espectro de hospederos, y de M.
acridum, el cual es especifico de acrididos. El analisis del genoma total de estas dos
especies indica que poseen una sintenia compartida. Ademas, sugieren que M. acridum a
diferencia de M. anisopliae presenta mutaciones puntuales por duplicacidbn en genes que

codifican para las transposasas y el 16 % de los genes de Metarhizium son similares a genes
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responsables de la patogenicidad en otros hongos, particularmente de patégenos de plantas.
M. anisopliae posee una amplia familia de genes de proteasas, quitinasas, citocromo P450s,
sintetasas peptidicas no ribosomales para la degradacién de la cuticula y biosintesis de
toxinas que han facilitado su capacidad de adaptarse a ambientes heterogéneos. Por otra
parte, M. acridum transcribe distintas proteinas G con receptores acoplados a la cuticula de
langostas y cucarachas, mientras que M. anisopliae transcribe el mismo receptor para ambos
hospederos. Recientemente, se han reportado especies patdgenas, raras pero con alta
virulencia a camaleones (Squamata: Chamaeleonidae), como M. viride (antes
Chamaeleomyces viride) y M. granulomatis (antes Chamaeleomyces granulomatis), las

cuales han sido incluidas dentro del género Metarhizium (Kepler et al. 2014).

Los hongos y artropodos han coevolucionado, teniendo complejas interacciones. Por su
parte, los insectos han desarrollado defensas contra microorganismos que son ubicuos en
los ambientes que habitan, como compuestos antimicrobianos en la cuticula, adaptaciones
del comportamiento (fiebre inducida, acicalamiento, mudas) y como un ultimo recurso del
hospedero infectado, la respuesta inmune humoral (Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2013), como la
produccion de una proteina parecida al colageno (MCL1) (Wang y St. Leger, 2006) y la
actividad de la fenoloxidasa en la melanizacion ante patdégenos externos (Sorrentino et al.
2002). En algunos casos ciertas especies de artropodos muestran respuests conductuales
adaptativas para prevenir el contacto con inéculos de hongos patdgenos. Los insectos
sociales como la hormiga Lasius japonicus previene la dispersion de conidios de M.
anisopliae en sus colonias mediante el acicalamiento (Okuno et al. 2012). Por otra parte, la
langosta Schistocerca gregaria infectada con M. acridum, puede elevar su temperatura

corporal por exposicion solar y asi eliminar al hongo (Blanford y Thomas, 1999).
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Metarhizium como agente de control biolégico en México

Durante los ultimos 40 a 50 afios el combate de los insectos y acaros que son plagas en la
agricultura y medio rural se ha hecho principalmente utilizando insecticidas quimicos,
ocasionando dafios a la salud, al medio ambiente, a organismos benéficos para la agricultura
y provocando resistencia a ellos (SAGARPA, 2009). Una de las alternativas ante el uso de
plaguicidas quimicos es el control bioldgico, el cual puede ser definido como un componente
del manejo integral de plagas para reducir sus poblaciones utilizando enemigos naturales
(Van Lenteren, 2008). Debido al éxito que ha tenido el control bioldgico, mas de 5000
introducciones de aproximadamente 2000 agentes de control biolégico no nativos para
control de plagas de artropodos se han realizado en los ultimos 120 afios en 196 paises
(Bale et al. 2008).

En México, el uso del control biologico formalmente comenzd hace 75 afios, cuando el
Departamento de Agricultura de EUA y la Direccion de Defensa Agricola de México llevaron
a cabo un programa, para la introduccion de Aphelinus mali (Hymenoptera: Aphelinidae) para
controlar Eriosoma lanigerum (Hemiptera: Aphididae), la cual estaba afectando cultivos de
manzanas en Coahuila (Barrera, 2007). Sin embargo, en el periodo entre 1900 y 1945
diversos reguladores naturales fueron introducidos a México para combatir la cochinilla de los
citricos (Planococcus citri), barrenadores de cafla de azucar (Diatrea saccharalis y D.
lineolata), la almohadilla de algodén (lcerya purchasi) y la Catarina vedalia (Rodolia
cardinalis) (Williams et al. 2013). Es hasta 1993 que el hongo entomopatégeno Metarhizium
sp. comienza a ser usado para el control de Schistocerca piceifrons piceifrons (Orthoptera:

Acrididae).
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M. anisopliae es principalmente usado en zonas agricolas en el Golfo de México y plantios
cercanos a costas del Pacifico para controlar la mosca pinta (Hemiptera: Cercopidae), la cual
en su estadio ninfal se introduce en el suelo, adhiriendose a las raices de la cafia,
alimentandose de la savia inoculando enzimas aminoliticas y oxidantes provocando
fitotoxemia (Byers y Wells, 1996). Al haber una sobrepoblacién de estos insectos sobre la
planta se presentan problemas de estrés hidrico, retrasando el crecimiento y por ende la
produccion de biomasa de la planta (Rodriguez, 2004). El dafio que la mosca pinta causa a
los cultivos de cafia de azucar disminuye considerablemente el rendimiento de azucar por
hectarea cultivada y se pierde el 30 % debido a diversas plagas (Leal et al. 1997). M. acridum
ha sido aplicado para controlar especies de acrididos (Brachystola magna, B. mexicana,
Melanoplus diferentialis y S. purpurascens) que afectan en gran medida cultivos de maiz,
frijol, sorgo, soya y calabaza (Barrientos-Lozano y Almaguer-Sierra, 2009; SENASICA, 2012).
Metarhizium spp. ha sido aplicado principalmente en sembradios de agave, gramineas (cafia
de azucar y sorgo) y cultivos frutales (aguacate, papaya, melén) para control de S.
purpurascens, S. piceifrons, Phylophaga sp., Anomala sp., Copturus aguacatae, Heilipus
lauri, Mythimna unipuncta, Aeneolamia postica, Prosapia simulans, Trialeurodes
vaporariorum, Bemisia tabaci, Cactophagus spinole, Frankliniella occidentalis, Thrips palmi,
etc (Garcia de Ledn y Mier, 2010). Diversos estudios han demostrado la efectividad de M.
anisopliae en el control de artropodos vectores de enfermedades de importancia médica
como malaria (Scholte et al. 2006), dengue (Reyes-Villanueva et al. 2011; Garza-Hernandez
et al. 2013), enfermedad de Chagas (Vazquez-Martinez et al. 2009) y para controlar
poblaciones de garrapatas que infestan el ganado (Alonso-Diaz et al. 2007; Ferndndez-Salas
et al. 2016). Ademas, algunas especies del género Metarhizium han sido evaluadas solas o

en combinaciéon con dosis subletales de formulaciones quimicas comerciales contra
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cucarachas (Pachamuthu y Kamble, 2000), termitas (Ravindran et al. 2015) y moscas
domésticas (Sharififard et al. 2011).

El CNRCB (Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico) cuenta con una coleccién de
hongos entomopatdgenos (CHE) con aproximadamente 200 aislados caracterizados como
Metarhizium sp., con la finalidad de fomentar y mantener una coleccién de referencia para la
generacion de investigacion cientifica y tecnoldgica a través de SENASICA.

Actualmente, existen numerosos productos cuyo ingrediente activo es Metarhizium spp.
(Meta-Sin, Bio-Blast, Fitosan M) y aproximadamente 68 compafias producen masivamente
cerca de 14 diferentes especies de hongos entomopatégenos (principalmente B. bassiana y
M. anisopliae) para formulaciones de bioplaguicidas (Garcia de Leén y Mier, 2010).

Los bioplaguicidas son productos biol6gicos basados en insectos entomoéfagos, hongos
(entomopatdgenos), bacterias, nematodos y virus, usados para el control biolégico en
agrocultivos. Mas especificamente, los micoinsecticidas son productos formulados con
propégulos vivos de hongos entomopatégenos con la adicion de un ingrediente inerte, una
sustancia o adyuvantes que facilita su manejo, aplicacion y efectividad (Garcia de Leo6n y
Mier, 2010). Existen diferentes tipos de formulaciones, como: polvo soluble, polvo
humectable, granulados solubles y suspensiones acuosas. El método de aplicacion,
formulacién y factores bibticos y abioticos del ambiente juegan un papel importante en la
distribucion espacial y persistencia de los propagulos flungicos.

Un gran nimero de micoinsecticidas y micoacaricidas han sido desarrollados a nivel mundial
desde 1960. B. bassiana, M. anisopliae, Isaria fumosorosea y B. brogniartii son las especies
mas utilizadas como ingrediente activo en 171 productos comerciales, de los cuales 47 son
basados en Metarhizium y se encuentran disponibles. La aplicacion de bioplaguicidas tiene

un mayor alcance, magnitud y cobertura cuando se realizan campafas fitosanitarias
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conjuntamente realizadas por SAGARPA, el Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), a través de la Direccion General de Sanidad Vegetal
(DGSV) y los gobiernos de cada estado.

Debido a los efectos negativos que muchos insecticidas quimicos han presentado, es vital
realizar diversas pruebas para otorgar el registro de un bioplaguicida antes de su liberacion
en el ambiente (Toriello, 2003). Diversos paises y organizaciones internacionales, como la
Organizacén Internacional de Control Biolégico (IOCB), la Agencia de Proteccion Ambiental
de EUA, entre otras, han promovido y desarrollado procedimientos para el registro de
agentes microbianos usados como plaguicidas.

Siegel (1997) inicid basado en la propuesta realizada en 1981 por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para el registro de bioinsecticidas, considerando los siguientes aspectos y
pruebas: analisis del producto, residuos, toxicologia efectos en organismos que no son el
objetivo, destino, eficiencia y funcionalidad en el ambiente. En México, las instituciones que
regulan los requerimientos, especificaciones y procedimientos para la importacion y
distribucion de organismos utilizados en el control biolégico son: SAGARPA, SENASICA y la
DGSV. Actualmente, se cuenta con una regulacion para el registro de bioplaguicidas
regulada por la Secretaria de Salud, SAGARPA y la Secretaria de Comercio a través de la
Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en la cual es
requerida informacion como: identidad y composicién del agente microbiano (nombre
cientifico, ingredientes inertes), propiedades fisicoquimicas (color, pH), propiedades
biolégicas, informacién toxicologica (toxicidad dérmica y oral), ecotoxicoldgia (efectos en flora
y fauna terrestre y acuética), estudios de estabilidad (viabilidad del producto) (COFEPRIS,
2005). Diversas pruebas de bioseguridad concernientes a caracteristicas toxicolégicas,

impacto al ambiente de este género y otros agentes microbianos se han realizado en México
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(Lépez-Martinez et al. 1978; Mier et al. 1989; 1994; 2005; Toriello et al. 1986, 2006, 2009;
Brunner-Mendoza et al. 2017b).

Algunas cepas de Metarhizium nativas del pais usadas en el control biolégico han sido
evaluadas para brindar informacion concerniente acerca de los riesgos a la salud. Aunque
son escasos los estudios, se ha determinado ya la dosis letal media (DL50) en mamiferos
(Toriello et al. 1999a), la patogenicidad y toxicidad de M. anisopliae var. anisopliae (ahora M.
anisopliae) en un modelo murino (Toriello et al. 2006) y la evaluacion de la exposicién
géastrica aguda con un micoinsecticida basado en M. anisopliae var. acridum (ahora M.
acridum) (Toriello et al. 2009). Hasta ahora todos estos estudios han mostrado el bajo riesgo
de cepas de Metarhizium en mamiferos, y aunque se ha sugerido potencial alergénico de
estas especies no se han reportado casos en personal que aplica o produce este hongo
(Zimmermann, 2007). Existen pocos reportes que atribuyen a este hongo como causante de
enfermedades en humanos, como el caso de un paciente masculino de 18 afios de edad de
Colombia con una queratitis provocada por este hongo (De Garcia et al. 1997) y un paciente
masculino de 76 afios de edad de Japdn con un tratamiento sistémico esteroideo debido a
artritis reumatoide crénica (Eguchi et al. 2015). Una posible infeccion diseminada en un nifio
de 9 afios de edad con 5 afios de leucemia linfoblastica aguda de células preB (Burgner et al.
1998) y dos casos de sinusitis, uno en un paciente masculino de 36 afios de edad y otro en
un paciente femenino de 79 afos de edad, aparentemente inmunocompetentes (Revankar et
al. 1999). En méas de un siglo muy pocos casos relacionados a este género han sido

reportados, lo que apoya el bajo riesgo a la salud humana que representa Metarhizium spp.
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Aislados

Se utilizaron un total de 43 aislados polisporicos caracterizados inicialmente como M.
anisopliae con base en su morfologia, obtenidos de diferentes insectos hospederos,
provenientes de diferentes colecciones, entre ellas la del Centro Nacional de Referencia de
Control Biologico (CNRCB), Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA) y del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la Universidad
Autonoma de Morelos (Tabla 1). Ademas, se usaron cepas de referencia del género
Metarhizium pertenecientes a las colecciones de la “Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organization” (CSIRO) de Australia, y a la “Agricultural Research Service of
Entomopathogenic Fungi” (ARSEF), United States Department of Agriculture (USDA)” de
Estados Unidos (Tabla 2). Los nombres de las especies del género Metarhizium
corresponden a aquellos del trabajo de Kepler et al. (2014) y seran los utilizados en todo el

trabajo.
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Tabla 1. Aislados de Metarhizium de México

CODIGO UNAM %?\:;'g: i dg:i‘i’:zjd?igﬁo HOSPEDERO HABITAT ORIGEN
EH-467/6 MaZC3A M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar Veracruz
EH-468/1 MaGBA M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de aztcar Veracruz
EH-469/6 MaGB3A M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar Veracruz
EH-470/6 MaGB4 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de aztcar Veracruz
EH-472/6 MaNP1 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar San Luis Potosi
EH-473/4 MaNL18 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azucar San Luis Potosi
EH-474/6 MaNL2 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar San Luis Potosi
EH-476/3 MaNM2 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafa de aztcar San Luis Potosi
EH-477/5 MaOPS1 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azucar Oaxaca
EH-478/1 MaOPS2 M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafa de azicar Oaxaca
EH-479/2 MaMV M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azucar Veracruz
EH-480/8 MazpP M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azicar Veracruz
EH-794/2 Mal03 M. anisopliae Suelo Campo experimental Morelos
EH-795/1 Mal04M1 M. anisopliae Lepidoptera Suelo Morelos
EH-796/1 Mal06M1 M. anisopliae Lepidoptera Suelo Morelos
EH-797/1 Mal07M1 M. anisopliae Lepidoptera Suelo Morelos
EH-798/3 Ma108 M. anisopliae Suelo D Morelos
EH-799/2 Mal09M2 M. anisopliae Lepidoptera Suelo Morelos
EH-801/3 Malll M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Morelos
EH-802/1 Mali4 M. anisopliae Coleoptera D Morelos
EH-804/3 Ma246 M. anisopliae D D D
EH-805/1 379 M. anisopliae Hemiptera D Colima

