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RESUMEN 
 
La	 biodiversidad	 en	 el	 estado	 de	 Guanajuato	 es	 muy	 grande,	 debido	 a	 la	 variaciones	
climáticas	 y	 geográficas	que	presenta.	 Esto	genera	diversos	micro	ecosistemas	donde	 la	
población	de	microorganismos	en	el	suelo	aumenta,	tal	es	el	caso	del	hongo	Metarhizum	el	
cual	ha	sido	de	gran	importancia	para	la	agricultura	desde	hace	más	de	100	años	por	uso	
como	 biocontrolador	 de	 insectos	 plagas;	 sin	 embargo,	 en	 estudios	 recientes	 se	 ha	
descubierto	su	capacidad	mutualista	hacia	las	plantas.		
	
En	este	trabajo	se	obtuvieron	aislados	del	hongo	Metarhizium	de	áreas	naturales	protegidas	
para	 su	 caracterización.	 Se	 tomaron	muestras	de	 la	 rizósfera	de	plantas	 aparentemente	
sanas	 de	 6	 zonas	 del	 estado	 de	 Guanajuato,	 las	 cuales	 presentan	 características	 muy	
variadas	en	cuanto	a	clima,	latitud,	tipo	de	suelo,	tipo	de	vegetación	y	altitud.	De	estas	zonas	
se	lograron	obtener	59	aislados	pertenecientes	al	género	Metarhizium.	A	estos	59	aislados	
se	les	realizó	una	caracterización	molecular,	amplificando	del	factor	de	elongación	1	α	(EF-
1α),	 identificando	la	presencia	de	4	especies	ya	reportadas,	Metarhizium	brunneum	(42),	
Metarhizium	robertsii	(12),	Metarhizium	anisopliae	(1),	Metarhizium	pingshaense	(1)	y	tres	
aislados	que	se	agruparon	en	un	clado	distinto	a	 los	 reportados.	De	 los	 tres	aislados	no	
identificados	mediante	el	factor	de	elongación	1α	(EF-1α),	se	analizaron	las	secuencias	de	
los	fragmentos	de	los	genes	de	la	Beta	Tubulina	(ßT),	segunda	subunidad	más	grande	la	RNA	
polimerasa	II	(RPB2),	28S,	18S,	proteasa	PR1A	y	las	secuencias	de	la	región	ITS,	con	lo	cual	
se	corroboro	que	se	trata	de	dos	nuevas	especies	a	las	cuales	se	les	ha	propuesto	el	nombre	
de	Metarhizium	guanajuatense	y	Metarhizium	palomense.	
	
De	los	aislados	obtenidos	se	determinó	la	capacidad	de	conidiar	en	fotoperiodo	y	oscuridad.	
Un	64,40	%	de	los	aislados	obtenidos	en	este	trabajo,	tienen	la	capacidad	de	conidiar	en	
oscuridad	en	los	que	destacan	los	aislados	PCP1	de	M.	brunneum,	PCP42-6	de	M.	anisopliae,	
LCP5	de	M.	guanajuatense,	SR19	de	M.	pingshaense,	CU3	de	M.	robertsii	con	la	capacidad	
de	conidiar	en	oscuridad.	Además	se	realizaron	bioensayos	de	interacción	entre	19	de	los	
aislados	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	 y	 la	 planta	 Sorghum	 vulgare	 para	 determinar	 el	
porcentaje	de	germinación	de	las	semillas.	Los	resultados	muestran	que	el	aislado	SR23-1	
de	Metarhizium	brunneum,	promueve	una	germinación	de	las	semillas	en	un	80	%.	
	
En	este	trabajo,	 la	obtención	de	los	aislados	de	Metarhizium	nos	ayuda	a	comprender	la	
biodiversidad	de	este	hongo	en	las	áreas	con	poca	actividad	antropogénica	del	estado	de	
Guanajuato	y	gracias	a	la	obtención	de	aislados	se	puede	llegar	a	un	mejor	entendimiento	
sobre	 las	 especies	 de	 Metarhizium	 así	 como	 utilizarlos	 como	 una	 herramienta	
biotecnológica	en	la	agricultura
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INTRODUCCIÓN 

Guanajuato: Un estado con gran biodiversidad 
 
La	diversidad	biológica	 es	 un	 concepto	que	normalmente	 asociamos	 con	 la	 variedad	de	
especies	de	animales	y	plantas	observables	a	simple	vista.	No	obstante,	su	definición	es	más	
amplia	y	abarca	la	variedad	de	las	especies	vivientes,	no	sólo	las	plantas	(plantae)	y	animales	
(animalia),	sino	también,	los	hongos	(fungi),	protozoarios	(protista)	y	bacterias	(monera).	
Además,	la	biodiversidad	incluye	los	ecosistemas	que	las	especies	habitan	y	la	variabilidad	
genética	que	éstas	poseen	(Cruz	et	al.,	2012).			

El	 estado	 de	 Guanajuato	 tiene	 una	 gran	 biodiversidad	 debido	 a	 sus	 diferencias	 entre	
regiones,	 clima	 y	 tipos	de	 suelo.	 El	 estado	 se	 localiza	 en	 la	parte	 central	 de	 los	 Estados	
Unidos	Mexicanos.	 Su	 rango	 altitudinal	 se	 sitúa	 entre	 los	 640	msnm	 y	 los	 3320	msnm.	
Guanajuato	presenta	regiones	montañosas	que	comprenden	sierras,	mesetas	y	lomeríos,	
además	de	valles	y	llanuras	(Cruz	et	al.,	2012).	

Regiones, clima y suelo del estado: Genera una gran biodiversidad 
 
El	ordenamiento	ecológico	del	territorio	del	Estado	de	Guanajuato	(1999),	divide	al	estado	
en	cuatro	grandes	regiones	ecológicas	(Figura	1).	

1. Sierras	y	Altiplanicie	de	la	Mesa	Central	Guanajuatense.		
2. Sierra	Gorda.		
3. El	Bajío		
4. Sierras	Volcánicas	del	Sureste	Guanajuatense		

En	el	territorio	estatal	se	localizan	tres	provincias	fisiográficas:	en	la	porción	nororiental,	la	
Sierra	Madre	Oriental;	en	la	parte	norte-central,	la	Mesa	del	Centro,	y	en	la	parte	centro-
sur,	 Eje	 Neovolcánico	 Transversal	 (Faja	 Volcánica	 Transmexicana	 o	 Cinturón	 Volcánico	
Mexicano)	(Cruz	et	al.,	2012).	

Las	condiciones	atmosféricas	del	estado	influyen	de	manera	directa	tanto	en	la	distribución	
como	en	el	desarrollo,	evolución	y	abundancia	de	todos	los	organismos	que	habitan	nuestro	
planeta,	por	lo	que	el	conocimiento	de	lo	que	comúnmente	llamamos	clima	es	esencial	para	
entender	los	procesos	de	cambio	en	la	biodiversidad	(Cruz	et	al.,	2012).	El	clima	conforma	
de	manera	esencial	los	patrones	básicos	de	estructura	y	funcionamiento	de	un	ecosistema	
(Barradas,1994).		
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Figura	1.	Regiones	ecológicas	del	estado	de	Guanajuato.	Se	divide	en	4	zonas	principalmente,	de	
sur	a	norte;	sierras	volcánicas	del	suroeste	(verde	claro)	el	Bajío	(rosa),	sierras	y	altiplanicies	de	la	
mesa	central	(verde	obscuro)	y	sierra	Gorda	(morado).	Tomada	del	libro	“La	Biodiversidad	en	
Guanajuato”	(Cruz	et	al.,	2012).		

Además	del	clima,	el	suelo	tiene	gran	importancia,	esta	radica	en	que	la	combinación	de	sus	
diferentes	características	fisicoquímicas	(Figura	2),	así	como	la	diversidad	de	la	flora	y	fauna	
que	sostiene,	 configuran	paisajes	naturales,	algunos	de	 los	cuales	 resultan	 tanto	en	una	
serie	 de	 servicios	 ambientales	 como	 en	 belleza	 escénica,	 variables	 que	 pueden	 ser	
consideradas	para	el	establecimiento	de	áreas	protegidas	o	para	el	desarrollo	de	actividades	
ecoturísticas,	 entre	 otros	 instrumentos	 de	 conservación	 y	 aprovechamiento	 sustentable	
(Barradas,	1994).		El	suelo	alberga	una	gran	cantidad	y	diversidad	de	seres	vivos:	bacterias,	
hongos	 y	 otros	 microorganismos	 cuya	 abundancia	 se	 estima	 en	 millones	 por	 metro	
cuadrado	 (Chapin	 et	 al.,	 2001).	 Existe	 una	 red	 compleja	 de	 interacciones	 entre	 la	
biodiversidad	del	suelo,	el	tipo	de	vegetación	que	éste	sostiene	y	el	funcionamiento	de	un	
ecosistema.	La	cubierta	vegetal	de	un	suelo	afecta	a	la	comunidad	de	organismos	que	lo	
habitan	y	a	su	vez,	la	comunidad	de	organismos	determina	la	productividad	y	la	composición	
de	la	cubierta	vegetal	(Van	der	Putten,	2005).	
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Figura	 2.	 Uso	 del	 suelo	 del	 estado	 de	 Guanajuato.	 Existe	 variedad	 en	 el	 uso	 del	 suelo,	
principalmente	 es	 para	 cultivos,	 seguido	 de	 bosques	 y	 matorrales.	 Tomada	 del	 libro	 “La	
Biodiversidad	en	Guanajuato”	(Cruz	et	al.,	2012).	

	
Debido	a	las	variaciones	de	altitud,	clima	y	el	tipo	de	suelo	del	estado	de	Guanajuato,	se	
provoca	la	formación	de	microclimas,	donde	existe	una	gran	biodiversidad,	no	solo	vegetal	
sino	 también	 de	microorganismos	 capaces	 de	 interaccionar	 con	 las	 plantas	 (Cruz	et	 al.,	
2012.	
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Áreas naturales protegidas del estado de Guanajuato  
 
Las	 Áreas	Naturales	 Protegidas	 (ANP'S),	 son	 espacios	 delimitados	 por	 la	 sociedad	 en	 su	
conjunto,	para	la	conservación	de	la	biodiversidad.	Existen	23	áreas	naturales	protegidas	en	
el	estado	Guanajuato	(http://anps.guanajuato.gob.mx)(Figura	3).			

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura	3.	Representación	gráfica	de	las	áreas	naturales	protegidas	del	estado	de	Guanajuato.	El	
tamaño	 del	 área	 es	 sombreado	 en	 color	 gris,	 cada	 área	 es	 representada	 por	 una	 imagen	
independiente.	Tomada	de	http://anps.guanajuato.gob.mx		
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Simbiosis, plantas y hongos 
 
Simbiosis	es	una	asociación	entre	dos	o	más	especies	de	diferentes	de	organismos,	esta	
asociación	puede	ser	permanente,	el	organismo	nunca	es	separado,	o	puede	ser	de	larga	
duración.	Los	organismos	que	están	involucrados	en	una	simbiosis	pueden	tener	beneficios,	
ser	 perjudicados,	 o	 no	 ser	 afectados	 por	 la	 asociación.	 Las	 asociaciones	 simbióticas	 son	
comunes	en	la	naturaleza,	las	bacterias	y	los	hongos	forman	alianzas	cercanas	con	las	raíces	
de	plantas	terrestres	(Paracer	y	Ahmadjian,	2000).	

Uno	de	los	tipos	de	simbiosis	muy	importante	son	las	micorrizas,	que	en	un	sentido	amplio,	
representa	una	asociación	mutualista,	 que	 incluye	 las	 relaciones	 tróficas	de	hongos	 con	
plantas	“inferiores”	y	plantas	aclorofílicas	(Sasan	y	Bidochka,	2013).	Más	del	90	%	de	todas	
las	especies	de	plantas	que	crecen	en	la	tierra	establecen	relación	simbiótica	con	hongos	y	
dependen	de	esta	interacción	para	sobrevivir	(Behie	y	Bidochka,	2013).	Estas	relaciones	con	
las	plantas	son	formadas	por	hongos	micorrizas	o	endófitos.	Los	hongos	endófitos	viven	en	
los	tejidos	de	las	plantas;	incluyendo	las	raíces,	si	bien	algunos	hongos	como	Metarhizium	
catalogado	recientemente	como	endófito	no	habita	las	hojas	(Behie	y	Bidochka,	2013;	Behie	
et	al.,	2015).	

Ésta	establecido	que	los	simbiontes	fúngicos	benéficos	son	capaces	de	transferir	nutrientes	
limitantes	del	 suelo,	 incluyendo	 fósforo,	nitrógeno	y	 sulfuro,	 a	 su	planta	hospedera	y	 la	
transferencia	es	reciproca	hacia	el	hongo	con	carbohidratos	derivados	de	la	planta	(Kiers	et	
al.,	 2011).	 Por	 ejemplo,	 la	 salinidad	 en	 el	 suelo	 puede	 dañar	 las	 plantas	 a	 través	 de	
acumulación	de	especies	reactivas	de	oxigeno	durante	la	exposición	prolongada	al	estrés.	
Las	 asociaciones	 endófitas	 pueden	 inducir	 la	 producción	 de	 antioxidantes	 tales	 como	el	
glutatión,	protegiendo	a	la	planta	del	estrés	salino	(Kiers	et	al.,	2011).	

Recientemente	se	ha	clasificado	a	Metarhizium	spp.	y	Beauveria	spp.	como	una	nueva	clase	
de	hongos	endófitos	patógenos	de	insectos,	los	cuales	son	capaces	de	transferir	nitrógeno	
obtenido	desde	los	insectos	que	ellos	infectan,	directamente	a	las	plantas	simbiontes	y	se	
ha	encontrado	que	forman	asociaciones	endófitas	en	la	rizósfera,	como	por	ejemplo	en	la	
planta	del	frijol	(Phaseolus	vulgaris)	(Behie	et	al.,	2012;	Sasan	y	Bidochka,	2012).	

Rizósfera 
 
Hiltner	en	1904	citado	en	Bais	et	al.,	2006,	describe	la	“rizósfera”	como	una	zona	única	y	
dinámica	de	interacción	entre	las	raíces	de	las	plantas	y	los	microorganismos	del	suelo.	La	
rizósfera	es	una	zona	estrecha	de	tierra	directamente	influenciada	por	las	secreciones	de	la	
raíz,	 es	el	 sitio	de	 interacciones	 complejas	entre	 la	plantas,	bacterias,	hongos,	protistas,	
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nematodos	e	insectos	(Bais	et	al.,	2006).	Tales	asociaciones	son	importantes	para	el	ciclo	de	
nutrientes	como	el	ciclo	del	nitrógeno,	ciclo	del	fósforo,	funcionalidad	del	ecosistema	y	el	
secuestro	de	carbono.	En	particular	algunos	hongos	son	cruciales	en	el	crecimiento	y	salud	
de	 las	 plantas,	 los	 hongos	 solubilizan	 los	 nutrientes	 del	 suelo	 y	 son	 antagonistas	 de	
patógenos	de	plantas,	como	fitopatógenos	e	insectos	herbívoros	(Liao	et	al.,	2014).	

La	rizósfera	se	caracteriza	por	potenciar	la	biomasa	y	la	actividad	microbiana.	La	interacción	
entre	 las	raíces	de	 la	planta	y	 los	microorganismos	está	 influenciada	por	varios	 factores,	
entre	 ellos,	 los	 exudados	 de	 raíz,	 especies	 de	 plantas,	 edad,	 pulverizaciones	 foliares,	
condiciones	del	suelo	y	condiciones	ambientales	(Sasan	y	Bidochka,	2012).	

Los	componentes	de	la	rizósfera	son	las	propias	raíces,	 las	cuales	proveen	a	 la	planta	de	
anclaje	y	los	medios	para	adquirir	agua,	nutrientes	y	otras	sustancias	de	crecimiento	desde	
el	 suelo.	 A	 su	 vez	 las	 raíces	 proveen	 a	 los	 microrganimos	 con	 condiciones	 altamente	
favorables	de	crecimiento;	entre	ellas	una	estructura	física	para	la	colonización	microbiana	
y	la	disponibilidad	de	compuestos	fotosintetizados	a	la	rizósfera	como	sacarosa,	arabinosa,	
glucosa,	galactosa,	maltosa,	entre	otras	(Sasan	y	Bidochka,	2012).		

Las	 raíces	 de	 la	 planta	 continuamente	 producen	 y	 secretan	 compuestos	 dentro	 de	 la	
rizósfera.	Los	exudados	de	raíz	incluyen	la	secreción	de	compuestos	de	bajo	peso	molecular	
como	 aminoácidos,	 ácidos	 orgánicos,	 azúcares,	 fenoles,	 iones,	 oxigeno	 libre,	 vitaminas,	
purinas,	 nucleósidos,	 hormonas,	metales	 inorgánicos,	 CO2	 y	 agua,	 además	 de	 pequeñas	
cantidades	de	una	variedad	de	flavonoides,	terpenoides	y	otros	metabolitos	secundarios	
que	sirven	como	mediadores	químicos	en	las	interacciones	microbio-planta,	y	compuestos	
de	 alto	 peso	 molecular	 como	 enzimas	 y	 mucílago	 (polisacáridos).	 Algunos	 de	 estos	
metabolitos	pueden	ser	antibióticos,	que	confieren	resistencia	a	patógenos	bacterianos,	o	
quimioatractores	 de	 las	 señales	 de	 la	 raíz,	 que	 específicamente	 inducen	 genes	 en	 el	
microorganismo,	 necesarios	 para	 establecer	 la	 asociación	 con	 plantas	 (Figura	 4).	
Recientemente,	 un	 sesquiterpeno,	 el	 cual	 desencadena	 la	 ramificación	 de	 las	 hifas	 en	
hongos	micorrizicos	latentes,	fue	identificado	en	exudados	de	raíz	de	Lotus	japonicus	(Bais	
et	al.,	2006;	Wang	et	al.,	2005;	Besserer	et	al.,	2006).		

Otro	exudado	de	raíz	es	la	sacarosa,	el	cual	es	uno	de	los	principales	carbohidratos	producto	
de	la	fotosíntesis	y	ha	sido	detectado	en	altas	concentraciones	cerca	de	las	puntas	de	las	
raíces.	Varios	hongos	como	Thermomyces	lanuginosus,	Uromyces	fabae,	Aspergillus	niger,	
Trichoderma	virens	y	Metharizum	robertsii	producen	una	invertasa,	capaz	de	hidrolizar	la	
sacarosa	a	monosacáridos,	pudiendo	utilizarlos	como	fuente	de	carbono	(Liao	et	al.,	2013).	
En	especies	de	Glomus	y	Laccaria	hay	una	alta	regulación	de	los	transportadores	de	amonio	
durante	 la	 asociación	 con	 las	 raíces	 de	 la	 planta,	 proveyéndole	 nitrógeno	 (Behie	 et	 al.,	
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2013).		

	

Figura	4.	Representación	esquemática	de	las	posibles	interacciones	mediadas	por	exudados	de	las	

raíces	 en	 la	 rizósfera.	 Las	 interacciones	 positivas	 involucran	 las	 interacciones	 mediadas	 por	
exudados	 de	 con	 las	 rhizobacterias	 promotoras	 del	 crecimiento	 de	 plantas	 (RPCP’s).	 Las	 raíces	
producen	 señales	 químicas	 que	 atraen	 a	 las	 baterías	 e	 inducen	 quimiotaxis.	 Las	 interacciones	
positivas	 incluyen	 facilitadores	 de	 crecimiento	 o	 reguladores	 de	 crecimiento.	 Las	 interacciones	
negativas	son	debidas	a	exudados	de	 las	raíces	como	antimicrobianos,	 fitotoxinas,	nematicidas	e	
insecticidas,	inhibiendo	el	crecimiento	de	los	organismos	benéficos	que	conforma	la	rizósfera.	Las	
flechas	 en	 los	 paneles	 indican	 intercambio	 químico.	 Micorrizas	 arbusculares	 vesiculares	 (MAV),	
Resistencia	sistémica	adquirida	(RSA’s),	Quorum-sensing	(QS).	Figura	tomada	y	modificada	de	Bais	
et	al.,	2006.	
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Las	interacciones	planta-microbio	positivas	influyen	en	el	crecimiento	de	las	plantas	a	través	
de	una	 variedad	de	mecanismos	que	 incluyen,	 la	 fijación	de	nitrógeno	 atmosférico,	 por	
diferentes	clases	de	proteobacterias,	incremento	de	la	tolerancia	al	estrés	biótico	y	abiótico	
(Bais	et	al.,	2006).	Además,	las	plantas	pueden	tomar	el	nitrógeno	de	la	materia	orgánica	
en	descomposición,	mediante	los	cadáveres	de	insectos	o	los	desechos	de	estos.	Algunas	
plantas	 han	 desarrollado	 distintas	 formas	 de	 obtención	 del	 nitrógeno,	 como	 las	 plantas	
carnívoras	que	usan	sofisticadas	trampas	y	señuelos	para	atrapar	a	los	insectos	presa,	que	
digieren	mediante	enzimas	que	secretan	para	la	obtención	del	nitrógeno	proveniente	del	
insecto	o	como	el	caso	del	hongo	Laccaria	bicolor	que	transfiere	nitrógeno	de	cadáveres	de	
insectos	a	los	pinos	blancos	(Behie	et	al.,	2013).	Mientras	que	en	otros	simbiontes	fúngicos,	
se	ha	observado	que,	en	la	colonización	de	la	raíz	de	la	planta,	el	hongo	recibe	carbón	a	
cambio	por	nutrientes	del	suelo.	Por	ejemplo,	en	el	simbionte	Ceratobasidium	cornigerum,	
provee	a	la	orquídea	(Goodyera	repens)	con	nitrógeno	en	forma	del	aminoácido	glicina	a	
cambio	de	carbono	en	forma	de	azucares	(Javot	et	al.,	2011).	

En	 el	 caso	 de	 las	 plantas,	 como	 en	 Medicago	 truncatula	 el	 gen	 MtPt4,	 codifica	 un	
transportador	 de	 fosfatos	 en	 la	 raíz	 de	 la	 planta	 durante	 su	 asociación	 con	 hongos	
micorrizicos	(Javot	et	al.,	2011).	Mientas	que	en	los	hongos	micorrizicos,	Glomus	mosseae	y	
Glomus	versiforme	 se	activan	 los	genes	GmosPT	 y	GvPT,	 tambien	de	 transportadores	de	
fosfatos	durante	la	asociación	con	la	planta	(Behie	et	al.,	2013),	lo	cual	indica	que	durante	
la	asociación,	tanto	la	planta	como	los	hongos	responden	con	la	síntesis	de	transportadores	
de	fósforo,	donde	son	beneficiados	por	este	nutriente.		

Como	 se	 ha	 mencionado	 antes,	 los	 hongos	 son	 importantes	 en	 las	 interacciones	 de	 la	
rizósfera,	 son	 el	 segundo	 grupo	 de	 microorganismos	 más	 prevalente	 en	 el	 suelo	 y	
ocasionalmente	la	biomasa	de	hongos	excede	la	biomasa	de	las	bacterias.	Las	interacciones	
entre	plantas	y	hongos	pueden	ser	benéfica,	neutral	o	perjudicial.	Los	hongos	patogénicos	
de	raíz,	saprofitos	y	micorrizas	están	entre	los	tres	principales	tipos	de	hongos	en	el	suelo	
(Sasan	y	Bidochka,	2012).	Otro	 tipo	de	hongos	que	 interaccionan	en	 la	 rizósfera	 son	 los	
hongos	 endófitos,	 que	 son	 todos	 los	 hongos	 que	 habitan	 las	 plantas	 y	 puede	 colonizar	
tejidos	internos	sin	causar	daño	aparente	al	hospedero.	Los	hongos	endófitos	se	definen	
como	un	hongo	que	coloniza	una	planta	sin	causar	síntomas	de	enfermedad	visible	en	algún	
momento	especifico	 (Petrini,	 1991;	 Schulz	 y	Boyle,	 2005).	 Los	hongos	 endófitos	 pueden	
colonizar	cualquier	órgano	desde	las	hojas	a	la	raíz,	y	puede	también	ser	especifico	de	cada	
tejido	(Tao	et	al.,	2008).	

La	colonización	microbiana	de	la	rizósfera	es	un	importante	primer	paso	en	la	patogénesis	
de	 microorganismos	 provenientes	 del	 suelo,	 y	 es	 crucial	 en	 la	 aplicación	 de	
microorganismos	benéficos	(Rudrappa	et	al.,	2008).	
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El género Metarhizium; su papel en la rizósfera e interacción mutualista 
con las plantas 
 
Los	hongos	del	genero	Metarhizium	han	sido	aislados	de	insectos	infectados	y	el	suelo	de	
todos	los	continentes,	excepto	la	Antártida,	y	han	sido	aislados	cerca	del	circulo	antártico.	
Aunque	algunos	aislados	de	estos	hongos	tienen	una	gama	de	hospederos	restringido,	el	
grupo	es	conocido	por	su	habilidad	de	matar	a	un	amplio	espectro	de	insectos,	incluyendo	
insectos	 en	 al	 menos	 siete	 órdenes.	 El	 nombre	 común	 de	 la	 enfermedad	 inducida	 por	
Metarhizium	 es	 “muscardina	 verde”	 o	 “muerte	 verde”	 basado	 en	 los	 conidios	 verdes	
incrustados	sobre	los	cadáveres	de	insectos	(Roberts	y	St.	Leger,	2004).	

