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‘RESUMEN

La biodiversidad en el estado de Guanajuato es muy grande, debido a la variaciones
climdticas y geograficas que presenta. Esto genera diversos micro ecosistemas donde la
poblacién 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 mds de 100 afios 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 dreas naturales protegidas
para su caracterizacidn. Se tomaron muestras de la rizdsfera de plantas aparentemente
sanas de 6 zonas del estado de Guanajuato, las cuales presentan caracteristicas muy
variadas en cuanto a clima, latitud, tipo de suelo, tipo de vegetaciény altitud. De estas zonas
se lograron obtener 59 aislados pertenecientes al género Metarhizium. A estos 59 aislados
se les realizé una caracterizacién molecular, amplificando del factor de elongacién 1 a (EF-
la), 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 elongacién 1la (EF-1a), se analizaron las secuencias de
los fragmentos de los genes de la Beta Tubulina (RT), segunda subunidad mas grande la RNA
polimerasa Il (RPB2), 28S, 18S, proteasa PR1A y las secuencias de la region 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 determiné 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. Ademas se realizaron bioensayos de interaccion entre 19 de los
aislados obtenidos en este trabajo y la planta Sorghum vulgare para determinar el
porcentaje de germinacién de las semillas. Los resultados muestran que el aislado SR23-1
de Metarhizium brunneum, promueve una germinacién de las semillas en un 80 %.

En este trabajo, la obtencién de los aislados de Metarhizium nos ayuda a comprender la
biodiversidad de este hongo en las areas con poca actividad antropogénica del estado de
Guanajuato y gracias a la obtencidn de aislados se puede llegar a un mejor entendimiento
sobre las especies de Metarhizium asi como utilizarlos como una herramienta
biotecnolégica en la agricultura

Vil

Ivan Horacio Pina Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO LE

‘INTRODUCCIC')N

Guanajuato: Un estado con gran biodiversidad

La diversidad bioldgica es un concepto que normalmente asociamos con la variedad de
especies de animales y plantas observables a simple vista. No obstante, su definicidon es mas
ampliay abarca la variedad de las especies vivientes, no sélo las plantas (plantae) y animales
(animalia), sino también, los hongos (fungi), protozoarios (protista) y bacterias (monera).
Ademds, 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 sitia entre los 640 msnm y los 3320 msnm.
Guanajuato presenta regiones montafosas que comprenden sierras, mesetas y lomerios,
ademas de valles y llanuras (Cruz et al., 2012).

Regiones, clima y suelo del estado:/Generauna gran biodiversidad

El ordenamiento ecolégico del territorio del Estado de Guanajuato (1999), divide al estado
en cuatro grandes regiones ecoldgicas (Figura 1).

Sierras y Altiplanicie de la Mesa Central Guanajuatense.
Sierra Gorda.

El Bajio

Sierras Volcanicas del Sureste Guanajuatense

Eal N

En el territorio estatal se localizan tres provincias fisiograficas: en la porcidén nororiental, la
Sierra Madre Oriental; en la parte norte-central, la Mesa del Centro, y en la parte centro-
sur, Eje Neovolcdnico Transversal (Faja Volcanica Transmexicana o Cinturdon Volcanico
Mexicano) (Cruz et al., 2012).

Las condiciones atmosféricas del estado influyen de manera directa tanto en la distribucion
como en el desarrollo, evolucidn y abundancia de todos los organismos que habitan nuestro
planeta, por lo que el conocimiento de lo que cominmente 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 basicos de estructura y funcionamiento de un ecosistema
(Barradas,1994).

Ivan Horacio Pifia Torres
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Figura 1. Regiones ecoldgicas del estado de Guanajuato. Se divide en 4 zonas principalmente, de
sur a norte; sierras volcdnicas del suroeste (verde claro) el Bajio (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).

Ademas del clima, el suelo tiene gran importancia, esta radica en que la combinacion de sus
diferentes caracteristicas fisicoquimicas (Figura 2), asi como la diversidad de la flora y fauna
gue 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 areas protegidas o para el desarrollo de actividades
ecoturisticas, entre otros instrumentos de conservacidon 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 vegetacion que éste sostiene y el funcionamiento de un
ecosistema. La cubierta vegetal de un suelo afecta a la comunidad de organismos que lo
habitany a su vez, la comunidad de organismos determina la productividad y la composicion
de la cubierta vegetal (Van der Putten, 2005).

Ivan Horacio Pina Torres
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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 formacién de microclimas, donde existe una gran biodiversidad, no solo vegetal
sino también de microorganismos capaces de interaccionar con las plantas (Cruz et al.,
2012.

Ivan Horacio Pifia Torres
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Areas naturales protegidas del estado de Guanajuato

Las Areas Naturales Protegidas (ANP'S), son espacios delimitados por la sociedad en su
conjunto, para la conservacidn de la biodiversidad. Existen 23 dreas naturales protegidas en
el estado Guanajuato (http://anps.guanajuato.gob.mx)(Figura 3).
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Figura 3. Representacion grafica de las areas naturales protegidas del estado de Guanajuato. El
tamafio del drea es sombreado en color gris, cada area es representada por una imagen
independiente. Tomada de http://anps.guanajuato.gob.mx

Ivan Horacio Pifia Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO Bt

Simbiosis, plantas y hongos

Simbiosis es una asociacién entre dos o mds especies de diferentes de organismos, esta
asociacion puede ser permanente, el organismo nunca es separado, o puede ser de larga
duracion. Los organismos que estan involucrados en una simbiosis pueden tener beneficios,
ser perjudicados, o no ser afectados por la asociacion. Las asociaciones simbidticas son
comunes en la naturaleza, las bacterias y los hongos forman alianzas cercanas con las raices
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 asociacion mutualista, que incluye las relaciones tréficas de hongos con
plantas “inferiores” y plantas aclorofilicas (Sasan y Bidochka, 2013). Mds del 90 % de todas
las especies de plantas que crecen en la tierra establecen relacion simbidtica con hongos y
dependen de esta interaccidn para sobrevivir (Behie y Bidochka, 2013). Estas relaciones con
las plantas son formadas por hongos micorrizas o endoéfitos. Los hongos endoéfitos viven en
los tejidos de las plantas; incluyendo las raices, si bien algunos hongos como Metarhizium
catalogado recientemente como enddfito no habita las hojas (Behie y Bidochka, 2013; Behie
etal., 2015).

Esta establecido que los simbiontes fungicos benéficos son capaces de transferir nutrientes
limitantes del suelo, incluyendo fdsforo, nitrégeno 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 dafiar las plantas a través de
acumulacidén de especies reactivas de oxigeno durante la exposicidén prolongada al estrés.
Las asociaciones endodfitas pueden inducir la produccién de antioxidantes tales como el
glutatidn, 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 enddfitos patdgenos de insectos, los cuales son capaces de transferir nitrégeno
obtenido desde los insectos que ellos infectan, directamente a las plantas simbiontes y se
ha encontrado que forman asociaciones enddfitas en la rizésfera, como por ejemplo en la
planta del frijol (Phaseolus vulgaris) (Behie et al., 2012; Sasan y Bidochka, 2012).

Rizosfera

Hiltner en 1904 citado en Bais et al., 2006, describe la “rizésfera” como una zona Unica y
dindmica de interaccion entre las raices de las plantas y los microorganismos del suelo. La
rizdsfera es una zona estrecha de tierra directamente influenciada por las secreciones de la
raiz, es el sitio de interacciones complejas entre la plantas, bacterias, hongos, protistas,

Ivan Horacio Pina Torres
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nematodos e insectos (Bais et al., 2006). Tales asociaciones son importantes para el ciclo de

nutrientes como el ciclo del nitrégeno, ciclo del fosforo, funcionalidad del ecosistema vy 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
patdgenos de plantas, como fitopatdgenos e insectos herbivoros (Liao et al., 2014).

La rizésfera se caracteriza por potenciar la biomasa y la actividad microbiana. La interaccion
entre las raices de la planta y los microorganismos estd influenciada por varios factores,
entre ellos, los exudados de raiz, especies de plantas, edad, pulverizaciones foliares,
condiciones del suelo y condiciones ambientales (Sasan y Bidochka, 2012).

Los componentes de la rizdsfera son las propias raices, 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 raices proveen a los microrganimos con condiciones altamente
favorables de crecimiento; entre ellas una estructura fisica para la colonizacién microbiana
y la disponibilidad de compuestos fotosintetizados a la rizésfera como sacarosa, arabinosa,
glucosa, galactosa, maltosa, entre otras (Sasan y Bidochka, 2012).

Las raices de la planta continuamente producen .y secretan compuestos dentro de la
rizésfera. Los exudados de raiz incluyen la secrecidn de compuestos de bajo peso molecular
como aminoacidos, acidos organicos, azucares, fenoles, iones, oxigeno libre, vitaminas,
purinas, nucledsidos, hormonas, metales inorganicos, CO, y agua, ademas de pequefias
cantidades de una variedad de flavonoides, terpenoides y otros metabolitos secundarios
gue sirven como mediadores quimicos en las interacciones microbio-planta, y compuestos
de alto peso molecular como enzimas y mucilago (polisacdridos). Algunos de estos
metabolitos pueden ser antibidticos, que confieren resistencia a patégenos bacterianos, o
guimioatractores de las sefales de la raiz, que especificamente inducen genes en el
microorganismo, necesarios para establecer la asociacion con plantas (Figura 4).
Recientemente, un sesquiterpeno, el cual desencadena la ramificacion de las hifas en
hongos micorrizicos latentes, fue identificado en exudados de raiz de Lotus japonicus (Bais
et al., 2006; Wang et al., 2005; Besserer et al., 2006).