EH-807 HPI1-003 M. anisopliae D D D
EH-809/2 HPI1-031 M. anisopliae D D Morelos
EH-811/2 HPI1-019/4 M. anisopliae Coleoptera D Morelos
EH-849/3 Ma01 M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de caiia de azucar Colima
EH-850/2 Ma02 M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de caiia de azacar Colima
EH-851/1 Ma03 M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de maiz Colima
EH-852/4 Ma04M2 M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de maiz Colima
EH-853/3 Ma05 M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de soya Tamaulipas
EH-857/3 Ma73 M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco
EH-860/3 Ma76M3 M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco
EH-861/3 Ma77 M. anisopliae Coleoptera Suelo Colima
EH-862/3 Ma78M3 M. anisopliae Coleoptera Suelo Jalisco
EH-863/1 Ma79 M. anisopliae Coleoptera Suelo Jalisco
EH-865/5 Ma81 M. anisopliae Coleoptera Suelo Jalisco
EH-866/5 Ma82 M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco
EH-867/6 Ma83 M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco
EH-868/2 Ma85M2 M. anisopliae Coleoptera D Guanajuato
EH-869/1 Ma91 M. anisopliae Coleoptera Suelo Nayarit
EH-870/4 Ma95M4 M. anisopliae Coleoptera D Michoacan
EH-871/1 Ma96 M. anisopliae Coleoptera D Jalisco
EH-873/1 Mall7M1 M. anisopliae Hemiptera D D
EH-874/1 Ma377 M. anisopliae Hemiptera D Oaxaca

D=Desconocido; Suelo (obtenido con G. mellonella).
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Tabla 2. Cepas de referencia del género Metarhizium

ESPECIE

M. acridum
M. acridum
M. album
M. anisopliae
M. anisopliae
M. flavoviride
M. novazealandicum®
M. f. var. pemphigum
M. flavoviride Tipo E
M. lepidiotae®
M. majus®

M. minus®

CODIGO ARSEF*
CcODIGO CSIRO**

FI-985**
FI-987+*
1941
7450¢
FI-1029+*
1184+
FI-698**
FI-72%
2048
FI-147%

1914¢

2037*

HOSPEDERO

Austracis guttulosa (Orthoptera)
Ornithacris cavroisi (Orthoptera)
Nephotettix virescens (Homopter a)
Heteronyx piceus (Coleoptera)
Schistocerca gregaria (Orthoptera)
Otiorhynchus sulcatus (Coleopter a)
Lepidoptera
Pemphigus treherni (Homoptera)
Homoptera
Lepidiota consobrina (Coleoptera)
Oryctesrhinoceros (Coleoptera)

Niliparvata lugens (Homopter a)

ORIGEN

Australia
Nigeria
Filipinas
Australia
Eritrea
Francia
Nueva Zelanda
Inglaterra
Brasil
Australia
Filipinas

Filipinas

*ARSEF= Agricultural Research Service of Entomopathogenic fungi, EEUU
*CSIRO= Commonwealth Scientific and Industrial research Organization, Australia

Los nombres de las especies de Metarhizium corresponden a los asignados de acuerdo a la “USDA-ARS
Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures ARSEF”, del catdlogo de cepas recopiladas el 16 de Enero de

2014, excepto FI-72.

A Nombre de acuerdo a Kepler et al. (2014).
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Obtencidon de aislados monospaoricos

Para establecer una coleccion confiable que garantizara la autenticidad y pureza de
cada aislado utilizado y para contar con una poblacion genéticamente homogénea, se
realizaron cultivos monospdricos de los 43 aislados Metarhizium de México y de las
cepas de referencia M. robertsii (ARSEF 2575) y M. pinghaense (ARSEF 7929),
usando la metodologia descrita por Goettel e Inglis (1997), obteniendo una colonia de
un solo conidio (Fig. 5). Fue considerado un solo aislado monospoérico de cada
polispdrico. Este fue seleccionado con base en su similitud al aislado polispérico original
en cuanto a caracteristicas principales, como dimensiones de los conidios y morfologia
de la colonia. La metodologia fue realizada de la siguiente manera: Se obtuvo una
suspension de cada aislado cultivado en agar papa dextrosa (APD: 300 g/L papa
blanca, 20 g/L dextrosa; Drogueria Cosmopolita, México-, 15 g/L agar; Bioxon) a 28° C
durante 8 dias, usando Tween 20 al 0.5 % como surfactante. Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas y se ajusté la suspensién conidial a 1 x 10* conidios/mL.
Se depositaron 20 uL de la suspensién por cada caja Petri con agar agua (15 g/L agar
Bioxon), esparciendo con una espatula de vidrio. Usando un microscopio (Olympus) con
el objetivo 40 X se examind toda el area de la caja. Para delimitar el area a escindir, se
cerr6 el diafragma del microscopio hasta observar un haz de luz que delimitara el area
aproximada donde se encontraba un Unico conidio (2 mm? aprox.). Con un bisturi se
trazo el area y se verific6 nuevamente que solo se encontrara un conidio, todo lo
anterior bajo condiciones de esterilidad. La fraccion de agar delimitada fue colocada en
una caja Petri con APD y se incubd a 28° C. Se realiz6 una revision diaria de los

cultivos monospdricos para constatar la aparicién de una colonia a partir del conidio.
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Fig. 5. A) Diagrama de la obtencién del in6culo ajustado a una concentracion de 1x10* conidios/mL B)
Diagrama de la obtencidon de monosporicos.
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Caracterizacion fenotipica

Macromorfologia

Los aislados monosporicos de Metarhizium se sembraron en cajas Petri (100 x 15 mm)
con medio Sabouraud con extracto de levadura SDYA [ peptona de soya 1 % (Bioxon,
México), glucosa 4 % (Drogueria Cosmopolita), extracto de levadura 1 % (Universal
Flavors; México), agar 1 %( Bioxon)] y medio APD (Anexo 1), se incubaron a 28 °C
durante cinco dias. Se determinaron las caracteristicas morfolégicas coloniales de cada
cultivo como: color del anverso y reverso de la colonia, aspecto (liso, rugoso, polvoso),
consistencia (dura, blanda, mucoide), superficie (plana, convexa, umbonada), ademas
se determino la tasa de crecimiento radial (diametro de la colonia entre el tiempo). Para
la determinacién de la tasa de crecimiento, se colocé un circulo de papel filtro estéril de
6 mm de diametro en el centro de la caja Petri con medio SDYA y APD y se agregaron
2 pL de la suspensién conidial (2 x 10° conidios/mL) (Fig. 6). Se utilizaron cinco cajas
de cada medio por aislado y se incubaron a 28° C. El crecimiento fue medido
diariamente considerando dos diametros perpendiculares de las colonias, determinando

el crecimiento radial por el promedio de los didmetros menos el diametro del papel filtro.
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Fig. 6. Diagrama de experimentos para evaluacion de la tasa de crecimiento y periédo de incubacion de

aislados monosporicos de Metarhizium de México.
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El analisis de los promedios del crecimiento radial se realiz6 a los 17 dias de
incubacion. Para la determinacion de la variacion en el crecimiento se llevé a cabo un
andlisis de varianza (ANOVA) con los datos obtenidos a un nivel de significancia de a =
0.05. En casos donde se encontraron diferencias significativas se aplicd la prueba de
comparacion mdultiple de medias de Tukey HSD. Todos los analisis estadisticos se

llevaron a cabo con el programa estadistico SPSS version 12.0.

Micromorfologia

Las caracteristicas micromorfolégicas de los aislados estudiados se analizaron
mediante la técnica de microcultivo (Ridell, 1950). Se cortaron asépticamente bloques
de 1 cm? de APD, cada bloque fue colocado sobre un portaobjetos estéril, inoculando
las cuatro aristas superiores con cada aislado estudiado. Se colocé un cubreobjetos
estéril sobre el bloque de APD y se incubd dentro de una caja de Petri a 28° C durante
7 dias. Para evitar la deshidratacion del agar durante la incubacion, se agregaron 3 mL
de agua estéril dentro de las cajas Petri. Al concluir el periodo de incubacién se separé
con pinzas estériles el cubreobjetos del bloqgue de APD colocandolo sobre un
portaobjetos con una gota de azul de algodén (Anexo 2) y se observé al microscopio,
tomando en cuenta, las caracteristicas morfolégicas de los conidios (tamafio, color y
forma), midiendo con un micrometro ocular calibrado (Olympus), el largo y ancho de 30
conidios de cada aislado de Metarhizium (Fig. 7). Los datos obtenidos fueron sometidos
a un analisis de varianza (ANOVA, a = 0.05) para detectar diferencias significativas
entre los aislados. Las imagenes de los conidios fueron registrados con una camara

digital (Infinityl Cam, EUA).
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Fig. 7. Diagrama de la obtencion de microcultivos de los aislados de Metarhizium.

Termotolerancia

Para la evaluacion de los aislados a bajas temperaturas (8 y 15 °C), temperatura 6ptima

(28 °C) y altas temperaturas (35 °C), se evaluo el crecimiento fungico mediante

espectrofotometria en una placa de 96 pozos. Se depositd en cada pozo 100 pL de

APD (DIFCO, US), posteriormente cada pozo fue inoculado con 3 pL de una

suspension conidial (10° aprox.) en 0.01 % Triton X-100. El control negativo fue

inoculado con 3 | de agua destilada estéril.

El crecimiento fue considerado positivo a una absorbancia de 630 nm (Agz) >0.25

después de 14 dias para las temperaturas de 8 y 15° C y de 5 dias para las

temperaturas de 28° y 35° C. Todos los ensayos se realizaron con una n = 8.
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Bioensayos

Para evaluar la virulencia de los aislados utilizados en este estudio se usaron larvas de
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) (Massasauga Imports, ON, Canadd). Se
aplicaron 10 pL de suspensién conidial (10° conidios/mL) (10° conidios por larva) en la
superficie del insecto. Los insectos fueron depositados individualmente en cajas Petri
de 100 mm de diametro con papel filtro impregnado con 400 pL de agua destilada
estéril. Estos fueron incubados a 25° C con fotoperiodos de 12/12 h luz/oscuridad y
revisados diariamente para evaluar la mortalidad. Se utilizaron 10 insectos para cada
aislado y 10 insectos como testigos negativos a los cuales solo se les aplicaron 10 pL
de agua destilada estéril (Fig. 8). La mortalidad fue registrada diariamente y los valores
correspondientes al Tiempo Letal Medio (TL50) fueron calculados con un andlisis Probit

(PoloPlus 1.0).

Fig. 8. Procedimiento para la evaluacion de virulencia de los aislados de Metarhizium de
México. (A) Testigo negativo (B) Indculo (1x10° conidios/mL) (C) Deposicién individual de
larvas en cajas de Petri (D) Incubacion a 28 °C y observacion diaria de la mortalidad de las

larvas.
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Asociacién con raices de plantas

Para la evaluacion de parametro se utilizaron semillas de Phaseolus vulgaris. Para
prevenir cualquier crecimiento fingico o bacteriano ajeno a los aislados utilizados en el
experimento, las semillas fueron sumergidas en agua destilada estéril por 15 min en un
matraz de 1000 mL, posteriormente se sumergieron tres veces en hipoclorito de sodio
al 5 % por 2 min. Después de cada lavado con hipoclorito de sodio las semillas fueron
enjuagadas con agua destilada estéril. Como lavado final se sumergieron en etanol al
70 % por 1 min y enjuagadas 3 veces con agua destilada estéril para remover todo el
etanol, y luego conservadas a 4° C para sincronizar su crecimiento.

Las semillas estériles fueron plantadas en sustrato estéril de vermiculita (Schultz Potting
Mixture, Brantford, ON, Canada, esterilizada tres veces por autoclave a 121 °C por 1 h)
y conservada a 25 °C con un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad para su germinacion.
Para esta prueba, dos recipientes (cada uno con un volumen de 459 mL y previamente
esterilizados por 20 min bajo luz UV) fueron utilizados para cada aislado. Ochenta
gramos de vermiculita fueron depositados en los recipientes con cinco circulos (1 cm?)
de colonias de los aislados de México con 14 dias de crecimiento. Posteriormente, una
capa de tierra estéril fue agregada cubriendo los circulos y transplantando cada plantula
de siete dias de crecimiento. Los testigos negativos contenian Unicamente circulos de
agar sin conidios y como testigo positivo se utilizé el aislado M. robertsii ARSEF2575,
ya que en trabajos previos (Behie y Bidochka 2013) ha mostrado asociaciones endofitas
con diversas especies de plantas en condiciones de laboratorio y en campo. Cada

aislado y el testigo positivo y negativo fueron ensayados por duplicado. Se sembraron
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muestras de tierra estéril en APD para monitorear cualquier contaminacion fangica
antes y después de los experimentos.

Las plantas fueron monitoreadas regularmente y regadas con agua destilada estéril
diariamente.

Las raices de las plantas fueron extraidas a los 7 y 14 dias posteriores a la inoculacion.
La tierra fue removida y enjuagada de las raices de las plantas hasta remover el exceso
de tierra (aproximadamente 3 lavados en 100 mL de agua destilada estéril. Las raices
de cada planta fueron cortadas, pesadas y depositadas individualmente en tubos
Falcon de 50 mL con 2.5 mL de agua destilada estéril y homogenizadas con un rotor
(Greiner Scientific, EUA ). Se inocularon por duplicado cajas Petri con medio selectivo
Agar dextrosa peptona levadura (ADPL 2 g/L extracto de levadura, 10 g/L peptona, 20 g/L
dextrosa, 15 g/L agar, 0.5 g/L cyclohexamida, 0.2 g/L cloranfenicol, 0.3 g/L al 98 % de
pureza de dodina y 0.01 g/L de cristales violeta), inoculando 100, 200 y 400 mL de la raiz
homogeneizada en las cajas Petri y se incubaron a 28 °C en oscuridad por 14 dias. Los
cultivos fueron revisados diariamente para realizar el registro de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias), las colonias fueron cuantificadas con base en las caracteristicas
morfoldgicas coloniales de Metarhizium (micelio blanco y conidios verde olivo) tras 7 y 14
dias de incubacion a 28 °C en oscuridad. La asociacion con las raices se considero
positiva cuando las UFC > 50. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado (Fig. 9).
Como prueba estadistica se realiz6 una T de Student para determinar las diferencias

significativas entre las UFCs al dia 7 y 14 con el programa StatPlus v12.0.
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Fig. 9. Procedimiento para la evaluacion de la asociacion con raices de plantas de los aislados de
Metarhizium de México. A) Plantulas de P. vulgaris a los siete dias de crecimiento en vermiculita; B)
Inoculacién de las cepas de Metarhizium en tierra estéril; C) Siembra de plantulas de siete dias D)
Crecimiento de plantulas en el invernadero E) Homogenizador F) Medio de cultivo selectivo para

Metarhizium.