	Metarhizium	anisopliae	 fue	el	primer	hongo	producido	en	masa	alrededor	del	mundo	y	
utilizado	 para	 el	 control	 de	 plagas	 de	 insectos	 (Roberts	 y	 St.	 Leger,	 2004),	 por	 su	 alta	
especificad	 de	 insecto	 hospedero,	 baja	 toxicidad	 a	 otros	 organismos,	 bajo	 impacto	
ambiental	y	menor	desarrollo	de	la	resistencia	de	los	insectos,	y	a	sus	procesos	de	infección	
múltiple	(Sasan	y	Bidochka,	2013).	Este	género	también	ha	sido	objeto	de	estudios	a	nivel	
molecular	sobre	tópicos	fundamentales	tales	como	virulencia	y	la	especificad	del	hospedero	
(Roberts	y	St.	Leger,	2004).	

El	mecanismo	de	infección	usado	por	Metarhizium	es	relativamente	bien	entendido	(Tao	et	
al,	2004).	Bajo	las	condiciones	apropiadas,	el	conidio	del	hongo	se	adhiere	por	mecanismos	
hidrofóbicos	no	específicos	a	la	superficie	del	insecto	(Boucias	et	al.,	1988).	Una	vez	que	se	
adhiere	a	cutícula	del	insecto,	el	conidio	germina	y	la	hifa	penetra	la	cutícula	del	insecto	(St.	
Leger	et	al.,	1986;	Charnley	y	St.	Leger,	1991).		

Se	ha	considerado	que	Metarhizium	vive	en	el	suelo	y	en	estado	de	vida	patogénico	hacia	
el	 insecto	 (Roberts	 y	 Humber,	 1981).	 Sin	 embargo,	 en	 recientes	 estudios	 acerca	 de	
Metarhizium	 spp.,	 se	 encontró	 que	 puede	 también	 estar	 asociado	 a	 la	 rizósfera	 de	 las	
plantas,	teniendo	así	otro	estilo	de	vida	diferente	a	lo	mencionado	anteriormente	(Hu	y	St	
Leger,	2002).	

Hu	y	St.	Leger	en	2002,	demostraron	la	habilidad	de	la	cepa	ARSEF	1080	de	Metarhizium	
anisopliae	de	colonizar	la	rizósfera,	usando	la	expresión	de	GFP	en	la	cepa	(Figura	5).	Este	
hongo	patógeno	de	insectos	está	íntimamente	asociado	a	las	raíces	de	las	plantas,	reside	
como	un	 colonizador	 endófito	 en	 raíces	de	 frijol,	 además	de	este	 estudio	 se	observó	 la	
proliferación	de	 los	pelos	radiculares	de	 la	raíz	principal	de	 la	plántula	 (Milner	y	Hunter,	
2001).	Durante	esta	asociación	endófita	de	Metarhizium	con	la	planta,	la	hifa	penetra	en	la	
superficie	 de	 las	 células	 de	 la	 raíz.	 Para	 alcanzar	 la	 pared	 celular	 epidérmica,	 el	 hongo	
secreta	enzimas	hidrolíticas	como	las	pectinasas	(Hu	y	St	Leger,	2002).	
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Figura	5.	Colonización	de	la	raíz	del	pasto	varilla	y	el	frijol	por	Metarhizium.	A)	Sección	de	la	raíz	
de	pasto	varilla	 (Switchgrass)	 tratado	con	M.	robertsii,	muestra	asociación	de	 la	hifa	expresando	
GFP.	B)	Sección	de	la	raíz	control,	el	azul	es	la	autofluorescencia	de	la	planta.	C)	Toda	la	sección	de	
la	raíz	mostrando	el	crecimiento	de	M.	robertsii	sobre	la	superficie	de	raíz	de	frijol	10	días	después	
de	la	germinación.	Tomada	de		St.	Leger	et	al.,	1996.		

	

En	 el	 2012,	 Behie	 et	 al.	determinaron	 que	 el	 hongo	M.	 robertsii	 trasloca	 nitrógeno	 del	
insecto	 infectado	hacia	 la	planta	de	 frijol	 o	 al	 pasto	de	 varilla	usando	 larvas	de	Galleria	
mellonella	utilizando	15N	(Figura	6).	Observaron	que	después	de	14	días	en	presencia	de	
Metarhizium,	el	nitrógeno	derivado	del	insecto	constituía	de	un	28	%	a	32	%	del	contenido	
de	 nitrógeno	 en	 el	 frijol	 y	 el	 pasto	 varilla,	 respectivamente;	 esto	 representa	
significativamente	una	gran	incorporación	de	15N.		

Además,	en	trabajos	recientes	de	2017,	Behie	et	al.	observaron	que	la	planta	le	transfiere	a	
Metarhizium	 compuestos	 carbonados,	 los	 cuales	 son	 aprovechados	 para	 sintetizar	 sus	
propios	azucares.	En	este	estudio	para	medir	esta	interacción	se	utilizó	13CO2,	en	cámaras	
cerradas	 con	 plantas,	 para	 determinar	 la	 transferencia	 de	 carbono	 entre	 la	 planta	 y	
Metarhizium.	 El	 carbón	marcado	 fue	 rastreado	 a	 través	 de	 la	 planta	 y	 en	 los	 azucares	
producidos	 dentro	 del	 hongo.	 Se	 encontró	 que	 las	 raíces	 colonizadas	 por	Metarhizium	
reciben	carbón	fijado	fotosintéticamente	desde	la	planta	y	que	Metarhizium	es	capaz	de	
metabolizar	 este	 carbono	 para	 su	 uso	 en	 los	 procesos	 fúngicos.	 Esto	 sugiere	 que	 los	
nutrientes	transferidos	entre	los	simbiontes	son	recíprocos.	No	se	ha	demostrado	aún	que	
otros	nutrientes,	tales	como	el	fósforo	o	sulfitos	provenientes	de	las	plantas,	se	reciclen	a	
través	de	Metarhizium	(Behie	et	al.,	2012).		

	
	

105January 2012] SASAN AND BIDOCHKA —  METARHIZIUM   ROBERTSII    IS ALSO AN ENDOPHYTE

 Fig. 4.   Confocal scanning electron micrographs of whole roots treated with  Metarhizium -GFP. (A) A section of switchgrass whole root treated with 
 M. robertsii  showing associated GFP-expressing hyphae. Also, note the proliferation of root hairs. (B) Section of control switchgrass whole root. Blue is 
plant autofl uorescence. Root sections were obtained 10 d post germination. (C) Whole root section showing  M. robertsii  growing on the surface of bean 
root 10 d post germination. Bars = 200  µ m.   

 Fig. 5.   Confocal scanning electron micrographs obtained after 60 d of interaction between bean roots and  M. robertsii . (A) Surface of bean roots showing 
 M. robertsii  hyphae on the surface of bean root. (B), (C), and (D) are  z -stacks from the same root with step size = 18.4  µ m and show endophytic colonization 
of bean root cortical cells by green-fl uorescing  M. robertsii  (see arrows in panel B) (E) No GFP signal was seen in the cortical cells of bean root treated 
with non-GFP  M. robertsii . (F) Light micrograph of cleared bean root, longitudinal section, stained with lactophenol-cotton blue, showing mycelial mass 
within root cortical cell. Bars = 200  µ m.   
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Figura	 6.	 Asociación	mutualista	 de	Metarhizium	 con	 las	 plantas.	Transferencia	 de	 nitrógeno	 a	
cambio	de	carbono;	Metarhizium	infecta	y	mata	los	insectos	provenientes	del	suelo.	De	la	muerte	
del	insecto,	el	micelio	del	hongo	se	asocia	endófitamente	con	las	raíces	de	la	planta,	donde	ocurre	
la	translocación	de	nitrógeno,	mientras	que	la	planta	absorbe	CO2,	el	cual	mediante	la	fotosíntesis	
produce	azucares	que	son	excretadas	a	la	rizósfera	y	son	aprovechadas	por	el	hongo	Metarhizium.	
Tomada	de	Behie	et	al.,	2017.	
	
En	 el	 proceso	 de	 colonización	 de	 la	 rizósfera	 por	Metarhizium	 intervienen	 diferentes	
factores,	por	ejemplo	M.	robertsii	expresa	diferencialmente	dos	genes	de	adhesinas,	MAD1	
y	MAD2.	MAD1	es	usada	para	adhesión	a	 la	cutícula	del	 insecto	y	MAD2	contribuye	a	 la	
adhesión	a	la	planta	(Behie	et	al.,	2017).	Estudios	sobre	la	expresión	de	MAD1	y	MAD2	en	
Saccharomyces	cerevisiae	permite	que	las	células	de	levadura	se	adhieran	a	la	cutícula	del	
insecto	y	la	superficie	de	las	plantas,	respectivamente,	corroborando	la	función	de	los	genes	
de	las	adhesinas	(Wang	y	St.	Leger,	2007).	

Para	 todos	 los	microrganismos	 que	 habitan	 la	 rizósfera,	 la	 competencia	 es	 vital,	 y	 para	
Metarhizium	un	transportador	de	oligosacáridos;	transportador	de	rafinosa	de	Metarhizium	
(MRT,	por	sus	siglas	en	ingles),	es	 importante	para	la	competencia	de	Metarhizium	en	la	
rizósfera,	único	en	hongos	filamentosos	ascomicetos	y	basidiomicetos.	Se	comprobó	que	la	
disrupción	del	gen	MRT	no	tiene	efecto	en	la	virulencia	al	insecto,	pero	la	competencia	en	
la	rizósfera	de	M.	robertsii	fue	muy	reducida	(Sasan	y	Bidochka,	2012).	Como	se	mencionó	
anteriormente,	 Liao	 et	 al.	 en	 2013,	 reportaron	 que	M.	 robertsii	 produce	 una	 invertasa	
extracelular	(Mrlnv)	sobre	las	raíces	de	las	plantas.	Demostrando	que	la	mutante	nula	del	

source of nitrogen (that is, insects) via their specialization as
insect pathogens (Fig. 3).

Plants provided carbon to endophytic Metarhizium even in the
absence of a host insect in the microcosm (Fig. 1). However, in
the presence of a host insect there was significantly greater 13C
transfer to Metarhizium. A similar relationship was observed in
Medicago truncatula roots colonized with arbuscular mycorrhizal
fungi. In this symbiosis a reciprocal exchange of nutrients
stabilized the root/fungal complex and the plant host increased
carbon flow to Glomus spp. upon receiving increased nutrients
from the fungal partner22. Therefore, the reciprocity seen in the
Metarhizium/plant relationship may increase the overall stability
of the partnership, ensuring that each symbiont is provided with
adequate nutrients.

The ability of Metarhizium to receive plant-derived carbon,
suggests the involvement of transporters that allow for fungal
assimilation of photosynthate. In Metarhizium, an oligosacchar-
ide transporter, Metarhizium raffinose transporter (mrt), plays a
role in the uptake of raffinose from the rhizosphere23. However,
in obligate plant/fungal relationships, there is evidence that plant
synthesized monosaccharides are shuttled into the fungus directly

a b

Figure 2 | Internal cross section of M. robertsii colonized haricot bean
roots harvested after 10 days and stained with Chlorazol black.
(a) Metarhizium colonized plant roots, sectioned with a microtome and
subsequently stained with Chlorazol black. (b) Plant roots grown without
Metarhizium stained with Chlorazol black. Images were taken at !400
magnification. scale bar, 50mm.

CO2 Light energy

C

N

Figure 3 | Exchange of insect-derived nitrogen for plant derived
photosynthate. Representation of the exchange of insect-derived nitrogen
for plant derived photosynthate between endophytic Metarhizium and its
plant host. Metarhizium is able to colonize a plant root, and provide useable,
insect-nitrogen in exchange for plant produced carbon.
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Figure 1 | Relative per cent 13C in Metarhizium and plant-derived sugars. Resonances present in the 13C NMR spectra were integrated relative to an
internal standard (100ml MeOH, added to all samples) and then calculated as a percentage of integration value for the internal standard. (a) Closed circles
represent 13C in trehalose extracted from root-colonized Metarhizium without an insect present. Closed squares represent 13C in trehalose extracted from
root-colonized Metarhizium with insect present. Open circles represent 13C in trehalose extracted from roots without Metarhizium. (b) Closed circles
represent 13C in GlcNAc extracted from root-colonized Metarhizium without an insect present. Closed squares represent 13C in GlcNAc extracted from root
colonized Metarhizium with an insect present. Open circles represent 13C in GlcNAc extracted from roots without Metarhizium. (c) Closed circles represent
13C GlcNAc extracted from soil with Metarhizium, but without a plant. Closed squares represent 13C trehalose extracted from soil with Metarhizium, but

without a plant. Open circles represent 13C in all sugars extracted from soil without Metarhizium and plant (n¼ 20), bars represent s.e.
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gen	(ΔMrlnv)	reduce	su	crecimiento	de	M.	robertsii	en	sacarosa	y	en	exudados	de	raíz,	esto	
sugiere	que	el	metabolismo	de	azucares	está	relacionado	en	la	competencia	de	la	rizósfera	
de	diferentes	especies	de	Metarhizium.		

En	2014,	Liao	et	al.	observaron	que	Metarhizium	en	interacción	con	plántulas	de	maíz	puede	
aumentar	el	crecimiento	de	éstas	y	mejorar	el	rendimiento	de	las	mazorcas.	Los	autores	
hacen	mención	que	todas	las	cepas	utilizadas	en	dicho	estudio	podrían	estar	produciendo	
fitohormonas	promotoras	del	crecimiento	en	las	raíces.	En	este	año	Liao	et	al.,	demostraron	
que	una	cepa	de	M.	robertsii	produce	ácido	3-indolacético,	que	es	una	fitohormona	tipo	
auxina	que	promueve	el	crecimiento	y	proliferación	de	las	raíces	de	las	plantas.	

Aislamiento de Metarhizium  
 
Usualmente	 los	 aislados	 de	Metarhizium	 son	 obtenidos	 de	 cadáveres	 de	 insectos;	 sin	
embargo,	recientemente	fueron	recuperado	desde	raíces	de	varios	sistemas	de	especies	de	
plantas	(Steinwender	et	al.,	2015).	El	estudio	de	estos	hongos	se	ha	basado	en	el	aislamiento	
de	cadáveres	de	insectos	y	del	suelo.	Ambos	métodos	y	el	uso	de	medios	selectivos	han	sido	
utilizados	para	el	aislamiento	del	hongo	entomopatógeno	del	suelo	(Shin	et	al.,	2010).		

El	 uso	 de	 insectos	 carnada	 es	 un	 método	 de	 detección	 muy	 sensible	 y	 el	 hongo	
entomopatógeno	 puede	 ser	 aislado	 selectivamente.	 Sin	 embargo,	 algunas	 especies	 de	
insectos	tienen	un	patógeno	fúngico	especifico	y	solo	se	aíslan	aquellas	cepas	con	capacidad	
de	infectar	al	insecto	usado.	En	contraste	el	medio	selectivo	para	hongos	entomopatógeno	
tiene	algunas	ventajas	para	la	colección	en	masa	de	hongos	y	la	obtención	de	información	
cuantitativa	sobre	la	población	de	hongos	entomopatógenos	que	habitan	los	ecosistemas.	
En	este	sentido,	varios	medios	selectivos	se	han	desarrollado	para	la	colección	en	masa	de	
hongos	 entomopatógeno	 provenientes	 del	 suelo.	 Fungicidas	 (como	 el	 Oxgall,	 sulfato	
cúprico,	cloruro	de	cobre	(II),	Benomyl	y	dodina	[monoacetato	de	N-dodecilguanidina])	y	
antibióticos	 (como	 el	 cloranfenicol,	 tetraciclina	 y	 estreptomicina)	 han	 sido	 usados	 por	
separado	 o	 en	 combinación,	 para	 aislar	 hongos	 entomopatógenos	 en	 medio	 selectivo	
(Fernandes	et	al.,	2010).		

En	la	búsqueda	de	medios	selectivos,	Tae-Young	et	al.	en	2010,	compararon	varios	medios	
con	cloruro	de	cobre	(II)	y	con	dodina,	determinando,	que	el	medio	selectivo	con	dodina	es	
más	selectivo	para	hongos	de	crecimiento	 lento.	Además,	se	determinó	que	64	%	de	 los	
hongos	identificados	son	hongos	entomopatógenos.	Se	han	utilizado	medios	a	base	de	PDA	
enriquecido	con	extracto	de	levadura,	suplementado	con	dodina	y	gentamicina,	este	medio	
provee	 un	 sustrato	 eficiente	 para	 la	 selección	 de	 entomopatógenos	 de	 contaminantes	
ambientales.	 Sin	embargo,	M.	acridum	 es	más	 susceptible	al	 fungicida	dodina	que	otras	
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especies	de	Metarhizium	(Rangel	et	al.,	2010).	En	el	trabajo	de	Fernandes	et	al.	en	2010,	
desarrollaron	 el	 medio	 CTC	 (cloranfenicol,	 Tianbendazol	 y	 ciclohexamina)	 para	 el	
aislamiento	de	M.	acridum,	en	este	estudio	se	determinó	que	M.	acridum	crece	y	esporula	
mejor	en	medio	CTC	que	en	medio	con	dodina,	además	determinaron	que	M.	robertsii	y	
Beauveria	brongniartii	tienden	a	ser	más	sensibles	a	dodina	que	M.	brunneum	y	B.	bassiana.			

Por	 lo	 tanto,	 el	 aislamiento	 de	Metarhizium	 proveniente	 del	 suelo,	 mediante	 medios	
selectivos	es	un	método	eficiente	y	rápido,	que	puede	ser	cuantitativo,	sin	aislar	solo	los	
hongos	con	hospederos	de	insectos	específicos.		

Caracterización molecular de Metarhizium  
 
En	 2000	 Driver	 et	 al.	 y	 en	 el	 2005,	 Huang	 et	 al.	 derivaron	 filogenias	 de	 especies	 de	
Metarhizium	infiriéndose	exclusivamente	en	el	análisis	de	genes	ribosomales	(ITS),	lo	cual	
tiene	 baja	 resolución	 resolviendo	 los	 linajes	 de	Metarhizium.	 En	 el	 2006,	 Bischoff	et	 al.	
analizaron	 la	 longitud	 total	de	 la	 secuencia	de	DNA	del	 factor	de	elongación	1	 (EF-1α)	y	
secuencias	parciales	de	dos	subunidades	de	RNA	polimerasa	II	(RPB1	y	RPB2).	Este	estudio	
demostró	ser	eficiente	y	provee	una	herramienta	más	sensible	y	robusta	para	identificar	
linajes	de	Metarhizium.	En	el	2009	Bischoff	et	al.	clarificaron	la	taxonomía	y	filogenia	del	
complejo	de	Metarhizium	anisopliae	que	incluyo	todas	las	cuatro	variedades	reconocidas	
hasta	 ese	 entonces	 de	 Metarhizium	 anisopliae,	 así	 como	 Metarhizium	 guizhouense,	
Metarhizium	pingshaense	y	Metarhizium	taii,	además	examinaron	la	morfología	de	colonias	
y	conidios	de	los	aislados	de	todos	los	linajes	inferidos.	Identificaron	dos	principales	clados,	
el	MGT	en	el	cual	esta;	M.	majus,	M.	guizhouense	y	M.	taii,	mientras	que	en	el	clado	PARB	
se	encuentra;	M.	pingshaense,	M.	anisopliae,	M.	robertsii	y	M.	brunneum	mientras	que	M.	
lepidiotae,	M.	acridum,	M.	globosum,	M.	flavoviride	y	M.	frigidum	están	fuera	de	los	clados.	
Además,	 para	 la	 caracterización	 de	 Metarhizium	 se	 han	 usado	 los	 marcadores	 de	
microsatélites,	o	repeticiones	de	secuencias	simples	(SSR),	ya	que	proveen	una	herramienta	
eficiente	de	alta	resolución	para	el	genotipo	multilocus	(Enkerli	y	Widmer,	2010).		Enkerli	y	
Widmer	en	2010,	Oulevey	et	al.	en	2009	desarrollaron	y	validaron	marcadores	SSR	para	la	
identificación	de	genotipos	multilocus	(MLG)	de	M.	anisopliae.	Un	subconjunto	de	14	de	
estos	marcadores	permitió	a	Steinwender	et	al.	en	2014,	 identificar	13	únicos	MLG	para	
cuatro	especies	de	Metarhizium	en	ambientes	de	suelo	en	un	ecosistema	en	Dinamarca.			
	
Bischoff	 et	 al.	 en	 2009,	 mencionan	 que	 el	 EF-1α	 es	 suficiente	 para	 una	 resolución	 de	
especies	de	Metarhizium	y	es	actualmente	el	locus	más	útil	para	el	diagnóstico	de	grupos	
terminales	en	la	identificación	de	especies	de	los	hongos	de	Fusarium	y	Trichoderma	(Geiser	
et	al.,	2004).	Para	una	resolución	total	de	la	genealogía	de	Metarhizium,	en	la	cual	no	solo	
se	pueda	determinar	la	especie	si	no	también	diferencias	entre	la	población,	es	fundamental	
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el	uso	de	varias	herramientas	genómicas,	 como	el	análisis	de	 los	marcadores	de	SSR	en	
combinación	 con	 el	 análisis	 de	 EF-1α,	 esto	 proporciona	 una	 buena	 resolución	 de	 la	
genealogía	de	este	hongo	entomopatógeno.			
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HIPÓTESIS  
	

Debido	a	las	diferencias	marcadas	entre	los	climas,	altitudes	y	tipos	de	suelo	del	estado	de	
Guanajuato	 se	 generan	 micro	 ecosistemas.	 En	 estos	 micro	 ecosistemas	 no	 solo	 la	
biodiversidad	de	animales	y	plantas	aumenta	sino	también	de	microrganismos	presentes	
en	el	suelo.	Por	lo	tanto,	es	posible	aislar	del	suelo	de	los	micro	ecosistemas	del	estado	de	
Guanajuato	una	gran	biodiversidad	del	hongo	Metarhizium,	con	el	potencial	biotecnológico	
para	una	agricultura	sustentable.		
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OBJETIVO GENERAL 
	

Caracterización	de	aislados	del	hongo	Metarhizium	provenientes	del	norte	del	estado	de	
Guanajuato	con	el	potencial	para	promover	el	crecimiento	vegetal.	

	

Objetivos específicos  
	

1. Aislamiento	de	cepas	de	Metarhizium	spp.	provenientes	de	las	áreas	naturales	
protegidas	del	norte	del	estado	de	Guanajuato.	
	

2. Caracterización	molecular	de	los	aislados.	
	

3. Determinación	de	la	capacidad	de	conidiación	en	fotoperiodo	y	oscuridad.	
	

4. Caracterización	del	potencial	para	promover	el	crecimiento	vegetal.		
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MATERIALES Y MÉTODOS   

Cepas utilizadas 
 
El	 género,	 especie	 y	 cepas	 empleadas	 en	 este	 estudio	 se	 muestran	 en	 la	 Tabla	 1,	
pertenecientes	a	 la	Colección	de	Hongos	Entomopatógenos	del	 Laboratorio	de	Genética	
Molecular	de	Hongos,	Universidad	de	Guanajuato.		

Tabla	1.	Cepas	de	Metarhizium	y	Escherichia	coli	usadas	en	este	trabajo	

Cepa	 Género	y	Especie	 Características	 Referencia	

CARO4	
Metarhizium	
robertsii	

Cepa	aislada	del	complejo	
Phyllophaga	spp.	(Plaga	
de	Maíz),	con	genotipo	

silvestre.	

	

	

	

	

	

Colección	de	Hongos	
Entomopatógenos	del	
Laboratorio	de	Genética	
Molecular	de	Hongos,	

Universidad	de	
Guanajuato,	México	

	

CARO7	
Metarhizium	
brunneum	

Cepa	aislada	del	insecto	
Spodoptera	frugiperda	
(Plaga	de	Maíz),	con	
genotipo	silvestre.	

CARO11	
Metarhizium	
brunneum	

Cepa	aislada	del	insecto	
Phyllophaga	sp.	(plaga	del	

Maíz),	con	genotipo	
silvestre.	

CARO12	
Metarhizium	
brunneum	

Cepa	aislada	del	insecto	
Schistocerca	piceifrons	
(plaga	del	sorgo),	con	
genotipo	silvestre.	

CARO19	
Metarhizium	
brunneum	

Cepa	aislada	del	insecto	
Gerageus	senilis	(Plaga	de	

Maíz),	con	genotipo	
silvestre.	
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Tabla	1	(continuación).	Cepas	de	Metarhizium	y	Escherichia	coli	usadas	en	este	trabajo	

Cepa	
Género	y	

Especie	
Características	 Referencia	

E6	
Metarhizium	
anisopliae	

Cepa	aislada	del	
arácnido		Rhipicephalus	
microplus	(Garrapata	

de	Ganado).	

Centro	de	Biotecnología	
de	la	Universidad	

Federal	de	Rio	Grande	
del	Sur,	Porto	Alegre,	
Brasil	(Schrank	et	al.,	

2010).	

ARSEF23	
	

Metarhizium	
robertsii	

Cepa	aislada	del	insecto	
Conoderus	sp.	(Plaga	de	

Sorgo).	

Colección	de	Cultivos	
Fúngicos	

Entomopatógenos	del	
Servicio	de	

Investigación	Agrícola	
perteneciente	al	
Departamento	de	
Agricultura	de	los	

Estados	Unidos	(USDA	
–	ARSEF).	

	

ARSEF2575	
	

	
Metarhizium	
robertsii	

	

Cepa	aislada	del	insecto	
Curculio	caryae	

(Plaga	de	la	Nuez).	

ARSEF7486	
	

	
Metarhizium	
acridum	

	

Cepa	aislada	del	insecto	
Ornithacris	cavroisi	
(Plaga	de	Sorgo).	

ARSEF252	
	

	
Beauveria	
bassiana	

	

Cepa	aislada	del	insecto		
Leptinotarsa	
decemlineata	

(Plaga	de	papa).	

DH5α	 Escherichia	coli	

Genotipo:	F-	Ø80	∆lac	
∆ZM15	∆(lacZYA-	argF)	
U169	reacA1	endA1	

hsdR17	(r-k,	mk	+)	18oa	

supE44	λ-thi-1	gyrA96	
relA1.	