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

Ivan Horacio Pina Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

2013).
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Figura 4. Representacidon esquematica de las posibles interacciones mediadas por exudados de las
raices en la rizdsfera. Las interacciones positivas involucran las interacciones mediadas por
exudados de con las rhizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (RPCP’s). Las raices
producen sefiales quimicas que atraen a las baterias e inducen quimiotaxis. Las interacciones
positivas incluyen facilitadores de crecimiento o reguladores de crecimiento. Las interacciones
negativas son debidas a exudados de las raices como antimicrobianos, fitotoxinas, nematicidas e
insecticidas, inhibiendo el crecimiento de los organismos benéficos que conforma la rizésfera. Las
flechas en los paneles indican intercambio quimico. Micorrizas arbusculares vesiculares (MAV),
Resistencia sistémica adquirida (RSA’s), Quorum-sensing (QS). Figura tomada y modificada de Bais
etal., 2006.

Ivan Horacio Pifia Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO Bt

Las interacciones planta-microbio positivas influyen en el crecimiento de las plantas a través

de una variedad de mecanismos que incluyen, la fijacién de nitrégeno atmosférico, por
diferentes clases de proteobacterias, incremento de la tolerancia al estrés bidtico y abidtico
(Bais et al., 2006). Ademas, las plantas pueden tomar el nitrégeno de la materia organica
en descomposicién, mediante los cadaveres de insectos o los desechos de estos. Algunas
plantas han desarrollado distintas formas de obtencién del nitrégeno, como las plantas
carnivoras que usan sofisticadas trampas y sefiuelos para atrapar a los insectos presa, que
digieren mediante enzimas que secretan para la obtencion del nitrégeno proveniente del
insecto o como el caso del hongo Laccaria bicolor que transfiere nitrdgeno de cadaveres de
insectos a los pinos blancos (Behie et al., 2013). Mientras que en otros simbiontes fungicos,
se ha observado que, en la colonizacién de la raiz de la planta, el hongo recibe carbdn a
cambio por nutrientes del suelo. Por ejemplo, en el simbionte Ceratobasidium cornigerum,
provee a la orquidea (Goodyera repens) con nitrégeno en forma del aminoacido 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 raiz de la planta durante su asociacién 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 asociacion con la planta (Behie et al., 2013), lo cual indica que durante
la asociacién, tanto la planta como los hongos responden con la sintesis de transportadores
de fésforo, donde son beneficiados por este nutriente.

Como se ha mencionado antes, los hongos son importantes en las interacciones de la
rizosfera, son el segundo grupo de microorganismos mas 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 raiz, saprofitos y micorrizas estan entre los tres principales tipos de hongos en el suelo
(Sasan y Bidochka, 2012). Otro tipo de hongos que interaccionan en la rizésfera son los
hongos endéfitos, que son todos los hongos que habitan las plantas y puede colonizar
tejidos internos sin causar dafio aparente al hospedero. Los hongos enddfitos se definen
como un hongo que coloniza una planta sin causar sintomas de enfermedad visible en algun
momento especifico (Petrini, 1991; Schulz y Boyle, 2005). Los hongos enddfitos pueden
colonizar cualquier érgano desde las hojas a la raiz, y puede también ser especifico de cada
tejido (Tao et al., 2008).

La colonizacién microbiana de la rizésfera es un importante primer paso en la patogénesis
de microorganismos provenientes del suelo, y es crucial en la aplicacion de
microorganismos benéficos (Rudrappa et al., 2008).
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El género Metarhizium; su papel en la rizosfera e interaccion mutualista

con las plantas

Los hongos del genero Metarhizium han sido aislados de insectos infectados y el suelo de
todos los continentes, excepto la Antartida, y han sido aislados cerca del circulo antartico.
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 drdenes. El nombre comun de la enfermedad inducida por
Metarhizium es “muscardina verde” o “muerte verde” basado en los conidios verdes
incrustados sobre los cadaveres 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 infeccion
multiple (Sasan y Bidochka, 2013). Este género también ha sido objeto de estudios a nivel
molecular sobre tépicos fundamentales tales como virulenciay la especificad del hospedero
(Roberts y St. Leger, 2004).

El mecanismo de infeccion usado por Metarhizium es relativamente bien entendido (Tao et
al, 2004). Bajo las condiciones apropiadas, el conidio del hongo se adhiere por mecanismos
hidrofébicos no especificos a la superficie del insecto (Boucias et al., 1988). Una vez que se
adhiere a cuticula del insecto, el conidio germina y la hifa penetra la cuticula 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 encontré que puede también estar asociado a la rizdsfera de las
plantas, teniendo asi-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 rizésfera, usando la expresion de GFP en la cepa (Figura 5). Este
hongo patdgeno de insectos estad intimamente asociado a las raices de las plantas, reside
como un colonizador endéfito en raices de frijol, ademas de este estudio se observé la
proliferacion de los pelos radiculares de la raiz principal de la plantula (Milner y Hunter,
2001). Durante esta asociacion enddfita de Metarhizium con la planta, la hifa penetra en la
superficie de las células de la raiz. Para alcanzar la pared celular epidérmica, el hongo
secreta enzimas hidroliticas como las pectinasas (Hu y St Leger, 2002).
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Figura 5. Colonizacion de la raiz del pasto varilla y el frijol por Metarhizium. A) Seccién de la raiz
de pasto varilla (Switchgrass) tratado con M. robertsii, muestra asociaciéon de la hifa expresando
GFP. B) Seccidn de la raiz control, el azul es la autofluorescencia de la planta. C) Toda la seccién de
la raiz mostrando el crecimiento de M. robertsii sobre la superficie de raiz de frijol 10 dias después
de la germinacién. Tomada de St. Leger et al., 1996.

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

Ademds, 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 interaccion se utilizé 3c0,, en camaras
cerradas con plantas, para determinar la transferencia de carbono entre la planta y
Metarhizium. El carbon marcado fue rastreado a través de la planta y en los azucares
producidos dentro del hongo. Se encontrd que las raices colonizadas por Metarhizium
reciben carbén fijado fotosintéticamente desde la planta y que Metarhizium es capaz de
metabolizar este carbono para su uso en los procesos fungicos. Esto sugiere que los
nutrientes transferidos entre los simbiontes son reciprocos. No se ha demostrado aun que
otros nutrientes, tales como el fésforo o sulfitos provenientes de las plantas, se reciclen a
través de Metarhizium (Behie et al., 2012).
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Figura 6. Asociacion mutualista de Metarhizium con las plantas. Transferencia de nitréogeno a

cambio de carbono; Metarhizium infecta y mata los insectos provenientes del suelo. De la muerte
del insecto, el micelio del hongo se asocia enddéfitamente con las raices de la planta, donde ocurre
la translocacion de nitrégeno, mientras que la-planta absorbe CO,, el cual mediante la fotosintesis
produce azucares que son excretadas a la‘rizésfera y'son aprovechadas por el hongo Metarhizium.
Tomada de Behie et al., 2017.

En el proceso de colonizacidon de la rizésfera por Metarhizium intervienen diferentes
factores, por ejemplo M. robertsii expresa diferencialmente dos genes de adhesinas, MAD1
y MAD2. MAD1 es usada para-adhesién a la cuticula del insecto y MAD2 contribuye a la
adhesidn a la planta (Behie et al., 2017). Estudios sobre la expresion de MAD1 y MAD2 en
Saccharomyces cerevisiae permite que las células de levadura se adhieran a la cuticula del
insecto y la superficie de las plantas, respectivamente, corroborando la funcién de los genes
de las adhesinas (Wang y St. Leger, 2007).

Para todos los microrganismos que habitan la rizdsfera, la competencia es vital, y para
Metarhizium un transportador de oligosacaridos; transportador de rafinosa de Metarhizium
(MRT, por sus siglas en ingles), es importante para la competencia de Metarhizium en la
rizosfera, Unico en hongos filamentosos ascomicetos y basidiomicetos. Se comprobé que la
disrupcion del gen MRT no tiene efecto en la virulencia al insecto, pero la competencia en
la rizosfera de M. robertsii fue muy reducida (Sasan y Bidochka, 2012). Como se menciond
anteriormente, Liao et al. en 2013, reportaron que M. robertsii produce una invertasa
extracelular (Mrlnv) sobre las raices de las plantas. Demostrando que la mutante nula del
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gen (AMrinv) reduce su crecimiento de M. robertsii en sacarosa y en exudados de raiz, esto

sugiere que el metabolismo de azucares esta relacionado en la competencia de la rizdsfera
de diferentes especies de Metarhizium.

En 2014, Liao et al. observaron que Metarhizium en interaccidn con plantulas de maiz puede
aumentar el crecimiento de éstas y mejorar el rendimiento de las mazorcas. Los autores
hacen mencidn que todas las cepas utilizadas en dicho estudio podrian estar produciendo
fitohormonas promotoras del crecimiento en las raices. En este afio Liao et al., demostraron
que una cepa de M. robertsii produce acido 3-indolacético, que es una fitohormona tipo
auxina que promueve el crecimiento y proliferacién de las raices de las plantas.