Extraccion del ADN

Los aislados fueron mantenidos en APD y depositados en oscuridad a 4 °C. El ADN
genomico se extrajo cultivando conidios de cada aislado en matraces de 125 mL con 50
mL de volumen con medio liquido de Levadura Peptona Glucosa (LPG 0.2 % extracto
de levadura, 1 % peptona, 2 % de glucosa). Los matraces fueron agitdos a 200 rpm a
27 °C por 3-4 dias. La masa miceliar fue colectada por filtracion con una bomba de

vacio con papel filtro P8 (Fisherbrand) y lavado con agua destilada estéril.
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Aproximadamente 2 g del micelio fue congelado con nitrégeno liquido y triturado hasta
obtener un polvo fino usando un mortero y pistilo de porcelana. EI ADN gendémico se
extrajo usando el kit ADNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acuerdo a las condiciones

descritas por el fabricante.

Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion y determinacion del cociente de pureza del ADN gendmico se
utilizé un espectrofotometro DeNovix™ (Biotek, EUA), usando 2 pL siguiendo las
indicaciones descritas por el fabricante. La cuantificacion ademas fue corroborada
contra un estandar de fago A (Gibco BRL, EUA) por electroforesis en gel de agarosa al
0.8 % tefnidos con bromuro de etidio. Posteriormente, el ADN de cada uno de los
aislados de Metarhizium fueron diluidos para la obtencion de una concentracion final de

ADN de 10-50 ng/pL.

Genotipificacion por RAPD-PCR

Se utilizd el oligonucleétido universal derivado de regiones intergénicas T3B (5'-
AGGTCGCGGGTTCGAATCC) (De Oliveira et al. 2012; Thanos et al. 1996), empleando
las condiciones de PCR descritas por Thanos et al. (1996) en un volumen final de
reaccion de 25 pL, usando amortiguador de PCR 1X, MgCl, a 2.5 mM, dNTPs a 200
MM (Applied Biosystems Inc, EUA), 10 pmoles/puL de cada oligonucleétido, 10 ng de

ADN gendmico y 1 U de Tag polimerasa (Applied Biosystems). Se usO un testigo
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negativo con todo lo anteriormente descrito con excepcién de ADN gendmico. La
amplificacion se realizé en un termociclador Esco swift® Maxi™ Thermal Cycler Block
(Esco Healthcare, Singapur) usando el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95
°C durante 1 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95° C durante 30 s, alineamiento a 54
°C durante 30 s, extension a 72 °C durante 1 min y una extension final a 72° C durante 10
min.

Los patrones de bandas fueron analizados transformando los datos a una matriz de
presencia/ausencia. El grado de similitud entre aislados fue evaluado mediante el
coeficiente de Jaccard y el dendrograma fue generado con UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean). La reproducibilidad de los patrones generados se
garantiz6 por réplicas independientes usando un rango de concentraciones de ADN.
Los perfiles de bandas fueron correlacionados con los datos proporcionados por las

secuencias ITS.

Amplificacion por PCR

Subtilisina Pr1

Para la amplificacion del gen que codifica para Prl se utilizaron los oligonucleétidos
disefiados de la secuencia de Pr1 cADN METPR1: 5°"CAC TCT TCT CCC AGC CGT TC;
METPR2: 5AGG TAG GCA GCC AGA CCG GC; METPR4: 5 GTA GCT CAACTT CTG
CAC TC; METPR5: 5’TGC CAC TAT TGG CCG GCG CG (St. Leger et al. 1992).

La amplificacion del fragmento del gen Prl fue realizado por PCR anidada. Para la
primera PCR se utilizaron los oligonuclettidos externos (METPR1 y METPR4). La

segunda PCR utiliz6 5 pL del producto de PCR de la primera y los oligonucledtidos

52



(METPR2 y METPR5). La PCR fue realizada en un termociclador BioRad usando el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94° C durante 4 min, 37 ciclos de
desnaturalizaciéon a 94° C durante 1 min, alineamiento a 58° C durante 1 min, extension a
72° C durante 2 min y una extension final a 72° C durante 6 min. El volumen de la reaccién
fue de 25 L, el cual consistia de: 10 mMol Tris-HCL pH 8.8, 50 mMol KCI, 1.5 mMol
MgCl,, 0.1 % Triton X-100, 50 ng de cada oligonucle6tido, 200 yMol de cada dNTP
(dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0.4 unidades de ADN polimerasa y 1 yL de ADN. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis en agar al 1.5 % en buffer TBE

al 0.5 % (Anexo 3) con bromuro de etidio.
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Espaciador Interno Transcrito ITS1 e ITS2

Para la amplificacion de las regiones ITS1 e ITS2 se utilizaron los oligonucleétidos

TW81

(5-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3") y AB28 (5'-

ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3") (Sigma) que amplifican un fragmento de 601 pb

(Fig. 10), previamente probados por Curran et al. (1994), y Driver et al. (2000).

ETS 5’ ETS 3’ IG5

18S 285

5.85
ITs1 Is2

Fig. 10. Esquema de la region correspondiente al rARN. El rARN es un elemento fundamental en
el mecanismo de la traduccién, ya que esta clase de ARN son elementos constitutivos y
conformacionales de los ribosomas. Todas las células eucariontes contienen rARN 28S, 18S,
5.8S y 5S. El transcrito primario en eucariontes tiene una longitud aproximada de 13 kb. Esta
constituido por una regién 5" que se identifica como espaciador transcrito externo (ETS5’,
representado por una linea negra) y se encuentra junto a la regién genémica que codifica para el
rARN 18S (rectangulo rojo); inmediato a éste, se encuentra el sitio denominado espaciador
transcrito interno 1 (ITS1, representado por una linea negra); la regién correspondiente al 5.8S
(rectangulo rojo), seguido del ITS2, el sitio de la region del rARN 28S (rectangulo rojo) y una
region ETS3"; por ultimo, esta la region IGS, intergenic region, es una regién de la secuencia de
ADN localizada entre genes, siendo un subconjunto de ADN no codificante, que ocasionalmente
actian como control de genes cercanos (Jiménez y Merchant, 2003). Los oligonucleétidos ITS1F

e ITS4R son aquellos reportados por Driver et al. (2000).
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Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo reportado por Curran et
al. (1994) en un volumen final de reaccién de 25 pL. Se emplearon: amortiguador de
PCR 1X, 2.5 mM de MgCl,, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA),
100 pmol/pL de cada oligonucledtido AB28 y TW81, 10 ng de ADN genémicoy 1 U Taq
polimerasa (Applied Biosystems). La amplificacion se realiz6 en un termociclador
iCycler™ (Bio-Rad, Hercules, CA) con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, alineamiento a
58 °C durante 30 s, extension a 68 °C durante 30 s y una extension final a 68 °C durante 2
min. Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5 % con GelRed, en amortiguador TBE 0.5 X (45 mM Tris-Base, 45 mM acido

bérico, 1 mM EDTA) (Curran et al. 1994).
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Factor de Elongacion TEF

Para la amplificacion y secuenciacion de la region 5°-TEF (Fig. 11) los oligonucleotidos
utiizados  fueron: EF1T  (5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC) y EF2T  (5-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT) (Rehner y Buckley 2005). Se utilizé un volumen final

de reaccion de 25 p L, con amortiguador de PCR 1X, MgCl, a 1.5 mM, dNTPs a 200 ¢
M (Applied Biosystems Inc, EUA), 50 ¢ M/ u L de cada oligonucle6tido, 20 ng de ADN

gendémico y 1 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems). Ademas, se incluy6 un testigo

negativo con todo lo anteriormente descrito excepto por ADN gendémico.

PROTEINA EF-1a
heoreica IR seremacana T

PROTEINA FAMILIA DE
HIPOTETICA PROTEINAS DEL

CITOCROMO P450
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E
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Fig.11. Esquema de la regidon que codifica para TEF de M. anisopliae (ARSEF 23). Este factor
(TEF), es una proteina ubicua, altamente conservada involucrada en la traduccion. La funcion
principal de la subunidad o y By es mediar la entrada del aminoacil tARN al sitio libre del
ribosoma. Una Unica copia del TEF usualmente esta presente en el genoma de hongos,
excluyendo algunos hongos que presentan un gen parecido a TEF (James et al. 2006). ElI TEF en
M. anisopliae tiene una longitud de 1,927 pb, presentando cuatro exones (rectangulos rojos: E1,
E2, E3 y E4) y tres intrones (lineas negras). En las regiones adyacentes se encuentran proteinas
hipotéticas y el gen que codifica para un transportador de tetraciclina (flechas azules)(GenBank,
2014). Los oligonucledtidos EFF y EFR utilizados para la amplificacion de este fragmento por

PCR en el género Metarhizium son los reportados por Bischoff et al. (2006).
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La amplificacién se realiz6 en un termociclador BioRad T100 usando el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial a 94° C durante 2 min, 36 ciclos de desnaturalizacion a
94° C durante 1 min, alineamiento a 66° C durante 30 s disminuyendo 1 °C en cada ciclo
hasta llegar a 58 °C, extension a 72° C durante 1 min y una extension final a 72° C durante
10 min. La amplificacion se realiz6 por la técnica de disminucion gradual de temperatura

de alinemaiento “Touchdown PCR” (Don et al. 1991), en un termociclador BioRad T100.

Regiones Intergénicas IGS

La amplificacion de las regiones intergénicas (IGS) de los aislados de M. anisopliae de
México se realizo con los oligonucleétidos MzIGS3_1F
(5"CGTGGCTCCTGACCATGGTTGC) y MzIGS3 4R
(5"GCGGGGGAGCCGACTTGGA) siguiendo las condiciones de PCR descritas por
Rehner y Kepler (2013) en un volumen final de reaccion de 25 uL, usando amortiguador
de PCR 1X, MgCl, a 1.5 mM, dNTPs a 200 uM (Applied Biosystems ), 100 pmoles/pL
del oligonucledtido, 10 ng de ADN gendémico y 1 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems). Ademas, se incluy6 un testigo negativo con todo lo anteriormente descrito
excepto ADN gendmico. La amplificacion se realizé en un termociclador BioRad usando
el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento a 61 °C durante 30 s, extension a 72
°C durante 80 s y una extension final a 72 °C durante 15 s. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % con GelRed
(10 pg/mL) en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base a 45 mM, &cido borico a 45 mM,

EDTA a 1 mM).
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Para la amplificacion de las regiones ITS, IGS y TEF fue necesario estandarizar
algunos parametros realizando curvas para determinar la concentracion 6ptima de ADN
(5, 10, 20, 30 ng/uL), oligonucledtidos (25, 50 100, 200 y 300 pM) y MgCl, (1.0, 1.5, 2.0
y 2.5 mM). Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % con GelRed (10 pg/mL) en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base 45 mM,
acido bérico 45 mM, EDTA 1 mM). Aquellos productos de PCR que presentaron una
banda del tamafio molecular esperado (EF1a = 600; ITS = 600; IGS = 1200 pb) y sin
presencia de bandas inespecificas fueron enviados a secuenciar en ambos sentidos a

High Throughput Genomic Center, Seattle, Washington.

Analisis de polimorfismos por RFLP

Para evaluar los polimorfismos dentro de los aislados de este estudio se utilizaron los
productos de PCR de Prl y de TEF. Para los amplicones de Prl se adicioné la
endonucleasa Rsal, previamente utilizada para identificar asociacion en la rizosfera de
plantas y especies de Metarhizium (Wyrebek et al. 2011), mientras que para los productos
de PCR de TEF se adicionaron las endonucleasas Msel y Xhol, elegidas debido a sus
polimorfismos que han sido Utiles para identificar especies dentro del complejo M.
anisopliae. La digestion se realiz6 utilizando 5 L de producto de PCR de Pr1, 5 unidades
de enzima Rsal (0.5 pL), 1 pL de buffer 10 X y 13.5 uL de agua libre de nucleasas. Las
reacciones fueron incubadas a 37° C por 6 h. Tras la digestion los productos fueron
analizados por electroforesis en agarosa al 2 % en buffer TBE al 0.5 % con bromuro de

etidio.
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Analisis de datos moleculares

Se llevé a cabo una busqueda in silico en la base de datos de nucledtidos del
GenBank® con el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando las
secuencias ITS, IGS y TEF de los aislados de Metarhizium de México de diversos
hospederos y estados de la Republica. Se incluyeron al analisis las secuencias ITS
reportadas por Driver et al. (2000), las secuencias IGS reportadas por Rehner y Kepler
(2013) y las secuencias TEF reportadas por Bischoff et al. (2009) correspondientes a un
taxdn representativo de cada clado. Los electroferogramas se analizaron y las
secuencias se editaron con el programa Geneious R8.1.5. El alineamiento de las
secuencias se realiz6 con el programa MAFFT v7.017 (Katoh y Kuma, 2002). La
seleccion de modelos de sustitucion de nucledtidos se realiz6 con el programa
Jmodeltest con un criterio de Akaike (AIC), seleccionando un modelo de sustitucion
GTR con una tasa de variacion Gamma. La hipotesis filogenética se desarrollé por
Inferencia Bayesiana (IB) con MrBayes 3.2.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), con los
siguientes ajustes: una longitud de cadena = 1,100,000; frecuencia de submuestreo =
200; cadenas calientes = 4; temperatura de las cadenas = 0.2. Los filogramas
mostrados en este trabajo, son el arbol consenso con las longitudes de ramas de los
analisis bayesianos. Todas las construcciones filogenéticas fueron realizadas con el

programa Geneious 8.1.8.
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Aislados y obtencién de monosporicos

Se recopilaron 43 aislados de Metarhizium de distintas regiones de México, obtenidos
del CNRCB y de la UAEM a partir de diversos hospederos. Ademas, se realizaron
cultivos mondsporicos de todos los aislados de México y de los aislados de M. robertsii
(ARSEF 2575) y M. pinghaense (ARSEF 7929). Los cultivos monosporicos obtenidos
fueron conservados en glicerol al 10 % y fueron depositados en la Coleccién de Hongos
del Laboratorio de Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia de
la Facultad de Medicina, UNAM Yy registrados en la “World Federal Culture Collection”

como BMFM-UNAMS834 (Fig. 12) (Tabla 1y 2).

5 monospoéricos (APD) 28° C durante 7 dias Seleccion del cultivo
monosporico

 { 4

Conservacion de cultivos
monospdricos con glicerol al 10%

Fig.12. Diagrama de la obtencion de mondsporicos y conservacién en glicerol al 10%.
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Caracterizacién fenotipica

Macromorfologia

La mayoria de aislados monospéricos obtenidos presentaron las caracteristicas tipicas
de la especie: colonias con micelio blanco a blanco amarillento, simétricas, de aspecto
algodonoso, que al esporular presentaban tonalidades verde olivo, y que alcanzaron un
diametro de hasta 32 mm en SDYA y 29 mm en APD a los 10 dias a 28 ° C (Fig. 14)
(Anexo 4). Sin embargo, algunos aislados como: EH-795/1, EH-797/1, EH-802/1, entre
otros, mostraron una morfologia atipica (tonalidades anaranjadas a marrones, baja o

nula esporulacion, regiones sectorizadas, relieves, etc.) (Fig. 13).