Invitrogen	
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Se	utilizaron,	además	todos	los	aislados	obtenidos	en	este	trabajo	(Tabla	2).	Se	muestra	el	
total	de	los	aislados	obtenidos,	su	especie,	lugar	donde	fue	aislado	y	si	tienen	la	capacidad	
de	conidiar	en	fotoperiodo	u	oscuridad.		
	
La	nomenclatura	de	 los	aislados,	 la	 identificación	de	 la	especie	y	 la	determinación	de	 la	
capacidad	de	conidar	en	fotoperiodo	u	oscuridad,	se	muestra	con	detalle	en	la	sección	de	
resultados.		
	
Tabla	2.	Aislados	obtenidos	en	este	trabajo	

 
Aislado Especie Lugar donde se aisló Conidia en 

fotoperiodo 
Conidia 

en 
oscuridad 

1 PCP1 M. brunneum Las Palomas Si Si 
2 PCP2 M. robertsii Las Palomas Si No 
3 PCP7-1 M. brunneum Las Palomas Si Si 
4 PCP7-2 M. brunneum Las Palomas Si Si 
5 PCP7-2.1 M. brunneum Las Palomas Si Si 
6 PCP10-1 M. brunneum Las Palomas Si Si 
7 PCP10-1.1 M. robertsii Las Palomas Si Si 
8 PCP10-1.2 M. brunneum Las Palomas No Si 
9 PCP10-1.5 M. brunneum Las Palomas Si Si 

10 PCP10-5 M. brunneum Las Palomas Si Si 
11 PCP41 M. brunneum Las Palomas Si Si 
12 PCP42-1 M. brunneum Las Palomas Si Si 
13 PCP42-2 M. brunneum Las Palomas Si No 
14 PCP42-3 M. brunneum Las Palomas Si No 
15 PCP42-4 M. brunneum Las Palomas Si Si 
16 PCP42-5 M. brunneum Las Palomas Si No 
17 PCP42-6 M. anisopliae Las Palomas Si Si 
18 LCP1CV M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si 
19 LCP5 M. guanajuatense Cuenca de la Esperanza Si Si 
20 LCP13 M. palomense Cuenca de la Esperanza Si No 
21 LCP16 M. guanajuatense Cuenca de la Esperanza Si Si 
22 LCP29-1.1 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si 
23 LCP29-1.2 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si No 
24 LCP29-2 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si No 
25 LCP29-2.1 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si 
26 SR7 M. brunneum Santa Rosa Si Si 
27 SR9CV M. brunneum Santa Rosa Si No 
28 SR19 M. pingshaense Santa Rosa Si Si 
29 SR23-1 M. brunneum Santa Rosa Si No 
30 SR23-2 M. brunneum Santa Rosa Si Si 
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Tabla	2	(continuación).	Aislados	obtenidos	en	este	trabajo	

 
Aislado Especie Lugar donde se aisló Conidia en 

fotoperiodo 

Conidia 
en 

oscuridad 
31 CU3 M. robertsii Cubilete Si Si 
32 CU2-4 M. robertsii Cubilete Si Si 
33 CU11CV M. brunneum Cubilete Si Si 
34 EC7 M. brunneum Cubilete Si Si 
35 EC25 M. brunneum Cubilete Si Si 
36 EC26 M. robertsii Cubilete Si Si 
37 EC13-1 M. brunneum Cubilete Si Si 
38 EC13-2 M. brunneum Cubilete Si No 
39 ECLC2 M. robertsii Cubilete Si No 
40 ECLC5 M. brunneum Cubilete Si No 
41 ECLC11-1.1 M. brunneum Cubilete Si Si 
42 ECLC11-1.2 M. brunneum Cubilete Si No 
43 ECLC11-1.3 M. brunneum Cubilete Si No 
44 ECLC11-2 M. brunneum Cubilete Si Si 
45 ECLC11CV M. brunneum Cubilete Si Si 
46 ECLC14 M. robertsii Cubilete Si Si 
47 AT1-1 M. robertsii Atarjea Si No 
48 AT1-2 M. robertsii Atarjea Si Si 
49 AT3 M. brunneum Atarjea Si No 
50 AT4 M. brunneum Atarjea Si Si 
51 AT9 M. brunneum Atarjea Si Si 
52 AT14-1 M. robertsii Atarjea Si No 
53 AT14-2 M. robertsii Atarjea Si No 
54 AT23-1 M. brunneum Atarjea Si Si 
55 AT23-2 M. brunneum Atarjea Si Si 
56 AT23-3 M. brunneum Atarjea Si Si 
57 AT25 M. robertsii Atarjea Si No 
58 STC4 M. brunneum Sta. Catarina Si Si 
59 STC8 M. brunneum Sta. Catarina Si Si 

 

Plantas utilizadas  

Semillas de sorgo  
 
Se	 empleó	 la	 variedad	 de	 Sorghum	 bicolor	 (sin.	 Sorghum	 vulgare)	 CB-112	 (Semillas	
Berentsen®)	 del	 lote	 101865	 con	 el	 ciclo	 de	 producción	 201	 producido	 en	 Texas,	 USA.,	
tratado	con	StorcideTM	y	Signet®	480	FS	+	Clotianidina.	Estas	semillas	producen	una	panoja	
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grande	 semicompacta,	 con	una	planta	de	1,40	a	1,50	m	de	alto,	 adaptada	al	 estado	de	
Guanajuato,	y	es	de	las	más	compradas	por	los	productores	guanajuatenses.		

Las	 semillas	 de	 Sorghum	 vulgare	 fueron	 esterilizadas	 por	medio	 de	 gas	 cloro	 haciendo	
reaccionar	 100	 mL	 de	 hipoclorito	 de	 sodio	 (Cloralex®)	 y	 3,5	 mL	 de	 ácido	 clorhídrico	
concentrado	en	un	desecador	durante	16	horas,	este	procedimiento	se	realizó	dentro	de	la	
campana	de	extracción.		

Medios de cultivo  
 
Los	medios	de	cultivo	fueron	utilizados	para	el	aislamiento,	crecimiento	y	mantenimiento	
del	hongo	Metarhizium,	la	germinación	de	las	semillas	de	las	plantas,	crecimiento	de	E.	coli	
y	 las	 interacciones	 entre	 Metarhizium-planta.	 Todos	 los	 medios	 se	 esterilizaron	
previamente	en	autoclave	durante	20	min,	121	°C	a	2	atm	de	presión.		

Medio dodina (Medio de selección para los aislados Metarhizium) 
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	40	g	del	medio	rico	papa	dextrosa	agar	(PDA)	Bioxon®,	
1	g	de	extracto	de	 levadura,	0,5	g	de	cloranfenicol,	0,25	g	de	cicloheximida	y	0,15	g	del	
principio	activo	monoacetato	de	duodecilguanidinio	o	dodina	del	fungicida	comercial	Syllit®	
flow	.	

Medio dodina con cristal violeta 

Al	medio	dodina	se	le	adiciono	0,0025	g/L	de	cristal	violeta.	

Medio dodina para resiembra de los aislados de Metarhizium  
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	40	g	del	medio	rico	papa	dextrosa	agar	(PDA)	Bioxon®,	
1	g	de	extracto	de	levadura,	0,5	g	de	cloranfenicol,	0,25	g	de	cicloheximida	y	0,025	g	del	
principio	activo	monoacetato	de	duodecilguanidinio	o	dodina	del	fungicida	comercial	Syllit®	
flow.	 Adicionando	 cuatro	 antibióticos;	 kanamicina	 (100	 μg/μL),	 ampicilina	 (150	 μg/μL),	
carbenicilina	(100	μg/μL),	cefotaxima	(100	μg/μL).		

M-100 con dos fuentes de nitrógeno (M100-2N) 
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	10	g	de	dextrosa,	3	g	de	nitrato	de	potasio	(KNO3),	1,8	g	
de	nitrato	de	amonio	(NH4NO3),	60	mL	de	solución	de	sales	M-100,	15	g	de	agar.		
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Solución de sales M-100  
 
Esta	solución	contiene	por	cada	litro:	16	g	de	fosfato	monobásico	de	potasio	(KH2PO4),	4	g	
de	sulfato	de	sodio	(Na2SO4),	8	g	de	cloruro	de	potasio	(KCl),	2	g	de	sulfato	de	magnesio	
heptahidratado	 (MgSO4·7H2O),	 1	 g	 de	 cloruro	 de	 calcio	 (CaCl2),	 8	 mL	 de	 solución	 de	
elementos	traza	M-100.		

Solución de elementos traza M-100  
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	60	mg	de	ácido	bórico	(H3BO3),	140	mg	de	cloruro	de	
manganeso	 tetrahidratado	 (MnCl2·4H2O),	 400	 mg	 de	 cloruro	 de	 zinc	 (ZnCl2),	 40	 mg	 de	
molibdato	 de	 sodio	 dihidratado	 (Na2MoO4·2H2O),	 100	 mg	 de	 cloruro	 de	 hierro	 III	
(FeCl3)·6H2O,	400	mg	de		sulfato	de	cobre	II	pentahidratado	(CuSO4·5H2O).		

Medio agar-agua  
 
Agar	bacteriológico	(BDBioxon®)	15	g	en	1L	de	agua	destilada		

Medio PDA 
 
Medio	de	cultivo	PDA	(papa	dextrosa	agar)	deshidratado	(BDBioxon®)	39	g	en	1L	de	agua	
destilada	

Medio YPD-2  
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	2	g	de	extracto	de	levadura,	10	g	de	peptona	de	caseína	
y	20	g	de	dextrosa.		

Medio Luria-Bertani (LB) 
 
Este	medio	contiene	por	cada	litro:	10	g	de	bacto-triptona,	5	g	de	extracto	de	levadura	y	10	
g	de	cloruro	de	sodio	(NaCl).	Cuando	se	requirió	medio	solido	se	agregaron	20	g	de	agar	
bacteriológico.	
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Medio LB-Xgal-IPTG, para la selección de recombinantes en los que se interrumpe 
la región 5’ del gen de la Beta-Galactosidasa 
 
Este	medio	se	utilizó	en	experimentos	de	transformación	de	E.	coli	 (Sambrook	y	Russell,	
2001),	el	medio	LB	se	suplementó	con	ampicilina	a	una	concentración	de	100	μg/mL	y	en	
cada	caja	se	espatularon	40	μL	de	X-Gal	(5-bromo-4-cloro-indolil-β-Dgalactopiranósido)	al	
2%	p/v	en	N,N-dimetil-formamida	y	4	μL	de	IPTG	(isoporpil-	β-Dtiogalactopiranósido)	100	
mM.	

Plásmidos empleados 

Vector pGEM®-T Easy 
Se	empleó	el	vector	pGEM®-T	Easy	(Figura	7)	de	la	casa	comercial	PROMEGA	para	realizar	
la	 clonación	 de	 los	 productos	 de	 amplificación	 mediante	 la	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	
polimerasa	(PCR).		
	
	

	

Figura	7.	Mapa	del	vector	pGEM®-T	Easy	y	puntos	de	referencia	de	la	secuencia.	El	vector	contiene	
timina	 en	 los	 extremos	 que	 facilita	 la	 inserción	 del	 fragmento	 de	 interés,	 múltiples	 sitios	 de	
restricción,	los	promotores	de	la	RNA	polimerasa	T7	y	SP6	flanqueando	el	sitio	múltiple	de	clonación,		
un	origen	de	replicación	(fi	y	ori)	y	un	gen	de	resistencia	a	ampicilina	(Ampr).	Obtenido	de	la	pagina	
https://worldwide.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-
easy-vector-systems-protocol/	
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Oligonucleótidos empleados  
 
Tabla	3.	Oligonucleótidos	empleados	en	este	trabajo		

Nombre	 Descripción	 Secuencia	(5’-3’)	

EF1T	
Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 790	 pb	 del	 gen	 del	 Factor	 de	
Elongación	1α	(Bischoff	et	al,	2006).		

ATGGGTAAGGAAGACAAGAC	

EF2T	
Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 790	 pb	 del	 gen	 del	 Factor	 de	
Elongación	1α	(Bischoff	et	al,	2006).	

GGAAGTACCAGTGATCATGTT	

Bt1F	
Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	700	pb	del	gen	de	la	beta	tubulina	
(Bischoff	et	al,	2009).	

GGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCC	

Bt1R	
Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	700	pb	del	gen	de	la	beta	tubulina	
(Bischoff	et	al,	2009).	

CAGCCATCATGTTCTTAGGGTC	

fRPB2-5F	

Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 1200	 pb	 del	 gen	 de	 la	 segunda	
subunidad	más	grande	de	la	RNA	polimerasa	II	(Bischoff	
et	al,	2006).	

GAYGAYMGWGATCAYTTYGG	

RPB2-7cR	

Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 1200	 pb	 del	 gen	 de	 la	 segunda	
subunidad	más	grande	de	la	RNA	polimerasa	II	(Bischoff	
et	al,	2006).	

CCCATRGCTTGYTTRCCCAT	

ITS-1	
Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 580	 pb	 de	 la	 región	 ITS	
(Montalva	et	al.,	2016).	

TCCGTAGGTGAACCTGCGG	

ITS-4	
Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	 de	 580	 pb	 de	 la	 región	 ITS	
(Montalva	et	al.,	2016).	

TCCTCCGCTTATTGATATGC	
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Tabla	3	(continuación).	Oligonucleótidos	empleados	en	este	trabajo		

Nombre Descripción Secuencia	(5’-3’) 

NS1 
Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	1100	pb	del	gen	18S	(SSU)	(Lee	et	
al.,	2015). 

GTAGTCATATGCTTGTCTC 

NS4 
Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	1100	pb	del	gen	18S	(SSU)	(Lee	et	
al.,	2015). 

CTTCCGTCAATTCCTTTAAG 

LROR 
Directo,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	900	pb	del	gen	28S	(LSU)	(Lee	et	
al.,	2015). 

ACCCGCTGAACTTAAGC 

LR5F 
Reverso,	 utilizado	 para	 amplificar	 un	 fragmento	 de	
aproximadamente	de	900	pb	del	gen	28S	(LSU)	(Lee	et	
al.,	2015). 

GCTATCCTGAGGGAAAC 

METPR1	
Directo,	utilizado	para	la	primera	amplificación	de	la	PCR	
anidada	 del	 fragmento	 del	 gen	 de	 PR1A	 (Leal	 et	 al.,	
1997).	

CACTCTTCTCCCAGCCGTTC	

METPR4	
Reverso,	 utilizado	 para	 la	 primera	 amplificación	 de	 la	
PCR	anidada	del	fragmento	del	gen	de	PR1A	(Leal	et	al.,	
1997).	

GTAGCTCAACTTCTGCACTC	

METPR2	
Directo,	 utilizado	 para	 la	 segunda	 amplificación	 de	 la	
PCR	anidada	del	fragmento	del	gen	de	PR1A	de	1200	pb	
(Leal	et	al.,	1997).	

AGGTAGGCAGCCAGACCGGC	

METPR5	
Reverso,	 utilizado	 para	 la	 segunda	 amplificación	 de	 la	
PCR	anidada	del	fragmento	del	gen	de	PR1A	de	1200	pb	
(Leal	et	al.,	1997).	

TGCCACTATTGGCCGGCGCG	
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Aislamiento de Metarhizium 

Colecta de muestras de suelo 
 
Las	muestras	de	suelo	 fueron	colectadas	de	 las	áreas	naturales	protegidas	del	norte	del	
estado	de	Guanajuato.	 Se	 llegó	a	 la	 zona	núcleo	del	 área	y	 se	delimitó	un	 transecto,	 se	
tomaron	 muestras	 aproximadamente	 cada	 100	 m	 en	 dirección	 de	 los	 cuatro	 puntos	
cardinales,	en	las	cuales	se	tomó	aproximadamente	5	g	de	suelo	de	la	rizósfera	de	plantas	
aparentemente	sanas,	hasta	10	cm	de	profundidad,	las	muestras	fueron	colocadas	en	bolsas	
de	plástico	hermético	para	su	posterior	traslado	al	laboratorio.	

Se	pesó	un	gramo	de	la	muestra	de	suelo	en	tubos	de	15	mL	conteniendo	una	solución	de	
Tritón	(Sigma)	al	0,01	%,	se	homogeneizo	en	agitador	Vortex	y	se	tomó	100	μL	de	la	solución	
y	 se	 inoculó	 directamente	 en	 cajas	 Petri	 por	 duplicado	 con	 cada	 uno	 de	 los	medios	 de	
selección	para	Metarhizium	(Beilharz	et	al.,	1982).		

Condiciones de crecimiento e identificación de Metarhizium  
 
Cada	muestra	se	 incubó	de	20	a	25	días	a	temperatura	ambiente,	con	 luz	natural,	hasta	
observar	conidiación	de	 las	colonias.	 Los	aislados	de	Metarhizium	 fueron	 identificados	a	
nivel	de	género	por	sus	características	morfológicas	de	la	colonia	(color	verde	y	consistencia	
terrosa)	y	conidios	(ovalados	cilíndricos).	

Obtención de los cultivos axénicos de Metarhizium  
 
Se	procedió	a	tomar	una	muestra	del	aislado	de	Metarhizium	y	pasarlo	a	un	medio	fresco	
de	resiembra	con	palillos	planos	mediante	estriado,	se	incubó	a	26	°C	con	foto	periodo	16	
horas	luz/	8	horas	oscuridad	hasta	observar	conidiación	de	los	aislados.	

Se	tomó	con	un	palillo	plano	estéril	conidios	de	la	muestra	y	se	colocó	en	1	mL	de	Tritón	X-
100	al	0,01	%	se	 realizó	 la	cuenta	de	 los	conidios	mediante	un	hemocitómetro	 (Hausser	
Scientific®),	se	ajustó	la	concentración	a	1000	conidios/mL,	se	tomaron	50	μL	de	la	solución	
y	se	inocularon	en	medio	de	resiembra	para	obtener	monocolonias.	Se	incubaron	a	26	°C	
con	foto	periodo	16	horas	luz/8	horas	oscuridad	hasta	observar	conidiación.			

Obtención de conidios  
 
Los	aislados	de	Metarhizium	a	utilizar	en	los	experimentos	se	crecieron	en	medio	M-100	2N	
a	26	°C	de	10-14	días.	Para	colectar	los	conidios	se	utilizó	una	solución	de	Tritón	X-100	al	
0,1	%	(Sigma-	Aldrich®)	se	tomaron	los	conidios	crecidas	en	caja	Petri	con	una	pipeta	Pasteur	
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estéril,	se	filtró	con	malla	de	fibra	sintética	para	eliminar	micelio	y	se	realizaron	3	lavados	
con	30	Tritón	X-100	al	0.01%	y	se	determinó	la	concentración	de	conidios/mL	mediante	la	
cuenta	con	hemocitómetro	(Hausser	Scientific®)		

Determinación de la capacidad de conidiación en fotoperiodo y oscuridad  
 
En	cajas	Petri	con	medio	PDA	se	inoculó	una	gota	en	el	centro	de	50	µL	de	una	solución	de	
10,000	conidios	de	cada	aislado	individualmente	por	duplicado,	la	gota	se	dejó	secar.	Uno	
de	los	duplicados	se	coloca	a	incubación	en	foto	periodo	16	h	luz/8	h	oscuridad	mientras	
que	el	otro	se	envolvió	en	papel	aluminio	evitando	así	el	paso	de	la	luz	(total	oscuridad).	
Ambas	muestras	se	incubaron	a	26	°C	durante	14	días.		

Se	observó	la	capacidad	de	cada	aislado	para	conidiar	en	oscuridad.	Posteriormente,	se	
tomaron	fotografías	con	luz	natural	con	cámara	fotográfica	(8	MP,	3264x2448	pixels).		

Caracterización	del	potencial	para	promover	el	crecimiento	vegetal	

Bioensayos para la determinación del porcentaje de germinación 
 
En	una	caja	Petri	con	medio	agar-agua	se	colocaron	10	semillas	en	línea	recta	de	Sorgum	
vulgare,	a	2	cm	de	distancia	aproximadamente	se	inoculó	una	línea	con	50	μL	de	solución	
de	conidios	con	1x108	conidios/mL	de	cada	aislado	individualmente.	Se	incubaron	a	28	°C	
durante	 14	 días,	 con	 foto	 periodo	 12	 horas	 luz/12	 horas	 oscuridad.	 Se	 determinó	 el	
porcentaje	de	germinación.		

Métodos de genética y biología molecular  

Extracción de DNA genómico  
 
Para	 la	 extracción	 de	 DNA	 genómico	 se	 inocularon	 1x106	 conidios/mL	 de	 cada	 aislado	
individualmente	en	20	mL	de	medio	YPD-2	con	20	μL	de	cloranfenicol	(0,1	g/mL).	Se	agito	a	
180	rpm	por	48	h.	

Se	obtiene	el	micelio	por	filtración	al	vacío	utilizando	un	papel	filtro	Whatman	3	mm	y	un	
embudo	 Buchner,	 el	 micelo	 se	 guardó	 en	 papel	 aluminio	 a	 -70	 °C.	 Al	 tener	 el	 micelio	
congelado	la	extracción	de	DNA	se	realizó	de	acuerdo	al	protocolo	descrito	por	Sambrook	y	
Russel	 (2001),	con	algunas	modificaciones	como	se	describe	a	continuación:	Se	tomó	un	
fragmento	pequeño	de	micelio	y	se	trituró	en	un	mortero	de	porcelana	(previamente	lavado	
y	esterilizado	con	calor	seco,	posteriormente	enfriado		a	-70	°C)	con	nitrógeno	líquido	hasta	
obtener	un	polvo	blanco	fino	el	cual	se	colocó	con	una	espátula	a	un	tubo	Eppendorf	que	
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contenía	400	μL	de	NTES	(NaCl	0,1	M,	Tris	pH	8,	EDTA	0,001M	y	SDS	al	1%	v/v).	El	tubo	se	
agitó	mediante	un	agitador	tipo	vortex	hasta	obtener	una	mezcla	uniforme	de	color	blanco	
y	se	colocó	en	hielo.	El	tubo	se	centrifugó	por	10	min	a	28000	xg	a	4	°C	en	una	centrifuga	
Eppendorf	 5417R.	Después	 se	 recuperaron	350	μL	del	 sobrenadante,	 se	 añadió	2	μL	de	
RNAsa	y	se	incubó	por	5	minutos	a	37	°C.	Se	precipitó	añadiendo	20	μL	de	NaCl	5M	y	400	μL	
de	etanol	absoluto	y	se	mezcló	por	inversión.	Enseguida	se	centrifugó	por	5	minutos	a	2700	
xg	a	4	°C	y	se	desechó	el	sobrenadante.	Se	adicionó	1000	μL	de	etanol	absoluto	y	se	mezcló	
por	inversión.	Nuevamente	se	centrifugó	por	5	min	a	960	xg	y	se	desechó	el	sobrenadante.	
Por	 último,	 se	 dejó	 secar	 la	 pastilla	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 se	 resuspendió	 el	 DNA	
obtenido	en	50	μL	de	regulador	TE.		

Amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Para	la	reacción	de	amplificación	de	los	fragmentos	del	gen	del	Factor	de	elongación	1α	(EF-
1α)	de	aproximadamente	790	pb	se	utilizó	la	siguiente	mezcla	de	reacción	para	todos	los	
aislados	individualmente:	1	μL	de	DNA	genómico,	1	μL	de	oligo	directo	EF-1α	(Tabla	3),	1	μL	
de	oligo	reverso	EF2T	(Tabla	3),	15	μL	de	JumpStar	DNA	taq	Polymerase	(Sigma-Aldrich)	y	
13	μL	de	agua	grado	HPLC	para	completar	un	volumen	de	30	μL.	La	mezcla	se	sometió	a	una	
reacción	de	amplificación	bajo	las	siguientes	condiciones	en	un	termociclador	ProFlex™	PCR	
System	 de	 applied	 Biosystem™.	 Las	 condiciones	 empleadas	 en	 la	 reacción	 fueron	 las	
siguientes:	Desnaturalización	a	95	°C	por	5	min,	durante	40	ciclos	el	siguiente	programa;	
desnaturalización	a	95	°C	por	20	s,	1	min	de	alineamiento	a	55	°C	y	una	extensión	por	1:30	
min	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	72	°C	por	5	min.		

Para	 aquellos	 aislados	 que	 no	 se	 pudo	 identificar	 la	 especie	 mediante	 el	 factor	 de	
elongación	1	α,	 además	 se	amplificaron	 fragmentos	de	 los	genes:	Beta	Tubulina	 (ßT),	 la	
segunda	subunidad	más	grande	de	la	RNA	polimerasa	II	(RPB2),	el	gen	de	la	región	ITS,	un	
fragmento	del	gen	18S	(SSU),	un	fragmento	del	gen	28S	(LSU)	y	un	fragmento	del	gen	que	
codifica	para	la	proteasa	PR1A	(Tabla	3).	Las	condiciones	Las	condiciones	empleadas	en	la	
reacción	fueron	las	siguientes.	
	
Beta	Tubulina	(ßT):	Mismas	condiciones	de	reacción	empleadas	en	el	factor	de	elongación	
1α	(EF-1α).	
	
Segunda	subunidad	más	grande	de	la	RNA	polimerasa	II	(RPB2):	Desnaturalización	a	95	°C	
por	5	min,	durante	30	ciclos	el	siguiente	programa;	desnaturalización	a	95	°C	por	20	s,	2	min	
de	alineamiento	a	55	°C	y	una	extensión	por	2	minutos	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	
72	°C	por	10	min.	
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ITS:	 Desnaturalización	 a	 95	 °C	 por	 1	 min,	 durante	 32	 ciclos	 el	 siguiente	 programa;	
desnaturalización	a	95	°C	por	20	s,	1	min	de	alineamiento	a	52	°C	y	una	extensión	por	1	
minutos	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	72	°C	por	3	min.	
	