Aislamiento de Metarhizium

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

El uso de insectos carnada es un método de deteccion muy sensible y el hongo
entomopatdgeno puede ser aislado selectivamente. Sin embargo, algunas especies de
insectos tienen un patégeno flungico especifico y solo se aislan aquellas cepas con capacidad
de infectar al insecto usado. En contraste el medio selectivo para hongos entomopatdgeno
tiene algunas ventajas para la coleccién en masa de hongos y la obtencidn de informacién
cuantitativa sobre la poblacién de hongos entomopatégenos que habitan los ecosistemas.
En este sentido, varios medios selectivos se han desarrollado para la coleccidon en masa de
hongos entomopatdégeno provenientes del suelo. Fungicidas (como el Oxgall, sulfato
cuprico, cloruro de cobre (ll), Benomyl y dodina [monoacetato de N-dodecilguanidina]) y
antibiodticos (como el cloranfenicol, tetraciclina y estreptomicina) han sido usados por
separado o en combinacién, para aislar hongos entomopatdgenos en medio selectivo
(Fernandes et al., 2010).

En la busqueda de medios selectivos, Tae-Young et al. en 2010, compararon varios medios
con cloruro de cobre (ll) y con dodina, determinando, que el medio selectivo con dodina es
mas selectivo para hongos de crecimiento lento. Ademas, se determiné que 64 % de los
hongos identificados son hongos entomopatdgenos. 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 seleccion de entomopatdgenos de contaminantes
ambientales. Sin embargo, M. acridum es mas 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 determind que M. acridum crece y esporula
mejor en medio CTC que en medio con dodina, ademas determinaron que M. robertsii y
Beauveria brongniartii tienden a ser mas 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 rapido, que puede ser cuantitativo, sin aislar solo los
hongos con hospederos de insectos especificos.

Caracterizacion 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 analisis de genes ribosomales (ITS), lo cual
tiene baja resolucién resolviendo los linajes de Metarhizium. En el 2006, Bischoff et al.
analizaron la longitud total de la secuencia de DNA del factor de elongacién 1 (EF-1a) y
secuencias parciales de dos subunidades de RNA polimerasa Il (RPB1 y RPB2). Este estudio
demostré ser eficiente y provee una herramienta mds sensible y robusta para identificar
linajes de Metarhizium. En el 2009 Bischoff et al. clarificaron la taxonomia vy filogenia del
complejo de Metarhizium anisopliae que incluyo todas las cuatro variedades reconocidas
hasta ese entonces de Metarhizium anisopliae, asi como Metarhizium guizhouense,
Metarhizium pingshaense y Metarhizium taii, ademds examinaron la morfologia 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 estan fuera de los clados.
Ademas, para la caracterizacion de Metarhizium se han usado los marcadores de
microsatélites, o repeticiones de secuencias simples (SSR), ya que proveen una herramienta
eficiente de alta resolucion para el genotipo multilocus (Enkerli y Widmer, 2010). Enkerliy
Widmer en 2010, Oulevey et al. en 2009 desarrollaron y validaron marcadores SSR para la
identificacion de genotipos multilocus (MLG) de M. anisopliae. Un subconjunto de 14 de
estos marcadores permitié a Steinwender et al. en 2014, identificar 13 Unicos MLG para
cuatro especies de Metarhizium en ambientes de suelo en un ecosistema en Dinamarca.

Bischoff et al. en 2009, mencionan que el EF-1a es suficiente para una resolucion de
especies de Metarhizium y es actualmente el locus mas util para el diagndstico de grupos
terminales en la identificacion de especies de los hongos de Fusarium y Trichoderma (Geiser
et al., 2004). Para una resolucion total de la genealogia de Metarhizium, en la cual no solo
se pueda determinar la especie si no también diferencias entre la poblacién, es fundamental

13

Ivan Horacio Pina Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO :

el uso de varias herramientas gendmicas, como el andlisis de los marcadores de SSR en
combinacion con el andlisis de EF-1a, esto proporciona una buena resolucién de la

genealogia de este hongo entomopatdgeno.
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IHIPOTESIS

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 biotecnoldgico

para una agricultura sustentable.
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‘OBJETIVO GENERAL

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

Obijetivos especificos

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

2. Caracterizacion molecular de los aislados.

3. Determinacién de la capacidad de conidiacién en fotoperiodo y oscuridad.

4. Caracterizacion del potencial para promover el crecimiento vegetal.
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‘ MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas

El género, especie y cepas empleadas en este estudio se muestran en la Tabla 1,
pertenecientes a la Coleccién de Hongos Entomopatdgenos 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 Caracteristicas Referencia

Cepa aislada del complejo
Metarhizium Phyllophaga spp. (Plaga

CARO4 .. .
robertsii de Maiz), con genotipo
silvestre.
Cepa aislada del insecto
CARG7 Metarhizium Spodoptera frugiperda
brunneum (Plaga de Maiz), con
genotipo silvestre.
Coleccion de Hongos
Cepa aislada del insecto Entomopatégenos del
Metarhizium Phyllophaga sp. (plaga del  Laboratorio de Genética
CARO11 brunneum Maiz), con genotipo Molecular de Hongos,
silvestre. Universidad de
Guanajuato, México
Cepa aislada del insecto
Metarhizium Schistocerca piceifrons
CARO12 brunneum (plaga del sorgo), con
genotipo silvestre.
Cepa aislada del insecto
Metarhizium Gerageus senilis (Plaga de
CARO19 brunneum Maiz), con genotipo
silvestre.
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Tabla 1 (continuacidn). Cepas de Metarhizium y Escherichia coli usadas en este trabajo

Géneroy

Especie

Caracteristicas

Referencia

E6

ARSEF23

ARSEF2575

ARSEF7486

ARSEF252

DH5a

Metarhizium
anisopliae

Metarhizium
robertsii

Metarhizium
robertsii

Metarhizium
acridum

Beauveria
bassiana

Escherichia coli

Cepa aislada del
aracnido Rhipicephalus
microplus (Garrapata
de Ganado).

Cepa aislada del insecto
Conoderus sp. (Plaga de
Sorgo).

Cepa aislada del insecto
Curculio caryae
(Plaga de la Nuez).

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

Cepa aislada del insecto
Leptinotarsa
decemlineata

(Plaga de papa).

Genotipo: F- @80 Alac
AZM15 A(lacZYA- argF)
U169 reacAl endAl
hsdR17 (r-i, mi +) 180a
supE44 A-thi-1 gyrA96
relAl.

Centro de Biotecnologia

de la Universidad
Federal de Rio Grande
del Sur, Porto Alegre,
Brasil (Schrank et al.,
2010).

Coleccién de Cultivos
Fungicos
Entomopatdgenos del
Servicio de
Investigacion Agricola
perteneciente al
Departamento de
Agricultura de los
Estados Unidos (USDA
— ARSEF).

Invitrogen
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Se utilizaron, ademas 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 identificacién de la especie y la determinacion de la
capacidad de conidar en fotoperiodo u oscuridad, se muestra con detalle en la seccidn de
resultados.

Tabla 2. Aislados obtenidos en este trabajo

Conidia en Conidia
Aislado Especie Lugar donde se aislo . en
fotoperiodo .
oscuridad
[ 1 JFe3 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP2 M. robertsii Las Palomas Si No
PCP7-1 M. brunneum Las Palomas Si Si
IEN rcpr7-2 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP7-2.1 M. brunneum Las Palomas Si Si
3 rcrio-1 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP10-1.1 M. robertsii Las Palomas Si Si
[ PCP10-12 M. brunneum Las Palomas No Si
[0 PCP10-15 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP10-5 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP41 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP42-1 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP42-2 M. brunneum Las Palomas Si No
PCP42-3 M. brunneum Las Palomas Si No
PCP42-4 M. brunneum Las Palomas Si Si
PCP42-5 M. brunneum Las Palomas Si No
PCP42-6 M. anisopliae Las Palomas Si Si
LCP1CV M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si
LCP5 M. guanajuatense  Cuenca de la Esperanza Si Si
LCP13 M. palomense Cuenca de la Esperanza Si No
LCP16 M. guanajuatense  Cuenca de la Esperanza Si Si
LCP29-1.1 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si
LCP29-12 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si No
LCP29-2 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si No
LCP29-2.1 M. brunneum Cuenca de la Esperanza Si Si
SR7 M. brunneum Santa Rosa Si Si
SRICV M. brunneum Santa Rosa Si No
SR19 M. pingshaense Santa Rosa Si Si
SR23-1 M. brunneum Santa Rosa Si No
SR23-2 M. brunneum Santa Rosa Si Si
19
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Tabla 2 (continuacidn). Aislados obtenidos en este trabajo

Conidia

Conidia en
fotoperiodo

Aislado Especie Lugar donde se aislo en

Cu3
R CU2-4
CUL1CV
EC7
EC25
EC26
EC13-1
EC13-2
ECLC2
ECLC5
ECLCI11-1.1
ECLCI11-1.2
ECLC11-1.3
ECLC11-2
= ECLCIICV
ECLC14
ATI-1
AT1-2
AT3
S AT4
S ATO
Y AT14-1
AT14-2
AT23-1
AT23-2

(g AT23-3
Yl AT25
L STC4
S STCS

()

(7]

WD =

4

|

wn
w9

| un| Y A W W || W W W w
o R[N = et

(N

Plantas utilizadas

Semillas de sorgo

M. robertsii
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. robertsii
M. robertsii
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. robertsii
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum
M. brunneum
M. robertsii
M. brunneum
M. brunneum

Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Cubilete
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Atarjea
Sta. Catarina
Sta. Catarina

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

oscuridad
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
Si
No
No
Si
Si
Si
No
Si
No
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
No
Si
Si

Se empled la variedad de Sorghum bicolor (sin. Sorghum vulgare) CB-112 (Semillas

Berentsen®) del lote 101865 con el ciclo de produccidon 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 mds 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 acido clorhidrico
concentrado en un desecador durante 16 horas, este procedimiento se realizé dentro de la
campana de extraccion.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo fueron utilizados para el aislamiento, crecimiento y mantenimiento
del hongo Metarhizium, la germinacion 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 presion.