Fig. 13. Aislados con morfologia atipica. 1 y 2= EH-795/1 en medio SDAY y APD respectivamente y 3 y
4= EH-804/3 en medio SDAY y APD respectivamente.
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1 EH467 2 EH467 3 EH468 4 EH468

EH470 EH470 EH473 EH473

Fig. 14. Aislados de Metahizium de México en medio SDAY (columna 1y 3) y APD (columna 2 y 4).
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Crecimiento radial

Los aislados monosporicos presentaron diferencias significativas en su tasa de
crecimiento (F = 402.551; g.l. 24, 100; p = 0.001) (Anexo 5), siendo el aislado EH-473/4
el que present6 el mayor crecimiento (4.35 mm/dia) y el aislado EH-800/1 el de menor

crecimiento (1.62 mm/dia) (Fig. 15).

Fig. 15. Tasa de crecimiento en SDAY a 28 °C de los aislados de Metarhizium de México. A) Aislado que
presentd la maxima tasa de crecimiento (EH-473/4) y B) Aislado con la minima tasa de crecimiento (EH-
800/1).
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Micromorfologia

Los hallazgos por microscopia mostraron la morfologia tipica descrita para M.
anisopliae para todos los aislados usados en este estudio (conidios basipetos y
catenulados con forma elipsoidal y cilindrica, conidi6éforos simples y ramificados de
longitud variable, hifas septadas, ramificadas y hialinas) (Fig. 16). No se evidenciaron
diferencias significativas (P > 0.05) entre los aislados de referencia de M. robertsii
(ARSEF 2575), M. pinghaense (ARSEF 7929) y los aislados de México en cuanto a las
dimensiones de los conidios, siendo éstas entre 7.0 a 82 x 254 a 27

um.

EH-467/6 EH-470/6 EH-473/4

ARSEF 7450 ARSEF 2575

Fig. 16. Micromorfologia de los aislados EH-467/6, EH-470/6, EH-473/4, M. anisopliae (ARSEF 7450), M.
robertsii (ARSEF 2575), M. pinghaense (ARSEF 7929).
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Termotolerancia

Los ensayos de los perfiles de termotolerancia de los aislados de México mostraron un
crecimiento optimo a 28 °C (Fig. 17, Anexo 6), siendo los aislados EH-798/3, EH-805/1,
EH-807, EH-811/2, EH-861/3; EH-866/5 y EH-867/6 los de mayor crecimiento. Ninguno
de los aislados sobrepaso el nivel de Agzp > 0.25 a 8 °C, sugiriendo que dentro de los
aislados estudiados ninguno presenta tolerancia a bajas temperaturas. A 35 °C la
mayoria de aislados crecieron de forma limitada, excepto los aislados EH-802/1, EH-
807, EH-861/3 y EH-874, los cuales no sobrepasaron el umbral de Agzo > 0.25 a esta
temperatura. El testigo negativo no mostré crecimiento de ningun tipo en todas las

temperaturas ensayadas (valores de Agzo = 0.00).

EH-467/6
EH-468/1
EH-470/6
EH-472/6
EH-473/4
EH-476/3

g
5
I
L

Fig. 17. Placa de 96 pozos con medio APD con 3 uL de una suspensién conidial (105 aprox.) de aislados
de Metarhizium de México al cuarto dia de crecimiento a 28 °C. T= Testigo negativo (APD con 3 uL de

agua destilada estéril).
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Bioensayos

Los bioensayos llevados a cabo utilizando G. mellonella mostraron diversos patrones de
virulencia entre los aislados (Figs. 18 y 19), con un promedio de 2.5 dias de TL50
(Anexo 6), siendo el aislado mas virulento el EH-809/2 (1.5 d £+ 1.40 — 1.68) y el EH-
478/1 (4.4 d £ 3.84 — 4.94) el menos virulento. Los testigos negativos no mostraron

signos de infeccion fungica o mortalidad durante el periodo del bioensayo.

Testigo negativo EH-473/4 EH-874/1

EH-849/3 EH-802/1

. o

Fig. 18. Larvas de G. mellonella infectadas con aislados de Metarhizium de México ocho dias después de

la infeccion.
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Bioensayo en G. mellonella

1200

Porcentaje de mortalidad

D@ D20 D3E D4 D5E D6 D78

Dias

D8

=#=CONTROL
=#=\1A108
===\A77
==MA81
==MA82
===\1A83
==MA9L
===MA96
==MA103
==MA73
==MA79
=e=EH467
==EH468
==EH470
===EH473
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===EH478
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==MA111
==MAL14
==HP|002
“==HPI003
===MA01
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““HPI031
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“+=MA246

Fig. 19. Ejemplo de los TL50 de algunos aislados de Metarhizium de México durante 8 dias (Porcentaje de mortalidad/dias).
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Asociacién con raices de plantas

Los resultados de la asociacién de los aislados estudiados con raices de P. vulgaris
mostraron diferencias estadisticamente significativas al dia 7 y 14 (p = 0.0007). El
testigo positivo (ARSEF 2575) mostré un promedio de 9.5 UFC/g de raiz al dia siete y
195 UFC/g de raiz al dia 14. La mayoria de los aislados (n = 21) mostraron > 50 UFC/g
de raiz al dia siete, mientras que al dia 14 solo dos aislados (EH-805/1 y EH-473/4)
mostraron incremento de UFC (Anexo 6). A pesar de esto, Metarhizium fue recuperado
de todas las cajas Petri inoculadas con raiz homogenizada en medio selectivo. No se

observé crecimiento fangico en los controles negativos.

Cuantificacion de ADN

Se obtuvo el ADN de 43 cultivos monospéricos de Metarhizium de México y 8 cepas de
referencia de diversas especies del género Metarhizium. La concentracion, calidad y
pureza fue determinada por electroforesis (Fig. 20) y por espectrofotometria. EI ADN
obtenido de los aislados tuvo una concentracion de 5-200 ng/uL y un cociente Azeo/Azso
(el cual proporciona una estimacién del grado de pureza), con valores de 1.6 a 2.0 en

los diversos aislados.

Fig. 20. Cuantificacién del ADN de aislados de Metarhizium de México. 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 GelRed.
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Genotipificacion por RAPD-PCR

La amplificacion usando el oligonucle6tido universal T3B se llevé a cabo utilizando el
ADN de los 43 aislados monospoéricos de Metarhizium de México y otras cepas de
referencia del mismo género (M. acridum FI-985, M. robertsii ARSEF 2575 y M.
pinghaense ARSEF 7929). Esta prueba mostré patrones de bandas desde 100 hasta
los 1400 pb (Fig. 21). El dendrograma derivado del andlisis de los perfiles de todos los
aislados con las condiciones usadas gener6 agrupaciones que no discriminaban entre
especies del género Metarhizium, por lo que este marcador no se consideré informativo

para la delimitacion de especies cercanas en este género (Fig. 22).
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Fig. 21. Geles con perfiles de bandas generados por RAPD-PCR de los aislados y cepas de referencia de Metarhizium utilizando el

oligonucledtido T3B. T = testigo negativo. M = escalera de peso molecular. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1.5 % a 60 V, 150

min, con SYBRSafe.
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Fig. 22. Dendrograma de los aislados de México y cepas de referencia de Metarhizium obtenido por UPGMA con el indice de Jaccard. PS =

aislado polispérico. MS = aislado monosporico.
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Amplificacion y secuenciacion

Se realizaron las estandarizaciones correspondientes para las diversas condiciones de
PCR, asi como para los programas de amplificacion para las regiones Prl, EFla, ITS e
IGS. La amplificacion por PCR de los fragmentos antes mencionados fue especifica,
obteniendo productos de PCR para ITS de 600 pb (Fig. 23 A), TEF de 900 pb (Fig. 23
B), Prl de 500 pb (Fig. 23 C) e IGS de 1100 pb (Fig. 23 D). Los productos de PCR se

ajustaron a 50-100 ng/uL en un volumen final de 20 uL para su secuenciacion.

EH-467/6
EH-468/1
EH-470/6
EH-473/4
EH-477/5
EH-478/1
EH-479/2
EH-480/8
EH-794/2
EH-798/3
EH-801/3
EH-802/1
EH-804/3
EH-809/2
EH-811/2
EH-849/3
EH-850/2
EH-851/1
EH-853/3

— T~ T T T AT T P ST ST D T T ST T D T~ -~

B

V'V N VY VN VYUY Y N N T VN DY Y N T N

C

D

Fig. 23. Amplificacion por PCR de las regiones (A) ITS, (B) TEF, (C) Prl, (D) IGS de los aislados de
Metarhizium de México. T = testigo negativo. M = Escalera de tamafio molecular de 100 pb. La

electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1.5 % a 60 V, 90 min, con GelRed.
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Analisis de polimorfismos

El analisis de RFLP de 5EF1a utilizando las enzimas de restriccion Msel y Xhol
exhibieron tres distintos perfiles de bandas en los aislados de México. El Perfil A con
100 y 500 pb; el perfil B con 300 y 500 pb y el perfil C con una unica banda de 600 pb
(Fig. 24b, Anexo 6). Estos resultados sugieren la presencia de tres grupos genéticos
distintos dentro de los aislados estudiados.

Por otra parte, los perfiles de bandas generados por Prl, utilizando la enzima Rsal,
también generaron tres diferentes perfiles con bandas desde 200 pb hasta 1 kbp (D, E 'y

F) (Fig. 24b, Anexo 6).

A B C D E F
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Fig. 24. a) Andlisis RFLP de la regién 5~ TEF con Msel y Xhol de 15 aislados b) Prl con Rsal de 8
aislados de Metarhizium de México. Patron A (M. anisopliae); B (M. robertsii y M. pinghaense); y C (M.

guizhouense); D (M. robertsii y M. pinghaense); E (M. anisopliae); y F (M. guizhouense). L = Escalera de
100 bp.
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Para elucidar la situacion filogenética de los aislados y distinguir los grupos genéticos
generados por RFLP, se compararon estos resultados con los analisis filogenéticos

generados utilizando las regiones ITS, IGS y TEF.

Analisis de datos moleculares

Todas las regiones de ADN utilizadas en este estudio tuvieron una amplificacién exitosa
presentando una unica banda para cada uno de los aislados. Se generaron un total de
282 secuencias (5" y 3°) de aislados de Metarhizium de México. Se utilizaron las
regiones ITS como una herramienta molecular diagnéstica para garantizar la identidad
de los aislados utilizados en este estudio, ya que éstos fueron inicialmente
caracterizados como M. anisopliae unicamente con base en su morfologia. Utilizando
las secuencias correspondientes a las regiones ITS1 e ITS2 se realizé una busqueda
en el GenBank utilizando el algoritmo BLAST. Todas las secuencias tuvieron una
similitud local de al menos 99 % (E value = 0) con cepas correspondientes al complejo
M. anisopliae depositadas en esta base de datos. El alineamiento de las secuencias ITS
fue de 599-620 posiciones alineadas. La hipoétesis filogenética se llevé a cabo con el
método de Inferencia Bayesiana (IB) incorporando 24 secuencias del GenBank
(nimeros de acceso: AF137063.1, AF135214.1, AF138267.1, AF138272.1,
AF138268.1, AF138269.1, AF138271.1, AF139854.1, AF138270.1, AF137065.1,
AF139855.1, AF137060.1, AF137061.1, AF139851.1, AF137062.1, AF137064.1,
AF135210.1, AF135212.1, AF135213.1, AF139852.1, AF139853.1, AF137067.1
AF139856.1; Beauveria bassiana utilizada como grupo externo), estas secuencias

fueron generadas por Driver et al. (2000). Ademas, se incluyeron al andlisis las
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secuencias ITS correspondientes a M. pinghaense (ARSEF 7929), M. robertsii (ARSEF
2575) y M. anisopliae (ARSEF 7450), las cuales fueron generadas en este trabajo.
Todos los taxones terminales identificados por Driver et al. (2000) fueron resueltos
como filogenéticamente distintos en este analisis, generando 8 distintos clados
monofiléticos. Todas las secuencias correspondientes a los aislados de México
formaron un clado monofilético con una pp = 1, con las secuencias identificadas
previamente como M. anisopliae, sin embargo, la relacion de M. robertsii y M.
pinghaense no fue resuelta, debido a la falta de sitios informativos en esta region como
ya se habia mencionado en trabajos previos como el de Driver et al. (2000), Bischoff et
al. (2009) y Kepler y Rehner (2013). Ninguna secuencia correspondiente a los aislados
de Mexico fue identificada como M. lepidiotae, M. acridum, M. flavoviride, M. minus, M.

novozealandicum, M. flavoviride Tipo E, ni M. album (Fig. 25).
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Al igual que las regiones ITS, las secuencias parciales de TEF correspondientes a los
aislados de Metarhizium de México, fueron sometidas a una busqueda en la base de
datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLAST. Todas las secuencias tuvieron una
identidad local de al menos 99 % (E value = 0) con cepas del complejo M. anisopliae
depositadas en esta base de datos. Para el andlisis filogenético se utilizaron 55
secuencias provenientes del GenBank correspondientes al analisis realizado por
Bischoff et al. (2009) (numeros de acceso DQ463978, DQ463988, DQ463994,
EU248844-95; M. frigidum como grupo externo).

El alineamiento de las secuencias EF1a generé 746-781 posiciones alineadas. Se
distinguieron once clados monofiléticos. Todas las secuencias correspondientes a los
aislados de México usados en este estudio formaron clados con una alta pp (0.97) con
secuencias correspondientes al clado PARB (M. pinghaense. M. anisopliae, M. robertsii,
M. brunneum) del complejo M. anisopliae definido por Bischoff et al. (2009). De los
aislados estudiados, 23 fueron agrupados con cepas de referencia correspondientes a
M. anisopliae con una pp de 0.97; 14 aislados con M. robertsii, con una pp de 1; 2
aislados con M. pinghaense con una pp de 1y 2 aislados con M. guizhouense con una
pp de 1. Ninguna secuencia correspondiente a los aislados de Mexico fue identificada
como M. brunneum, M. majus, M. lepidiotae, M. acridum, M. frigidum, ni como M.

flavoviride (Fig. 26).
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Fig. 26. Arbol consenso de mayoria inferido por IB de la region TEF de los aislados de México y cepas de
referencia. Los numeros arriba de las ramas representan las probabilidades posteriores. El grupo externo

es M. flavoviride.

79



Se analizé la asociacion entre los clados generados por TEF con el hospedero, el tipo
de habitat, el origen geografico, la virulencia, la capacidad endéfita, termotolerancia y
patrones RFLP.