18S	(SSU):	Desnaturalización	a	95	°C	por	1	min,	durante	35	ciclos	el	siguiente	programa;	
desnaturalización	a	95	°C	por	15	s,	30	s	de	alineamiento	a	52	°C	y	una	extensión	por	1:30	
minutos	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	72	°C	por	3	min.		

28S	(LSU):	Desnaturalización	a	95	°C	por	1	min,	durante	35	ciclos	el	siguiente	programa;	
desnaturalización	a	95	 °C	por	15	 s,	 30	 s	de	alineamiento	a	48	 °C	 y	una	extensión	por	3	
minutos	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	72	°C	por	7	min.	
	
PR1A:	La	amplificación	del	 fragmento	del	 gen	de	 la	proteasa	PR1A	consiste	en	una	PCR	
anidada:	La	primera	reacción	de	PCR	se	realizó	con	los	oligonúcleotidos	METPR1	y	METPR4	
usando	DNA	cromosómico	y	la	segunda	PCR	se	realizó	con	los	oligonúcleotidos	METPR2	y	
METPR5	usando	el	producto	de	la	primera	reacción	de	PCR.	Para	ambas	reacciones	de	PCR	
se	utilizaron	 las	siguientes	condiciones:	Desnaturalización	a	95	°C	por	4	min,	durante	37	
ciclos	el	siguiente	programa;	desnaturalización	a	95	°C	por	1	min,	1:15	min	de	alineamiento	
a	58	°C	y	una	extensión	por	2	minutos	a	72	°C,	1	ciclo	de	extensión	final	a	72	°C	por	6	min.		

Purificación de los productos de PCR 
 
La	purificación	de	los	diferentes	fragmentos	de	PCR	se	llevaron	a	cabo	empleando	el	kit	de	
extracción	GenElute™Gel	Extraction	de	la	marca	Sigma	de	acuerdo	a	las	recomendaciones	
del	fabricante.	

Clonación en el vector pGEM®-T Easy 
 
Para	la	ligación	de	los	fragmentos	al	vector	pGEM®-T	Easy	se	realizó	la	siguiente	mezcla	de	
reacción:	 de	1	 a	 3	μL,	 dependiendo	de	 la	 concentración	de	 cada	muestra	 individual	 del	
producto	de	PCR	purificado,	5	μL	del	buffer	2X	Rapid	Ligation	(60mM	Tris-Hcl	pH	7,8,	20	mM	
MgCl2,	20mM	DTT,	2mM	ATP,	10	%	polietilen	glicol),	0,25	μL	del	vector	pGEM®-T	Easy,	1	μL	
de	T4	DNA	Ligase,	se	completó	el	volumen	con	agua	grado	HPLC	hasta	10	μL.	La	reacción	se	
llevó	a	cabo	a	4	°C	durante	toda	la	noche.		

Transformación de E. coli DH5α por choque térmico  
 
La	transformación	de	E.	coli	DH5α	se	llevó	de	la	siguiente	manera:	En	un	tubo	Eppendorf	
estéril	se	añadieron	25	μL	de	células	químicamente	competentes	de	E.	coli	y	2	μL	de	DNA,	
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mezclando	 suavemente	 e	 incubando	 posteriormente	 por	 20	 min	 en	 hielo.	 Después,	 se	
incubó	por	2	min	a	42	°C,	seguido	de	una	incubación	en	hielo	por	2	minutos.	Se	adicionó	1	
ml	de	medio	LB	y	se	incubó	por	1	h	a	37°C.	En	seguida	se	centrifugó	por	1	min	a	20,800	xg,	
se	descartaron	800	μL	del	sobrenadante	y	la	pastilla	se	resuspendió	en	los	200	μL	restantes	
y	se	sembraron	100	μL	por	espatulado	con	asa	de	vidrio	en	una	caja	de	Petri	con	medio	LB-
Amp	+	IPTG.	Se	incubó	toda	la	noche	a	37°C	(Sambrook	y	Russel,	2001).		

Extracción de DNA plasmídico de E. coli  
 
Para	la	extracción	de	DNA	plasmídico	de	las	células	de	E.	coli	se	preparan	tubos	de	ensayo	
con	 8	mL	 de	medio	 de	 cultivo	 LB-ampicilina.	 Con	 un	 palillo	 estéril	 se	 tomaron	 aquellas	
colonias	de	color	blanco,	se	inoculó	una	línea	pequeña	en	una	caja	con	medio	LB-Amp	sólido	
y	el	resto	se	inoculó	en	un	tubo	con	medio	líquido.	Los	tubos	fueron	puestos	en	agitación	y	
se	incubaron	a	37	°C	durante	toda	la	noche,	al	igual	que	la	caja	con	medio	sólido.	Después	
del	tiempo	de	 incubación,	cada	cultivo	fue	colocado	en	un	tubo	Eppendorf	de	2	mL	y	se	
centrifugó	 por	 1	 min	 a	 20800	 xg	 en	 una	 centrifuga	 Eppendorf	 5417C,	 desechando	 el	
sobrenadante	y	repitiendo	el	procedimiento	hasta	que	se	recuperó	por	completo	todas	las	
células	 del	 cultivo.	 La	 extracción	 de	 DNA	 plasmídico	 se	 llevó	 a	 cabo	 empleando	 el	 kit	
GenElute™HP	Plasmid	Miniprep	de	la	marca	Sigma	de	acuerdo	a	las	recomendaciones	del	
fabricante.	

Tratamiento con endonucleasas de restricción 
 
Para	realizar	 la	comprobación	de	que	el	 fragmento	de	 interés	se	encuentre	en	el	vector	
pGEM®-T	 Easy	 se	 realizó	 un	 corte	 con	 la	 enzima	 de	 restricción	 EcoRI	 de	 la	marca	 New	
England	Biolabs,	se	siguieron	las	siguientes	condiciones	recomendadas	por	el	fabricante:	La	
mezcla	 de	 reacción	 contenía	 2	 μL	 de	 cada	 muestra	 individual,	 0,5	 μL	 de	 la	 enzima	 de	
restricción	EcoRI,	1,5	μL	del	Buffer	CutSmart®	(acetato	de	potasio	50	mM	,	tris-acetato	20	
mM,	acetato	de	magnesio	10	mM,	100	μg/ml	BSA	y	pH	7,9	a	25°C)	y	11	μL	de	agua	grado	
HPLC,	para	completar	a	un	volumen	de	15	μL.		La	mezcla	de	reacción	se	dejó	en	incubación	
a	37°C	por	3	h.	

Separación de DNA mediante electroforesis 
 
Cuando	se	requirió	el	análisis	de	la	integridad,	la	concentración,	la	purificación	de	DNA	o	en	
la	comprobación	del	fragmento	mediante	enzimas	de	restricción,	el	DNA	se	sometió	a	una	
separación	 mediante	 electroforesis	 en	 gel	 de	 agarosa	 (Sambrook	 y	 Russell,	 2001).	 La	
agarosa	se	preparó	al	1,5%	(p/v)	en	regulador	TAE	1X	(Tris	40	mM;	ácido	acético	glacial	20	
mM;	 EDTA	 5	 mM	 pH8)	 y	 se	 adicionaron	 4	 μL	 de	 SYBR®	 Safe	 DNA	 gel	 STAIN	 (10000X;	
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Invitrogen)	por	cada	100	mL	de	agarosa.	La	separación	de	los	fragmentos	se	llevó	a	cabo	
aplicando	un	voltaje	constante	de	80	V	(Purificación	de	los	productos	de	PCR,	voltaje=60)	
en	una	cámara	de	electroforesis	con	el	mismo	regulador	TAE	1X.	El	DNA	se	visualizó	en	un	
transiluminador	 Safe	 Image	 (Invitrogen).	 El	 tamaño	 de	 las	 bandas	 se	 determinó	 por	
comparación	con	marcadores	de	tamaño	de	DNA.	

Secuenciación 
 
La	secuenciación	de	los	plásmidos	se	llevó	a	cabo	por	la	compañía	Elim	Biopharmaceuticals,	
Inc,	USA.	

Análisis de las secuencias 
 
El	 análisis	 de	 las	 secuencias	 obtenidas	 se	 realizó	 usando	 el	 software	 Lasergen®	 14	 de	
DNASTAR;	usando	los	programas	Seq	Man,	Edit	Seq	y	Meg	Aling.	El	alineamiento	múltiple	
de	 las	 secuencias	 se	 realizó	 mediante	 el	 algoritmo	 MAFFT	 (Multiple	Alignment	
using	Fast	Fourier	Transform)	 en	 https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/	 (Kepler	 et	 al.,	
2014)	 y	 la	 generación	 de	 los	 árboles	 filogenéticos	 se	 obtuvo	 mediante	 el	 programa	
MEGA7.0.26	 (Molecular	 Evolutionary	 Genetics	 Analysis).	 Los	 árboles	 filogenéticos	 se	
obtuvieron	por	 los	métodos	estadísticos	de	máxima	verosimilitud	y	máxima	parsimonia,	
utilizando	el	modelo	GTR	(General	Time	Reversible).	Para	la	creación	del	árbol	de	inferencia	
Bayesiana	se	utilizó	el	programa	Mr	Bayes	v3.2.6	utilizando	el	modelo	GTR	con	rango	de	
distribución	gamma	invariable.	Todos	los	árboles	filogenéticos	se	realizaron	con	la	prueba	
filogenética	del	método	Bootstrap=1000.		
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RESULTADOS 
	
El	 propósito	del	 presente	 trabajo	 fue	 la	obtención	de	nuevos	 aislados	pertenecientes	 al	
género	Metarhizium	del	 estado	 de	 Guanajuato.	 Tener	 una	 amplia	 colección	 del	 género	
Metarhizium	 nos	 permite	 	 	 aprovechar	 la	 biodiversidad	 del	 estado	 de	 Guanajuato	 al	
encontrar	 aquel	 o	 aquellos	 aislados	 que	 tengan	 un	 mayor	 potencial	 para	 promover	 el	
crecimiento	vegetal	en	especies	de	interés	agrícola.		

Estandarización del medio de aislamiento para Metarhizium 
 
En	 la	 literatura	 se	 presentan	 varios	 medios	 cultivo	 para	 el	 aislamiento	 de	 hongos	
entomopatógenos	(Beilharz	et	al.,	1982;	Tae-Young	et	al.,	2010)	los	cuales	consisten	en	el	
uso	de	antibióticos	y	fungicidas	para	evitar	el	crecimiento	de	hongos	de	crecimiento	rápido	
y	así	permitir	el	crecimiento	de	hongos	que	crecen	más	lento,	tal	es	el	caso	de	Metarhizium.		
	
Primero	 se	 estandarizaron	 las	 concentraciones	 de	 los	 fungicidas	 que	 se	 usaron;	 ya	 sea	
dodina	 o	 tiambendazol,	 ya	 que	 existen	 diferencias	 entre	 los	 reactivos	 utilizados	 y	 las	
muestras	de	 tierra	utilizados	en	 trabajos	previos	 (Beilharz	et	al.,	 1982;	Fernandes	et	al.,	
2010).	Los	medios	usados	en	estos	trabajos	incluyen	un	medio	rico,	compuesto	por	papa	
dextrosa	 agar	 40	 g/L,	 extracto	 de	 levadura	 1	 g/L,	 el	 antibiótico	 cloranfenicol	 0,5	 g/L,	
cicloheximida	0,25	g/L,	cristal	violeta	0,01	g/L	y	el	fungicida	dodina	o	tiabendazol.	Se	partió	
de	las	concentraciones	usadas	por	Beilharz	en	1982	y	Fernandes	en	el	2010	variando	solo	
las	concentraciones	de	los	fungicidas	dodina	(0,01,	0,02,	0,05,	0,075	y	0,1	g/L)	y	tiabendazol	
(0,001,	0,002,	0,004,	0,006	y	0,01	g/L).	En	los	medios	de	aislamiento	se	realizaron	ensayos	
de	crecimiento	con	las	cepas	del	Laboratorio	de	Genética	Molecular	de	Hongos	(Tabla	4),	se	
sembró	un	estriado	de	una	solución	de	1	x	107	conidios/mL	en	 los	diferentes	medios	de	
selección.	
Tabla	4.	Cepas	usadas	para	la	estandarización	del	medio	de	aislamiento	

No.	 Cepa	 Género	y	Especie		

1	 CARO4	 M.	robertsii	
2	 CARO7	 M.	brunneum	
3	 CARO11	 M.	brunneum	
4	 CARO12	 M.	brunneum	
5	 CARO19	 M.	brunneum	
6	 ARSEF23	 M.	robertsii	
7	 E6	 M.	anisopliae	
8	 ARSEF2575	 M.	robertsii	
9	 ARSEF7486	 M.	acridum	
10	 ARSEF252	 B.	bassiana	
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En	ambos	fungicidas	no	se	observa	crecimiento	de	la	cepa	ARSEF7486	perteneciente	a	M.	
acridum	 (Figura	8),	por	 lo	cual	se	realizaron	medios	de	cultivo	con	 los	componentes	por	
separado,	manteniendo	solo	las	concentraciones	de	PDA	y	extracto	de	levadura,	teniendo	
así	 los	siguientes	medios;	medio	con	dodina	 (0,1	g/L),	medio	con	tiabendazol	 (0,01	g/L),	
medio	con	cloranfenicol	(0,5	g/L),	medio	con	cicloheximida	(0,25	g/L)	y	medio	con	cristal	
violeta	(0,01	g/L)	de	esta	manera	se	determinó	a	cual	componente	es	susceptible	la	cepa	
ARSEF7486	de	M.	acridum.		
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

	

	

Figura	8.	Estandarización	del	medio	de	aislamiento	para	Metarhizium.	A)	Medio	de	selección	con	
el	fungicida	dodina	(0,1	g/L).	B)	Medio	de	selección	con	el	fungicida	tiabendazol	(0.01	g/L).	1.-	CARO4	
(M.	robertsii),	2.-	CARO7	(M.	brunneum),	3.-	CARO11	(M.	brunneum),	4.-	CARO12	(M.	brunneum),	
5.-	CARO19	 (M.	brunneum),	6.-	ARSEF23	 (M.	robertsii),	7.-	E6	 (M.	anisopliae),	8.-	ARSEF2575	 (M.	
robertsii),	9.-	ARSEF7486	(M.	acridum)	y	10.-	ARSEF252	(B.	bassiana).	
 
No	 se	observó	 crecimiento	de	 la	 cepa	ARSEF7486	en	el	medio	que	 contenía	 solo	 cristal	
violeta.	Para	que	aislados	de	la	especie	M.	acridum	a	la	cual	pertenece	la	cepa	ARSEF7486	
pudiera	crecer	en	estos	medios	se	disminuyó	la	concentración	de	cristal	violeta	a	0,0025	
g/L.	Ya	que	las	pruebas	realizadas	para	 la	estandarización	del	medio	de	selección	fueron	
hechas	 con	 las	 cepas	 del	 Laboratorio	 de	 Genética	 Molecular	 de	 Hongos	 (Tabla	 4),	 era	
necesario	probar	los	medios	de	selección	con	muestras	de	tierra	proveniente	de	las	áreas	
naturales	protegidas,	ya	que	en	la	rizósfera	existe	una	gran	población	de	microorganismos	
contaminantes	que	influyen	en	el	aislamiento	de	Metarhizium.		
	
Se	realizaron	tres	medios	de	selección	en	los	cuales	se	mantuvo	constante	la	concentración	
de	PDA,	extracto	de	levadura,	cloranfenicol	y	cicloheximida,	mientras	que	los	fungicidas	y	
el	cristal	violeta	se	variaron	de	la	siguiente	manera:	A)	Medio	con	dodina	(0,01	g/L)	y	cristal	
violeta	 (0,0025	 g/L.),	 B)	 Medio	 con	 dodina	 (0,01	 g/L)	 sin	 cristal	 violeta,	 C)	 Medio	 con	
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tiabendazol	(0,010	g/L)	sin	cristal	violeta.	Las	pruebas	se	realizaron	con	tierra	proveniente	
de	zona	de	Las	Palomas	perteneciente	al	área	natural	protegida	de	Cuenca	de	la	Esperanza.		
Lo	observado	en	los	medios	de	aislamiento	con	muestras	de	suelo	era	lo	siguiente:	En	todos	
los	medios	de	selección	se	observa	crecimiento	de	microorganismos,	en	el	medio	C	es	el	
que	presenta	mayor	cantidad	de	crecimiento.		
	
Dado	 los	 resultados	 observados	 con	 el	 medio	 de	 selección	 C,	 a	 esta	 concentración	 de	
tiabendazol	(0,010	g/L)	no	se	observó	el	crecimiento	esperado	de	las	cepas	pertenecientes	
al	Laboratorio	de	Genética	Molecular	de	Hongos,	además	se	observó	un	mayor	número	de	
microorganismos	contaminantes	en	las	muestras	de	tierra	perteneciente	a	Las	Palomas.	Por	
este	 motivo	 se	 descartó	 el	 medio	 con	 el	 fungicida	 tiabendazol	 ya	 que	 todas	 las	 cepas	
muestran	 un	 crecimiento	 pobre.	 Mientras	 con	 los	 medios	 A	 y	 B	 se	 decidió	 utilizar	
concentraciones	mayores	 del	 fungicida	 dodina.	 Se	 usaron	 concentraciones	 del	 fungicida	
dodina	variando	desde	0,1	g/L	hasta	0,5	g/L	aumentando	cada	0,1	g/L.	Al	igual	que	en	los	
experimentos	 pasados	 se	 usaron	 los	 aislados	 provenientes	 del	 Laboratorio	 de	 Genética	
Molecular	de	hongos.		
	
Se	observó	crecimiento	de	las	cepas	en	las	concentraciones	de	0,1	g/L,	0,2	g/L	y	0,3	g/L	del	
fungicida,	sin	embargo	se	ve	disminuido	el	crecimiento	de	 las	cepa	CARO7	a	partir	de	 la	
concentración	de	0,2	g/L,	además	en	la	concentración	de	0,3	g/L	del	fungicida	se	observa	
poco	crecimiento	de	la	cepa	ARSEF2575,	en	la	concentración	de	0,4	g/L	no	se	observa	el	
crecimiento	de	tres	cepas;	CARO7,	ARSEF2575	y	ARSEF7486.	Y	en	el	medio	de	selección	con	
0.5	g/L	de	dodina	no	se	observó	crecimiento	de	ninguna	cepa.		
	
Por	 los	 resultados	 obtenidos	 variando	 las	 concentraciones	 del	 fungicida	 dodina	 se	
seleccionó	una	concentración	intermedia	entre	0,1	g/L	y	0,2	g/L.	El	medio	de	selección	para	
Metarhizium	quedo	de	la	siguiente	manera:	40	g	del	medio	rico	papa	dextrosa	agar,	1	g	de	
extracto	de	levadura,	0,5	g	de	cloranfenicol,	0,25	g	de	cicloheximida	y	0,15	g	del	fungicida	
dodina.	Se	realizó	otro	medio	de	selección	para	Metarhizium	adicionando	al	medio	anterior	
0,0025	g/L	de	cristal	violeta.		
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Obtención de los aislados de Metarhizium  
 
La	obtención	de	los	aislados	de	este	trabajo	fue	a	partir	de	muestras	de	tierra	tomadas	de	
la	 rizósfera	 de	 plantas	 sanas	 de	 las	 áreas	 naturales	 protegidas	 del	 norte	 del	 estado	 de	
Guanajuato	(Tabla	5).	
	
Tabla	5.	Áreas	naturales	protegidas	donde	se	realizó	el	muestreo	
	

Área	natural	
protegida	

Código	 Coordenadas	
(GMS)	

Altitud	
(msnm)	

Descripción	del	área	

Las	Palomas	 PCP	
21°3’52.2”	N	

101°13’31.22”O	
2506	

Bosque	de	encino	
predominante,	clima	
templado-subhúmedo	

Sierra	de	
Guanajuato,	
municipio	de	

Santa	Rosa	

SR	
21°4’47.6”N	

101°11’1.69”O	
2560	

Bosque	de	encino	
predominante,	clima	
templado-subhúmedo	

Cuenca	de	la	
Esperanza	

LCP	
21°3’55.17”N	

101°13’39.66”O	
2424	

Bosque	de	encino,	zonas	
con	bosque	en	galería	y	
selvas	bajas	caducifolias,	

clima	templado-subhúmedo	

Cerro	del	
Cubilete	

CU,	EC,	
ECLC	

20°59’20”N	
101°22’19”O	

2320-
2011	

Bosque	de	encino	
predominante	clima	
templado-subhúmedo	

Santa	Catarina	 STC	
21°11’20”N	
99°49’2”O	

2160	

Matorral	alto	
predominante,	Bosque	

pino-encino	
clima	semiseco-semicálido	

Atarjea	 AT	
21°16’05”N	
99°13’00”O	

2043-	
1221	

Bosque	de	pino-encino,	
selvas	bajas,	clima	

semicálido-subhúmedo,	
cálido-subhúmedo.	

	
Posterior	a	la	toma	de	muestra	(como	se	describe	anteriormente	en	materiales	y	métodos)	
se	 inocularon	100	μL	de	cada	muestra	en	 los	medios	de	selección	para	Metarhizium.	 Se	
observó	el	crecimiento	en	los	medios	de	selección	y	se	tomaron	aquellas	colonias	con	las	
características	típicas	de	Metarhizium	(conidios	cilíndricos	ovalados	y	color	de	colonia	verde	
con	consistencia	terrosa).		
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Las	muestras	obtenidas	fueron	nombradas	con	el	código	asignado	del	área	que	se	realizó	el	
muestreo	 (Tabla	 5),	 seguido	 del	 número	 de	 muestra	 donde	 se	 encontró	 el	 aislado	 de	
Metarhizium.	Después	de	20	días	de	inoculación	en	los	medios	de	aislamiento	se	observa		
el	crecimiento	de		colonias	de	Metarhizium	(Figura	9).		
	

	
	
Figura	9.	Obtención	de	los	aislados	de	Metarhizium.	Las	flechas	rojas	indican	las	colonias	del	hongo	
Metarhizium,	las	cuales	se	pasaron	a	un	medio	de	selección	fresco	de	resiembra.		
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Posteriormente	 los	 aislados	 se	 pasaron	 en	 medio	 fresco	 de	 resiembra,	 los	 cuales	 se	
incubaron	 hasta	 observar	 su	 conidiación	 (Figura	 10),	 se	 colectaron	 los	 conidios	 de	 los	
aislados	y	se	realizaron	diluciones	para	obtener	monocolonias,	de	esta	manera	se	identificó	
si	en	el	aislado	se	tienen	más	de	una	morfología	colonial	o	aún	existen	contaminantes	de	
otros	hongos	y	de	esta	manera	tener	un	cultivo	axénico	de	los	aislados.		

	
	

Figura	 10.	Aislados	 del	 hongo	Metarhizium.	 Aislados	 en	medio	 fresco	 de	 resiembra,	A)	 Aislado	
LCP13,	B)	Aislado	LCP16,	C)	Aislado	PCP42-3,	D)	Aislado	SR19.	Obtención	de	monocolonias	de	los	
aislados	E)	SR19	y	F)	LCP16.		

A B

C D

E F
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Estos	procedimientos	se	realizaron	para	todos	los	aislados,	hasta	obtener	cada	aislado	libre	
de	hongos	y	bacterias	contaminantes.	Se	muestran	el	total	de	muestras	tomadas,	muestras	
positivas	 a	 la	 presencia	 de	Metarhizium,	 porcentaje	 de	 muestras	 positivas	 y	 aislados	
obtenidos	de	cada	zona	donde	se	muestreo	(Tabla	6).	
	
Tabla	6.	Muestras	totales,	muestras	positivas	y	aislados	obtenidos	
	

Área	natural	protegida	
Muestras	
tomadas	

Muestras	
positivas	

%	Muestras	
positivos	

	
Aislados*	

	

Las	Palomas	 43	 6	 13,95	 17	

Cuenca	de	la	Esperanza	 29	 5	 17,24	 8	

Sierra	de	Guanajuato	
municipio	de	Santa	Rosa	

27	 4	 14,81	 5	

Cerro	del	Cubilete	 66	 11	 16,66	 16	

Sta.	Catarina	 15	 2	 13,33	 2	

Atarjea	 26	 7	 26,92	 11	

Total	 206	 35	 16,99	 59	

*Los	aislados	corresponden	a	colonias	con	morfología	típica	de	Metarhizium.	
	
Cabe	resaltar	que	en	todas	 las	zonas	en	que	se	muestrearon	se	encontraron	aislados	de	
Metarhizium.	En	Las	Palomas	se	encontraron	17	aislados	en	un	total	de	6	muestras	positivas	
de	 las	43	muestras	 tomas	que	corresponde	a	un	13,95	%,	en	Atarjea	se	encontraron	11	
aislados	en	un	total	de	7	muestras	positivas	de	las	26	muestras	que	corresponde	a	un	16,99	
%.	

Caracterización molecular de los aislados de Metarhizium  
	
Teniendo	cultivos	axénicos	de	los	59	aislados	se	prosiguió	con	la	caracterización	molecular	
para	corroborar	que	los	aislados	obtenidos	pertenecen	al	género	Metarhizum	e	identificar	
su	especie,	para	ello	se	extrajo	de	DNA	de	todos	los	aislados.	Posteriormente	se	observó	la	
calidad	del	DNA	genómico	de	los	aislados	mediante	electroforesis	en	gel	de	agarosa	(Figura	
11).	
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Figura	 	 11.	 Electroforesis	 en	 gel	 de	 agarosa	 del	 DNA	 genómico.	 Figura	 representativa	 del	DNA	
genómico	de	la	algunos	de	los	aislados	obtenidos.	Carril;	1)	PCP1,	2)	PCP2,	3)	PCP10-5,	4)	LCP5,	5)	
LCP13,	6)	LCP16.	M)	Marcador	de	tamaño	molecular	
	
Con	el	DNA	genómico	de	los	aislados	se	realizó	la	amplificación	de	un	fragmento	del	factor	
de	elongación	1α	(EF-1α),	esperando	un	tamaño	del	amplicón	de	aproximadamente	790	pb	
(Figura	12).	Posteriormente	los	amplicones	se	purificaron	y	se	clonaron	en	el	vector	pGEM®-
T	Easy.	Con	el	producto	de	 la	 ligación	se	 transformó	en	 la	cepa	DH5α	de	E.	coli,	para	 la	
extracción	de	DNA	plasmídico	y	se	comprobó	la	 inserción	del	fragmento	EF-1α	mediante	
restricción	con	la	enzima	EcoRI	(Figura	13).	
	