Medio dodina (Medio de seleccién 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 antibiéticos; kanamicina (100 pg/uL), ampicilina (150 pg/uL),
carbenicilina (100 pg/uL), cefotaxima (100 pg/uL).

M-100 con dos fuentes de nitrégeno (M100-2N)

Este medio contiene por cada litro: 10 g de dextrosa, 3 g de nitrato de potasio (KNOs), 1,8 g
de nitrato de amonio (NH4NOs3), 60 mL de solucion de sales M-100, 15 g de agar.
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Solucion de sales M-100

Esta solucién contiene por cada litro: 16 g de fosfato monobdsico de potasio (KH,PO,), 4 g
de sulfato de sodio (Na;SO4), 8 g de cloruro de potasio (KCl), 2 g de sulfato de magnesio
heptahidratado (MgS04:7H,0), 1 g de cloruro de calcio (CaCl;), 8 mL de solucién de
elementos traza M-100.

Solucidon de elementos traza M-100

Este medio contiene por cada litro: 60 mg de acido bdrico (H3BOs), 140 mg de cloruro de
manganeso tetrahidratado (MnCl,-4H,0), 400 mg de cloruro de zinc (ZnCly), 40 mg de
molibdato de sodio dihidratado (Na;Mo0,4:2H,0), 100 mg de cloruro de hierro Il
(FeCls)-6H,0, 400 mg de sulfato de cobre Il pentahidratado (CuSO4-5H,0).

Medio agar-agua
Agar bacterioldgico (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 caseina
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 levaduray 10
g de cloruro de sodio (NaCl). Cuando se requirié medio solido se agregaron 20 g de agar
bacterioldgico.
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Medio LB-Xgal-IPTG, para la seleccion de recombinantes en los que se interrumpe
la region 5’ del gen de la Beta-Galactosidasa

Este medio se utilizé en experimentos de transformacion de E. coli (Sambrook y Russell,
2001), el medio LB se suplementd con ampicilina a una concentracion de 100 ug/mLy en
cada caja se espatularon 40 pL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-indolil-B-Dgalactopirandsido) al
2% p/v en N,N-dimetil-formamida y 4 puL de IPTG (isoporpil- B-Dtiogalactopirandsido) 100
mM.

Plasmidos empleados

Vector pGEM®-T Easy

Se empled el vector pGEM®-T Easy (Figura 7) de la casa comercial PROMEGA para realizar
la clonacién de los productos de amplificacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Xmn | 2009

Scal 1890 :
Nae | 2707, Apal |start
Aatll 14
f1 ori Sph 20
BstZ1 | 26
Neo | 31
Kt BstZ | 7
PGEM®-TEasy  (acZ o &
Vector R E"’%’J. 23

(3015bp) —
Spe | 64
EcoRI1 | 70
Not | 77
BsiZ| | 77
Pst| 88
ori Sal | 20
Ndel | 97
Sac| |109
BstX| | 118
Nsi | 127

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 insercion del fragmento de interés, multiples sitios de
restriccion, los promotores de la RNA polimerasa T7 y SP6 flanqueando el sitio multiple de clonacion,
un origen de replicacidn (fiy ori) y un gen de resistencia a ampicilina (Amp'). 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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Oligonucleotidos empleados

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Nombre Descripcion Secuencia (5°-3’)

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

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

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

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

Directo, utilizado para amplificar un fragmento de
aproximadamente de 1200 pb del gen de la segunda

fRPB2-5F ) ) ) . GAYGAYMGWGATCAYTTYGG
subunidad mas grande de la RNA polimerasa Il (Bischoff

etal, 2006).

Reverso, utilizado para amplificar un fragmento de
aproximadamente de 1200 pb del gen de la segunda

RPB2-7cR . B . R CCCATRGCTTGYTTRCCCAT
subunidad mas grande de la RNA polimerasa Il (Bischoff

et al, 2006).

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

Reverso, utilizado para amplificar un fragmento de
ITS-4 aproximadamente de 580 pb de la regién ITS TCCTCCGCTTATTGATATGC
(Montalva et al., 2016).
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Tabla 3 (continuacidn). Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Nombre

Descripcion

Secuencia (5’-3’)

NS1

NS4

LROR

LR5F

METPR1

METPR4

METPR2

METPRS

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

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

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

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

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

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

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

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

GTAGTCATATGCTTGTCTC

CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

ACCCGCTGAACTTAAGC

GCTATCCTGAGGGAAAC

CACTCTTCTCCCAGCCGTTC

GTAGCTCAACTTCTGCACTC

AGGTAGGCAGCCAGACCGGC

TGCCACTATTGGCCGGCGCG
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Aislamiento de Metarhizium

Colecta de muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron colectadas de las areas naturales protegidas del norte del
estado de Guanajuato. Se llegd a la zona nucleo del area y se delimité un transecto, se
tomaron muestras aproximadamente cada 100 m en direccidon de los cuatro puntos
cardinales, en las cuales se tomé aproximadamente 5 g de suelo de la rizésfera de plantas
aparentemente sanas, hasta 10 cm de profundidad, las muestras fueron colocadas en bolsas
de plastico hermético para su posterior traslado al laboratorio.

Se pesd un gramo de la muestra de suelo en tubos de 15 mL conteniendo una solucién de
Tritén (Sigma) al 0,01 %, se homogeneizo en agitador Vortex y se tomé 100 ul de la solucidn
y se inoculé directamente en cajas Petri por duplicado con cada uno de los medios de
seleccidn para Metarhizium (Beilharz et al., 1982).

Condiciones de crecimiento e identificacion de.Metarhizium

Cada muestra se incubd de 20 a 25 dias a temperatura ambiente, con luz natural, hasta
observar conidiacién de las colonias. Los aislados de Metarhizium fueron identificados a
nivel de género por sus caracteristicas morfolégicas de la colonia (color verde y consistencia
terrosa) y conidios (ovalados cilindricos).

Obtencion de los cultivos.axénicos de Metarhizium

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

Se tomé con un palillo plano estéril conidios de la muestra y se colocé en 1 mL de Tritén X-
100 al 0,01 % se realizé la cuenta de los conidios mediante un hemocitémetro (Hausser
Scientific®), se ajustd la concentracion a 1000 conidios/mL, se tomaron 50 L de la solucidn
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 conidiacion.

Obtencion de conidios

Los aislados de Metarhizium a utilizar en los experimentos se crecieron en medio M-100 2N
a 26 °C de 10-14 dias. Para colectar los conidios se utilizé una solucidn de Tritén 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 filtré con malla de fibra sintética para eliminar micelio y se realizaron 3 lavados

con 30 Tritédn X-100 al 0.01% y se determind la concentracion de conidios/mL mediante la
cuenta con hemocitdmetro (Hausser Scientific®)

Determinacién de la capacidad de conidiacién en fotoperiodo y oscuridad

En cajas Petri con medio PDA se inoculé una gota en el centro de 50 plL de una solucién de
10,000 conidios de cada aislado individualmente por duplicado, la gota se dejé secar. Uno
de los duplicados se coloca a incubacion en foto periodo 16 h luz/8 h oscuridad mientras
gue el otro se envolvid en papel aluminio evitando asi el paso de la luz (total oscuridad).
Ambas muestras se incubaron a 26 °C durante 14 dias.

Se observd la capacidad de cada aislado para conidiar en oscuridad. Posteriormente, se
tomaron fotografias con luz natural con cdmara fotografica (8 MP, 3264x2448 pixels).

Caracterizacion del potencial para promover-el crecimiento vegetal

Bioensayos para la determinacion del porcentaje de germinacion

En una caja Petri con medio agar-agua se colocaron 10 semillas en linea recta de Sorgum
vulgare, a 2 cm de distancia aproximadamente se‘inoculdé una linea con 50 uL de solucién
de conidios con 1x10® conidios/mL de cada aislado individualmente. Se incubaron a 28 °C
durante 14 dias, con foto periodo 12 horas luz/12 horas oscuridad. Se determiné el
porcentaje de germinacién.

Métodos de genética y biologia molecular
Extraccion de DNA genomico

Para la extraccion de DNA gendmico se inocularon 1x10° conidios/mL de cada aislado
individualmente en 20 mL de medio YPD-2 con 20 pL de cloranfenicol (0,1 g/mL). Se agito a
180 rpm por 48 h.

Se obtiene el micelio por filtracién al vacio utilizando un papel filtro Whatman 3 mm y un
embudo Buchner, el micelo se guardé en papel aluminio a -70 °C. Al tener el micelio
congelado la extraccién de DNA se realizé de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook y
Russel (2001), con algunas modificaciones como se describe a continuacidn: Se tomé un
fragmento pequerio de micelio y se triturd en un mortero de porcelana (previamente lavado
y esterilizado con calor seco, posteriormente enfriado a-70 °C) con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo blanco fino el cual se colocd con una espatula a un tubo Eppendorf que
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contenia 400 pL de NTES (NaCl 0,1 M, Tris pH 8, EDTA 0,001M y SDS al 1% v/v). El tubo se
agitdé mediante un agitador tipo vortex hasta obtener una mezcla uniforme de color blanco

y se colocé en hielo. El tubo se centrifugd por 10 min a 28000 xg a 4 °C en una centrifuga
Eppendorf 5417R. Después se recuperaron 350 uL del sobrenadante, se afiadié 2 uL de
RNAsa y se incubé por 5 minutos a 37 °C. Se precipitd anadiendo 20 uL de NaCl 5M y 400 plL
de etanol absoluto y se mezcld por inversion. Enseguida se centrifugd por 5 minutos a 2700
xg a4 °Cy se desech¢ el sobrenadante. Se adicion6 1000 pL de etanol absoluto y se mezclé
por inversion. Nuevamente se centrifugd por 5 min a 960 xg y se desechd el sobrenadante.
Por ultimo, se dejd secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendié el DNA
obtenido en 50 pL de regulador TE.

Amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la reaccién de amplificacidn de los fragmentos del gen del Factor de elongacion 1a (EF-
1la) de aproximadamente 790 pb se utilizé la siguiente mezcla de reaccion para todos los
aislados individualmente: 1 uL de DNA gendmico, 1 uL de oligo directo EF-1a (Tabla 3), 1 uL
de oligo reverso EF2T (Tabla 3), 15 pL de JumpStar DNA tag Polymerase (Sigma-Aldrich) y
13 pL de agua grado HPLC para completar un volumen de 30 uL. La mezcla se sometid a una
reaccion de amplificacion bajo las siguientes condiciones en un termociclador ProFlex™ PCR
System de applied Biosystem™. Las condiciones empleadas en la reaccién fueron las
siguientes: Desnaturalizacidon a 95 °C por 5 min, durante 40 ciclos el siguiente programa;
desnaturalizacién a 95 °C por 20 s, 1 min de alineamiento a 55 °C y una extensién por 1:30
min a 72 °C, 1 ciclo de extensidn final a 72 °C por 5 min.

Para aquellos aislados que no se pudo identificar la especie mediante el factor de
elongacion 1 a, ademas se amplificaron fragmentos de los genes: Beta Tubulina (BT), la
segunda subunidad mas grande de la RNA polimerasa Il (RPB2), el gen de la regién 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
reaccion fueron las siguientes.

Beta Tubulina (BT): Mismas condiciones de reaccién empleadas en el factor de elongacién
la (EF-1a).

Segunda subunidad mas grande de la RNA polimerasa Il (RPB2): Desnaturalizacion a 95 °C
por 5 min, durante 30 ciclos el siguiente programa; desnaturalizacién a 95 °C por 20 s, 2 min
de alineamiento a 55 °C y una extensién por 2 minutos a 72 °C, 1 ciclo de extensién final a
72 °C por 10 min.
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ITS: Desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, durante 32 ciclos el siguiente programa;
desnaturalizacion a 95 °C por 20 s, 1 min de alineamiento a 52 °C y una extension por 1
minutos a 72 °C, 1 ciclo de extensién final a 72 °C por 3 min.

18S (SSU): Desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, durante 35 ciclos el siguiente programa;
desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, 30 s de alineamiento a 52 °C y una extension por 1:30
minutos a 72 °C, 1 ciclo de extensidn final a 72 °C por 3 min.

28S (LSU): Desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, durante 35 ciclos el siguiente programa;
desnaturalizacién a 95 °C por 15 s, 30 s de alineamiento a 48 °C y una extension por 3
minutos a 72 °C, 1 ciclo de extensién final a 72 °C por 7 min.

PR1A: La amplificacién del fragmento del gen de la proteasa PR1A consiste en una PCR
anidada: La primera reaccién de PCR se realizd con los oligonucleotidos METPR1 y METPR4
usando DNA cromosémico y la segunda PCR se realizé con los oligonucleotidos METPR2 y
METPR5 usando el producto de la primera reaccion de PCR. Para ambas reacciones de PCR
se utilizaron las siguientes condiciones: Desnaturalizacion a 95 °C por 4 min, durante 37
ciclos el siguiente programa; desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, 1:15 min de alineamiento
a 58 °Cy una extension por 2 minutos a 72 °C, 1 ciclo de extensidn final a 72 °C por 6 min.

Purificacion de los productos de PCR

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

Clonacioén en el vector pGEM®-T Easy

Para la ligaciéon de los fragmentos al vector pGEM®-T Easy se realizo la siguiente mezcla de
reaccion: de 1 a 3 L, dependiendo de la concentracién de cada muestra individual del
producto de PCR purificado, 5 pL del buffer 2X Rapid Ligation (60mM Tris-Hcl pH 7,8, 20 mM
MgCl,, 20mM DTT, 2mM ATP, 10 % polietilen glicol), 0,25 pL del vector pGEM®-T Easy, 1 uL
de T4 DNA Ligase, se completd el volumen con agua grado HPLC hasta 10 L. La reaccidn se
llevé a cabo a 4 °C durante toda la noche.

Transformacion de E. coli DH5a por choque térmico

La transformacién de E. coli DH5a se llevo de la siguiente manera: En un tubo Eppendorf
estéril se afiadieron 25 plL de células quimicamente competentes de E. coliy 2 uL de DNA,
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mezclando suavemente e incubando posteriormente por 20 min en hielo. Después, se

incubd por 2 min a 42 °C, seguido de una incubacién en hielo por 2 minutos. Se adiciond 1
ml de medio LB y se incubd por 1 h a 37°C. En seguida se centrifugd por 1 min a 20,800 xg,
se descartaron 800 pL del sobrenadante y la pastilla se resuspendid en los 200 uL restantes
y se sembraron 100 uL por espatulado con asa de vidrio en una caja de Petri con medio LB-
Amp + IPTG. Se incubd toda la noche a 37°C (Sambrook y Russel, 2001).

Extraccion de DNA plasmidico de E. coli

Para la extraccién de DNA plasmidico 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 inoculd una linea pequefia en una caja con medio LB-Amp sélido
y el resto se inoculd en un tubo con medio liquido. Los tubos fueron puestos en agitacion y
se incubaron a 37 °C durante toda la noche, al igual que la caja con medio sélido. Después
del tiempo de incubacion, cada cultivo fue colocado en un tubo Eppendorf de 2 mL y se
centrifugd por 1 min a 20800 xg en una centrifuga Eppendorf 5417C, desechando el
sobrenadante y repitiendo el procedimiento hasta que se recuperd por completo todas las
células del cultivo. La extraccion de DNA plasmidico se llevé a cabo empleando el kit
GenElute™HP Plasmid Miniprep de la marca Sigma de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante.

Tratamiento con endonucleasas.de restriccion

Para realizar la comprobacidn de que el fragmento de interés se encuentre en el vector
PGEMP®-T Easy se realizd un corte con la enzima de restriccién EcoRl de la marca New
England Biolabs, se siguieron las siguientes condiciones recomendadas por el fabricante: La
mezcla de reaccidon contenia 2 plL de cada muestra individual, 0,5 pL de la enzima de
restriccion EcoRl, 1,5 uL del Buffer CutSmart® (acetato de potasio 50 mM , tris-acetato 20
mM, acetato de magnesio 10 mM, 100 pg/ml BSAy pH 7,9 a 25°C) y 11 ulL de agua grado
HPLC, para completar a un volumen de 15 pL. La mezcla de reaccion se dejé en incubacion
a37°Cpor3h.

Separacién de DNA mediante electroforesis

Cuando se requirié el analisis de la integridad, la concentracion, la purificacion de DNA o en
la comprobacién del fragmento mediante enzimas de restriccién, el DNA se sometid a una
separacion mediante electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y Russell, 2001). La
agarosa se prepard al 1,5% (p/v) en regulador TAE 1X (Tris 40 mM; acido acético glacial 20
mM; EDTA 5 mM pH8) y se adicionaron 4 pyL de SYBR® Safe DNA gel STAIN (10000X;

30

Ivan Horacio Pina Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO .(«

Invitrogen) por cada 100 mL de agarosa. La separacion de los fragmentos se llevé a cabo

aplicando un voltaje constante de 80 V (Purificacion de los productos de PCR, voltaje=60)
en una camara de electroforesis con el mismo regulador TAE 1X. El DNA se visualizd en un
transiluminador Safe Image (Invitrogen). El tamafio de las bandas se determind por
comparacién con marcadores de tamaio de DNA.

Secuenciacién

La secuenciacién de los plasmidos se llevé a cabo por la compaiiia Elim Biopharmaceuticals,
Inc, USA.

Analisis de las secuencias

El analisis de las secuencias obtenidas se realizd usando el software Lasergen® 14 de
DNASTAR; usando los programas Seq Man, Edit Seq y Meg Aling. El alineamiento multiple
de las secuencias se realizdo 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 generacion de los arboles filogenéticos se obtuvo mediante el programa
MEGA7.0.26 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Los arboles filogenéticos se
obtuvieron por los métodos estadisticos de maxima verosimilitud y maxima parsimonia,
utilizando el modelo GTR (General Time Reversible). Para la creacion del arbol de inferencia
Bayesiana se utilizd el programa Mr Bayes v3.2.6 utilizando el modelo GTR con rango de
distribucion gamma invariable. Todos los arboles filogenéticos se realizaron con la prueba
filogenética del método Bootstrap=1000.
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‘RESULTADOS

El propdsito del presente trabajo fue la obtencidon de nuevos aislados pertenecientes al
género Metarhizium del estado de Guanajuato. Tener una amplia coleccidon 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 agricola.

Estandarizacion del medio de aislamiento para Metarhizium

En la literatura se presentan varios medios cultivo para el aislamiento de hongos
entomopatdgenos (Beilharz et al., 1982; Tae-Young et al., 2010) los cuales consisten en el
uso de antibidticos y fungicidas para evitar el crecimiento de hongos de crecimiento rdpido
y asi permitir el crecimiento de hongos que crecen mas 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 antibiético cloranfenicol 0,5 g/L,
cicloheximida 0,25 g/L, cristal violeta 0,01 g/Ly el fungicida dodina o tiabendazol. Se partidé
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
sembré un estriado de una solucién de 1 x 10’ conidios/mL en los diferentes medios de
seleccion.