En cuanto al hospedero y tipo de habitat, destaca el hecho de que los aislados que
formaron un clado con M. robertsii y M. pinghaense fueron obtenidos de coledpteros en
cultivos de maiz, mientras que para los aislados resueltos como M. anisopliae los
hospederos principalmente fueron hemipteros y lepidépteros en cultivos de cafia de
azucar. Los aislados de M. guizhouense comparten diferentes hospederos y habitats.
Con los datos generados no fue posible determinar una relacion en cuanto a origen
geografico, virulencia y capacidad enddfita. Sin embargo, fue posible corroborar la
existencia de tres grupos genéticos distintos dentro de los aislados estudiados y
corroborar su identidad molecular por dos métodos (RFLP e IB), siendo el grupo A
generado por RFLP utilizando la region TEF identificados como M. anisopliae, el grupo
B como M. robertsii y M. pinghaense y el grupo C como M. guizhouense (Fig. 24a). Los
patrones de bandas generados por Prl, corresponden a M. robertsii y M. pinghaense y
cuatro aislados del clado M. anisopliae (grupo D), M. anisopliae (Grupo E) y M.
guizhouense (Grupo F) (Fig. 24b).

Se llevo a cabo una busqueda en el GenBank con las secuencias IGS correspondientes
a los aislados de Metarhizium de México, todas la secuencias tuvieron una identidad
local del 99 % (E value = 0) con especies del complejo de M. anisopliae.

Para este analisis se utilizaron secuencias generadas por Kepler y Rehner (2013)
obtenidas del GenBank (Numeros de acceso: KC164552-60 ).

El alineamiento consistié en 940-1218 posiciones alineadas. El arbol generado agrupo

todas las secuencias corresponidentes a los aislados de México dentro del clado PARB
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con una pp de 1, excepto por cuatro secuencias (EH-796/1, EH-874/1, EH-794/2 y EH-
870/4). La topologia generada por IB de esta regién no fue consistente con la topologia
generada con TEF por lo que no fue posible determinar la identidad molecular de los
aislados. Ninguna de las secuencias fue identificada como M. brunneum, M lepidiotae,

M. acridum o M. globosum (Fig. 27).
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Fig. 27. Arbol consenso de mayoria inferido por IB de las secuencias IGS. Los nimeros arriba de las

ramas representan las probabilidades posteriores. El grupo externo es M. acridum.
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Se realizé un andlisis concatenado de las secuencias 5" TEF e IGS (Fig. 28), el cual

consistié de 1948 pb. Se observaron congruencias con la topologia de 5° TEF como:

el alto soporte en la monofilia de M. anisopliae, M.robertsii, M. pinghaense y M.

guizhouense. En cuanto a las incongruencias no se resolvio la identidad de diversos

aislados mexicanos (EH-809/2, EH-869, EH-468/1 entre otros). Ademas no se

encontrd relaciéon con los patrones generados por RFLP.
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Desde la clasificacion de Tulloch en 1976, en donde se identificaron tres especies
de Metarhizium con sus respectivas variedades, no habia surgido cambio en este
género, sin embargo, en los Ultimos quince afos las herramientas moleculares vy el
concepto de especie filogenética, han elucidado la existencia de especies cripticas
dentro, siendo actualmente consideradas 30 especies (Kepler et al. 2014). Cada una
de éstas poseen caracteristicas especificas como tolerancia a ciertas temperaturas,
mayor o menor virulencia a insectos, hospederos determinados, capacidad de
colonizar raices de plantas y preferencias de habitats. Por todo esto, es de gran
relevancia el estudio de todas estas propiedades antes de implementar el uso
habitual y constante de estas especies en los diversos agroecosistemas.

A pesar del uso de M. anisopliae como agente de control biolégico en México
(SENASICA, 2012), existe poca informacion respecto a la diversidad y distribucidon
de los aislados nativos de México y sus interacciones con la rizosfera de plantas de
importancia agricola. En este trabajo, 43 aislados obtenidos de tres diferentes
colecciones de hongos entomopatdégenos de México, registrados inicialmente como
M. anisopliae fueron estudiados evaluando termotolerancia, virulencia, capacidad
endofita, asi como realizando su caracterizacion molecular y filogenia, con el fin de
elucidar su identidad.

Uno de los primeros pasos en esta investigacion fue la caracterizacion morfologica
(dimensiones de conidios y crecimiento radial en diferentes medios) de los aislados
obtenidos, para garantizar su pureza e identidad morfologica. Algunos aislados
presentaron caracteristicas atipicas en las colonias, lo cual pudiera deberse a una
degeneracion fenotipica espontanea frecuentemente observada en cultivos de
hongos filamentosos en medio artificial, como resultado de un proceso de

senescencia en las colonias (Wang et al. 2005). Ademas, la variabilidad en las

85



colonias fungicas ha mostrado ser dependiente de los diferentes tipos de sustratos,
de fuentes de carbono (azlcares, alcoholes), temperatura de incubacién y ciclos de
luz (Chase et al. 1986). Otra causa reportada de la variabilidad de los aislados de M.
anisopliae es la plasticidad fenotipica, la cual es la capacidad de un organismo de
desarrollar diversos fenotipos dependiendo del ambiente; se ha sugerido que las
diferencias en el grado de plasticidad suelen ser debido a la seleccion natural en
respuesta al grado de variacibn ambiental experimentada (Hoffmann y Parsons,
1991).

Aunque es posible diferenciar muchas especies de este género usando la
morfologia conidial, su poder es limitado debido a la existencia de especies cripticas
en Metarhizium. Diversos estudios han mencionado la complejidad de diferenciar
especies pertenecientes al complejo M. anisopliae debido a que son
morfolégicamente indistinguibles (Bischoff et al. 2009; Rehner y Buckley, 2005). La
similitud morfoldgica dentro de especies estrechamente relacionadas como es el
caso de las especies pertenecientes al complejo M. anisopliae (M. robertsii, M.
pinghaense, M. guizhouense) se ha considerado que puede ser el resultado de una
acelerada tasa de aislamiento reproductivo y divergencia genética (Taylor et al.
2000).

Nuestros resultados mostraron que la identificacion de los aislados utilizando
Unicamente caracteres morfoldgicos es insuficiente pero no debe descartarse. Hay
casos en los que los caracteres morfologicos son suficientes y otros en que los
moleculares son imprescindibles para el reconocimiento de especies (Crisci, 2006).
Uno de los factores abioticos mas importantes para el desarrollo de estas especies
fungicas en el campo es la tolerancia a temperaturas, ya que ésta puede actuar

como una fuerza selectiva en los patrones de distribucion poblacional de estos
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hongos (Bidochka et al. 2001). Ademas, es importante evaluar los perfiles de
crecimiento in vitro para tener una idea del comportamiento de los aislados en el
campo. Ninguno de los aislados estudiados mostr6 tener actividad a bajas
temperaturas, a diferencia de trabajos previos que se realizaron estudiando aislados
de zonas forestales y agricolas de Canada (Bidochka et al. 2001). Sin embargo, los
aislados de México presentaron una mayor tolerancia a altas temperaturas (35 °C),
aunque su crecimiento fue limitado; esto coincide con trabajos previos realizados
con aislados de México (Toriello et al. 2008). Otros trabajos reportan 35 °C como
temperatura de crecimiento limitado y temperaturas 6ptimas de 20 a 30 °C (Dimbi et
al. 2004). Estos resultados muestran la necesidad de realizar estudios de
termotolerancia de aislados provenientes de diferentes origenes geogréficos, asi
como el uso de aislados nativos de cada region.

La evaluacion de la virulencia de los aislados de México, permite la seleccion de los
aislados mas adecuados para el control biolégico, pero también brinda informacién
acerca de la pérdida de virulencia por pases y cultivos en medios artificiales (Butt et
al. 2016; Wang et al. 2005). En trabajos previos (Toriello et al. 2008) en bioensayos
con pupas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), los aislados
EH-477/5 y EH-478/1 mostraron ser los menos virulentos para este coledptero,
coincidiendo con los resultados de este trabajo.

Este es el primer estudio que investiga la colonizaciéon de aislados endémicos de
México en raices de plantas con importancia agricola (frijol). La mayoria de los
aislados ensayados mostraron una interaccién con raices de P. vulgaris al dia 7,
estos aislados fueron identificados por IB como M. anisopliae, M. robertsii, M.
pinghaense y M. guizhouense. Al dia 14 la mayoria de los aislados mostré un

incremento en las UFC excepto por dos aislados identificados como M. anisopliae.
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Estos resultados muestran la bifuncionalidad que los aislados pueden tener como
patdgenos de insectos y endoéfitos de plantas, aunque se necesitan mas estudios
para determinar la capacidad endéfita que estos poseen.

Se considerd el uso del marcador universal T3B debido al éxito reportado para la
identificacion a nivel de especie en complejos de especies como Sporothrix,
distinguiendo a: S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana y S. schenckii (De Oliveira
et al. 2012). Ademas este marcador ha sido utilizado para la identificacion de las
especies Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei y C.
lusitaniae, las cuales deben de ser distinguidas debido a la sensibilidad que
presenta cada una ante diferentes antimicoticos (Thanos et al. 1996). Este método
tiene la ventaja de no necesitar secuenciacion, haciéndolo una herramienta facil,
rapida y econdémica para la identificacion de aislados que han sido caracterizados
Unicamente con base en sus caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, este
marcador no fue util para la distincion de especies dentro del complejo M.
anisopliae, ya que los perfiles generados y analizados por UPGMA no mostraron
relacion con el origen geogréfico, hospedero, estudios previos ni concordancia con
los resultados generados en este estudio.

Los grupos generados por RFLP de la regién TEF coinciden con los clados del
andlisis filogenético utilizando la misma region. Wyrebeck et al. (2011) distinguieron
especies estrechamente relacionadas dentro de Metarhizium utilizando la misma
metodologia, obteniendo los mismos patrones de bandas para M. robertsii y M.
guizhouense. Por lo que el método RFLP de la region TEF con las enzimas de
restriccion Msel y Xhol podria ser util como herramienta de diagndstico rapido, para
diferenciar las especies dentro del complejo de M. anisopliae, teniendo la ventaja de

no requerir secuenciacion. En el caso de los grupos generados por RFLP utilizando
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la regidon Prl son consistentes con los grupos generados por RFLP e IB con TEF ,
excepto por los aislados EH-804/3, EH-850/2, EH-853/3 y EH-874/1 que muestran el
mismo patron de bandas (D) tanto para M. robertsii, como para M. pinghaense.
Estos resultados pueden deberse a isoformas del gen Prl en cepas de M.
anisopliae (Leal et al. 1997).

La regién TEF ha sido ampliamente utilizada para elucidar limites entre especies en
diversos géneros de hongos (Helgason et al. 2003; D" Alessandro et al. 2014). En
Metarhizium, este fragmento ha mostrado una alta resolucion con limitantes en
especies estrechamente cercanas (Bischoff et al. 2009; Kepler et al. 2014), sin
embargo, sigue siendo considerada una herramienta vélida para aclarar los limites
de especie en el género Metarhizium. Nuestros resultados evidenciaron cuatro
especies filogenéticas dentro de los aislados analizados. Ademas, la filogenia es
consistente con otros analisis filogenéticos (Driver et al. 2000; Bischoff et al. 2009).
Sin embargo, los patrones generados por RFLP con TEF y Prl agrupan M. robertsii
y M. pinghaense como grupos A y D sugiriendo que todos estos aislados pertenecen
al mismo grupo genético. M. robertsii es morfoldgicamente indistinguible de M.
anisopliae y su diagnostico de otros miembros de este complejo estd basado
Unicamente en cinco nucledtidos fijos en el TEF (Bischoff et al. 2009). Pantou et al.
(2003) utilizando secuencias IGS, obtuvieron un clado monofilético con un buen
soporte que incluia a M. anisopliae, M. pinghaense y M. robertsii, sin embargo, no
se pudo elucidar la relacion de las ultimas dos. Huang et al. (2005) consideraron a
M. anisopliae y M. pinghaense como analogos con base en las secuencias ITS y
caracteres morfoldgicos, pero Bischoff et al. (2009) retomé el nombre M. pinghaense
(ex-type CBS 257.90) con base en el analisis multilocus realizado para el complejo

M. anisopliae. De acuerdo a Taylor et al. (2000) la solucién a este problema es el
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uso de mas de un locus polimérfico, debido a que las genealogias deben de ser
concordantes a los efectos de aislamiento genético, deriva y coalescencia. Sin
embargo, la designacion filogenética estara susceptible a cambios, ya las cepas
genotipificadas representan pobremente la verdadera diversidad dentro de un
complejo de especies. Ademas, la utilizacién de un Gnico linaje para designar
especies sin una identificacion de caracteristicas fenotipicas que distinga a las
especies es altamente controvertido y plantea un problema sin resolver sobre como
se deben de usar los diferentes genomas para la delimitacion de especies y por
ultimo, como es el caso de muchos hongos filamentosos, el uso Unico de un
enfoque cladista es inapropiado debido a que presentan diversas tasas de
recombinacion, clonalidad e hibridacién dentro y entre linajes (Know-Chung et al.
2017).

Las regiones ITS, RPB1, RPB2 y BTUB incluyendo TEF han sido ampliamente
estudiadas en filogenia de hongos y del género Metarhizium. Las regiones ITS se
incluyeron debido a que la Red del Codigo Internacional de la Vida (International
Barcode of Life Network) las ha sugerido como el fragmento para el proyecto de
ADN barcoding (coédigo de barras), el cual tiene como objetivo estandarizar
segmentos del genoma para la identificacion de especies en todos los reinos de la
vida (Schoch, 2012). Esta region a pesar de no tener la resolucioén filogenética que
posee la regién IGS o TEF como se ha demostrado en trabajos previos (Kepler y
Rehner 2013), tiene ventajas como: el éxito de amplificacion por PCR (Mahmoud y
Zaher, 2015), areas altamente conservadas con una tasa evolutiva mas acelerada y
un alto namero de copias en el genoma (Schoch et al. 2012), ademas es
considerada area blanco para analisis de diversidad fungica (Bellemain et al. 2010),

lo que ha convertido a las ITS en una herramienta de diagnostico inicial, ademas de
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brindar informacion sobre la filogenia utilizando regiones no codificantes. Los
resultados de nuestro estudio son consistentes con trabajos previos a la misma
escala filogenética (Driver et al. 2000). Las regiones ITS agruparon todos los
aislados estudiados y secuencias correspondientes a M. robertsii y M. pinghaense
dentro de un clado monofilético no teniendo la resolucién mostrada del analisis con
TEF.

Otra region incluida en este estudio fueron las IGS (oligonucleétidos MZIGS3), ya
gue fue considerado el loci mas adecuado para la inferencia filogenética a nivel de
especie en el género Metarhizium por Kepler y Rehner (2013), al ser analizado junto
con otras secuencias utilizando un método desarrollado por Townsend (2007).
Nuestros resultados usando estos oligonucleétidos no fueron consistentes con los
obtenidos usando TEF. Ademas, la topologia generada agrupé un clado conformado
Unicamente por 11 aislados de México con una pp cercana a 1. Para aclarar estos
resultados serd necesario incluir un mayor numero de loci, lo cual nos permitird
adoptar un enfoque de reconocimiento de especies filogenéticas como lo menciona
Taylor et al. (2000).