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura	12.	Amplificación	del	fragmento	del	factor	de	elongación	1α	(EF-1	α).	Figura	representativa	
de	la	amplificación	del	EF-1	α	de	algunos	de	los	aislados	obtenidos,	con	un	tamaño	aproximado	de	
790	pb.	Carril;	1)	PCP1,	2)	PCP2,	3)	PCP10-5,	4)	LCP5,	5)	LCP13,	6)	LCP16,	7)	SR7,	8)	SR19,	9)	SR9CV,	
10)	11)	CU2-4,	12)	EC13-1,	M)	Marcador	de	tamaño	molecular.		
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Figura	13.	Comprobación	de	 la	 inserción	de	un	fragmento	del	gen	EF-1α	en	el	vector	pGEM®-T	

Easy.	Figura	representativa	de	la	inserción	de	un	fragmento	del	gen	EF-1	α	de	algunos	de	los	aislados	
obtenidos.	Carril;	1)	PCP7-2,	2)	PCP10-1.5,	3)	LCP29-1.1,	4)	LCP29-1.2,	5)	LCP29-2,	6)	CU3,	7)	CU11CV,	
8)	EC25,	9)	EC26	,	10)	AT1-1,	11)	AT3,	12)	ATC4,	13)	STC8,	M)	Marcador	de	tamaño	molecular.		

Esta	comprobación	nos	indica	que	los	plásmidos	purificados	cuentan	con	el	fragmento	de	
interés	del	EF-1α,	de	los	cuales	posteriormente	se	secuenciaron	ambas	cadenas	de	DNA,	
mediante	los	oligonucleótidos	universales	T7	y	SP6	que	de	hibridan	en	el	vector	pGEM®-T	
Easy.		

Las	secuencias	se	analizaron	mediante	el	paquete	informático	Lasergen®	14	de	DNASTAR	y	
los	 programas	 MEGA7	 y	 Mr	 Bayes.	 Las	 secuencias	 obtenidas	 se	 compararon	 con	 las	
secuencias	reportadas	de	Metarhizium	por	Bischoff	et	al.	en	el	2009,	de	esta	manera	se	
identificó	 la	especie	a	 la	que	pertenecían	 los	aislados	de	Metarhizium	obtenidos	en	este	
trabajo.	El	árbol	filogenético	que	se	muestra	(Figura	14),	fue	el	que	se	obtuvo	realizando	el	
método	estadístico	de	máxima	verosimilitud,	con	los	valores	de	cada	bootstrap	mostrados	
de	 la	 siguiente	manera;	máxima	 verosimilitud/máxima	 parsimonia/inferencia	 Bayesiana,	
cada	 especie	 mostrada	 en	 los	 árboles	 filogenéticos	 son	 representadas	 por	 un	 color	 en	
particular.	 Las	 secuencias	 de	 referencia	 muestran	 el	 número	 de	 acceso	 de	 la	 base	 de	
“National	 Center	 for	 Biotechnology	 Information”	 (NCBI)	 y	 el	 código	 de	 identificación	 de	
“Agricultural	Research	Service	Collection	of	Entomopathogenic	Fungal	Cultures”	(ARSEF).	

Además	 de	 generar	 el	 árbol	 filogenético	 se	 comparó	 el	 porcentaje	 de	 identidad	 de	
losaislados	 pertenecientes	 a	 cada	 clado	 filogenético	 por	 especie	mediante	 alineamiento	
tipo	clustal	W	comparando	tanto	 los	aislados	de	este	trabajo	y	 las	cepas	reportadas	por	
Bischoff	et	al.	en	el	2009	(Figura	15,	Tabla	7).		
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Figura	 14.	 Árbol	 filogenético	 de	 los	 aislados	 obtenidos	 en	 el	 trabajo.	 Se	 incluyeron	 las	 cepas	
reportadas	por	Bischoff	et	al.	en	el	2009.	Los	valores	entre	las	diagonales	representan	el	valor	de	
porcentaje	de	bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	
bayesiana,	en	rojo	se	representa	los	valores	que	indican	la	separación	de	las	especies.	
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Figura	15.	Porcentaje	de	identidad	entre	los	aislados	de	Metarhizium.	A)	Metarhizium	brunneum		
B)	Metarhizum	robertsii	C)	Metarhizium	anisopliae	D)	Metarhizium	pingshaense	E)	Metarhizium	spp.	
Los	aislados	se	compararon	con	las	especies	reportadas	por	Bischoff	et	al.	en	el	2009.	

Percent Identity
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

1 99.1 99.1 99.9 99.7 100.0 100.0 99.9 100.0 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.1 100.0 99.1 99.9 100.0 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.0 99.6 99.1 99.6 99.0 99.0 99.0 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 99.0 98.8 97.8 99.3 99.0 1 ARSEF2107brunneum
2 0.9 100.0 99.0 98.8 99.1 99.1 99.0 99.1 99.1 99.0 99.0 99.1 99.1 98.8 99.1 99.1 98.8 99.4 99.1 99.4 99.0 99.1 98.8 99.1 99.0 99.1 99.1 98.7 99.1 97.7 99.0 99.7 98.7 99.6 99.3 99.3 99.1 99.1 98.7 99.6 99.4 99.6 99.4 99.6 99.4 97.5 99.6 99.6 2 ARSEF4179brunneum
3 0.9 0.0 99.0 98.8 99.1 99.1 99.0 99.1 99.1 99.0 99.0 99.1 99.1 98.8 99.1 99.1 98.8 99.4 99.1 99.4 99.0 99.1 98.8 99.1 99.0 99.1 99.1 98.7 99.1 97.7 99.0 99.7 98.7 99.6 99.3 99.3 99.1 99.1 98.7 99.6 99.4 99.6 99.4 99.6 99.4 97.5 99.6 99.6 3 ARSEF4152brunneum
4 0.1 1.0 1.0 99.6 99.7 99.9 99.7 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 4 PCP42-4.seq
5 0.3 1.2 1.2 0.4 99.6 99.7 99.6 99.7 99.7 99.6 99.6 99.7 99.7 99.5 99.7 99.7 99.5 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 99.5 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 5 PCP42-5.seq
6 0.0 0.9 0.9 0.3 0.4 99.9 99.7 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.2 99.0 98.7 97.9 99.2 98.8 6 PCP1.seq
7 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 99.9 100.0 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 7 PCP7-1.seq
8 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 8 PCP7-2.1.seq
9 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 9 PCP7-2.seq
10 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 10 PCP10.seq
11 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 11 PCP10-1.2.seq
12 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 12 PCP10-1.5.seq
13 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 13 PCP10-5.seq
14 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 14 PCP41.seq
15 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 99.7 99.7 99.5 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 99.5 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 98.2 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 98.0 99.1 98.7 15 PCP42-1.seq
16 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 16 PCP42-2.seq
17 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 17 PCP42-3.seq
18 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 0.5 0.3 0.3 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 100.0 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 18 LCP29-2.1.seq
19 0.9 0.6 0.6 0.9 1.0 0.9 0.8 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 0.8 1.0 0.8 0.8 1.0 99.2 100.0 99.1 99.1 99.0 99.2 99.1 99.2 99.2 98.8 99.2 97.9 99.1 99.4 98.8 99.2 99.9 99.9 99.2 99.2 98.8 99.2 99.1 99.2 99.9 99.1 99.1 97.8 99.6 99.2 19 LCP1CV.seq
20 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 20 SR23-1.seq
21 0.9 0.6 0.6 0.9 1.0 0.9 0.8 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 0.8 1.0 0.8 0.8 1.0 0.0 0.8 99.1 99.1 99.0 99.2 99.1 99.2 99.2 98.8 99.2 97.9 99.1 99.4 98.8 99.2 99.9 99.9 99.2 99.2 98.8 99.2 99.1 99.2 99.9 99.1 99.1 97.8 99.6 99.2 21 LCP1CV.seq
22 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 0.3 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1 0.4 0.9 0.1 0.9 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 22 LCP29-1.1.seq
23 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 23 LCP29-1.seq
24 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 0.5 0.3 0.3 0.0 1.0 0.3 1.0 0.4 0.3 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 24 LCP29-2.1.seq
25 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 25 LCP29-2.seq
26 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 0.3 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1 0.4 0.9 0.1 0.9 0.3 0.1 0.4 0.1 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 26 SR7.seq
27 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 27 SR9CV.seq
28 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 28 SR23-2.seq
29 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 99.6 97.8 99.2 98.7 99.7 98.6 98.7 98.7 99.6 99.6 99.7 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 29 ECLC11-1.3.seq
30 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 30 ECLC11-2.seq
31 2.1 2.4 2.4 2.0 2.1 2.0 1.9 2.0 1.9 1.9 2.0 2.0 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 2.1 2.1 1.9 2.1 2.0 1.9 2.1 1.9 2.0 1.9 1.9 2.3 1.9 98.0 97.8 97.8 97.7 97.8 97.8 98.2 98.2 97.8 97.7 97.5 97.7 97.8 97.5 97.5 99.6 98.0 97.7 31 CU3.seq
32 0.4 1.0 1.0 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 0.9 0.4 0.9 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.8 0.4 2.0 99.0 99.2 98.8 99.0 99.0 99.6 99.6 99.2 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 32 CU11CV.seq
33 0.9 0.3 0.3 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.7 0.9 0.7 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 98.7 99.6 99.2 99.2 99.1 99.1 98.7 99.6 99.5 99.6 99.2 99.5 99.5 97.7 99.5 99.6 33 EC7.seq
34 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 2.3 0.8 1.3 98.6 98.7 98.7 99.6 99.6 99.7 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 34 EC13-1.seq
35 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 99.2 99.1 99.0 99.0 98.6 100.0 99.9 100.0 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 35 EC13-2.seq
36 1.0 0.7 0.7 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.8 99.7 99.1 99.1 98.7 99.2 99.1 99.2 99.7 99.1 99.1 97.7 99.5 99.2 36 EC25.seq
37 1.0 0.7 0.7 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.9 0.3 99.1 99.1 98.7 99.1 99.0 99.1 99.7 99.0 99.0 97.7 99.5 99.1 37 ECLC5.seq
38 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 0.0 1.9 0.4 0.9 0.4 1.0 0.9 0.9 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 38 ECLC11.seq
39 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 0.0 1.9 0.4 0.9 0.4 1.0 0.9 0.9 0.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 39 ECLC11-1.1.seq
40 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 2.3 0.8 1.3 0.3 1.4 1.3 1.3 0.4 0.4 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 40 ECLC11-1.2.seq
41 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 99.9 100.0 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 41 AT23-1.seq
42 1.2 0.6 0.6 1.3 1.4 1.3 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 99.9 99.0 99.7 100.0 97.4 99.2 99.9 42 AT23-2.seq
43 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 0.0 0.1 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 43 AT23-3.seq
44 0.9 0.6 0.6 1.0 1.2 0.8 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.9 0.3 0.3 0.9 0.9 1.3 0.9 1.0 0.9 99.2 99.0 97.7 99.5 99.1 44 AT-3.seq
45 1.0 0.4 0.4 1.3 1.4 1.0 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 0.3 0.1 0.8 99.7 97.4 99.2 99.9 45 AT4.seq
46 1.2 0.6 0.6 1.3 1.4 1.3 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 0.0 0.1 1.0 0.3 97.4 99.2 99.9 46 AT9.seq
47 2.2 2.5 2.5 2.1 2.3 2.1 2.0 2.1 2.0 2.0 2.1 2.1 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.3 2.3 2.0 2.3 2.1 2.0 2.3 2.0 2.1 2.0 2.0 2.4 2.0 0.4 2.1 2.4 2.4 2.5 2.4 2.4 2.0 2.0 2.4 2.5 2.7 2.5 2.4 2.7 2.7 98.2 97.5 47 AT14-2.seq
48 0.7 0.4 0.4 0.8 0.9 0.8 0.7 0.8 0.7 0.7 0.8 0.8 0.7 0.7 0.9 0.7 0.7 0.9 0.4 0.7 0.4 0.8 0.7 0.9 0.7 0.8 0.7 0.7 1.0 0.7 2.0 0.8 0.5 1.0 0.7 0.5 0.5 0.7 0.7 1.0 0.7 0.8 0.7 0.5 0.8 0.8 1.9 99.4 48 STC8.seq
49 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 0.0 0.1 0.0 0.9 0.1 0.1 2.5 0.7 49 STC4.seq

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

Metarhizium	brunneum Porcentaje	de	identidad

Di
ve
rg
en

cia

A

Percent Identity
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 100.0 99.6 99.3 99.6 99.1 99.4 99.6 99.4 99.3 99.4 99.1 99.6 99.4 100.0 99.6 1 ARSEF6472roberts ii
2 0.0 99.6 99.3 99.6 99.1 99.4 99.6 99.4 99.3 99.4 99.1 99.6 99.4 100.0 99.6 2 ARSEF727roberts ii
3 0.4 0.4 99.4 100.0 99.6 99.6 100.0 99.6 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 100.0 3 ARSEF4739roberts ii
4 0.7 0.7 0.6 99.4 99.0 99.3 99.4 99.6 99.4 99.6 99.0 99.4 99.6 99.3 99.4 4 ARSEF7501roberts ii
5 0.4 0.4 0.0 0.6 99.6 99.6 100.0 99.5 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 99.9 5 PCP2.seq
6 0.9 0.9 0.4 1.0 0.4 99.2 99.6 99.1 99.3 99.2 99.2 99.6 99.2 99.2 99.5 6 PCP10-1.1.seq
7 0.4 0.4 0.3 0.6 0.3 0.7 99.6 99.3 99.3 99.5 99.2 99.6 99.5 99.5 99.5 7 CU2-4.seq
8 0.4 0.4 0.0 0.6 0.0 0.4 0.3 99.5 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 99.9 8 CU3.seq
9 0.6 0.6 0.4 0.4 0.5 0.9 0.5 0.5 99.2 99.6 99.1 99.5 99.6 99.3 99.6 9 EC26.seq
10 0.7 0.7 0.3 0.6 0.3 0.7 0.5 0.3 0.8 99.3 99.3 99.7 99.3 99.3 99.6 10 ECLC2.seq
11 0.6 0.6 0.4 0.4 0.4 0.8 0.4 0.4 0.4 0.7 99.2 99.6 100.0 99.5 99.5 11 AT25.seq
12 0.9 0.9 0.4 1.0 0.4 0.8 0.7 0.4 0.9 0.7 0.8 99.6 99.2 99.2 99.5 12 AT1-1.seq
13 0.4 0.4 0.0 0.6 0.0 0.4 0.3 0.0 0.5 0.3 0.4 0.4 99.6 99.6 99.9 13 AT1-2.seq
14 0.6 0.6 0.4 0.4 0.4 0.8 0.4 0.4 0.4 0.7 0.0 0.8 0.4 99.5 99.5 14 AT-14-1.seq
15 0.0 0.0 0.4 0.7 0.4 0.8 0.4 0.4 0.7 0.7 0.5 0.8 0.4 0.5 99.5 15 AT14-2.seq
16 0.4 0.4 0.0 0.6 0.1 0.5 0.4 0.1 0.4 0.4 0.5 0.5 0.1 0.5 0.5 16 ECLC14.seq

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Porcentaje	de	identidad

Di
ve
rg
en

cia

Metarhizium	robertsiiB

Percent Identity
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

1 99.1 99.1 99.9 99.7 100.0 100.0 99.9 100.0 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.1 100.0 99.1 99.9 100.0 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.0 99.6 99.1 99.6 99.0 99.0 99.0 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 99.0 98.8 97.8 99.3 99.0 1 ARSEF2107brunneum
2 0.9 100.0 99.0 98.8 99.1 99.1 99.0 99.1 99.1 99.0 99.0 99.1 99.1 98.8 99.1 99.1 98.8 99.4 99.1 99.4 99.0 99.1 98.8 99.1 99.0 99.1 99.1 98.7 99.1 97.7 99.0 99.7 98.7 99.6 99.3 99.3 99.1 99.1 98.7 99.6 99.4 99.6 99.4 99.6 99.4 97.5 99.6 99.6 2 ARSEF4179brunneum
3 0.9 0.0 99.0 98.8 99.1 99.1 99.0 99.1 99.1 99.0 99.0 99.1 99.1 98.8 99.1 99.1 98.8 99.4 99.1 99.4 99.0 99.1 98.8 99.1 99.0 99.1 99.1 98.7 99.1 97.7 99.0 99.7 98.7 99.6 99.3 99.3 99.1 99.1 98.7 99.6 99.4 99.6 99.4 99.6 99.4 97.5 99.6 99.6 3 ARSEF4152brunneum
4 0.1 1.0 1.0 99.6 99.7 99.9 99.7 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 4 PCP42-4.seq
5 0.3 1.2 1.2 0.4 99.6 99.7 99.6 99.7 99.7 99.6 99.6 99.7 99.7 99.5 99.7 99.7 99.5 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 99.5 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 5 PCP42-5.seq
6 0.0 0.9 0.9 0.3 0.4 99.9 99.7 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.2 99.0 98.7 97.9 99.2 98.8 6 PCP1.seq
7 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 99.9 100.0 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 7 PCP7-1.seq
8 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 99.9 99.9 99.7 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 8 PCP7-2.1.seq
9 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 100.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 9 PCP7-2.seq
10 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 99.9 99.9 100.0 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 10 PCP10.seq
11 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 99.7 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 11 PCP10-1.2.seq
12 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 99.9 99.9 99.6 99.9 99.9 99.6 99.1 99.9 99.1 99.7 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 12 PCP10-1.5.seq
13 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 100.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 13 PCP10-5.seq
14 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 99.7 100.0 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 14 PCP41.seq
15 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 99.7 99.7 99.5 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 99.5 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 98.2 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 98.0 99.1 98.7 15 PCP42-1.seq
16 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 100.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 16 PCP42-2.seq
17 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 99.7 99.2 100.0 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 17 PCP42-3.seq
18 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 0.5 0.3 0.3 99.0 99.7 99.0 99.6 99.6 100.0 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 18 LCP29-2.1.seq
19 0.9 0.6 0.6 0.9 1.0 0.9 0.8 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 0.8 1.0 0.8 0.8 1.0 99.2 100.0 99.1 99.1 99.0 99.2 99.1 99.2 99.2 98.8 99.2 97.9 99.1 99.4 98.8 99.2 99.9 99.9 99.2 99.2 98.8 99.2 99.1 99.2 99.9 99.1 99.1 97.8 99.6 99.2 19 LCP1CV.seq
20 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 99.2 99.9 99.9 99.7 100.0 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 20 SR23-1.seq
21 0.9 0.6 0.6 0.9 1.0 0.9 0.8 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.8 0.8 1.0 0.8 0.8 1.0 0.0 0.8 99.1 99.1 99.0 99.2 99.1 99.2 99.2 98.8 99.2 97.9 99.1 99.4 98.8 99.2 99.9 99.9 99.2 99.2 98.8 99.2 99.1 99.2 99.9 99.1 99.1 97.8 99.6 99.2 21 LCP1CV.seq
22 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 0.3 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1 0.4 0.9 0.1 0.9 99.7 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 22 LCP29-1.1.seq
23 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 99.6 99.9 99.7 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 23 LCP29-1.seq
24 0.3 1.2 1.2 0.4 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.3 0.5 0.3 0.3 0.0 1.0 0.3 1.0 0.4 0.3 99.7 99.6 99.7 99.7 99.4 99.7 97.9 99.4 98.8 99.4 98.7 98.8 98.8 99.7 99.7 99.4 98.7 98.6 98.7 98.8 98.6 98.6 97.8 99.1 98.7 24 LCP29-2.1.seq
25 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 99.9 100.0 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 25 LCP29-2.seq
26 0.1 1.0 1.0 0.3 0.4 0.3 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 0.3 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1 0.4 0.9 0.1 0.9 0.3 0.1 0.4 0.1 99.9 99.9 99.5 99.9 98.0 99.5 99.0 99.5 98.8 99.0 99.0 99.9 99.9 99.5 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 26 SR7.seq
27 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 100.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 27 SR9CV.seq
28 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 99.6 100.0 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 28 SR23-2.seq
29 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 99.6 97.8 99.2 98.7 99.7 98.6 98.7 98.7 99.6 99.6 99.7 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 29 ECLC11-1.3.seq
30 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 98.2 99.6 99.1 99.6 99.0 99.1 99.1 100.0 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 30 ECLC11-2.seq
31 2.1 2.4 2.4 2.0 2.1 2.0 1.9 2.0 1.9 1.9 2.0 2.0 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 2.1 2.1 1.9 2.1 2.0 1.9 2.1 1.9 2.0 1.9 1.9 2.3 1.9 98.0 97.8 97.8 97.7 97.8 97.8 98.2 98.2 97.8 97.7 97.5 97.7 97.8 97.5 97.5 99.6 98.0 97.7 31 CU3.seq
32 0.4 1.0 1.0 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 0.9 0.4 0.9 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.8 0.4 2.0 99.0 99.2 98.8 99.0 99.0 99.6 99.6 99.2 98.8 98.7 98.8 99.0 98.7 98.7 97.9 99.2 98.8 32 CU11CV.seq
33 0.9 0.3 0.3 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.7 0.9 0.7 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 98.7 99.6 99.2 99.2 99.1 99.1 98.7 99.6 99.5 99.6 99.2 99.5 99.5 97.7 99.5 99.6 33 EC7.seq
34 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 2.3 0.8 1.3 98.6 98.7 98.7 99.6 99.6 99.7 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 34 EC13-1.seq
35 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 99.2 99.1 99.0 99.0 98.6 100.0 99.9 100.0 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 35 EC13-2.seq
36 1.0 0.7 0.7 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.8 99.7 99.1 99.1 98.7 99.2 99.1 99.2 99.7 99.1 99.1 97.7 99.5 99.2 36 EC25.seq
37 1.0 0.7 0.7 1.0 1.2 1.0 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.9 0.3 99.1 99.1 98.7 99.1 99.0 99.1 99.7 99.0 99.0 97.7 99.5 99.1 37 ECLC5.seq
38 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 0.0 1.9 0.4 0.9 0.4 1.0 0.9 0.9 100.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 38 ECLC11.seq
39 0.0 0.9 0.9 0.1 0.3 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.8 0.0 0.8 0.1 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.4 0.0 1.9 0.4 0.9 0.4 1.0 0.9 0.9 0.0 99.6 99.0 98.8 99.0 99.1 98.8 98.8 98.0 99.4 99.0 39 ECLC11-1.1.seq
40 0.4 1.3 1.3 0.5 0.7 0.5 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.7 0.4 0.4 0.7 1.2 0.4 1.2 0.5 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4 0.4 0.3 0.4 2.3 0.8 1.3 0.3 1.4 1.3 1.3 0.4 0.4 98.6 98.4 98.6 98.7 98.4 98.4 97.7 99.0 98.6 40 ECLC11-1.2.seq
41 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 99.9 100.0 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 41 AT23-1.seq
42 1.2 0.6 0.6 1.3 1.4 1.3 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 99.9 99.0 99.7 100.0 97.4 99.2 99.9 42 AT23-2.seq
43 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 0.0 0.1 99.1 99.9 99.9 97.5 99.4 100.0 43 AT23-3.seq
44 0.9 0.6 0.6 1.0 1.2 0.8 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9 0.9 1.2 0.1 0.9 0.1 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 0.9 0.9 1.3 0.9 2.3 1.0 0.8 1.3 0.9 0.3 0.3 0.9 0.9 1.3 0.9 1.0 0.9 99.2 99.0 97.7 99.5 99.1 44 AT-3.seq
45 1.0 0.4 0.4 1.3 1.4 1.0 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 0.3 0.1 0.8 99.7 97.4 99.2 99.9 45 AT4.seq
46 1.2 0.6 0.6 1.3 1.4 1.3 1.2 1.3 1.2 1.2 1.3 1.3 1.2 1.2 1.4 1.2 1.2 1.4 0.9 1.2 0.9 1.3 1.2 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 1.6 1.2 2.5 1.3 0.5 1.6 0.1 0.9 1.0 1.2 1.2 1.6 0.1 0.0 0.1 1.0 0.3 97.4 99.2 99.9 46 AT9.seq
47 2.2 2.5 2.5 2.1 2.3 2.1 2.0 2.1 2.0 2.0 2.1 2.1 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.3 2.3 2.0 2.3 2.1 2.0 2.3 2.0 2.1 2.0 2.0 2.4 2.0 0.4 2.1 2.4 2.4 2.5 2.4 2.4 2.0 2.0 2.4 2.5 2.7 2.5 2.4 2.7 2.7 98.2 97.5 47 AT14-2.seq
48 0.7 0.4 0.4 0.8 0.9 0.8 0.7 0.8 0.7 0.7 0.8 0.8 0.7 0.7 0.9 0.7 0.7 0.9 0.4 0.7 0.4 0.8 0.7 0.9 0.7 0.8 0.7 0.7 1.0 0.7 2.0 0.8 0.5 1.0 0.7 0.5 0.5 0.7 0.7 1.0 0.7 0.8 0.7 0.5 0.8 0.8 1.9 99.4 48 STC8.seq
49 1.0 0.4 0.4 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.2 1.0 1.0 1.3 1.0 1.0 1.3 0.8 1.0 0.8 1.2 1.0 1.3 1.0 1.2 1.0 1.0 1.4 1.0 2.4 1.2 0.4 1.4 0.0 0.8 0.9 1.0 1.0 1.4 0.0 0.1 0.0 0.9 0.1 0.1 2.5 0.7 49 STC4.seq
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 100.0 99.6 99.3 99.6 99.1 99.4 99.6 99.4 99.3 99.4 99.1 99.6 99.4 100.0 99.6 1 ARSEF6472roberts ii
2 0.0 99.6 99.3 99.6 99.1 99.4 99.6 99.4 99.3 99.4 99.1 99.6 99.4 100.0 99.6 2 ARSEF727roberts ii
3 0.4 0.4 99.4 100.0 99.6 99.6 100.0 99.6 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 100.0 3 ARSEF4739roberts ii
4 0.7 0.7 0.6 99.4 99.0 99.3 99.4 99.6 99.4 99.6 99.0 99.4 99.6 99.3 99.4 4 ARSEF7501roberts ii
5 0.4 0.4 0.0 0.6 99.6 99.6 100.0 99.5 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 99.9 5 PCP2.seq
6 0.9 0.9 0.4 1.0 0.4 99.2 99.6 99.1 99.3 99.2 99.2 99.6 99.2 99.2 99.5 6 PCP10-1.1.seq
7 0.4 0.4 0.3 0.6 0.3 0.7 99.6 99.3 99.3 99.5 99.2 99.6 99.5 99.5 99.5 7 CU2-4.seq
8 0.4 0.4 0.0 0.6 0.0 0.4 0.3 99.5 99.7 99.6 99.6 100.0 99.6 99.6 99.9 8 CU3.seq
9 0.6 0.6 0.4 0.4 0.5 0.9 0.5 0.5 99.2 99.6 99.1 99.5 99.6 99.3 99.6 9 EC26.seq
10 0.7 0.7 0.3 0.6 0.3 0.7 0.5 0.3 0.8 99.3 99.3 99.7 99.3 99.3 99.6 10 ECLC2.seq
11 0.6 0.6 0.4 0.4 0.4 0.8 0.4 0.4 0.4 0.7 99.2 99.6 100.0 99.5 99.5 11 AT25.seq
12 0.9 0.9 0.4 1.0 0.4 0.8 0.7 0.4 0.9 0.7 0.8 99.6 99.2 99.2 99.5 12 AT1-1.seq
13 0.4 0.4 0.0 0.6 0.0 0.4 0.3 0.0 0.5 0.3 0.4 0.4 99.6 99.6 99.9 13 AT1-2.seq
14 0.6 0.6 0.4 0.4 0.4 0.8 0.4 0.4 0.4 0.7 0.0 0.8 0.4 99.5 99.5 14 AT-14-1.seq
15 0.0 0.0 0.4 0.7 0.4 0.8 0.4 0.4 0.7 0.7 0.5 0.8 0.4 0.5 99.5 15 AT14-2.seq
16 0.4 0.4 0.0 0.6 0.1 0.5 0.4 0.1 0.4 0.4 0.5 0.5 0.1 0.5 0.5 16 ECLC14.seq
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Figura	15.	 Porcentaje	 de	 identidad	 entre	 los	 aislados	 de	 Metarhizium	 (continuación).	 A)	
Metarhizium	 brunneum	 B)	 Metarhizum	 robertsii	 C)	 Metarhizium	 anisopliae	 D)	 Metarhizium	
pingshaense	 E)	Metarhizium	 spp.	 Los	 aislados	 se	 compararon	 con	 las	 especies	 reportadas	 por	
Bischoff	et	al.	en	el	2009.	
	