Tabla 4. Cepas usadas para la estandarizacion 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
asi 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 determind a cual componente es susceptible la cepa
ARSEF7486 de M. acridum.

Figura 8. Estandarizacion del medio de aislamiento para Metarhizium. A) Medio de seleccidn con
el fungicida dodina (0,1 g/L). B) Mediode seleccidn 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 observé crecimiento de la cepa ARSEF7486 en el medio que contenia solo cristal
violeta. Para que aislados de la especie M. acridum a la cual pertenece la cepa ARSEF7486
pudiera crecer en estos medios se disminuyd la concentracion de cristal violeta a 0,0025
g/L. Ya que las pruebas realizadas para la estandarizacion del medio de seleccion fueron
hechas con las cepas del Laboratorio de Genética Molecular de Hongos (Tabla 4), era
necesario probar los medios de seleccién con muestras de tierra proveniente de las dreas
naturales protegidas, ya que en la rizdsfera existe una gran poblacién de microorganismos
contaminantes que influyen en el aislamiento de Metarhizium.

Se realizaron tres medios de seleccidn en los cuales se mantuvo constante la concentracidn
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 drea 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 seleccidn 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 seleccién C, a esta concentracion de
tiabendazol (0,010 g/L) no se observé el crecimiento esperado de las cepas pertenecientes
al Laboratorio de Genética Molecular de Hongos, ademas se observd un mayor nimero de
microorganismos contaminantes en las muestras de tierra perteneciente a Las Palomas. Por
este motivo se descarté el medio con el fungicida tiabendazol ya que todas las cepas
muestran un crecimiento pobre. Mientras con los medios A y B se decidié 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 observd crecimiento de las cepas en las concentraciones de 0,1 g/L, 0,2 g/Ly 0,3 g/L del
fungicida, sin embargo se ve disminuido el crecimiento de las cepa CARO7 a partir de la
concentracion de 0,2 g/L, ademas en la concentracion de 0,3 g/L del fungicida se observa
poco crecimiento de la cepa ARSEF2575, en la concentracion de 0,4 g/L no se observa el
crecimiento de tres cepas; CARO7, ARSEF2575 y ARSEF7486. Y en el medio de seleccidén con
0.5 g/L de dodina no se observo crecimiento de ninguna cepa.

Por los resultados obtenidos variando las concentraciones del fungicida dodina se
selecciond una concentracion intermedia entre 0,1 g/Ly 0,2 g/L. El medio de seleccién 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 realizé otro medio de seleccién para Metarhizium adicionando al medio anterior
0,0025 g/L de cristal violeta.
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Obtencion de los aislados de Metarhizium

La obtencion de los aislados de este trabajo fue a partir de muestras de tierra tomadas de
la rizésfera de plantas sanas de las dreas naturales protegidas del norte del estado de
Guanajuato (Tabla 5).

Tabla 5. Areas naturales protegidas donde se realizé el muestreo

Area natural Codigo  Coordenadas  Altitud Descripcion del area

protegida (GMS) (msnm)
e Bosque de encino
21°3’52.2” N . .
Las Palomas PCP oy ” 2506 predominante, clima
101°13’31.22"0 ,
templado-subhimedo

Sierra de .
. I Bosque de encino
Guanajuato, 21°4’47.6"N . .
L SR 2560 predominante, clima
municipio de 101°11'1.69”0 ,
templado-subhimedo
Santa Rosa
Bosque de encino, zonas
Cuencade la 21°3'55.17”"N con bosque en galeria y
LCP 2424 . Y
Esperanza 101°13’39.66"0 selvas bajas caducifolias,
clima templado-subhimedo
A0 Bosque de encino
Cerro del CU, EC, 20°59’20”N 2320- . .
. predominante clima
Cubilete ECLC 101°22°1970 2011 i
templado-subhimedo
Matorral alto
. 21°11°20”N predominante, Bosque
Santa Catarina STC 2160 ) )
99°49'2”0 pino-encino
clima semiseco-semicalido
Bosque de pino-encino,
. 21°16’05”N 2043- selvas bajas, clima
Atarjea AT

99°13’00”0 1221 semicalido-subhimedo,
calido-subhumedo.

Posterior a la toma de muestra (como se describe anteriormente en materiales y métodos)
se inocularon 100 plL de cada muestra en los medios de seleccién para Metarhizium. Se
observé el crecimiento en los medios de seleccion y se tomaron aquellas colonias con las
caracteristicas tipicas de Metarhizium (conidios cilindricos ovalados y color de colonia verde
con consistencia terrosa).
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Las muestras obtenidas fueron nombradas con el cédigo asignado del area que se realizé el
muestreo (Tabla 5), seguido del nimero de muestra donde se encontrd el aislado de
Metarhizium. Después de 20 dias de inoculacién en los medios de aislamiento se observa
el crecimiento de colonias de Metarhizium (Figura 9).

Figura 9. Obtencion de los aislados de Metarhizium. Las flechas rojas indican las colonias del hongo
Metarhizium, las cuales se pasaron a un medio de seleccion fresco de resiembra.
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Posteriormente los aislados se pasaron en medio fresco de resiembra, los cuales se
incubaron hasta observar su conidiacion (Figura 10), se colectaron los conidios de los
aislados y se realizaron diluciones para obtener monocolonias, de esta manera se identifico

si en el aislado se tienen mas de una morfologia colonial o aln 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. Obtencidn de monocolonias de los
aislados E) SR19y F) LCP16.
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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

. . Muestras Muestras % Muestras .
Area natural protegida " " Aislados*
tomadas positivas positivos
Las Palomas 43 6 13,95 17
Cuenca de la Esperanza 29 5 17,24 8
Sierra de Guanajuato
L 27 4 14,81 5
municipio de Santa Rosa
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 morfologia tipica 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
%.

Caracterizacion molecular de los aislados de Metarhizium

Teniendo cultivos axénicos de los 59 aislados se prosiguid con la caracterizacién 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 observo la
calidad del DNA gendmico de los aislados mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura
11).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendémico. Figura representativa del DNA
gendmico de la algunos de los aislados obtenidos. Carril; 1) PCP1, 2) PCP2, 3) PCP10-5, 4) LCP5, 5)
LCP13, 6) LCP16. M) Marcador de tamafio molecular

Con el DNA gendmico de los aislados se realizd la amplificacion de un fragmento del factor
de elongacion 1la (EF-1a), esperando un tamano del amplicdn 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 ligacién se transformd en la cepa DH5a de E. coli, para la
extracciéon de DNA plasmidico y se comprobd la insercién del fragmento EF-1la mediante
restriccién con la enzima EcoRI (Figura 13).

M1l 2 3 4 5 6 7 8 9 101l 12
3000 pb Y=

1000 pb » ==

500 pb > %

Figura 12. Amplificacion del fragmento del factor de elongacion 1a (EF-1 a). Figura representativa
de la amplificacidn del EF-1 a de algunos de los aislados obtenidos, con un tamafio aproximado de
790 pb. Carril; 1) PCP1, 2) PCP2, 3) PCP10-5, 4) LCP5, 5) LCP13, 6) LCP16, 7) SR7, 8) SR19, 9) SROCV,
10) 11) CU2-4, 12) EC13-1, M) Marcador de tamafio molecular.
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Figura 13. Comprobacion de la insercidon de un fragmento del gen EF-1a en el vector pGEM®-T
Easy. Figura representativa de la insercidén de un fragmento del gen EF-1 a 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 tamafio molecular.

Esta comprobacidn nos indica que los plasmidos purificados cuentan con el fragmento de
interés del EF-1a, de los cuales posteriormente se secuenciaron ambas cadenas de DNA,
mediante los oligonucledtidos universales T7y SP6 que de hibridan en el vector pGEM®-T
Easy.

Las secuencias se analizaron mediante el paquete informatico 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
identificd la especie a la que pertenecian los aislados de Metarhizium obtenidos en este
trabajo. El arbol filogenético que se muestra (Figura 14), fue el que se obtuvo realizando el
método estadistico de maxima verosimilitud, con los valores de cada bootstrap mostrados
de la siguiente' manera; maxima verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia Bayesiana,
cada especie mostrada en los arboles filogenéticos son representadas por un color en
particular. Las secuencias de referencia muestran el nimero de acceso de la base de
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI) y el cddigo de identificacion de
“Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures” (ARSEF).