La mayoria de los aislados identificados como M. anisopliae fueron aislados de
hospederos hemipteros en cultivos de cafia de azlcar y algunos otros aislados de
hospederos lepiddpteros, mientras que la mayoria de aislados identificados como M.
robertsii fueron aislados de coledpteros en cultivos de maiz. Estos resultados
sugieren una posible relacion entre M. anisopliae e insectos cuyos estadios se
llevan a cabo en el follaje de las plantas, lo cual coincide con Hernandez-Dominguez
et al. (2017) quienes determinaron la diversidad de aislados de Metarhizium
obtenidos de Aeneolamia spp. (Hemiptera) utilizando secuencias de TEF e ITS. Por

otra parte, nuestro estudio reveldé que los aislados identificados como M. robertsii
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fueron aislados de insectos con periodos prolongados en suelos, coincidiendo con
los hallazgos reportados por Lopes et al. (2013) quienes observaron una elevada
ocurrencia de M. robertsii asociada con adultos de Phyllophaga capillata
(Coleoptera: Melolonthidae) y Rocha et al. (2011) quienes evaluaron la ocurrencia
de Metarhizium spp. en suelos del centro de Brasil, identificando ocho aislados de
M. robertsii. Por otro lado, nuestros resultados muestran que todos los aislados
identificados como M. robertsii presentaron un incremento de UFC/g en las raices
de P. vulgaris al dia 14, estos resultados sugieren un aumento en la esporulacién en
la rizosfera, lo cual puede deberse a fotosintato depositado en las raices de la
planta, el cual es una fuente importante de carbdn disponible para microbios (Butler
et al. 2003). Ademas el hecho de que M. anisopliae (ARSEF 2575) (ahora M.
robertsii) tiene la capacidad de adherirse a la epidermis de algunas plantas debido a
la proteina MAD2 (Wang y St. Leger 2007) sugiere que es un hongo adaptado a la
rizosfera (Bruck, 2010).

Ninguno de los aislados analizados en este estudio fue identificado como M.
brunneum, la cual es una especie perteneciente al clado PARB del complejo de M.
anisopliae. En trabajos previos, Carrillo-Benitez et al. (2013) y Mufiz-Reyes et al.
(2014) identificaron M. anisopliae, M. robertsii y M. pingshaense de plagas de
importancia agricola pero no M. brunneum. Hasta ahora, estos resultados sugieren
una baja ocurrencia de M. brunneum en México en zonas agricolas, en contraste
con Steinwender et al. (2014) de Dinamarca en donde evaluaron la comunidad de
Metarhizium en suelos agricolas y zonas con setos, siendo la especie mas
frecuentemente aislada M. brunneum.

Otros estudios como los de Bidochka et al. (1998) y Vanninen et al. (1996) atribuyen

caracteristicas a M. anisopliae de ser una especie “agricola” al ser mas
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frecuentemente aislada de ambientes perturbados, coincidiendo con Schneider et al.
(2012) quienes evidenciaron altas densidades de M. majus, M. guizhouense, M.
pingshaense, M. anisopliae, y M. robertsii en muestras de suelo de pastizales y
zonas limitrofes de agrocultivos, indicando que estos habitats semi-naturales
brindan refugio a estas especies fungicas. En contraste, en el caso de los
agroecosistemas daneses, Meyling y Eilenberg (2007) describieron que M.
anisopliae fue escasamente hallado de suelos en zonas de setos en una localidad

danesa a diferencia de B. bassiana.
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e Hasta el momento no hay evidencia dentro de los aislados evaluados de
existir tolerancia a bajas temperaturas.

e Es el primer estudio que realiza experimentos utilizando aislados nativos de
México, para determinar la asociacion con raices de una leguminosa de
importancia econdémica (P. vulgaris).

e El analisis por RAPD-PCR utilizando el marcador universal T3B no evidencié
diferentes grupos genéticos y no fue concordante con las otras metodologias
utilizadas para la identificacion de especies dentro de los aislados de
Metarhizium de México.

e EIl analisis por RFLP mostr6 ser una herramienta Util y reproducible en
especies cercanas de Metarhizium.

e Los analisis filogenéticos evidenciaron la existencia de 4 grupos genéticos

diferentes dentro de los aislados estudiados.

Nuestro estudio demostré por primera vez en el pais, la existencia de 4 diferentes
especies dentro de los aislados nativos de Metarhizium; ademas de su asociacion
con raices de plantas. Esta informacion puede brindar una plataforma para un
enfoque racional e integral en su utilizacion en el control biol6gico. Es necesario
realizar mas investigaciones respecto a la asociacién de especies de Metarhizium

con insectos considerados plaga, asi como al habitat en el que se encuentran.
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Anexo 1

APD
Ingredientes
Agua destilada 1000 mL
Papas blancas 500 g
Dextrosa 209
Agarenpolvo 15¢g

Anexo 2

Lactofenol azul de algodén
Ingredientes
Agua destilada 20 mL
Cristales de fenol Q 20 g
Acido lactico 20 mL
Glicerina 20 mL
Azul de algodén 0.05¢

Anexo 3

Amortiguador TBE de 10x (1000 mL)
1 Disolver (usando agitador magnético) 108 g de Tris y 55 g de acido boérico en agua destilada
2 Agregra 40 mL de Na2EDTA a 0.5 M (pH 8.0)
3 Ajustar el volumen a un litro

4 Almacenar a temperatura ambiente
* Para le electroforésis, el TBE se ajusta a 0.5x (dilucién 1:10 de la solucion 10x en agua desionizada
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Anexo 4. Caracteristicas morfélogicas de los aislados de México y cepas de referencia de Metarhizium en medio APD

Tamaiio de la colonia Caracteristicas de la colonia Color de la colonia Color central Aspecto central Borde PIA PIA Reverso
Grande  Pequeiia

Aislados _ (>70 mm) (<70 mm) Algod AterciopeladaFlocosa  Suave Concava Cubierta algod Centro algod Café  Verde oscuro Verde claro Amarillo  Blanco Puntos verdes Verde oscuro Verdeclaro  Elevado  Plano  Amarill Blanco  Algod IrregularConidios Exudado  Café  Anaranjade Amarillo Incoloro
EH-467/6 . O O O 0 . 0 v
EH-468/1 " . 0 . “ 0 0 " . . 0
EH-469/6 L] [ ' . [ . ' '
EH-470/6 Ll ) . ) . ) . ) )
EH-471/3 L] . . 0 . " . .
EH-472/6 * . 0 * . " 0 .
EH-47314 . . . . . . . . . .
EH-474/6 . 0 0 . 0 . . .
EH-476/3 " 0 . " 0 . .
EH-477/5 . . 0 " " " . 0
FH-478/1 . . . 0 . . . 0 0
EH-47972 . . . . . " " . . .
EH-480/% . . . . . . . . . ) .
EH-84913 " . . . . . " " " . . .
EH-8502 . . . . . 0 . 0 0 .
EH-851/1 . . . . . " . .
EH-832/4
E 3 L] . . . . . . . .
E 3 ] ' 0 0 . '
EH-860/3 L] . . . . .
EH-861/3 . . . . 0 " 0 .
EH-8623 . . . . . .
EH-863/1 . . . . . . " ' .
EH-865/3 . . . . . 0 . 0 0 0
EH-866/5 " . . . . . . 0
EH-867/6 " 0 . . " 0 0
EH-868/2 " .
EH-869/1 . 0 0 " ’ " 0 0 0
EH-870/4 L] . . . . .
EH-871/1 . . . . . . 0 " 0 0 0
EH-874/1 ‘. 0 0 . . ‘" . . .
EH-7942 . . . ' . ' . ' '
EH-795(1 Ll . . . . 0 .
EH-796/1 * . . . " . .
EH-719711 . . 0 ’ . 0 .
EH-798/3 . . . . . . 0 . .
EH-19972 . . . 0 " 0 0
EH-800/1 . .
EH-80173 L] 0 " 0 0 0 0
EH-80211 . . 0 " . . . . . .
. . . . . . . . . . .
. . . . . f . . . .
. ' . . ' . ' ' ' '
ARSEF 2575 . . . . . . . . ) . .
ARSEF 7929 L] . .
ARSEF 7450 . . . . 0 0 0 0 0 .
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Anexo 5. Tasa de crecimiento de los aislados monospéricos de México, M. robertsii (ARSEF 2575), M. pinghaense (ARSEF
7929) y M. anisopliae (ARSEF 7050).

Tasa de crecimiento mm/dia DS

EH-467/6  4.17+0.0001ABC  EH-480/8 4.17+0.001ABC
EH-468/1  4.17+0.00lABC  EH-794/1 4.22+0.064E
EH-469/6  4.17+0.0001ABC  EH-795/1 2.90+0.05E
EH-470/6 4.29+0.001AB EH-796/1 1.98+0.14F
EH-471/3  4.17+0.000ABC  EH-797/1 4.15+0.11BC
EH-472/6  4.17+0.0001ABC  EH-798/3 4.26+0.13AB
EH-473/4 4.35+0.001A EH-800/1 1.62+0.07G
EH-474/6 4.29+0.001AB EH-804/1 4.05+0.16C
EH-476/3 4.11+0.246BC EH-834/3  4.18+0.05ABC

EH-477/5 4.29+0.001AB 2575/1 2.94+0.13E
EH-478/1 4.29+0.001AB 7929/1 2.91+0.055E
EH-479/2 4.05+0.001C 7450/2 3.61+0.05D
ANOVA a= 0.05 F=402.551; g.I. 24, 100; p= 0.001

Los resultados son el promedio de 5 réplicas
*Letras iguales representan que no se encontré diferencias significativas (P> 0.05) (Usando la prueba de comparacién
multiple de medias de Tukey).
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Anexo 6. Tabla de aislados de México

Asociacién con raices

CédigoUNAM ~ Cédigo CNRCB 'dmeo"r"'gg: 'd:“;';‘ccjz'f" Hospedero Habitat Origen TLSO UFC/gr Termatolerancia RFLP Cédligos de accesol GenBank
7d 14d 8°C 15°C 28°C 35°C EF-la Pri TEF IGS
EH-467/6 MaZC3A M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azucar Veracruz 31 150.1 3085 0.03 151 158 0.89 B E 1962978 KY024734
EH-468/1 MaGBA M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar Veracruz 33 261.2 2142 0.05 139 1.7 0.9 B E 1962978 KY024735
EH-469/6 MaGB3A M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azicar Veracruz
EH-470/6 MaGB4 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azicar Veracruz 23 118.8 167.6 0.03 111 152 0.85 B E 1962978
EH-472/6 MaNP1 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azicar San Luis Potosi
EH-473/4 MaNL18 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azicar San Luis Potosi 2.6 107.8 4.2 0.03 1.36 124 0.9 B E 1962978 KY024736
EH-474/6 MaNL2 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azucar San Luis Potosi
EH-476/3 MaNM2 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azucar San Luis Potosi
EH-477/5 MaOPS1 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azucar Oaxaca 3.7 237 106.5 0.13 127 1.48 0.9 B E 1962978 KY024737
EH-478/1 MaOPS2 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azacar Oaxaca 44 227 2475 0.04 115 137 0.88 B E 1962978 KY024738
EH-479/2 MaMV/ M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de cafia de azicar Veracruz 2.8 273 114.8 0.09 145 1.68 0.82 B E 1962978 KY024739
EH-480/8 MazpP M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera Cultivo de caiia de azicar Veracruz 3.7 95.2 170.2 0.06 1.28 158 0.42 B E 1962978 KY024740
EH-794/2 Ma103 M. anisopliae M. robertsii Suelo Campo experimental Morelos 2.6 346.3 2454 0.1 172 1.69 0.27 A D 1962978 KY024741
EH-795/1 Mal04M1 M. anisopliae M. robertsii Lepidoptera Suelo Morelos
EH-796/1 Mal06M1 M. anisopliae M. guizhouense Lepidoptera Suelo Morelos
EH-797/1 Mal07M1 M. anisopliae M. robertsii Lepidoptera Suelo Morelos
EH-798/3 Ma108 M. anisopliae M. robertsii Suelo D Morelos 2 145.1 247.9 0.12 177 17 0.77 A D 1962978 KY024742
EH-799/2 Mal109M2 M. anisopliae M. robertsii Lepidoptera Suelo Morelos
EH-801/3 Malll M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Cultivo de maiz Morelos 2.6 121.9 64.8 0.03 113 135 0.79 A D 1962978 KY024743
EH-802/1 Mall4 M. anisopliae M. pinghaense Coleoptera D Morelos 2.8 2005 109.4 0.14 124 163 0.19 A D 1962978 KY024744
EH-804/3 Ma246 M. anisopliae M. anisopliae D D D 24 106.2 192.5 0.05 172 1.62 0.77 B D 1962978 KY024745
EH-805/1 379 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera D Colima 19 4 37.1 0.04 15 172 0.45 B E 1962978 KY024746
EH-807 HPI-003 M. anisopliae M. guizhouense D D Unk 2.7 144.7 292.9 0.04 1.56 172 0.08 C F 1962978 KY024747
EH-809/2 HPI-031 M. anisopliae M. robertsii D D Morelos 15 24 163.2 0.04 15 1.66 0.92 A D 1962978 KY024748
EH-811/2 HPI-019/4 M. anisopliae M. pinghaense Coleoptera D Morelos 2.6 193.3 297.2 0.05 137 172 0.9 A D 1962978 KY024749
EH-849/3 Ma01 M M. Lepi Cultivo de caiia de azacar Colima 24 65 130 0.05 1.26 1.62 0.85 B D 1962978 KY024750
EH-850/2 Ma02 M. anisopliae M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de caiia de azicar Colima 29 58.6 124.1 0.03 151 145 0.91 B D 1962978 KY024751
EH-851/1 Ma03 M. anisopliae M. guizhouense Lepidoptera Cultivo de maiz Colima 1.6 47 119.2 0.04 1.46 1.69 0.88 C F 1962978 KY024752
EH-852/4 Ma04mM2 M. anisopliae M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de maiz Colima
EH-853/3 Ma05 M. anisopliae M. anisopliae Lepidoptera Cultivo de soya Tamaulipas 2.2 65.9 172.4 0.03 117 13 0.86 B D 1962978 KY024753
EH-857/3 Ma73 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco 2 134 67.4 0.13 141 139 0.86 A D 1962978 KY024754
EH-860/3 Ma76M3 M. anisopliae M. anisopliae Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco
EH-861/3 Ma77 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Suelo Colima 24 166 2415 0.1 1.45 171 0.2 A D 1962978 KY024755
EH-862/3 Ma78M3 M. anisopliae M. anisopliae Coleoptera Suelo Jalisco
EH-863/1 Ma79 M. anisopliae M. anisopliae Coleoptera Suelo Jalisco 25 190.7 921 0.06 1.67 155 0.9 B E 1962978 KY024756
EH-865/5 Ma81 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Suelo Jalisco 3.2 424 174 0.09 1.29 159 0.88 A D 1962978 KY024757
EH-866/5 Ma82 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco 18 57.2 286.3 0.07 1.38 171 0.85 A D 1962978 KY024758
EH-867/6 Ma83 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera Cultivo de maiz Jalisco 1.6 120.4 146.2 0.13 178 171 0.92 A D 1962978 KY024759
EH-869/1 Mad1 M. anisopliae M. guizhouense Coleoptera Suelo Nayarit 23 79 104.9 0.14 117 1.68 0.84 C F 1962978 KY024760
EH-870/4 Mag95M4 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera D Michoacan
EH-871/1 Ma96 M. anisopliae M. robertsii Coleoptera D Jalisco 19 128 162 013 0.84 121 0.98 A D 1962978 KY024761
EH-874/1 Ma377 M. anisopliae M. anisopliae Hemiptera D Oaxaca 22 137.1 179.7 0.05 1.49 11 0.13 B D 1962978 KY024762
TLM50= Tiempo Letal Medio.
UFC/gr= Unidades Formadoras de Colonias por gramo de raiz de P. vulgaris.
RFLP= Las letras corresponden a los grupos generados por Restriction Fragment Length Polymorphism
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Abstract Metarhizium Sorokin is a wide spread
entomopathogenic fungal genus that is also a root
symbiont and some isolates may be potentially useful
in agriculture applications. Physiological variations
applicable in biological control have not been fully
evaluated in Mexican strains. This study identified 30
strains from different insect hosts and states of
Mexico selected because they represent the main
sugar cane and corn plantations of the country. Their
thermotolerance profiles (8, 15, 28 and 35 °C), insect
virulence (LT50 in Galleria mellonella (Linnaeus)
(Lepidoptera: Pyralidae) larvae), possible association
with plant roots, and phylogenetic placement (using
5'TEF, IGS sequence information, and RFLP analy-
sis) were assessed. Results showed no cold-active
strains and most showed restricted growth at 35 °C.
Insect virulence bioassays against G. mellonella
showed highly virulent strains. Most of the strains
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showed an ability to associate with roots of Phase-
olus vulgaris (Burkart) (Fabales: Fabaceae). RFLP
analysis with 5'TEF and Prl revealed three distinct
genetic groups. Phylogenetic analysis identified the
30 strains as Metarhizium anisopliae. (Metchnikoff)
Sorokin, M. robertsii (J.F. Bisch., Rehner & Hum-
ber), M. guizhouense (Q. T. Chen & H. L. Guo), or M.
pinghaense (Q.T. Chen & H.L. Guo), as well as two
strains that belong to a new clade (Metarhizium sp.
indet. 1). These data demonstrate the complexity of
Metarhizium species and the need to study their
physiological and phylogenetic aspects for a more
adequate assessment of their potential use in agri-
cultural systems.