Tabla	7.	Porcentaje	de	identidad	de	los	aislados	y	cepas	de	referencia	de	Metarhizium	
	

Género	y	especie	
Total	de	
aislados	
obtenidos	

Rango	de	porcentaje	
de	identidad	de	los	

aislados	

Número	de	
bases	distintas	

Metarhizium	brunneum	 42	 97,8	-	99,9	 1	-	18	

Metarhizium	robertsii	 12	 99,0	-	99,9	 1	-	8	

Metarhizium	pingshaense	 1	 99,0	-	99,6	 3	-	8	

Metarhizium	anisopliae	 1	 99,3	-	99,7	 2	-	6	

Metarhizium	spp.		 3	 ---	 ---	

Percent Identity
1 2 3

1 99.7 99.3 1 ARSEF6347anisopliae
2 0.3 99.6 2 ARSEF7487anisopliae
3 0.7 0.4 3 PCP42-6.seq

1 2 3

Percent Identity
1 2 3 4

1 100.0 99.0 99.6 1 ARSEF3210pingshaense
2 0.0 99.0 99.6 2 ARSEF7929pingshaense
3 1.0 1.0 99.4 3 ARSEF4342pingshaense
4 0.4 0.4 0.6 4 SR19.seq

1 2 3 4

Percent Identity
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 96.6 87.5 87.2 87.7 87.7 88.2 88.3 88.0 88.0 86.2 93.1 88.6 93.0 1 Metarhizium flavoviride var. flavoviride
2 3.5 86.8 86.8 87.4 87.0 87.6 87.8 87.5 87.5 85.9 94.2 87.7 94.1 2 Metarhizium frigidum ARSEF4124.seq
3 13.7 14.6 97.2 97.1 97.1 97.2 97.1 97.4 95.8 90.9 84.7 96.8 84.5 3 ARSEF6238guizhouense
4 14.1 14.6 2.8 96.7 96.7 96.8 96.6 96.9 95.6 90.9 84.7 95.2 84.5 4 ARSEF4566majus
5 13.5 13.9 3.0 3.4 97.5 97.7 97.5 97.8 96.2 90.9 85.0 94.9 84.8 5 ARSEF4179brunneum
6 13.5 14.4 3.0 3.4 2.5 98.1 98.3 98.3 96.5 90.9 84.7 95.4 84.6 6 ARSEF4342pingshaense
7 13.0 13.8 2.9 3.3 2.4 1.9 97.9 99.7 96.3 91.1 85.0 95.3 84.8 7 ARSEF6347anisopliae
8 12.9 13.4 3.0 3.4 2.5 1.8 2.1 98.0 96.1 90.7 85.4 95.5 85.2 8 ARSEF727roberts ii
9 13.2 13.8 2.7 3.1 2.2 1.8 0.3 2.1 96.4 91.0 84.8 95.3 84.6 9 ARSEF7487anisopliae
10 13.2 13.7 4.4 4.5 3.9 3.6 3.8 4.1 3.7 91.9 85.5 94.5 85.4 10 ARSEF7412lepidiotae
11 15.4 15.7 9.8 9.8 9.8 9.8 9.6 10.0 9.7 8.6 83.6 89.9 83.5 11 ARSEF324acridum
12 7.3 6.0 17.3 17.3 16.9 17.3 17.0 16.5 17.2 16.2 18.6 88.6 99.9 12 LCP5.seq
13 12.5 13.6 3.3 5.0 5.3 4.8 4.9 4.7 4.8 5.8 11.0 12.5 88.7 13 LCP13.seq
14 7.4 6.2 17.5 17.5 17.1 17.5 17.2 16.7 17.4 16.4 18.8 0.1 12.4 14 LCP16.seq
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Metarhizium	anisopliae Metarhizium	pingshaense
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Identificación de los aislados LCP5, LCP13 y LCP16 
 

De	los	aislados	identificados,	tres	de	ellos	no	se	pudieron	clasificar:	LCP5,	LCP13	y	LCP16.	El	
análisis	de	la	secuencia	de	los	aislados	muestra	que	entre	los	aislados	LCP5	y	LCP16	existe	
un	99,9	%	de	identidad,	tiendo	solo	una	base	de	diferencia.	Entre	estos	aislados	y	el	aislado	
LCP13	existe	un	88,6	%	y	88,7	%	de	identidad	respectivamente.	
	
En	los	análisis	se	observa	que	los	aislados	LCP5	y	LCP16	tienen	un	porcentaje	de	identidad	
de	94,2	%	y	94,2	%	respectivamente	con	la	cepa	ARSEF4124	de	M.	frigidum,	mientras	que	
con	 la	cepa	ARSEF2133	de	M.	 flavoviride	var.	 flavoviride	muestran	un	93,1	%	y	93	%	de	
identidad.	 El	 aislado	 LCP13	 tienen	 un	 porcentaje	 de	 identidad	 de	 96,8	 %	 con	 la	 cepa	
ARSEF6238	de	M.	guizhouense,	mientras	que	con	la	cepa	ARSEF4566	de	M.	majus	muestra	
un	95,2	%	de	identidad	(Figura	15-E).	
	
Los	aislados	LCP5	y	LCP16	tienen	un	mayor	porcentaje	de	identidad	con	M.	frigidum	que	
con	 las	 demás	 especies,	mientras	 que	 el	 aislado	 LCP13	 tienen	 un	mayor	 porcentaje	 de	
identidad	 con	 M.	 guizhouense;	 sin	 embargo,	 estos	 porcentajes	 de	 identidad	 no	 son	
suficientes	para	clasificarlos	dentro	de	un	clado	reportado,	ya	que	los	porcentajes	de	cepas	
utilizadas	en	el	trabajo	de	Bischoff	et	al.	en	el	2009	y	los	aislados	utilizados	en	este	trabajo	
que	si	se	clasificaron	dentro	de	un	clado	reportado	van	desde	un	97,8	%	hasta	un	99	%	de	
identidad	(Figura	15).	Bischoff	et	al.	en	el	2009,	realizaron	el	análisis	de	los	genes	RPB2,	ßT	
e	 incluyendo	 el	 factor	 de	 elongación	 (EF-1α),	 con	 este	 análisis	 se	 generaron	 un	 árbol	
multigénico,	concluyendo	que	con	solo	el	EF-1α	se	puede	dar	la	resolución	de	las	especies	
de	Metarhizium.	Al	no	poder	identificar	los	aislados	LCP5,	LCP13	y	LCP16	con	la	secuencia	
del	gen	EF-1α	es	muy	probable	que	se	trate	de	dos	nuevas	especies.	Para	determinar	si	se	
trata	de	nuevas	especies	de	Metarhizium	o	si	se	pueden	clasificar	dentro	de	algún	clado	ya	
reportado,	se	realizó	el	análisis	de	la	secuencia	de	los	fragmentos	de	los	genes	ßT,	RPB2,	
28S,	18S,	PR1A	y	región	ITS.	El	fragmento	del	gen	de	la	proteasa	PR1A	fue	usado	por	Leal	et	
al.	en	1997	para	la	caracterización	de	cepas	de	Metarhizium.	Mientras	que	los	genes	de	la	
región	ITS	y	los	fragmentos	de	los	genes	28S	y	18S	fueron	utilizados	por	Montalva	et	al	en	
el	 2016	 y	 Luangsa-ard	 et	 al.	 en	 el	 2017	 para	 la	 identificación	 de	 nuevas	 especies	 de	
Metarhizium.	

Se	realizó	la	amplificación	de	los	fragmentos	de	los	genes	ßT,	RPB2,	28S,	18S,	PR1A	y	región	
ITS	 (Figura	 16-A)	 con	 los	 oligonucleótidos	 descritos	 en	 la	 Tabla	 3.	 Los	 amplicones	 se	
purificaron	 y	 se	 clonaron	 en	 el	 vector	 pGEM®-T	 Easy.	 Con	 el	 producto	 de	 la	 ligación	 se	
transformó	en	la	cepa	DH5α	de	E.	coli,	para	la	extracción	de	DNA	plasmídico	y	se	comprobó	
la	inserción	de	los	fragmentos	mediante	restricción	con	la	enzima	EcoRI	(Figura	16-B).	
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Figura	16.	Electroforesis	en	gel	de	agarosa	de	los	fragmentos	de	los	genes	ßT,	RPB2,	28S,	18S,	PR1A	
y	región	ITS.	A)	Amplificación	de	los	genes	ßT,	RPB2,	ITS,	28S,	18S	y	PR1A.	Carril	1)	LCP5,	2)	LCP13,	
3)	 LCP16,	M)	Marcador	de	 tamaño	molecular.	B)	Comprobación	de	 la	 inserción	de	 los	genes	ßT,	
RPB2,	 ITS,	 28S,	 18S	 y	 PR1A	 en	 el	 vector	 pGEM®-T	 Easy.	 Carril	 1)	 LCP5,	 2)	 LCP13,	 3)	 LCP16,	M)	
Marcador	de	tamaño	molecular.	
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Al	igual	que	las	las	secuencias	del	EF-1α,	las	secuencias	de	los	distintos	genes	se	analizaron,	
mediante	el	paquete	informático	Lasergen®	14	de	DNASTAR	y	los	programas	MEGA7	y	Mr	
Bayes.	 Las	 secuencias	 obtenidas	 se	 compararon	 con	 las	 secuencias	 reportadas	 de	
Metarhizium	por	Bischoff	et	al.	en	el	2009,	para	el	caso	de	los	fragmentos	de	los	genes	de	
ßT,	RPB2	y	región	ITS.	Se	realizaron	árboles	filogenéticos	de	cada	gen	individual,	ßT	(Figura	
17),	 RPB2	 (Figura	 18)	 y	 región	 ITS	 (Figura	 19)	 y	 un	 árbol	 multigénico	 conteniendo	 la	
información	de	estos	genes	y	además	incluyendo	la	secuencia	del	factor	de	elongación	1α	
(Figura	20).	Mientras	que	 los	 fragmentos	de	 los	 genes	28S	 (Figura	21)	 y	18S	 (Figura	22)	
fueron	comparados	con	las	secuencias	reportadas	por	Luangsa-ard	et	al.	en	el	2017,	de	los	
cuales	solo	se	generó	el	árbol	de	cada	gen	individual.	El	fragmento	del	gen	de	la	proteasa	
PR1A	 (Figura	 23)	 fue	 comparado	 con	 secuencias	 reportadas	 por	 Leal	 et	 al.	 en	 1997	 y	
secuencias	 obtenidas	 de	 la	 base	 de	 datos	 de	 “The	 National	 Center	 for	 Biotechnology	
Information”	(NCBI).		
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Figura	17.	Árbol	filogenético	empleando	la	secuencia	de	un	fragmento	del	gen	Beta	Tubulina	(ßT)	
de	 los	 aislados	 LCP5,	 LCP13	 y	 LCP16.	 Los	 valores	 entre	 las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	
porcentaje	de	bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	
bayesiana.	
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Figura	 18.	 Árbol	 filogenético	 empleando	 la	 secuencia	 de	 un	 fragmento	 del	 gen	 de	 la	 segunda	
subunidad	de	la	RNA	polimerasa	II	(RPB2)	de	los	aislados	LCP5,	LCP13	y	LCP16.	Los	valores	entre	
las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	 porcentaje	 de	 bootstrap	 en	 el	 orden	 siguiente	 máxima	
verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana.	
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Figura	19.	Árbol	filogenético	de	la	región	ITS	de	los	aislados	LCP5,	LCP13	y	LCP16.	Los	valores	entre	
las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	 porcentaje	 de	 bootstrap	 en	 el	 orden	 siguiente	 máxima	
verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana. 
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Figura	20.	Árbol	multigénico	de	los	fragmentos	de	los	genes	EF-1α,	ßT,	RPB2	y	región	ITS	de	los	
aislados	LCP5,	LCP13	y	LCP16.	Los	valores	entre	las	diagonales	representan	el	valor	de	porcentaje	
de	bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana.	
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Al	 observar	 los	 árboles	 filogenéticos	 individuales,	 en	 ninguno	 de	 ellos	 los	 aislados	 se	
agrupan	 dentro	 de	 los	 clados	 de	 las	 especies	 reportadas.	 Los	 aislados	 LCP5	 y	 LCP16	 se	
agrupan	en	un	nuevo	clado,	este	clado	tiene	relación	muy	cercana	con	M.	flavoviride	var.	
flavoviride	y	M.	frigidum,	los	valores	de	bootstrap	de	los	tres	métodos	estadísticos	usados	
es	muy	alto,	dando	un	soporte	muy	confiable	al	árbol	filogenético	y	al	clado	donde	estos	se	
clasifican,	el	cual	hasta	el	momento	no	ha	sido	reportado.	
	
Al	observar	el	árbol	multigénico	(Figura	20),	corroboramos	que	los	aislados	LCP5	y	LCP16	se	
clasifican	en	un	clado	nuevo,	por	lo	que	se	argumenta,	que	efectivamente	estos	aislados	
pertenecen	a	una	nueva	especie	del	genero	Metarhizium.		
	
Como	se	observó	en	el	árbol	filogenético	del		fragmento	del	gen	EF-1α	(Figura	14),	el	aislado	
LCP13	tiene	relación	filogenética	más	cercana	con	la	especie	M.	guizhouense,	aunque	no	se	
clasificaba	dentro	de	este	clado,	al	observar	los	demás	árboles	filogenéticos	el	aislado	LCP13	
presenta	diferentes	relaciones	filogenéticas,	en	el	árbol	generado	con	la	secuencia	del	gen	
de	 la	 Beta	 Tubulina	 y	 los	 genes	de	 la	 región	 ITS,	 LCP13	presenta	mayor	 cercanía	 con	 la	
especie	M.	majus	 (Figura	17),	mientras	que	en	árbol	generado	con	la	secuencia	de	RPB2	
presenta	una	relación	más	cercana	con	M.	brunneum	y	M.	anisopliae.		
	
En	ninguno	de	los	árboles	se	clasifica	dentro	de	un	clado	reportado	y	en	el	árbol	generado	
a	partir	del	gen	de	la	Beta	Tubulina	es	donde	presenta	mayor	valor	de	bootstrap.	Al	observar	
el	árbol	multigénico	(Figura	20),	el	aislado	LCP13	no	se	clasifica	en	ningún	clado	reportado	
y	aunque	 la	 información	de	este	aislado	es	más	variada	a	diferencia	de	 la	que	muestran	
LCP5	y	LCP16,	se	puede	argumentar	que	el	aislado	LCP13,	se	trata	de	otra	nueva	especie	de	
Metarhizium	relacionada	muy	cercanamente	a	Metarhizium	guizhouense,	ambas	especies	
divergieron	 de	 un	 ancestro	 en	 común	 al	 separarse	 en	 dos	 ramas	 distintas	 del	 árbol	
filogenético	del	gen	EF-1α	 (Figura	14)	y	del	árbol	multigénico	 (Figura	20),	y	al	 tener	una	
porcentaje	de	 identidad	de	96.8	%	con	M.	guizhouense	 (Figura	15-E),	podría	 tratarse	de	
especies	hermanas.	
	
Además,	se	generaron	los	árboles	filogenéticos	con	las	secuencias	de	los	fragmentos	de	los	
genes	28S	(Figura	21)	y	18S	(Figura	22)	y	la	proteasa	PR1A	(Figura	23).	
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Figura	21.	Árbol	filogenético	empleando	la	secuencia	de	un	fragmento	del	gen	28S	de	los	aislados	
LCP5,	 LCP13	 y	 LCP16.	 Los	 valores	 entre	 las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	 porcentaje	 de	
bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana.	
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Figura	22.	Árbol	filogenético	empleando	la	secuencia	de	un	fragmento	del	gen	18S	de	los	aislados	
LCP5,	 LCP13	 y	 LCP16.	 Los	 valores	 entre	 las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	 porcentaje	 de	
bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana.	
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EF468961.1	Metarhizium liangshanense EFCC	1523		
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HQ165663.1	MetarhiziumblattodeaeNHJ11618		
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HQ165666.1	MetarhiziumsamlanenseNHJ13933	06		
HQ165665.1	MetarhiziumsamlanenseNHJ13933	04		

HQ165673.1	Metarhiziumviride CBS659.71		

HQ165667.1	Metarhizium rileyi NBRC8560		

JF415959.1	MetarhiziumcylindrosporaeHMAS199590		
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Figura	23.	Árbol	filogenético	empleando	la	secuencia	de	un	fragmento	del	gen	PR1A	de	los	aislados	
LCP5,	 LCP13	 y	 LCP16.	 Los	 valores	 entre	 las	 diagonales	 representan	 el	 valor	 de	 porcentaje	 de	
bootstrap	en	el	orden	siguiente	máxima	verosimilitud/máxima	parsimonia/inferencia	bayesiana.	
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En	 los	 árboles	 filogenéticos	 de	 los	 fragmentos	 de	 los	 genes	 28S	 y	 18S,	 se	 comparó	 las	
secuencias	 de	 los	 aislados	 LCP5,	 LCP13	 y	 LCP16	 con	 cepas	 de	 nuevas	 especies	 de	
Metarhizium	reportadas	por	Luangsa-ard	et	al.	en	el	2017.	Los	resultados	de	estos	árboles	
arrojan	información	valiosa,	al	observar	los	árboles	filogenéticos	de	los	fragmentos	de	los	
genes	28S	y	18S,	observamos	que	los	aislados	LCP5	y	LCP16	presentan	relación	filogenética	
más	cercana	con	la	especie	de	Metarhizium	minus,	sin	embargo,	los	aislados	LCP5	y	LCP16	
se	clasifican	en	un	clado	distinto,	dando	más	soporte	de	que	los	aislados	pertenecen	a	una	
nueva	especie.	El	aislado	LCP13	no	se	clasifica	dentro	de	alguno	de	los	clados	reportados	
por	Luangsa-ard	et	al.	en	el	2017,	la	especie	más	cercana	filogenéticamente	al	aislado	es	
Metarhizium	 indigotica,	 pero	 claramente	 son	 dos	 clados	 diferentes,	 y	 los	 valores	 de	
boostrap	son	altos,	lo	que	indica	que	el	aislado	LCP13	se	agrupa	en	un	clado	diferente	a	lo	
antes	reportado	y	se	trata	de	otra	nueva	especie.		
	
En	cuanto	al	árbol	filogenético	de	la	secuencia	de	un	fragmento	del	gen	de	la	proteasa	PR1A,	
ninguno	de	los	tres	aislados	se	clasifica	dentro	de	un	clado	reportado.	Este	se	utilizaba	para	
identificar	cepas	de	Metarzhizium,	mediante	digestión	por	enzimas	de	restricción	(Leal	et	
al.,	1997)	o	amplificando	y	analizando	la	secuencia	de	la	proteasa	(Bagga	et	al.,	2004);	sin	
embargo,	hace	falta	la	información	de	las	secuencias	de	más	cepas	para	poder	desarrollar	
un	árbol	más	robusto.	No	se	deja	de	lado	el	uso	de	este	gen	en	Metarhizium	y	es	útil	para	
tener	un	análisis	completo	de	las	cepas.		
	
Con	la	información	que	se	obtuvo	del	análisis	de	la	secuencias	y	la	generación	de	los	árboles	
filogenéticos	se	observó	lo	antes	reportado	por	Bischoff	et	al.	en	el	2009,	tan	solo	con	el	EF-
1α	es	más	que	suficiente	para	la	resolución	de	las	especies	y	el	árbol	multigénico	corrobora	
la	clasificación	de	los	aislados	en	clados	distintos	a	los	reportados	siendo	los	aislados	LCP5	
y	 LCP16	 una	 nueva	 especie,	 por	 lo	 cual	 se	 propone	 con	 el	 nombre	 de	Metarhizium	
guanajuatense	 para	 ambos	 aislados	 y	 el	 aislado	 LCP13	 con	 el	 nombre	 Metarhizium	
palomense,	debido	a	las	regiones	donde	fueron	aislados.		

Características morfológicas de las nuevas especies 
 
Adicional	a	 la	 caracterización	molecular	 también	se	 identificó	 la	 forma	de	 la	 colonia,	 las	
estructuras	de	conidiación	y	el	tamaño	del	conidio	de	las	nuevas	especies	de	Metarhizium	
(Figura	24).	Los	aislados	se	crecieron	en	medio	PDA,	colocando	una	gota	de	cada	aislado,	se	
realizó	de	dos	maneras;	 la	primera	 fue	colocando	una	gota	en	el	 centro	de	 la	placa	y	 la	
segunda	fue	colocando	5	gotas	a	la	misma	distancia,	esto	se	realizó	para	determinar	si	la	
morfología	de	la	colonia	permanecía	sin	cambios.	Se	tomó	fotografía	del	micelio	de	cada	
aislado	con	una	cámara	AxioCam	ERc	5s	de	Zeiss®	así	como	de	los	conidios.	El	tamaño	de	
los	conidios	se	obtuvo	mediante	la	referencia	de	un	micrómetro	para	platina.	
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Figura	24.	Características	morfológicas	de	 las	nuevas	especies	de	Metarhizium.	Se	 muestra	 la	
morfología	colonial,	estructuras	de	conidiación	y	tamaño	del	conidio.		
	
Las	características	morfológicas	nos	permiten	identificar	rápidamente	el	aislado	y	comparar	
estos	rasgos	con	otras	cepas	de	diferentes	especies.	Los	aislados	LCP5	y	LCP16	no	muestran	
diferencias	morfológicas	apreciables	a	simple	vista,	aunque	pertenezcan	a	la	misma	especie,	
tienen	variaciones	en	las	secuencias	de	los	fragmentos	de	los	genes	EF-1α,	PR1A,	ßT	y	región	
ITS,	lo	que	nos	indica	que	se	trata	de	dos	aislados	diferentes.	
	
Los	 aislados	 LCP5	 y	 LCP16,	 tienen	 un	 color	 de	 conidio	 verde	 claro,	 su	 crecimiento	 y	
conidiación	es	mayor	en	comparación	del	aislado	LCP13.	El	aislado	LCP13	tiene	un	color	de	
colonia	verde	oscuro,	crece	menos	y	genera	más	micelio	que	los	aislados	LCP5	y	LCP16.	El	
tamaño	de	 los	conidios	es	de	aproximadamente	5	µm,	para	 los	aislados	LCP5	y	LCP16	y	
conidios	que	van	desde	los	8	µm	hasta	los	10	µm	para	el	aislado	LCP13.	