Ademads de generar el arbol filogenético se compard 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. Arbol 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 maxima verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia

bayesiana, en rojo se representa los valores que indican la separacién de las especies.
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A Metarhizium brunneum

Porcentaje de identidad
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9 [00/09[09/01]03]01]|00]01 100.0/99.9 | 99.9 |100.0/100.0} 99.7 /100.0100.0/ 99.7 [99.2 [100.0/99.2 | 99.9 | 99.9 | 99.7 {100.0/ 999 [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 {990 9 PCP7-2.5eq
10 1000909 /01/03/01[00/|01]00 .9 199.9 1100.0{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
1101 /10{10 /03|04 03[01/03]01 99.7 999999996 {99.999.9|99.6 {991 (99.9 | 99.1 |99.7 [99.7 [99.6 999 |99.7 [99.9 | 99.9 995 99.9 [98.0 |99.5 | 99.0 {99.5 [98.8|99.0|99.0|99.9 | 99.9 |99.598.8 [98.7 |98.8 |99.0 [98.7 |98.7{97.9|99.2|988 | 11 PCP10-12:5eq
12 /01 /10{10/03/04/03]01[03]01{01]|03 99.9|99.6 |99.9 1 99.9 /996 {99.1(99.9 |99.1 |99.7 [99.7 [99.6 | 99.9 | 99.7 [99.9 | 99.9 | 995 99.9 |98.0 |99.5 | 99.0 [99.5 [98.8|99.0 |99.0/99.9 | 99.9 |99.598.8 [98.7 |98.8 |99.0 [98.7|98.7 979 |99.2 | 988 | 12 PCP10-155eq
13 100/09{09 /0103 01{00/01|00]|00]01 99.7 1100.0/100.0| 99.7 {99.2 {100.0| 99.2 | 99.9 | 9.9 | 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 (994 |99.0 | 13 PCP10-5.5eq
14 100/09{09/01/0301[00/01{00/|00/01]0.1]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|100.0100.0/99.6 | 99.0|98.8 |99.0 | 99.1 | 98.8 |98.8 |98.0 |99.4 |99.0 | 14 PCP41.seq
15 10312 {12 /04,05 04[03/04|03|03|04]04]03]|03 99.7|995|99.0 1 99.7 |99.0 {99.6 [99.6 |99.5 | 99.7 [99.6 [99.7 | 99.7 | 994 | 99.7 | 98.2 | 994 |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 PCP42-1seq
16 1000909 /01/03/01]00[01]00{00]|01/01]00]00 |0 100‘0 99.7 199.2100.099.2 [99.9 {999 |99.7 100.0/ 9.9 |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 | 9.0 |98.8 [99.0 | 99.1 |98.8 |98.8 | 98.0 | 994 |99.0 | 16 PCP42-2.5eq
17 10009 {09 /01,03 01[00/01{00|00|01]01]00]|00/03]00 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 PCP42-3seq
18 | 03|12 /1204 (05|04 [03|04|03|0304]04/03[03/05]03]0: 0| 99.7 /990 [99.6 [99.6 [100.0/99.7 | 99.6 | 99.7 | 99.7 | 994 | 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 LCP29-2.4.5eq
19 109 /06|06/09/10/09|08|09|08|08|09/09/08|08|10/08]|08]10 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 | 994 {988 [99.2|99.9 999 | 99.2 | 99.2 |98.8 |99.2 |99.1 |99.2 {999 |99.1|99.1|97.8 |996 992 | 19 LCP1CVseq
20 00/09/09(01{0301[00/01]00/00/|01|01|00]00{03/00]00/03]08 99.2 1999 {999 | 9.7 |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 /100.0100.0/99.6 [ 99.0 {98.8 | 99.0 | 99.1 |98.8 | 98.8 |98.0 |99.4 [99.0 | 20 SR23-1:seq
21 {09 /06/06|09|10[{09/08|09|08/0809[09|08/08|10|0808]|10/|00/08 99.1/99.0 |99.2 {991 {99.2{99.2 |98.8|99.2 | 97.9 |99.1 {994 [98.8 |99.2 |99.9 [99.9|99.2 {992 |98.8 |99.2 | 99.1 |99.2 [99.9 [99.1|99.1 [97.8 [99.6|99.2 | 21 LCP1CV:seq
_Q 22 (01(10[10|03|04[03]01{03[01/0103[03[01/01|04/|01]01]04]|09]01]0. 99.7 996999997 [99.9 999995 (99.9 |98.0 | 995 |99.0 [99.5 [98.8|99.0 |99.0 | 99.9 999 {995 98.8 [98.7 |98.8 [99.0 [98.7|98.7|979 |99.2| 988 | 22 LCP231.1.5eq
U 23 [ 00/09/08|01]03{01/00|01/00/00/01{01/00/00|03|00]00|03|08/0008]01 99.6|99.999.7 [99.999.9 995999 |98.0 | 995 99.0 [99.5 [98.8|99.0 |99.0|99.9 |99.9 {995 98,8 |98.7 | 98.8 [99.0 [98.7|98.7 {979 |99.2 | 988 | 23 LCP29-1.seq
C 24| 03(12(12|04|05[04]03|04/03/0304|04/03/03|05|03/03]00/|10/03/1004 99.7 996 (99.7|99.7 |994 | 99.7 | 97.9 994 | 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 LCP29-2.1.5eq
GJ 25 [00/09/09|01|03{01/00{01/00/00/01[{01/00/00|03|0000]03|08/00/0801|00]03 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 LCP29-2seq
DD 26 (01 (10/1.0]03|04[03/01{03/01/01/03[03/01/01|04|01/01]04[09/01/09 030104 .9199.9 /995|999 /980 (995 |99.0 [99.5 [98.8|99.0 |99.0/99.9 /999 |99.5|98.8 |98.7 |98.8 |99.0 [98.7 |98.7 979 |99.2 | 988 | 26 SR7.seq
— 27 {00/09/09{01]03{01/00/01/00/00/01|01/00/00{03|00/00/03]08|00/08]/01|00]03]00 100‘0 99.6{100.0/98.2 [99.6 | 99.1 {996 |99.0 | 99.1 | 99.1{100.0/100.0/99.6 | 9.0 |98.8 [99.0 | 99.1 |98.8 |98.8 | 98.0 | 994 |99.0 | 27 SRICVseq
q>') 28 {00/09/09|01|03{01/00/01/00/00/01|01/00/00{03|00/00/03]08/00/08/01|00|03]00]01]|00 100.0/98.2 | 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 SR23:2eq
o | 29 04|13 |13]05|07 05|04 |05 04|04|05|05|04 04|07 |04 04|07|12|04|12 05|04 /|07 04/05]|04]|04 996978 [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 |984 | 984 |97.7 |99.0 | 986 | 29 ECLC11-1.35eq
D 30 {00(09/09|01|03|01/00|01/00/00/01|01/00/00|03|00/0003]08/00/08/01|00|03]00]|01|00/00)04 99.11996 {99.0 | 99.1 |99.1|100.0/100.0/99.6 | 9.0 {98.8 [99.0 | 99.1 |98.8 | 98.8 | 98.0 | 994 [99.0 | 30 ECLC11-25eq
3 (21242420 (21[20[19[20(19(19 /2020 (19 [19[19[19[19]21 |21 19[21[20[19|21[19[20 19|19 23 0{97.8 978 |97.7|97.8 [97.8 | 982 |98.2 |97.8 | 97.7 | 975 |97.7 | 97.8 |97.5 | 97.5 | 996 |98.0|97.7 | 31 CU3seq
32 {0410 /10|05|07|05]/04|05/04 /04 05|05|04/04|07|0404]07[09/04/09 05|04/07|04|05|0404]|08|04 99.0 98.8199.0{99.0/99.6 /996 {99.2 (98.8 |98.7 |98.8 [99.0 [98.7|98.7|979 |99.2 | 988 | 32 CU11CVseq
33/09/03(03[10(12/10{09|10{09|09|10/170/09|09|12/09|09|12[07]09|07|10/09 12|09 |10/09/|09|13]09]23 |1 99.2 (99.2|99.1{99.1{98.7 996 {995 |99.6 |99.2 | 995 995 |97.7 (995|996 | 33 EC7.seq
34 {04 |13/13|05|07|05/04|05/04/04/05|05|04/04|07|04/04 0712|0412 /05|04|07|04|05|04/04 03]|04/|23/08]1. 98.7|99.6 |99.6 [99.7 | 98.6 {984 |98.6 | 98.7 | 98.4 | 984 |97.7 |99.0 | 986 | 34 EC131.seq
35 (10 (04|04 |12 |13 (1210|112 |10 /1012 |12 |10 [10|13 |10 10/ 13|08 |10/08 12|10 [13| 10|12 |10 1014|1024 12|04 99.0|99.0|98.6 100.0/ 999 [100.0(99.1 [99.9 | 999 | 97.5 {99.4 |100.0] 35 EC13:2seq
3 [10(07/07|10|12[10/09|10/09/09/10|10[09/09{12|09/09 1201|0901 /10|09 |12]09|10|09/09 13[09|23 /1008|130 99.1199.1|98.7 /99.299.1 {992 [99.7 |99.1 [99.1 [97.7 [99.5|992 | 36 EC25seq
37 [10/07/07|10|12[10/09{10/09/0910[10/09/09|12|09/09]12|01/09/01 /10|09 |12{09|10[09/09|13/09/23 /10|08 |13/09]0. 991 /98.7|99.1[99.0 [99.199.7 |99.0|99.0 | 97.7 | 995 | 99.1 | 37 ECLCS.seq
38 [00/09/09{01]03{01/00|01/00/00/01]01/00/00{03|00/00/03]08/00/08/01|00|03]00|01|00/0004|00/19/04|09]|04]10]09 100.0 61 99.0 | 98.8 {99.0 [99.1 98.8 | 98.8 [98.0 [99.4|99.0 | 38 ECLC11.seq
39 {00(09/09|01]03{01/00/|01/00/00/01|01/{00/00|03|00/0003]08/00/0801|00|03]00|01|00/0004[00/|19/04|09]|04/|10/09]|09]/00 988 /99.0|99.1{98.898.8|98.0 994 /99.0 | 39 ECLC11-1.1.5eq
40 | 04|13 |13]05|07 05|04 |05 04|04|05|05|04 04|07 04 04/07|12|04|12 05|04 07]04/05|04|04|03|04|23/08]13/03|14|13|13|04 6984 1986 98.7 |984 984 |97.7|99.0 | 9856 | 40 ECLC11-1.25eq
41004 |04|12|13[12]10{12[10 /1012 |12 /10 /10|13 |10 /1013 {08 |10/08 12|10 13|10 |12 |10 /10|14 /10|24 12|04 |14/00|08|09 1010 |1 100.0/99.1 /999 |99.9 |97.5 994 |100.0| 41 AT23-15eq
42 11206 |06 | 13|14 13121312 (12|13 [ 13|12 12|14 1212 [14]09|12|09 13|12 |14 12|13 [12[12|16|12]25 /1305 |16|01[09|10[12[12 16|01 9971000974 |99.2 | 999 | 42 AT23-25eq
43 (10|04 /04|12 |13 [1210{12 /10 /1012 |12 |10 /10|13 |10 /10 13|08 |10/08 12|10 |13| 10|12 |10 10|14 /10|24 12|04 |14/00|08|09 10/ 10| 14/00 999|975 |994 1000/ 43 AT23-35eq
44 {09 /06(06|10|12({08]09|10/09/09/10|10/09/09|12|09/09]12{01/09/01 /10|09 |12{09|10|09/09|13[09|23/1.0|08|13/[09{03|03/09/09/13/09 |10 /0. 99.0 977995 99.1 | 44 AT-3seq
45 [ 10 |04 |04 |13 |14 (1012|1312 |12 13|13 |12 12|14 |12 |12 14]09|12/09 13|12 |14[12|13|12 /12 16|12 [25|13|05|16[0.1]09|10[12/12/16[01[03 0] 997 AT seq
46 (12 (06|06 |13 |14 (131213 |12 (12|13 |13 |12 [12|14 |12 12|14|09|12/09 |13 |12 |14|12|13|12|12|16[12[25 /13|05 |16 (01|09 |10|1212]16/[01[00/01]|10 AT9.5eq
47 122 |25|25|21 |23 [21/20(21/20 /2021 |21/20/20|20|20 20 23|23/20/23 21|20 |23[20|21|20 20 24|20 |04 21|24 |24|25|24|24/2020|24|25/|27 25|24 AT14-25eq
48 [ 0.7 /04 /04|08|09|08/07|08/07/0708[08/07/07|09|0707]09|04/07/04 08[07/09|07|08|0707]10/07/20/08|05[10/07|[05|05/07/07]10/07/08]/07]05 STC8seq
49 (10 04|04 |12 |13 [1210[12 /10 /1012 |12 |10 /10|13 |10 1013 |08 |10/08 12|10 |13[10| 12|10 10 14|10 |24 /12|04 |14/00{08|09 /1010 14/00/01/00]09 STC4seq
1123 4|5 6|7 |89 10 11 12 13 141516 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 | 4
B Metarhizium robertsii Porcentaje de identidad
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 994 1993 | 994 |99.1 | 99.6 |99.4 [100.0| 99.6 1 ARSEF6472robertsii
2 994 1993 | 994 |99.1 | 996 | 994 [100.0| 99.6 2 ARSEF727robertsii
3 99.6 | 99.7 {996 |99.6 [100.0/99.6 | 99.6 100.0| 3 ARSEF4739robertsii
4 99.6 1994 |99.6 | 99.0 | 994 |99.6 |99.3 | 994 4 ARSEF7501robertsii
5 99.5 1 99.7 |99.6 | 99.6 [100.0/99.6 | 99.6 | 99.9 5 PCP2.seq
g 6 99.1 |99.3 (992 [99.2 |99.6 (992 |99.2 [99.5 6 PCP10-1.1.seq
c 7 99.3 |99.3 [99.5 [99.2 |99.6 [99.5 |99.5 |99.5 7 CU2-4.seq
go 8 X g J X 99.5 1 99.7 |99.6 | 99.6 [100.0/99.6 | 99.6 | 99.9 8 CU3.seq
()] 9 06 | 06 | 04 | 04 | 05 | 09 | 05 99.2 1996 1 99.1 |99.5 | 996 |99.3 |99.6 9 EC26.seq
E 10 07 07 03 |06 |03|07 |05 03 08 99.3 | 993 1 99.7 |99.3 | 993 (996 | 10 ECLC2seq
11 06 06 04 |04 04 |08 | 04|04 |04 )07 99.2 |99.6 100.0/99.5 995 | 11 AT25.seq
12 09 | 09|04 | 10|04 0807 |04 09|07 08 99.6 AT1-1.seq
13 04 04 00|06 00|04 03|00)|05)|03) 04 AT1-2.seq
14 06 | 06 | 04 | 04 04 08 04|04 04|07 00 AT-14-1.seq
15 | 00 1 00 | 04 | 07 | 04 08 | 04 | 04 07 | 0.7 | 05 AT14-2seq
16 | 04 | 04 | 00 | 06 | 01 | 05 | 04 | 041 04 | 04 05 05 05 | 0.5 ECLC14.seq
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 ‘ 15