Keywords Metarhizium - Hypocreales -
Clavicipitaceae - Virulence - RFLP - 5'TEF - Prl

Introduction

The species belonging to the genus Metarhizium
(Hypocreales: Clavicipitaceae) are facultative insect
pathogenic fungi that can infect over 200 species
(Hajek and St. Leger 1994), including pests of
agricultural importance. Metarhizium species are
commonly isolated from soil (Bidochka et al. 1998;
Zimmermann 2007; Rocha et al. 2013), and some of
them are endophytes (Sasan and Bidochka 2012) and
plant rhizosphere colonizers (Hu and St. Leger 2002).
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There is considerable cryptic diversity within the M.
anisopliae complex, and nine species were recognized
using multigene phylogenetic methods (Bischoff et al.
2009). These species have shown considerable vari-
ation with respect to insect virulence and host
specificity (Kepler et al. 2014), temperature profiles
(Rangel et al. 2005) and there is evidence that some
Metarhizium species prefer agricultural habitats
(Bidochka et al. 2001) and that some strains are root
symbionts (Behie and Bidochka 2014). Therefore, it is
relevant to assess these physiological and ecological
considerations in order to evaluate the adequacy of
these fungi for use in insect biological control and as
plant growth promoters in agroecosystems.

The use of microbial agents for biological control in
Mexico started 50 years ago and has been increasing
since 1990 (Williams et al. 2013). Currently, the
“Direccion General de Sanidad Vegetal” (DGSV)
through the “Centro Nacional de Referencia de
Control Biol6gico” (CNRCB) has a collection of
entomopathogenic fungi, with the purpose to utilize
these strains in a biocontrol strategy to regulate crop
pests in specific regions and crops in Mexico. Several
strains have been used in biocontrol programs in
Mexico. For example, M. acridum is used to control
Schistocerca piceifrons piceifrons (Orthoptera: Acri-
didae) in the southeast agricultural areas of Mexico
and M. anisopliae is used to control Aeneolamia spp.
and Prosapia spp. (Hemiptera: Cercopidae), which
affects sugar cane fields in diverse regions of Mexico,
causing severe economic losses (SAGARPA 2015).
Some strains have also been used to control vectors of
human disease such as the control of Meccus pal-
lidipennis (Hemiptera: Reduviidae) (the main vector
of Chagas disease in Mexico) (Flores-Villegas et al.
2016). However, the identification of Mexican Me-
tarhizium strains has been restricted to morphological
characteristics, and these criteria have limitations
when discerning closely related species (Bischoff et al.
2009; Kepler et al. 2014). The aim of this study was to
identify 30 native strains obtained from the main
agricultural areas of Mexico (eight states) using
translation elongation factor 1 alpha partial sequences
(5'-TEF), intergenic sequences (IGS, primers
MzIGS3) (Kepler and Rehner 2013), restriction frag-
ment length polymorphism (RFLP) patterns, as well as
physiological attributes (i.e. temperature profiles,
insect pathogenicity, plant root association). These
data will be used in a rational assessment for the

@ Springer

implementation of these strains for agricultural pest
biocontrol and as plant root symbionts.

Materials and methods
Fungal strains

Thirty strains (morphologically identified as Metarhiz-
ium anisopliae) were selected in this study with
particular attention to the main agricultural areas in
Mexico and were obtained from collections of the
Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico
(CNRCB), Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA),
in Tecoman, Colima, Mexico, and the Centro de
Investigacion en Biotecnologia, Universidad Autén-
oma de Morelos in Cuernavaca, Morelos, Mexico
(Table 1). Strains were preserved in sterile water,
mineral oil, or liquid nitrogen cryopreservation and then
registered in the fungal collection of the Laboratorio de
Micologia Bésica, Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), and regis-
tered at the World Federal Culture Collection (WFCC)
to BMFM-UNAM 834. To ensure the purity of each
strain, single Spore cultures were prepared from each
strain using the method described by Goettel and Inglis (
1997 ) and used throughout the study. The strains were
grown on potato dextrose agar (PDA) (DIFCO, USA)
for ten days at 27 ° C for all further assays.

Assessment of thermotolerances

High and low temperatures may limit the effectiveness
of entomopathogenic fungi for insect pest control.
Metarhizium strains exhibit varying growth profiles at
different temperatures (Bidochka et al. 2001). This last
feature is relevant in order to select fungal strains to be
used for insect biocontrol according to the habitat in
which it is to be used. Cold-active and heat-active
growth was considered as positive at an absorbance of
630 nm (Ag3p) > 0.25 after 14 days at 8 °C and
five days at 35 °C, respectively (Bidochka et al.
2001). Additional assays were performed at 15 and
28 °C. The assessment was performed spectrophoto-
metrically in a 96-well, flat-bottomed cell culture plate
filled with 100 pl of potato dextrose agar according to
the methods described by Bidochka et al. (2001). Each
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Table 1 continued

83

GenBank accession

numbers

RFLP patterns

LT50 days

Origin

Habitat

Isolation source

Identified phylogenetic species

UNAM codes®

Springer

5'TEF IGS

Pr1

5'TEF

KY 024760
KY024761

F KY616814

+(2.08-2.55) C
A
B

2.30
1.92

2.20

Nayarit

Soil

Coleoptera

Metarhizium guizhaense

EH-869
EH-871

KY616826
KY616808

D
D

+(1.72-2.14)

Jalisco

Unk
Unk

Coleoptera

Metarhizium robertsii

KY024762

+(1.99-2.41)

Lepidoptera Oaxaca

Metarhizium sp. indet 1

EH-874

Prl profiles as in Fig. 1a and b,

LT50: Median Lethal Time + SE in G. mellonella, RFLP: Restriction fragment length polymorphism, codes A-C = 5'TEF profiles and D-F

Unk: unknown

% All originally identified as M. anisopliae

well was inoculated with 3 pl of a conidial suspension
(10° approx.) in 0.01% Triton X-100. The negative
control was inoculated with 3 pl of sterile distilled
water. All assays were done with n = 8.

Insect bioassays

To evaluate the virulence of the strains, bioassays
using wax moth larvae (Galleria mellonella) (Mas-
sasauga Imports, ON, Canada) were carried out. Ten
ul of a conidial suspension (10> conidia m1~") (10°
conidia larva™") was applied to the insect cuticle, the
insects were housed separately in Petri dishes and
incubated at 25 °C with a 12:12 L:D cycles. Ten
insects were assayed for each of the 30 fungal strains.
For the negative control ten insects were assayed
applying 10 pl larva™' of sterile distilled water.
Mortality was recorded daily and the median lethal
time (LTS50) values were calculated by Probit analysis
(PoloPlus 1.0).

Plant root association

We assessed the association of strains from Mexico
with Phaseolus vulgaris (haricot bean). To prevent
any unwanted fungal or bacterial growth, seeds were
surface-sterilized before use. Seeds were immersed in
distilled water for 15 min in a 1000 ml flask and
subsequently immersed in 5% sodium hypochlorite
solution three times for 2 min. After each sodium
hypochlorite wash, seeds were rinsed with sterile
distilled water. Seeds were then washed in 70%
ethanol for 1 min and subsequently rinsed three times
with sterile distilled water to remove all traces of
ethanol. Seeds were kept overnight at 4 °C to allow for
synchronization of growth.

Sterilized seeds were placed in sterile vermiculite
(Schultz Potting Mixture, Brantford, ON, Canada,
sterilized three times by autoclaving at 121 °C for 1 h)
and kept in a 16:8 L:D photoperiod at 25 °C for
germination. For this test, two pots (each with 459 ml
volume and previously sterilized for 20 min under UV
light) were used per fungal strain. Eighty grams of
sterile vermiculite were placed into the pots and five
agar plugs (1 cm? each) from a 14 day-old culture of
the respective fungal strain were added. Subsequently
another layer of sterile soil was added and the seven
day-old germinated bean seedlings were planted. A



Physiological and phylogenetic variability of Mexican Metarhizium strains

ve}
(¢}

EH478 | 3>
EH480
EH849
EH874
EH798
EH806
EH809
EH861
EH866
EH867
EH807
EH851
EH869

~
o
<
I
w

EH468

- - N © [ N~ N~ [<2]
- (= n © ~ © o ©
(-] 0 © < < < © ©
I T T T I T I I
L w w w w w w w w

Fig. 1 RFLP analysis a 5'TEF Msel and Xhol of 15 Metarhiz-
ium strains from Mexico. Pattern A (M. anisopliae), B (M.
robertsii and M. pinghaense), and C (M. guizhouense); b Prl

negative control contained agar plugs without fungal
conidia, and strain ARSEF 2575 (M. robertsii) was
used as a positive control since this strain exhibited
endophytic associations under laboratory and field
conditions with several plant species (Behie and
Bidochka 2014). Each strain, and negative and pos-
itive controls were assayed in duplicate. Sterile soil
samples were plated onto PDA to monitor microbial
contamination before and after experimentation.
Plants were monitored regularly and watered daily
with sterile distilled water. Seven and fourteen-day-
old plants were harvested. Roots were washed with
sterile distilled water to remove excess soil. After-
ward, the roots were cut, weighed, and placed in a
50 ml Falcon tube with 2.5 ml of sterile distilled water
and homogenized using a rotary homogenizer (Greiner
Scientific). Four-hundred pl of this homogenate was
spread, in duplicate onto selective yeast peptone
dextrose agar (YPDA 2 g 17! yeast extract, 10 g 17"
peptone, 20 g 17! dextrose, 15 g 17" agar, 0.5 g 17!
cycloheximide, 0.2 g 17! chloramphenicol, 0.3 g 17"
98% dodine and 0.01 g 17" crystal violet) and incu-
bated at 28 °C in darkness for 14 days. Colony
forming units (CFU) per gram of roots were counted
based on the characteristic morphology of the Me-
tarhizium colony (namely white mycelia and green
olive conidia) after seven and 14 days of incubation at
28 °C in darkness. A positive root association with P.
vulgaris was considered when the CFU g~ of root was
>50. A student’s t test was carried out to determine

using Rsal. Pattern D (M. robertsii and M. pinghaense), E (M.
anisopliae), and F (M. guizhouense) of eight Metarhizium
strains from Mexico. L 100 bp ladder

significant difference between CFUs at seven and
14 days with StatPlus v12.0.

DNA extraction

Strains were maintained on potato dextrose agar
(PDA) and stored in the dark at 4 °C. Genomic DNA
was extracted from fungal cultures by inoculating
conidiospores from these strains into 50 ml of 0.2%
(w/v) yeast extract, 1% peptone, 2% glucose broth
(YPD) in 125 ml flasks. The flasks were shaken at
200 rpm at 27 °C for 3—4 days. The mycelial mat was
collected by vacuum filtration onto Fisherbrand P8
filter paper and washed with distilled water. Approx-
imately 2 g of harvested mycelium was frozen in
liquid nitrogen and ground to a fine powder using
mortar and pestle. Genomic DNA was extracted using
DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen) according to the
conditions described by the manufacturer. A spec-
trophotometer (MBI nanophotometer) was used for
quantification and purity of DNA. These results were
also confirmed by gel electrophoresis using 0.8%
agarose gel stained with ethidium bromide.

RFLP analysis, PCR amplification and sequencing
Subtilisin-like protease 1 (Prl), 5'TEF genes, and IGS
were amplified for all strains according to previously

described conditions (Leal et al. 1997; Rehner and
Buckley 2005; Kepler and Rehner 2013). Pr1 PCR
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«Fig. 2 Majority rule consensus phylogram from the Bayesian
analysis of the 5'TEF for 30 strains from Mexico (Mx) and
sequences from Brazilian isolates (ESALQ) reported by
Rezende et al. (2015). M. lepidiotae as outgroup. Numbers
above branches represent the posterior probability of Bayesian
analysis. Mani 1, Mani 2, Mani 3 = subclades of M. anisopliae
according to Rezende et al. (2015)

products were digested with Rsal as previously
described (Leal et al. 1997; Bidochka et al. 2001;
Small et al. 2004) and 5'TEF PCR products were
digested with Msel and Xhol as described by Wyrebek
et al. (2011). The RFLP products were visualized
using electrophoresis on a 1% agarose gel, run at 70 V
for 45 min in 0.5 x TBE buffer. The 5'TEF and IGS
PCR products were purified using a QIAquick PCR
Purification Kit (Quiagen), according to the conditions
described by the manufacturer and sent to The Centre
for Applied Genomics (TCAG) (Toronto, Canada) for
sequencing.