Distribución geográfica de los aislados  
 
Es	importante	conocer	la	distribución	geográfica	de	las	especies	de	Metarhizium,	para	tener	
en	cuenta	la	biodiversidad	en	las	áreas	naturales	protegidas,	de	esta	manera	determinar	
cuáles	aislados	están	mejor	adaptados	a	distintas	condiciones	climáticas	y	del	suelo,	por	
este	motivo	se	realizó	una	distribución	aproximada	de	las	especies	que	se	encontraron	en	
las	áreas	naturales	protegidas	(Figura	24).		

Cepa Especie Morfología de	la	colonia	 Estructuras de	
conidiación

Tamaño	del	
conidio

LCP5 Metarhizium
guanajuatense

LCP13
Metarhizium
palomense

LCP16
Metarhizium
guanajuatense

5 !m	

5 !m	

5 !m	
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Figura	25.	Distribución	geográfica	de	los	aislados	de	Metarhizium.	A)	Las	Palomas	y	Cuenca	de	la	
Esperanza,	B)	Sierra	de	Guanajuato	municipio	de	Santa	Rosa,	C)	Cerro	del	Cubilete,	D)	Santa	Catarina	
y	Atarjea.	En	A,	B	y	C	la	línea	roja	representa	100	m	de	longitud	aproximadamente.	En	D,	la	línea	
roja	representa	1000	m	aproximadamente.	Fotos	obtenidas	de	Google	Earth	Version	7.1.8.3036. 
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Se	observa	que	en	el	área	de	“Las	Palomas”	y	“Cuenca	de	la	Esperanza”	(Figura	24-A)	existe	
un	 mayor	 número	 de	 aislados,	 además	 de	 un	 mayor	 número	 de	 especies	 del	 genero	
Metarhizium,	 en	 esta	 zona	 se	 encontró	 aislados	 pertenecientes	 a	 las	 especies	 de	M.	
brunneum,	M.	 robertsii,	M.	anisopliae	 y	 las	dos	nuevas	especies	M.	guanajuatense	y	M.	
palomense.		En	la	zona	de	la	sierra	de	Guanajuato,	cerca	del	municipio	de	Santa	Rosa	(Figura	
24-B),	el	área	con	mayor	altitud	muestreada,	se	encontraron	aislados	pertenecientes	a	la	
especie	M.	brunneum	y	un	aislado	perteneciente	a	M.	pingshaense.		
	
En	cuanto	al	cerro	del	Cubilete	(Figura	24-C),	de	las	zonas	muestreadas	se	encontró	solo	un	
aislado	perteneciente	a	la	especie	M.	robertsii,	los	otros	6	aislados	pertenecen	a	la	especie	
M.	brunneum	y	estos	solo	se	encontraron	en	una	zona	de	muestreo	del	cerro	de	Cubilete.	
	
En	las	zonas	cercanas	a	los	municipios	de	Santa	Catarina	y	Atarjea	(Figura	24-D)	se	muestreo	
en	 altitudes	 y	 climas	 muy	 diferentes,	 climas	 que	 van	 desde	 el	 semidesierto,	 donde	 se	
encontró	 un	 aislado	 de	M.	 brunneum.	 En	 los	 bosques	 de	 pino-encino	 y	 selvas	 bajas	 se	
encontraron	5	aislados	de	M.	robertsii	y	7	aislados	de	M.	brunneum,	dando	un	total	de	8	
aislados	de	M.	brunneum	incluyendo	al	encontrado	en	la	zona	semidesértica.	

Determinación de la capacidad de conidiación en fotoperiodo y 
oscuridad   
 
Sumándole	a	la	caracterización	molecular	y	a	la	distribución	geográfica	de	los	aislados,	otra	
parte	 importante	 del	 estudio	 de	Metarhizium	 es	 la	 producción	 de	 conidios,	 ya	 que	 es	
importante	en	su	ciclo	de	vida,	debido	a	que	el	conidio	es	su	forma	de	resistencia,	dispersión	
y	el	inicio	del	ciclo	de	infección	hacia	el	insecto.	En	la	formación	de	conidios,	la	luz	juega	un	
papel	 importante,	donde	 la	 luz	promueve	un	mayor	crecimiento	del	hongo	y	una	mayor	
producción	de	conidios	(Onofre	et	al.,	2001).	Gasca-Venegas	en	su	tesis	de	licenciatura	2016	
(Gasca-Venegas,	 2016),	 observo	 que	 algunas	 cepas	 pertenecientes	 al	 Laboratorio	 de	
Genética	Molecular	de	Hongos,	en	oscuridad	no	producían	o	producían	muy	pocos	conidios.	
De	modo	que	 la	producción	de	conidios	en	 luz	y/o	 la	oscuridad	puede	ser	utilizado	para	
diferenciar	entre	los	aislados	y	conocer	cualitativamente	la	capacidad	de	conidiar	de	cada	
uno	de	los	aislados.	Para	esto	se	realizó	una	determinación	de	la	capacidad	de	conidiación	
en	fotoperiodo	y	oscuridad	de	los	aislados	obtenidos	en	este	trabajo	(Figura	26).		
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Figura	26.	Determinación	de	la	capacidad	de	conidiación	en	fotoperiodo	y	oscuridad.	Se	muestra	
el	nombre	del	aislado	y	especie	a	la	que	pertenece.	

Aislado Fotoperiodo Oscuridad Aislado Fotoperiodo Oscuridad
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M.	brunneum
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M.	brunneum PCP10-5

M.	brunneum

PCP7-2
M.	brunneum PCP41

M.	brunneum

PCP7-2.1
M.	brunneum PCP42-1

M.	brunneum

PCP10-1
M.	brunneum PCP42-2

M.	brunneum

PCP10-1.1
M.	robertsii PCP42-3

M.	brunneum
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Figura	 26.	 Determinación	 de	 la	 capacidad	 de	 conidiación	 en	 fotoperiodo	 y	 oscuridad	
(continuación).	Se	muestra	el	nombre	del	aislado	y	especie	a	la	que	pertenece.	
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Figura	 26.	 Determinación	 de	 la	 capacidad	 de	 conidiación	 en	 fotoperiodo	 y	 oscuridad	
(continuación).	Se	muestra	el	nombre	del	aislado	y	especie	a	la	que	pertenece.	
	

Aislado Fotoperiodo Oscuridad Aislado Fotoperiodo Oscuridad

SR23-1
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M.	brunneum

ECLC11-
1.1

M. brunneum

EC13-1
M.	brunneum

ECLC11-
1.2	

M.	brunneum
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Figura	 26.	 Determinación	 de	 la	 capacidad	 de	 conidiación	 en	 fotoperiodo	 y	 oscuridad	
(continuación).	Se	muestra	el	nombre	del	aislado	y	especie	a	la	que	pertenece.	
	

Aislado Fotoperiodo Oscuridad Aislado Fotoperiodo Oscuridad

ECLC11-
1.3	

M.	brunneum

AT4
M.	brunneum

ECLC11-2
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Figura	 26.	 Determinación	 de	 la	 capacidad	 de	 conidiación	 en	 fotoperiodo	 y	 oscuridad	
(continuación).	Se	muestra	el	nombre	del	aislado	y	especie	a	la	que	pertenece.	
	

Del	total	de	los	59	aislados,	21	de	ellos	no	tienen	la	capacidad	de	conidiar	en	oscuridad,	que	
corresponde	a	un	35,59	%,	algunos	ejemplos	son	PCP2,	ECLC2	y	AT1-1	pertenecientes	a	M.	
robertsii,	PCP42-2,	SR9CV	y	AT3	pertenecientes	a	M.	brunneum,	LCP13	de	M.	palomense	y	
SR19	de	M.	pingshaense.	

El	aislado	PCP2	y	CU3	de	M.	robertsii,	el	aislado	LCP16	de	M.	guanajuatense	y	el	aislado	
ECLC5	de	M.	brunneum,	muestran	un	mayor	crecimiento	en	oscuridad	que	en	fotoperiodo,	
aunque	en	fotoperiodo	a	simple	vista	conidian	más.	Mientras	que	otros	aislados	tiene	el	
efecto	contrario	es	decir	crecen	más	en	fotoperiodo,	por	ejemplo;	PCP42-2,	PCP42-3,	EC7,	
LCP29-1.1,	LCP29-1.2,	AT23-2	y	AT23-3	de	M.	brunneum,	PCP42-6	de	M.	anisopliae,	LCP13	
de	M.	palomense,	SR19	de	M.	pingshaense,	AT1-2	de	M.	robertsii.	

Otra	característica	que	se	observó	en	los	aislados	es	que	en	algunos	de	ellos	tenían	diferente	
tonalidad	 en	 el	 color	 de	 la	 colonia,	 el	 color	 es	 distinto	 de	 la	 colonia	 en	 fotoperiodo	 en	
comparación	con	el	color	de	la	colonia	en	oscuridad,	por	ejemplo,	el	aislado	PCP7-1,	PCP7-
2,	 PCP10-1,	 PCP42-1,	 ECLC11CV	 y	 AT23-2	 de	M.	 brunneum,	 PCP10-1.1	 de	M.	 robertsii,	
PCP42-6	M.	anisopliae.		

De	 los	 42	 aislados	 de	M.	 brunneum	 que	 se	 encontraron	 14	 de	 ellos	 no	 son	 capaces	 de	
conidiar	en	oscuridad,	que	representa	un	33.33	%	del	total,	pero	en	el	caso	de	M.	robertsii,	
de	los	12	aislados	que	se	encontraron	6	de	ellos	no	pueden	conidiar	en	oscuridad,	es	decir	
el	50	%.	Puede	existir	una	relación	entre	la	especie	y	la	capacidad	de	conidiar	en	oscuridad,	
aunque	es	necesario	comparar	un	mayor	número	de	cepas	de	M.	robertsii.		

Aislado Fotoperiodo Oscuridad Aislado Fotoperiodo Oscuridad

AT25
M.	robertsii

STC8
M.	brunneum

STC4
M.	brunneum
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Solo	uno	de	 los	aislados	no	 conidio	en	 fotoperiodo,	que	 fue	el	 aislado	PCP10-1.2	de	M.	
brunneum,	esto	es	diferente	a	lo	mostrado	por	los	demás	aislados,	por	lo	cual	es	interesante	
investigar	un	poco	más	sobre	este	aislado	y	en	general	sobre	esta	capacidad	de	conidiar	en	
oscuridad.		

Estos	experimentos	nos	permiten	observar	las	diferencias	morfológicas	entre	las	colonias,	
con	 lo	 cual	 podemos	 identificar	 los	 aislados	más	 fácilmente	 y	 rápido.	Además,	 como	 se	
mencionó	 anteriormente,	 puede	 que	 la	 capacidad	 de	 conidiar	 en	 oscuridad	 esté	
relacionado	con	el	mutualismo	de	plantas	y	de	esta	manera	seleccionar	aquel	o	aquellos	
aislados	que	tenga	esta	capacidad	para	realizar	interacciones	con	las	plantas.		

Caracterización del potencial para promover el crecimiento vegetal 

Bioensayos para la determinación del porcentaje de germinación 
 
Como	se	ha	mencionado	antes	Metarhizium	promueve	el	crecimiento	de	plantas	de	interés	
agrícola,	translocando	nitrógeno	proveniente	del	insecto	que	infecta	hacia	la	planta	(Behie	
et	al.,	2012),	además	Metarhizium	libera	al	medio	nitrógeno	en	forman	de	amonio	manera	
natural	(St.	Leger	et	al.,	1999)	el	cual	podría	ser	utilizado	por	la	planta	como	nutriente,	sin	
embargo,	 esto	 no	 ha	 sido	 demostrado	 aún.	 Estudios	 recientes	 han	 demostrado	 que	
Metarhizium	 robertsii	 produce	 la	 fitohormona	 ácido	 3-indolacético,	 la	 cual	 es	 una	
fitohormona	tipo	auxina	(Liao	et	al.,	2017),	que	ayuda	al	crecimiento	y	proliferación	de	las	
raíces	de	la	plantas,	esta	es	otra	manera	por	la	cual	Metarhizium	promueve	el	crecimiento	
vegetal.	 Dentro	 de	 nuestro	 grupo	 de	 trabajo	Herrera-Gutierrez	 en	 2016	 en	 sus	 tesis	 de	
licenciatura,	reporta	un	aumento	en	el	porcentaje	de	germinación	de	las	semillas	de	sorgo	
cuando	 están	 en	 interacción	 indirecta	 con	 cepas	 de	 Metarhizium;	 y	 la	 fitohormona	
encargada	 de	 la	 germinación	 en	 plantas	 es	 el	 ácido	 giberélico	 (GA3),	 por	 lo	 cual	 se	 ha	
propuesto	que	Metarhizium	pudiera	estar	produciendo	esta	 fitohormona	promotora	del	
crecimiento	vegetal	o	precursores	de	esta.	

Para	 la	 determinación	 de	 fitohormonas	 se	 realizan	 bioensayos	 los	 cuales	 son	 métodos	
sencillos,	para	 identificar	directamente	 sobre	 la	planta	 la	 fitohormona	 involucrada	en	el	
proceso	biológico.	En	este	trabajo	los	bioensayos	se	realizaron	de	la	siguiente	manera;	se	
colocaron	10	semillas		de	sorgo	de	en	línea	recta	y	aproximadamente	a	2	cm	de	las	semillas	
se	 inocularon	 los	 aislados	 de	Metarhizium	 individualmente,	 se	 probaron	 un	 total	 de	 19	
aislados	obtenidos	en	este	trabajo,	esto	se	realizó	por	quintuplicado,	en	donde	se	utilizó	un	
control	negativo,	 colocando	 solo	 las	 semillas	de	 sorgo	y	un	 control	positivo	usando	una	
concentración	de		de	50	mg/L	del	compuesto	puro	GA3		Sigma®	(Figura	27).  
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Figura	 27.	 Germinación	 de	 las	 semillas	 de	 sorgo	 en	 interacción	 indirecta	 con	 los	 aislados	 de	

Metarhizium.	 Germinación	 de	 las	 semillas	 de	 sorgo,	 10	 semillas	 por	 cada	 caja	 Petri,	 por	
quintuplicado,	total	de	50	semillas.	A)	Germinación	de	las	semillas	de	sorgo	con	el	control	negativo,	
germinaron	un	total	de	29	semillas	de	50.	B)	Germinación	de	las	semillas	de	sorgo	con	el	aislado	
SR23-1	de	Metarhizium	brunneum,	germinaron	un	total	de	40	semillas	de	50.		

Con	los	datos	de	germinación	se	puede	obtener	el	porcentaje	de	germinación	(Figura	28).		

	
	

Figura	28.	Gráfico	de	porcentaje	de	germinación	de	 los	aislados	de	Metarhizium.	En	naranja	se	
muestra	el	porcentaje	germinación	del	control	y	en	verde	el	porcentaje	de	germinación	del	aislado	
SR23-1.	Barras	de	error	estándar	(Tabla	8),	análisis	estadístico	t-Student	p<0,05	entre	el	control	y	el	
aislado	SR23-1.	
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Se	 realizó	 el	 análisis	 estadístico	 de	 la	 germinación	 de	 las	 semillas	 de	 sorgo	mediante	 el	
programa	 Prims	 6,	 mediante	 una	 prueba	 estadística	 t-Student	 y	 obteniendo	 el	 error	
estándar.	 Se	 comparó	 estadísticamente	 el	 control	 contra	 todos	 los	 tratamientos	
individualmente	(Tabla	8).	El	valor	obtenido	de	la	prueba	estadística	del	aislado	SR23-1	de	
M.	brunneum	en	comparación	del	control	negativo	es	p=0,0442	(Tabla	8	en	color	rojo),	los	
que	nos	indica	que	el	aislado	tiene	diferencia	significativa	en	el	porcentaje	de	germinación	
de	las	semillas	de	sorgo	en	comparación	con	el	control	negativo.	Para	los	demás	aislados	la	
prueba	de	t-Student	el	valor	fue	de	p>0,05,	por	lo	cual	el	porcentaje	de	germinación	de	las	
semillas	 no	 es	 estadísticamente	 significativo.	Mientras	 que	 el	 análisis	 t-Student	 entre	 el	
aislado	 SR23-1	 y	 el	 control	 positivo	 (control	 con	 GA3)	 también	 muestra	 diferencia	
significativa	en	el	porcentaje	de	germinación	de	las	semillas,	con	valor	de	p=0,0422.		
	
Tabla	8.	Análisis	estadístico	del	porcentaje	de	germinación	de	las	semillas	de	sorgo	

	
 

Aislado Especie Error estándar Valor de "p" 

 Control (-) vs/  0,5831 ----- 
 GA3 50 mg/L  0,8124 0,7007 
1 PCP2 M. robertsii 0,6325 0,8220 
2 PCP7-1 M. brunneum 0,4899 0,4542 
3 PCP7-2 M. brunneum 0,5099 0,3324 
4 PCP7-2.1 M. brunneum 0,5831 0,2598 
5 PCP10-1.1 M. robertsii 0,7483 0,2436 
6 PCP42-2 M. brunneum 0,400 0,2947 
7 PCP42-5 M. brunneum 0,5831 0,4876 
8 PCP42-6 M. anisopliae 1,327 0,8952 
9 LCP1CV M. brunneum 0,9695 0,6134 
10 LCP5 M. guanajuatense 0,8124 0,8470 
11 LCP13 M. palomense 0,9798 0,5072 
12 LCP16 M. guanajuatense 0,4899 > 0,999 
13 LCP29-1.1 M. brunneum 0,5099 0,6198 
14 SR7 M. brunneum 0,7483 0,8386 
15 SR9CV M. anisopliae 0,6782 0,5216 
16 SR19 M. pingshaense 0,7348 0,1284 
17 SR23-1 M. brunneum 0,7071 0,0442 
18 SR23-2 M. brunneum 1,200 0,6693 
	
Los	 resultados	 nos	 indican	 que	 el	 aislado	 SR23-1,	 es	 el	 aislado	 que	 induce	 más	 la	
germinación	de	las	semillas	de	sorgo,	el	aislado	puede	estar	produciendo	giberelinas	o	tener	
mayor	 efecto	 en	 la	 inducción	 de	 la	 germinación	 de	 las	 semillas	 de	 sorgo	 que	 una	
concentración	de	50	mg/L	de	GA3.	
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DISCUSIÓN 
	

El	aislamiento	de	hongos	entomopatógenos	autóctonos	es	esencial	para	proporcionar	una	
visión	 de	 la	 biodiversidad	 fúngica	 natural	 y	 para	 proporcionar	 un	 grupo	 de	 potenciales	
agentes	de	control	biológico	o	promotores	de	crecimiento	de	plantas	(Jackson	et	al.,	2000).	
Es	 importante	 la	 comprensión	 de	 los	 parámetros	 que	 determinan	 la	 diversidad	 y	
distribución	de	 las	 especies	de	hongos	entomopatógenos	en	el	 suelo	 ya	que	ayudaría	 a	
identificar	las	especies	más	adecuadas	para	un	ambiente	particular	y	mejoraría	la	eficacia	
del	 control	biológico	o	 la	promoción	de	crecimiento	de	plantas	 (Quesada-Moraga	et	al.,	
2007).		

Un	hongo	entomopatógeno	ampliamente	usado	como	biocontrolador	de	insectos	plaga	en	
la	agricultura,	conocido	desde	hace	más	de	100	años	es	el	hongo	Metarhizium	(Roberts	y	
St.	Leger,	2004).	Una	vez	que	termina	su	ciclo	patogénico	hacia	el	insecto,	muchas	especies	
de	Metarhizium	habitan	en	el	suelo	durante	una	parte	significativa	de	su	ciclo	de	vida	(Keller	
y	Zimmerman,	1989).	Sin	embargo,	estudios	recientes	indican	una	mayor	importancia	en	su	
rol	ecológico	asociado	a	la	rizósfera	de	las	plantas	(Hu	y	St.	Leger,	2002).	El	rol	ecológico	que	
presenta	Metarhizium	con	las	plantas	ha	sido	recientemente	objeto	de	diversos	estudios,	
dentro	 de	 los	 principales	 resultados	 se	 encuentra	 que	 existe	 un	 mutualismo	 entre	
Metarhizium	 y	 las	plantas,	el	hongo	 transloca	nitrógeno	derivado	de	 insectos	 infectados	
hacia	la	planta,	mientras	que	la	planta	le	transfiere	al	hongo,	compuestos	carbonados	que	
libera	a	la	rizósfera	(Behie	y	Bidochka,	2012;	Behie	et	al.,	2017).		

Además,	se	ha	demostrado	que	Metarhizium	puede	asociarse	a	las	raíces	de	las	plantas	y	
no	 es	 necesario	 que	 infecte	 al	 insecto	 para	 producir	 un	 efecto	 benéfico	 hacia	 estas,	 en	
interacciones	con	las	plantas	de	interés	agrícola;	cebolla,	maíz,	frijol,	soya	y	sorgo	se	obtiene	
un	mayor	crecimiento	de	la	plántula,	raíz	principal,	raíces	laterales	y	mayor	peso	seco	en	el	
fruto	(Behie	y	Bidochka,	2015;	Liao	et	al.,	2014;	Herrera-Gutierrez,	2016;	Maniania	et	al.,	
2003).		No	es	necesario	que	Metarhizium	colonice	la	raíz,	ya	que	los	compuestos	volátiles	
pueden	inducir	la	formación	de	raíces	laterales	en	plantas	de	Arabidopsis	thaliana	(Cabrera-
Rangel,	 2016).	 Estas	 interacciones	 pueden	 explicarse,	 dado	 que	 Metarhizium	 está	
relacionado	 filogenéticamente	 con	 los	 hongos	 endófito	 de	 pastos	 Claviceps	 y	 Ephicloë	
sugiriendo	un	posible	origen	de	la	asociación	de	Metarhizium	con	plantas	(Spatafora	et	al.,	
2007).	

En	este	trabajo	se	obtuvieron	aislados	de	Metarhizium	de	diferentes	áreas	naturales	del	
estado.	De	las	muestras	colectadas,	se	obtuvieron	un	total	de	59	aislados,	todos	diferentes,	
lo	 cual	 indica	 la	 gran	 diversidad	 de	Metarhizium	 en	 estas	 áreas	 naturales.	 Las	 Palomas,	
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Cuenca	de	la	Esperanza	y	la	sierra	de	Guanajuato	municipio	de	Santa	Rosa	son	tres	zonas	
muy	cercanas,	pero	con	diferencias	marcadas	entre	climas	y	tipo	de	vegetación.	En	estas	
zonas	 se	 encontró	 un	 total	 de	 30	 aislados,	más	 de	 la	mitad	 obtenidas	 en	 este	 trabajo.	
Mientras	 que	 en	 el	 cerro	 del	 Cubilete	 y	 Atarjea	 se	 obtuvieron	 16	 y	 11	 aislados	
respectivamente,	en	Santa	Catarina	solo	se	obtuvieron	2	aislados.		

En		donde	se	encontró	la	mayor	diversidad	fue	en	la	zona	de	Cuenca	de	la	Esperanza	y	las	
Palomas	 con	 4	 especies	 diferentes	 las	 cuales	 fueron;	 M.	 brunneum,	 M.	 robertsii,	 M.	
anisopliae	y	dos	de	ellas	que	con	los	análisis	realizados	de	las	secuencias	de	los	fragmentos	
de	los	genes	ßT,	RPB2,	28S,	18S,	PR1A	y	la	región	ITS,	se	demostró	se	tratan	de	dos	nuevas	
especies	 de	 Metarhizium,	 a	 las	 cuales	 se	 les	 nombro	 Metarhizium	 guanajuatense	 y	
Metarhizium	palomense,	debido	a	la	zona	donde	se	aisló,	como	se	reportan	la	taxonomía	
de	nuevas	especies	por	Luangsa	et	al.	en	este	año,	donde	usa	la	raíz	del	nombre	del	lugar	
donde	se	aisló	y	el	sufijo	“ense”,	de	esta	manera	se	propusieron	los	nombres	a	las	nuevas	
especies;	M.	guanajuatense,	por	la	zona	al	norte	de	la	ciudad	de	Guanajuato,	en	la	sierra	
con	el	mismo	nombre	y	M.	palomense,	por	la	zona	de	educación	ambiental	denominado	
“Las	 Palomas”	 dentro	 del	 área	 natural	 protegida	 Cuenca	 de	 la	 Esperanza.	 Además	 de	
obtener	 estas	 cuatro	 especies	 en	 la	 zona	 de	 Santa	 Rosa	 se	 obtuvo	 un	 aislado	 de	M.	
pingshaense.	En	general	en	estas	zonas	se	obtuvieron	más	aislados	de	M.	brunneum	con	un	
total	 de	 42;	 12	 aislados	 de	M.	 robertsii,	 1	 aislado	 de	M.	 pingshaense,	 1	 aislado	 de	M.	
anisopliae,	 2	 aislados	 de	M.	 guanajuatense	 y	 1	 aislado	 de	M.	 palomense.	 Los	 aislados	
obtenidos	de	las	zonas	más	altas	(Cuenca	de	la	Esperanza,	Santa	Rosa	y	cerro	del	Cubilete),	
puede	ser	que	están	mejor	adaptados	a	condiciones	frías	o	templadas	que	a	cálidas,	debido	
al	clima	frio	de	estas	zonas.	Cerca	del	municipio	de	Santa	Catarina	se	obtuvo	un	aislado	de	
una	zona	semidesértica,	STC4	de	M.	brunneum,	el	cual	puede	que	tenga	mayor	resistencia	
a	 la	 sequía,	 temperaturas	 más	 cálidas	 y	 la	 luz	 ultravioleta,	 debido	 a	 las	 condiciones	
climáticas	 secas	y	 la	 cantidad	de	exposición	solar	de	donde	 fue	aislado,	por	 lo	cual	este	
aislado	pueda	ser	usado	en	zonas	agrícolas	secas.		