Sequence alignment and phylogenetic analyses

Phylogenetic analysis of 5'TEF was conducted using
nine sequences from GenBank corresponding to
Metarhizium reference strains (Bischoff et al. 2009)
(accession numbers DQ463994, DQ463996,
EU248849, EU248850, EU248855, EU248862,
EU248865, EU248868, EU248881) and 30 sequences
corresponding to Rezende et al. (2015) (accession
number KP027953-KP027982) were included. In
addition, phylogenetic identification using IGS
sequences was performed, including sequences from
the GenBank reported by Kepler and Rehner (2013)
(accession numbers KC164554- KC164560) and
Rezende et al. (2015) (accession number KP028013-
KP028042). Geneious 8.1.8 software was used to edit
sequence data. Alignments were made with MAFFT
7.017 with default settings. Phylogenetic hypotheses
were developed by Bayesian inference (BI) with
MrBayes 3.2.6 (Huelsenbeck and Ronquist 2001) to
determine posterior probabilities (PP). The analysis
was run four times with each run including four
MCMC chains, 1,100,000 generations, sampling
every 200 generations, using GTR + G base substi-
tution model. Clades that were supported with 0.7 BI
PP or greater values were considered significantly
supported by the data. The phylograms are the
consensus trees with the mean branch lengths from

Bayesian analyses. All phylogenetic reconstructions
were performed with Geneious 8.1.8.

Results

The thermotolerance profiles of Metarhizium strains
from Mexico showed optimum growth for all strains at
28 °C, with the highest levels of growth found for
strains EH798, EH805, EH807, EH811, EHS861,
EH866, and EH867. None of the strains surpassed
the Agzo > 0.25 at 8 °C, suggesting no evidence of
cold-active strains from Mexico. There was growth
(Agzp > 0.25) at 35 °C for strains from Mexico,
except for strains EH802, EH807, EH861, and
EH874 that did not surpass the threshold
Agzo > 0.25 growth at this temperature. The negative
water control did not show contaminant growth at any
of the temperatures (Agzo values = 0.00).

Bioassays with G. mellonella showed diverse
virulence patterns among strains, with an average
LT50 of 2.5 days. The most virulent was EH809
(1.5 days + 1.40-1.68), and the least virulent was
EH478 (4.4 days & 3.84-4.94). Negative controls
showed no signs of fungal infection or mortality
during the bioassay period.

Results regarding plant association of fungal strains
assayed with P. vulgaris roots showed statistically
significant differences at seven and 14 days
(p = 0.0007). Positive controls with strain ARSEF
2575 showed and average of 9.5 CFU g~ of root at
day seven and 195 CFU g~ ' of root at day 14. Most of
the strains (n = 21) showed >50 CFU gfl of root at
day seven, whereas at day 14 there was an increase in
CFU and only two strains (EH805 and EH473)
consistently showed values of <50 CFU g~' of root.
Despite this, Metarhizium was recovered from root
homogenates plated on a selective media for all strains
used in the study. There was no fungal growth on the
negative control plates.

RFLP analysis of 5'TEF, using restriction enzymes,
Msel and Xhol, exhibited three possible banding
patterns. Pattern A with 100 and 500 bp bands, pattern
B with 300 and 500 bp, and pattern C with just one
band of 600 bp (Fig. 1a). These results suggest the
presence of three distinct genetic groups among these
Mexican strains. On the other hand, restriction frag-
ment profiles for Prl using Rsal generated three
distinct patterns (Fig. 1b) corresponding to patterns D,
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«Fig. 3 Majority rule consensus phylogram from the Bayesian
analysis of the combined data set of 5'TEF and IGS (MzIGS-)
sequences for 30 Mexican Metarhizium spp. strains (Mx) and
sequences from Brazilian isolates (ESALQ) reported by
Rezende et al. (2015). M. lepidiotae was used as outgroup.
Numbers above branches represent the posterior probability.
Mani 1, Mani 2, Mani 3 = subclades of M. anisopliae according
to Rezende et al. (2015)

E and F. In order to resolve the genetic groups for these
RFLP patterns, the 5TEF was amplified and
sequenced. The 5'TEF sequence data sets consisted
of 717-771 aligned positions. Bayesian inference
produced congruent topologies with the analysis
performed by Bischoff et al. (2009). Most of the
strains reported in this study were identified as M.
anisopliae (n = 12), followed by M. robertsii
(n = 10), M. guizhouense (n = 3) and M. pinghaense
(n = 2), and two indeterminate clades, one referred by
Rezende et al. (2015) as Metarhizium sp. indet. 1
(n = 2) and the other lineage represented by a single
isolate from Mexico (EH804). It is worth mentioning
that the M. anisopliae clade contains three well-
supported subclades (reported previously by Rezende
etal. (2015) as Mani 1, 2 and 3. Mani 1 (n = 1), which
includes ARSEF 7487, six isolates from Brazil
(ESALQ), and one isolate from Mexico; Mani 2
(n = 11) that clustered with strains obtained from
Aeneolamia sp. (Hemiptera: Cercopidae) in sugarcane
fields; Mani 3 (n = 2) with just two isolates from
Brazil, previously described by Rezende et al. (2015)
as a novel haplotype. M. robertsii clade clustered with
ten strains obtained mainly from Coleoptera and soils
in corn fields (Fig. 2). The IGS sequence data sets
consisted of 1160—1184 aligned positions. The phylo-
genetic tree generated by BI, using IGS sequences
with MzIGS3 primers, did not display a clear assig-
nation status for the M. anisopliae complex species
(data not shown). Combined analysis of 5'TEF and
IGS dataset consisted of 1948 aligned positions. There
were congruencies with the 5'TEF topology, such as
the highly supported monophyly of M. anisopliae, M.
robertsii, M. pinghaense and M. guizhouense. Within
the M. anisopliae clade we found the subclade
corresponding to Metarhizium sp. indet. One grouped
with two Mexican strains (EH807 and EHS853)
(Fig. 3). On the other hand, incongruencies were also
found: the unresolved identity of several strains
(EH809, EH869, EH468, among others), and the
well-supported clade M. guizhouense constituted by

strains CBS 258.90, ARSEF 1914, ESALQ 1636, and
EH874. Neither the IGS dataset nor the concatenated
dataset was able to adequately resolve relationships
among species. The phylogenetic topologies between
5'TEF and concatenated datasets were heavily incon-
gruent, and not consistent with RFLP patterns.

However, the 5'TEF topology is consistent with the
RFLP analysis. Six groups of RFLP patterns were
observed, A, B, and C corresponded to 5'TEF variants,
and patterns D, E, and F corresponded to Prl variants.
A and D corresponded to M. robertsii/M. pinghaense;
B and E to Mani 2, except EH849 that shares patterns
B and D with strains belonging to Mani 1 and
Metarhizium sp. indet. 1, all obtained from Lepi-
doptera, and, finally, patterns C and F that correspond
to M. guizhouense (Fig. 1a, b). These findings demon-
strate the apparent utility of RFLP to provide a quick
species identification.

Discussion

Despite the use of Metarhizium strains as insect
biocontrol agents in Mexico (SENASICA 2016), there
is a paucity of information regarding their phyloge-
netic status and physiological profiles. Here we show
thermotolerance profiles, insect virulence, plant root
associations, and phylogenetic placement of 30
strains, registered as M. anisopliae from two ento-
mopathogenic collections in Mexico.

The genus Metarhizium has been subject to exten-
sive molecular revisions and currently up to 30
phylogenetic species (anamorphic and teleomorphic
stages) are recognized (Kepler et al. 2014). Some of
these are generalist insect pathogens while others have
narrower host insect ranges (Hajek and St. Leger
1994). Furthermore some strains and species show
preferences for certain habitats and have different
temperature growth profiles (Bidochka et al. 2001).
Therefore, it is important to assess these parameters
before implementing a fungal strain for agricultural
use. One of the most important abiotic factors of
entomopathogenic fungi for their potential perfor-
mance in the field is temperature tolerance. Cold-
active Mexican strains were not found in this study, in
comparison to cold-active isolates from forested and
agricultural habitats in Canada (Bidochka et al. 2001).
However, heat-active strains showed limited growth at
35 °C, as shown in previous studies from Mexico
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(Toriello et al. 2008). Other studies concur that the
upper temperature range for Metarhizium strains is
approx. 35 °C and optimal growth occurs between 20
and 30 °C (Fargues et al. 1992; Dimbi et al. 2004). The
application of these biological control agents in
tropical and subtropical areas should be directed
toward selecting strains adapted to temperatures found
in the field. The evaluation of virulence in native
strains allows selecting the most suitable for biological
control, but also provides information concerning the
loss of virulence after subculturing and passage
through artificial media (Wang et al. 2005; Butt
et al. 2006). The most virulent strains from our study
were identified as M. robertsii and M. anisopliae.
However, it is necessary to evaluate a greater number
of strains.

This is the first report investigating the association
of native strains from Mexico with the roots of a plant
of agricultural importance (haricot bean). Strains that
showed an association with P. vulgaris roots at
seven days were phylogenetically identified as M.
anisopliae, M. robertsii, M. pinghaense, and M.
guizhouense. This initial report emphasizes the need
for more studies on this topic, as these results show the
potential bifunctional life style of Metarhizium: as an
insect pathogen and a root symbiont.

The RFLP patterns of 5'TEF groups were similar to
those generated using BI with 5'TEF sequences.
Wyrebek et al. (2011) also distinguished closely
related species of Metarhizium using RFLP patterns
similar to those found for M. robertsii and M.
guizhouense here. Therefore, the RFLP of 5'TEF
could be a useful diagnostic tool that allows for the
differentiation of species within the M. anisopliae
complex. In the case of RFLP of Prl, the patterns
displayed are consistent with the results of RFLP of
5'TEF and with the tree generated by BI with the
5'TEF, except for EH804, EH850, EH853, and
EHS874, which share the same pattern (D) as M.
robertsii and M. pinghaense. These results could be
due to potentially similar polymorphisms in the Prl
gene in the various Metarhizium phylogenetic species,
that is, polymorphisms in the Prl1 gene may be shared
across taxonomic lines.

Four phylogenetic species within the Mexican
strains initially morphologically characterized as M.
anisopliae were found, as well as two indeterminate
clades. Several studies have mentioned the difficulty
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in differentiating species belonging to this complex
due to their indistinguishable morphology (Rehner and
Buckley 2005; Bischoff et al. 2009). Our results are
consistent with other phylogenetic analyses (Driver
et al. 2000; Bischoff et al. 2009; Rezende et al. 2015)
showing that identification based on morphology
underestimates the number of species when compared
to a molecular phylogenetic approach.

The 5'TEF fragment has been widely used to
elucidate boundaries in several fungal genera (Helga-
son et al. 2003; D’Alessandro et al. 2014). In
Metarhizium, this fragment allows for a high resolu-
tion, with certain limitations, in closely related species
(Bischoff et al. 2009; Kepler et al. 2014) particularly
when used to delineate species boundaries within the
genus. Our results with 5'TEF sequences agree with
Bischoff et al. (2009) concerning the monophyly of
terminal taxa in the M. anisopliae complex (Fig. 2).
We also agree with the resolution of the two new
lineages (Metarhizium sp. indet. 1 and 2) described by
Rezende et al. (2015), because 5'TEF and the
concatenated topologies (using 5'TEF and IGS) dis-
played a clade with a high level of support. A Mexican
strain (EH804) seems to be divergent from Metarhiz-
ium sp. indet. 1, only in 5'TEF topology. Regarding the
incongruence between 5'TEF and IGS, gene genealo-
gies could differ substantially in their evolutionary
histories, which is difficult to ascertain using multilo-
cus analysis. This phenomenon could be due to initial
stages of divergence of closely related taxa that may
present incomplete lineage sorting and/or hybridiza-
tion (Stewart et al. 2014).

RFLP patterns performed with TEF and Prl
displayed three patterns each. It is not possible to
distinguish M. robertsii from M. pinghaense but there
is a correlation of Pr1 RFLP patterns with a particular
host insect. All strains that belong to Mani 2 were
obtained from Hemiptera, except one (EH849) that
was isolated from Lepidoptera, but shares the same
pattern with strains isolated from Coleoptera and soils.
These results suggest a possible relationship between
M. anisopliae strains and insects whose stages develop
in the foliage of plants. This agrees with Hernandez-
Dominguez et al. (2016), who determined the specific
diversity of 29 isolates of Metarhizium from the
spittlebug (Hemiptera), which were also identified as
M. anisopliae using TEF and ITS sequences. In
contrast, our study revealed that M. robertsii was
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isolated mainly from insects with long stages in soils
(Coleoptera), similarly to the findings of Lopes et al.
(2013), who observed a higher occurrence of M.
robertsii associated with adults of Phyllophaga capil-
lata (Coleoptera: Melolonthidae), and in central Brazil-
ian soils by Rocha et al. (2013). Moreover, our results
showed that all strains identified as M. robertsii showed
an increase of CFU g~ of roots in the rhizosphere at
day 14. In addition, the fact that M. anisopliae (ARSEF
2575) (now M. robertsii) has the capacity to adhere to
the plant epidermis due to the MAD2 protein (Wang
and St. Leger 2007) suggests that it is a rhizosphere-
competent fungus (Bruck 2010).

It is important to note that, within the strains used in
this study, none was identified as M. brunneum Petch,
despite the phylogenetic proximity of this species with
M. pinghaense, M. anisopliae, and M. robertsii reported
by Bischoff et al. (2009). In other studies in Mexico,
Hernandez-Dominguez et al. (2016), Carrillo-Benitez
et al. (2013) and Muiiiz-Reyes et al. (2014) isolated M.
anisopliae, M. robertsii, and M. pinghaense from
important agricultural pests of Mexico. However, none
were M. brunneum. Until now, these data suggest a low
occurrence of M. brunneum in Mexico in agricultural
habitats, in contrast to Steinwender et al. (2014) from
Denmark and Fisher et al. (2011) from Oregon, USA,
who assessed the Metarhizium community in soil from
agricultural fields and the surrounding hedgerow,
finding M. brunneum as the most frequent species.

These results demonstrated that the Mexican Me-
tarhizium strains isolated from different sources are
variable in species identity, temperature growth pro-
files, plant root association and insect virulence. This
information could provide a platform for a rational
approach for their integral use in biocontrol efforts in
agroecosystems.
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