Comparando	los	resultados	de	este	trabajo	con	estudios	hechos	en	Canadá	por	Wyrebek	et	
al.	en	2011,	usando	un	medio	de	selección	con	dodina,	de	200	muestras	de	raíz	se	obtuvo	
un	51	%	de	aislados	de	Metarhizium,	 obteniendo	muy	buenos	 resultados,	 aunque	en	el	
trabajo	de	Wyrebek	et	al.,	también	se	tomaron	muestras	en	zonas	agrícolas,	por	lo	cual	se	
pudo	haber	aislado	alguna	cepa	de	Metarhizium	comercial	que	fue	usada	anteriormente	en	
estas	 zonas,	 se	 reportan	 la	 presencia	 de	 aislados	 de	 las	 especies	 de	M.	 brunneum,	 M.	
guizhouense	y	M.	robertsii.		
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Trabajos	similares	a	este	se	han	realizado	en	otras	partes	del	mundo	por	ejemplo	España	y	
Dinamarca	(Keyser	et	al.,	2015).	En	España	se	reporta	la	existencia	de	un	7.3	%	de	aislados	
de	Metarhizium,	de	244	muestras	solo	se	encontraron	17	aislados	(Quesada-Moraga	et	al.,	
2007).	Mientras	que	trabajos	de	aislamiento	en	el	estado	de	Guanajuato	reportan	9	aislados	
obtenidos	 de	 165	 muestras	 en	 zonas	 agrícolas	 (Pérez-González,	 et	 al.,	 2014).	 En	 estos	
trabajos,	el	método	de	aislamiento	es	mediante	la	utilización	de	insectos	carnada.	Mediante	
esta	técnica,	el	aislamiento	de	Metarhizium	fue	muy	bajo	en	comparación	con	los	aislados	
obtenidos	en	este	trabajo,	los	cuales	fueron	59	aislados	de	206	muestras	tomadas,	siendo	
un	28,64	%,	esto	 indica	 la	eficiencia	del	método	de	aislamiento	utilizado.	Además,	en	el	
trabajo	realizado	en	el	estado	de	Guanajuato	por	Pérez-González,	et	al.	en	el	2014,	fue	solo	
en	zonas	agrícolas,	en	donde	la	utilización	de	agroquímicos	ha	disminuido	la	población	de	
microorganismos	presentes	en	el	suelo.		

Tener	una	cepa	totalmente	caracterizada	ha	ayudado	a	rastrear	las	cepas	introducidas	en	
el	 medio	 ambiente,	 evaluar	 sus	 posibles	 efectos	 sobre	 las	 poblaciones	 nativas	 de	
Metarhizium	 y/o	 caracterizar	 los	 cultivares	 (Mayerhofer	et	 al.,	 2015).	 La	 caracterización	
molecular	ha	sido	ampliamente	usada	en	Metarhizum.	Driver	et	al.	en	el	2000,	realizaron	
un	análisis	 filogenético	para	 las	especies	de	Metarhizium	en	base	a	 las	 secuencias	de	 la	
región	ITS;	sin	embargo,	se	observa	una	falta	de	resolución	provista	por	este	análisis,	ya	que	
no	se	pudo	dar	una	buena	clasificación	de	dos	especies,		las		que	se	nombró	como	sinónimos	
a	 Metarhizium	 anisopliae	 var.	 frigidum	 y	 Metarhizium	 flavoviride.	 Sin	 embargo,	 sus	
características	 morfológicas	 eran	 muy	 distintas.	 Posteriormente	 gracias	 al	 trabajo	 de	
Bischoff	et	al.	en	el	2006,	en	base	al	análisis	del	factor	de	elongación	1	α	(EF-1α),	se	pudo	
identificar	 que	 se	 trataba	 de	 dos	 especies	 diferentes,	 estrechamente	 relacionadas	
filogenéticamente.	En	el	2009	Bischoff		et	al.,	se	dieron	a	la	tarea	de	clasificar	las	especies	
en	base	al	gen	EF-1α	y	otros	mencionados	en	su	trabajo	(RPB1,	RPB2	y	Bt),	donde	concluye	
que	con	la	utilización	del	gen	EF-1α	es	más	que	suficiente	para	lograr	una	buena	clasificación	
de	 las	 especies	 del	 hongo	 Metarhizium.	 Desde	 entonces,	 esta	 clasificación	 ha	 sido	
ampliamente	usada	para	la	determinación	de	especie	del	hongo	Metarhizium	(Bischoff	et	
al.,	2009;	Wyrebek	et	al.,	2011;	Carrillo-Benítez	et	al.,	2013;	Luangsa-ard	et	al.,	2017).	

En	 primera	 instancia	 el	 tener	 identificado	 las	 especies	 es	 importante	 porque	 nos	
proporciona	información	sobre	el	posible	orden	de	insecto	que	puede	infectar	ya	que	las	
especies	 de	 Metarhizium	 han	 divergido	 y	 formado	 especies	 que	 son	 especialistas	 o	
generalistas	hacia	su	insecto	hospedero	(Figura	29).	
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Figura	 29.	 Número	 de	 genes	 de	 las	 especies	 de	 Metarhizium.	 Las	 especies	 especificas	 son	
Metarhizium	 álbum	 (MAM),	 Metarhizium	 acridum	 (MAC).	 Las	 especies	 transicionales	 son	
Metarhizium	 majus	 (MAJ),	 Metarhizium	 guizhouense	 (MGU).	 Las	 especies	 Generalistas	 son	
Metarhizium	brunneum	(MBR),	Metarhizium	anisopliae	(MAN)	y	Metarhizium	robertsii	(MAA)	(Hu	
et	al.,	2014).	

Las	especies	generalistas	tiene	mayor	cantidad	de	genes	que	las	especialistas,	estos	genes	
le	 dan	 mayor	 variabilidad	 para	 infectar	 gran	 cantidad	 de	 insectos,	 contrario	 a	 las	
especialistas	(Hu	et	al.,	2014).	Las	especies	de	Metarhizium	adquieren	diversos	genes	de	
bacterias	 y	 arqueas	 e	 incluso	 artrópodos,	 plantas	 y	 vertebrados.	 Las	 especies	 no	
especializadas	han	obtenido	más	genes	bacterianos	que	las	especialistas	(Hu	et	al.,	2014),	
estos	genes	adquiridos	por	el	hongo	pueden	ser	provenientes	de	bacterias	promotoras	del	
crecimiento,	o	genes	de	plantas	implicados	en	la	síntesis	de	fitohormonas	como	auxinas	y	
giberelinas,	de	esta	manera	la	identificación	de	especie	de	Metarhizium	nos	da	también	un	
método	de	 selección	 adecuado	de	 la	 cepa,	 al	momento	de	 su	 aplicación	en	 los	 campos	
agrícolas,	ya	sea	como	entomopatógeno	o	como	promotor	de	crecimiento	vegetal.	

Comparando	 las	 secuencias	 de	 los	 aislados	 obtenidos,	 podemos	 concluir	 que	 todos	 los	
aislados	son	diferentes	entre	sí,	aunque	provengan	de	una	misma	muestra,	son	distintos,	
inclusive	en	una	misma	muestra	se	encontraron	especies	diferentes,	esto	denota	la	gran	
preservación	 de	 los	 ecosistemas	 donde	 se	muestreo,	 en	 comparación	 de	 otros	 trabajos	
donde	el	número	de	especies	obtenidas	era	muy	bajo	(Quesada-Moraga	et	al.,	2007;	Tae-
Young	et	al.,	2010;	Pérez-González	et	al.,	2014;	Mayerhofer	et	al.,	2015).	

La	importancia	de	la	biodiversidad	del	hongo	Metarhizium	radica	en	el	conjunto	de	datos	
proporcionados	con	 la	caracterización	molecular,	complementada	con	un	entendimiento	
del	 ambiente,	 en	 el	 que	 se	 obtuvieron	 los	 aislados	 de	 este	 trabajo	 y	 de	 otros	 trabajos	
similares	realizados	anteriormente,	por	ejemplo	el	trabajo	realizado	por	Pérez-González	en	
el	2014,	para	seleccionar	aquellos	aislados	o	cepas	mejor	adaptada	al	entorno	en	el	que	se	
van	a	usar	en	 la	 agricultura	 y	de	esta	manera	 cumplan	 su	 función	óptima,	 ya	 sea	 como	
biocontrolador	de	insectos	plaga	o	biofertilizante.	

intermediate (2,918) and specialist species (2,841). An analysis of
phylogenetically independent contrasts (PICs) (13) (SI Materials
and Methods) revealed a significant relationship across the seven
Metarhizium species between their genome size and gene-coding
capacity (F = 26.75, P = 0.0035) and between their protein family
size and ability to form appressoria on different substrates
indicative of host range (F = 21.02, P = 0.0059). Thus, gene
content is related to Metarhizium genome size and linked to
fungal-host ranges.
A pan-genome analysis for Metarhizium spp. indicated that the

core genome (genes present in all species) reaches a constant
value of 6,466 genes (Fig. 1 A and B). Consistent with previous
studies (14, 15), >50% of the species-specific genes in each
Metarhizium sp. lack conserved domains (Dataset S1, Table S3).
Most of the remaining lineage-specific genes have domains
found in genes listed in the Pathogen–Host Interaction (PHI)
database (16) or are effector-like small secreted cysteine-rich
protein (SSCP) genes. SSCPs are frequently associated with host
adaptation or specialization (17). The plot for estimating the
number of new genes added by each genomic sequence fitted
a decaying exponential, and mathematical extrapolation predicts
that an average of 923 new genes will be identified for every
new genome sequenced (Fig. 1C). The estimated exponent γ (=
0.261 ± 0.015) > 0 indicates that Metarhizium species have an
open pan-genome (Fig. 1D), which is normally a feature of species
that colonize multiple environments and have multiple ways of
exchanging genetic materials (18).

Phenotyping and Phylogeny Reconstruction. Metarhizium species
differ from each other in spore size and shape (Fig. 2A and
Dataset S1, Table S1). Formation of appresorial infection
structures is the hallmark of host recognition and specificity (10,
11). Unlike the specialist and transitional species, the generalists
formed appressoria on diverse insect substrates (SI Materials and

Methods and Fig. S1), consistent with their wide host ranges (9).
To infer their phylogenetic relationships, we used concatenated
nucleotide sequences of 457 single-copy genes present in all spe-
cies for a maximum-likelihood analysis. Consistent with a previous
analysis (19), the results confirmed that the hemipteran-specific
MAM is a basal species and that generalist Metarhizium spp.
evolved from specialists (Fig. 2A). A consensus tree based on the
frequency of individually inferred single-copy gene trees also
supported this pattern of Metarhizium speciation (Fig. S2A).
Using a tree based on 316 single-copy universal genes, we

placed Metarhizium spp. in the context of other fungal taxa and
provided a time line for reconstructing their evolutionary history.
We found that the monophyletic Metarhizium lineage diverged
from clavicipitacean plant pathogens and endophytes about 231
million years ago (MYA), and MAM diverged from other
Metarhizium species about 117 MYA (Fig. S2B). We speculate
that the close physical proximity of the plant-associated ancestor
of MAM to plant sap-sucking hemipteran bugs likely facilitated
this particular host switch to entomopathogenicity. The acridid-
specific MAC diverged 48 MYA within the mid-Eocene when
newly evolved grasses were growing along riverbanks and grass-
feeding acridids first appeared (20), supporting the principle of
coevolution/cospeciation between hosts and their pathogens/
symbionts (Fig. 2B) (17, 21). The intermediate species split 15
MYA followed by the generalists MAA and MAN that diverged
from each other 7 MYA (Fig. 2A). These divergence times are
consistent with the average nucleotide sequence identities esti-
mated from orthologous genes: i.e., the basal MAM has the
lowest nucleotide sequence identities (∼80%) with other species
whereas the generalists share about 98% identity (Dataset S1,
Table S4) and show that recent speciation processes are associ-
ated with increased phenotypic plasticity (Fig. 2B and Fig. S1).
This plasticity coincided with climate change that was critical for
a massive diversification of flowering plants, trees, and associ-
ated insects (22).

Protein-Family Expansion Associated with Metarhizium Speciation.
Analysis of protein families putatively involved in fungal viru-
lence shows a dynamic loss and gain of genes (Fig. S3), but
overall the generalists have larger gene families (Table 1 and
Dataset S1, Tables S5–S13). In particular, we found a marked
expansion of PHI genes in MAJ and MGU (average 1,958), and
the generalists (average 1,899), relative to the specialists (aver-
age 1,468). For example, the MAM genome highlights the early
expansion of genes involved in cuticle degradation as it has more
than threefold more trypsin genes than the plant endophyte and
phytopathogens (Dataset S1, Table S5). However, compared
with MAM (87 proteases) and MAC (116 proteases), there has
been additional expansion of proteolytic capacity in other
Metarhizium species (average 165 proteases) (Table 1 and Dataset
S1, Table S7).
Fungal G protein-coupled receptors (GPCRs) mediate host

recognition and activation of downstream pathways to control
fungal differentiation and development (23). Compared with
MAM and MAC, there was a major expansion of GPCR-related
proteins in MAJ, MGU, and the generalists (Table 1). In par-
ticular, the generalists showed a more than twofold expansion of
Pth11-like receptors (average 51 vs. 23 in specialists) (Dataset
S1, Table S8), with established roles in fungal virulence (23).
There was a particular expansion in the SF1 and SF5 subfamilies
(Dataset S1, Table S9), which are developmentally up-regulated
during Metarhizium infection processes (7). A PIC test showed
that the number of GPCRs was significantly correlated with the
ability to produce appressoria on different substrates (F = 20.96,
P = 0.006), consistent with receptors being important to fungal-
host recognition.
Secondary metabolites produced by Metarhizium contribute to

virulence and host specificity (9). The specialists MAM and
MAC have fewer gene clusters encoding bioactive metabolites
than other Metarhizium species or plant-associated fungi (Table
1 and Dataset S1, Table S10). Consistent with this observation,

Fig. 1. Pan-genome analysis of Metarhizium species. (A) Gene-orthology
analysis. GEN, generalists; TRA, transitional species; SPE, specialists. (B) Esti-
mation of the Metarhizium core genome; the number of shared genes is
plotted as a function of the number of genomes sequentially added. The
parameter κc is the amplitude of the exponential decay, τc is the decay
constant, and Ω measures the best-fit value of the core genome. (C) Esti-
mation of new genes; the number of species-specific genes is plotted as
a function of the number of genomes sequentially added. The parameters κs
and τs are equivalent to κc and τc, and tg(θ) measures the best-fit number of
specific genes. (D) Estimation of Metarhizium pan-genome size. The curve is
a least-squares fit of the power law to medians.
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Además,	 en	 este	 trabajo	 complementando	 los	 resultados	 obtenidos	 del	 lugar	 donde	 se	
obtuvieron	los	aislados	y	la	caracterización	molecular,	se	evaluó	la	capacidad	de	los	aislados	
de	Metarhizium	de	conidiar	en	la	oscuridad.	Se	sabe	que	la	luz	juega	un	papel	importante	
en	la	formación	de	conidios	donde	la	luz	promueve	un	mayor	crecimiento	del	hongo	y	una	
mayor	producción	de	estos	(Onofre	et	al.,	2001).	Además,	la	luz	proporciona	información	a	
las	células	fúngicas	en	crecimiento,	le	da	al	hongo	indicios	de	si	se	encuentra	en	el	suelo,	
dentro	de	un	hospedero	o	si	se	encuentra	a	la	intemperie	expuesto	a	factores	causantes	de	
estrés,	todos	estos	aspectos	son	de	vital	importancia	para	su	supervivencia	y	la	dispersión	
de	las	especies	de	hongos	en	el	ambiente	(Herrera-Estrella	y	Horwitz,	2007).	La	conidiación	
en	 Metarhizium	 es	 importante,	 ya	 que	 esta	 es	 su	 forma	 infectiva	 hacia	 el	 insecto;	
Metarhizium	produce	una	proteína	de	adhesión	MAD1	para	adherirse	al	insecto	hospedero,	
y	una	proteína	MAD2	para	adherirse	a	las	plantas	(Wang	y	St.	Leger,	2007),	estas	proteínas	
se	encuentran	en	la	pared	del	conidio	de	Metarhizium.	Se	ha	reportado	que	algunas	cepas	
de	Metarhizium	tienen	la	capacidad	de	conidiar	en	oscuridad	(Gasca-Venegas,	2016)	esto	le	
puede	otorgar	ciertas	ventajas	sobre	las	demás,	ya	que	tiene	una	mayor	dispersión	o	mayor	
capacidad	de	permanecer	en	la	rizósfera.	El	tener	determinado	la	capacidad	de	conidiar	en	
oscuridad	 y	 como	 conidian	 en	 fotoperiodo	 (color,	 forma	 distintiva	 o	 si	 forma	 anillos	 de	
conidiación),	es	una	manera	rápida	y	sencilla	de	distinguir	entre	los	aislados,	y	junto	con	la	
caracterización	molecular;	se	tiene	una	caracterización	más	completa	de	cada	cepa.		

Del	total	de	los	59	aislados,	21	de	ellos	no	tienen	la	capacidad	de	conidiar	en	oscuridad,	que	
corresponde	a	un	35,59	%.	No	se	encontró	una	relación	entre	la	especie	y	su	capacidad	de	
conidiar	en	oscuridad,	aunque	existía	un	mayor	porcentaje	de	aislados	de	M.	brunneum	que	
conidiaban	 en	 oscuridad	 en	 comparación	 de	 M.	 robertsii,	 sin	 embargo,	 es	 necesario	
aumentar	el	número	de	aislados	o	cepas	a	analizar	de	M.	robertsii.	Tal	vez	esta	capacidad	
de	se	adquirió	al	estar	un	mayor	tiempo	en	interacción	con	planta	(en	la	rizósfera)	que	en	
el	 estilo	 de	 vida	 entomopatógeno,	 es	 decir	 permanecía	 más	 debajo	 de	 la	 tierra,	 esta	
característica	 podría	 ser	 importante	 al	 momento	 de	 seleccionar	 alguna	 cepa	 para	
determinar	su	uso	en	la	agricultura,	si	se	usa	como	biofertilizante	o	como	biocontrolador	de	
plagas.	

Por	otra	parte	estudios	dentro	de	nuestro	grupo	de	trabajo	de	Herrera	Gutiérrez	en	el	2016	
en	su	tesis	de	 licenciatura,	demostró	que	Metarhizium,	en	un	ambiente	semicontrolado,	
incrementa	la	capacidad	de	germinación	de	las	semillas	de	S.	vulgare,	y	está	asociado	a	las	
raíces	de	la	plántulas,	dicha	asociación	induce	el	aumento	de	la	longitud	de	la	plántula,	en	
particular	la	asociación	entre	S.	vulgare	con	la	cepa	CARO19	de	M.	brunneum	aumenta	el	
crecimiento	 total	 de	 la	 planta,	 obteniendo	 hasta	 un	 300	 %	 más	 de	 crecimiento	 en	
interacción	por	14	días.	Estos	datos	sugieren	que	cepas	del	hongo	Metarhizium	podría	estar	
secretando	 fithormonas	 de	 crecimiento,	 como	 las	 giberelinas;	 esta	 es	 una	 fitohormona	
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promotora	del	crecimiento	vegetal,	y	la	cual	esta	reportada	que	induce	la	germinación	al	
agregarla	 de	 manera	 exógena	 en	 semillas	 de	 sorgo	 (Steinbach	 et	 al.,	 1997),	 hay	 136	
giberelinas	 (GAs)	 aisladas	 de	 plantas,	 producidas	 por	 microorganismos	 como	 hongos	 y	
bacterias	u	obtenidas	sintéticamente	(Rodriges	et	al.,	2012).	Las	giberelinas	activan	en	la	
planta	 una	 serie	 de	 genes	 cuyos	 efectos	 se	 pueden	 observar	 en	 el	 debilitamiento	 del	
endospermo,	activan	proteínas	modificadoras	de	la	pared	celular,	la	activación	de	enzimas	
hidrolíticas,	 especialmente	 como	 las	 α-amilasa	 y	 proteasas;	 así	 como	 enzimas	 que	
modifican	la	pared	como	endotransglicolasas	y	expansinas,	resultando	en	la	germinación	de	
las	semillas.	Además,	las	giberelinas	están	implicadas	en	la	elongación	del	tallo	(Miransari	y	
Smith,	2014).			

En	 este	 trabajo	 se	 realizó	 un	 bioensayo	 con	 semillas	 de	 sorgo,	 las	 cuales	 son	 muy	
susceptibles	a	las	giberelinas,	determinando	el	porcentaje	de	germinación	de	las	semillas.	
El	aislado	SR23-1	de	Metarhizium	brunneum	mostro	una	inducción	de	la	germinación	de	las	
semillas	de	sorgo	de	un	80	%,	mientras	que	el	control	solo	fue	de	58	%,	un	aumento	del	22	
%	 de	 la	 germinación	 de	 las	 semillas.	 Los	 valores	 fueron	 significativos	 con	 un	 valor	 de	
p=0,0432.	

Los	bioensayos	son	un	parámetro	importante,	aunque	no	indican	si	el	efecto	observable	es	
por	el	ácido	giberélico	producido	por	el	hongo,	o	el	hongo	induce	a	la	planta	a	producir	el	
ácido	giberélico.	Sumando	a	lo	anterior	Metarhizium	libera	amonio	naturalmente	al	medio	
(St.	 Leger	 et	 al.,	 1999),	 el	 cual	 puede	 ser	 sensado	 por	 la	 semilla	 y	 desencadenar	 la	
germinación	(Miransari	y	Smith,	2014).	

Por	los	datos	reportados	y	los	del	grupo	de	trabajo,	la	promoción	del	crecimiento	de	plantas	
por	 parte	 de	Metarhizum	 es	multifactorial,	 este	 hongo	 puede	 beneficiar	 a	 la	 planta	 de	
distintas	maneras,	como	antes	lo	mencionamos	produce	ácido	3-indolacetico	(Liao	et	al.,	
2017)	que	es	una	fitohormona	encargada	de	 la	proliferación	de	raíces	 laterales,	y	puede	
que	Metarhizium	esté	produciendo	fitohormonas	que	 inducen	 la	germinación,	 las	cuales	
pueden	 ser	 giberelinas	 o	 puede	estar	 beneficiándolas	 de	otra	manera,	 ya	 sea	 liberando	
enzimas	que	ayudan	a	las	plantas	como	celulasas,	hemicelulasas	y	expansinas.		

Metarhizium	es	un	hongo	que	se	puede	utilizar	como	una	herramienta	biotecnológica	en	la	
agricultura	no	solo	como	bioinsecticida,	sino	también	como	biofertilizante,	el	cual	no	se	está	
aprovechando	eficientemente.	Estudios	como	los	de	este	trabajo	nos	ayuda	a	comprender	
más	 sobre	 la	 ecología	 y	 aprovechamiento	 del	 hongo	 Metarhizium;	 su	 biodiversidad,	
funciones	e	interacciones	con	la	rizósfera,	y	con	estos	conocimientos	se	puede	llegar	a	un	
mejor	entendimiento	sobre	las	especies	de	Metarhizium	y	de	esta	manera	llevar	a	un	uso	
eficiente	del	hongo	para	aumentar	los	rendimientos	de	los	cultivos	agrícolas	de	la	región.		
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CONCLUSIONES 
 

• En	 los	micro	ecosistemas	del	estado	de	Guanajuato	se	obtuvieron	59	aislados	de	
Metarhizium,	 los	 cuales	 analizando	 su	 secuencia	 se	 determinó	 que	 42	 de	 ellos	
corresponden	 a	 Metarhizium	 brunneum,	 12	 a	 Metarhizium	 robertsii,	 1	 a	
Metarhizium	pingshaense	y	1	a	Metarhizium	anisopliae.		
	

• Tres	de	 los	 aislados	no	 se	pudieron	 clasificar	en	ningún	 clado	 reportado,	 con	 los	
análisis	de	los	fragmentos	de	los	genes	de	ßT,	RPB2,	28S,	18S,	PR1A	y	región	ITS,	se	
pudo	corroborar	que	se	trata	de	dos	nuevas	especies	de	Metarhizium,	las	cuales	se	
les	 propuso	 el	 nombre	 de	 Metarhizium	 guanajuatese	 y	 Metarhizium,	 que	
corresponden	a	2	aislados	de	Metarhizium	guanajuatese	y	1	aislado	de		Metarhizium	
palomense.	
	

• Ninguna	secuencia	de	los	aislados	muestra	una	identidad	de	100	%	en	la	secuencia	
del	EF-1α,	con	otro	de	los	aislados,	por	lo	cual	se	consideran	aislados	distintos.		
	

• El	 aislado	 SR23-1	 de	 Metarhizium	 brunneum	 indujo	 un	 mayor	 porcentaje	 de	
germinación	de	las	semillas	de	sorgo,	con	un	80	%	de	germinación	de	las	semillas,	
mostrando	un	22	%	más	de	germinación	de	que	el	control	sin	 interacción	con	los	
aislados	de	Metarhizium.	
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PERSPECTIVAS 
	

• Evaluar	el	efecto	de	los	aislados	obtenidas	en	este	trabajo	en	interacción	con	plantas	
en	condiciones	semicontroladas	en	“invernadero”		
	

• Evaluar	el	efecto	la	promoción	del	crecimiento	de	los	aislados	en	diferentes	plantas	
de	interés	agrícola.	
	

• Evaluar	el	efecto	antagónico	de	los	aislados	en	contra	de	organismos	fitopátogenos.	
	

• Evaluar	la	compatibilidad	de	los	aislados	con	los	agroquímicos	más	empleados	en	la	
región.	
	

• Evaluar	la	patogenicidad	de	los	aislados	hacia	insectos	plaga.	

	

• Determinar	si	los	aislados	puedan	estar	produciendo	ácido	giberélico,	mediante	la	
técnica	analítica	de	HPCL.	
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