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.
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Metarhizium anisopliae

Porcentaje de identidad

Labo

orio de
Genética Molecular
% de Hongos

Metarhizium pingshaense

Porcentaje de identidad

o 3 © -
o . ) Ol 1 99.6 ARSEF3210pingshaense
5 99.3 1 ARSEF6347anisopliae 5 2 PARSEFT929pingshaense
Q0 . 99.6 ARSEF7487anisopliae Qo ARSEF4342pingshaense
1 3 |07 |04 3 PCP42-6.seq £l SR1956q
(a) 1 2 [a]
E  Metarhizium spp. Porcentaje de identidad
4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
1 87.2 | 87.7 | 87.7 | 882 883 |88.0 |88.0 [86.2 |93.1 |88.6 930 | 1 Metarhizium flavoviride var. flavoviride
2 87.4 | 87.0 |87.6 |87.8 |87.5 |87.5 | 859 |94.2 |87.7 [94.1 | 2 Metarhizium frigidum ARSEF4124.seq
3 [137 971 |97.2 |97.1 | 974 | 958 | 90.9 | 847 | 968 | 845 | 3 ARSEF6238guizhouense
4 [141 [146 K 96.8 | 96.6 | 96.9 | 956 | 909 | 847 |952 | 845 | 4 ARSEF4566majus
o | 5 [135|139 | 3.0 975 |97.8 |96.2 | 909 | 850 |949 |848 | 5 ARSEF4179%runneum
E‘ 6 |135|144 | 3.0 | 34 98.3 | 96.5 |90.9 | 84.7 |954 (846 | 6 ARSEF4342pingshaense
g)o 7 |130|138 |29 | 33 | 24 99.7 |96.3 |91.1 |850 (953 (848 | 7 ARSEF6347anisopliae
GL) 8 129|134 |30 | 34 | 25|18 98.0 | 96.1 |90.7 | 854 |955 |852 | 8 ARSEF727robertsii
2| 9 (132138 |27 |31 22|18 |03 |21 964 | 91.0 /848 |953 846 | 9 ARSEF7487anisopliae
O 10 132137 [ 44 [ 45|39 3638|4137 91.9 | 855 | 94.5 |854 | 10 ARSEF7412lepidiotae
11 |154 |157 | 98 | 98 | 98 | 98 | 96 [10.0 | 9.7 | 86 11 ARSEF324acridum
12 | 73 | 6.0 [17.3 |17.3 |169 |173 |17.0 | 165 | 172 |162 LCP5.seq
13 125|136 | 33 | 50 | 53 | 48 | 49 | 47 | 48 | 58 LCP13seq
14 | 74 | 62 |175 175|171 |175 |17.2 |[16.7 | 174 | 164 LCP16seq
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 15. Porcentaje de identidad entre los aislados de Metarhizium (continuacién). A)

Metarhizium brunneum B) Metarhizum robertsii €) 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

Nimero de

de identidad de los

bases distintas

Metarhizium brunneum

Metarhizium robertsii

Metarhizium pingshaense

Metarhizium anisopliae

Metarhizium spp.
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12

EINEL L
97,8-99,9
99,0-99,9
99,0 - 99,6
99,3-99,7

1-18
1-8
3-8
2-6
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Identificacion de los aislados LCP5, LCP13 y LCP16

De los aislados identificados, tres de ellos no se pudieron clasificar: LCP5, LCP13 y LCP16. El
analisis 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 andlisis 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 demas 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 analisis de los genes RPB2, BT
e incluyendo el factor de elongacion (EF-1a), con este analisis se generaron un arbol
multigénico, concluyendo que con solo el EF-1a se puede dar la resolucion de las especies
de Metarhizium. Al no poder identificar los aislados LCP5, LCP13 y LCP16 con la secuencia
del gen EF-1a 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 algun clado ya
reportado, se realizé el analisis de la secuencia de los fragmentos de los genes BT, RPB2,
28S, 18S, PR1A y regidn ITS. El fragmento del gen de la proteasa PR1A fue usado por Leal et
al. en 1997 para la caracterizacion de cepas de Metarhizium. Mientras que los genes de la
regién 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 identificacion de nuevas especies de
Metarhizium.

Se realizé la amplificacidn de los fragmentos de los genes BT, RPB2, 28S, 18S, PR1A y regidn
ITS (Figura 16-A) con los oligonucledtidos descritos en la Tabla 3. Los amplicones se
purificaron y se clonaron en el vector pGEM®-T Easy. Con el producto de la ligacion se
transformo en la cepa DH5a de E. coli, para la extraccion de DNA plasmidico y se comprobd
la insercién de los fragmentos mediante restriccion con la enzima EcoRlI (Figura 16-B).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de los genes BT, RPB2, 28S, 18S, PR1A
y region ITS. A) Amplificacion de los genes RT, RPB2, ITS, 28S, 18S y PR1A. Carril 1) LCP5, 2) LCP13,
3) LCP16, M) Marcador de tamafio molecular. B) Comprobacion de la insercidon de los genes RT,
RPB2, ITS, 28S, 18S y PR1A en el vector pGEM®-T Easy. Carril 1) LCP5, 2) LCP13, 3) LCP16, M)

Marcador de tamafio molecular.
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Al igual que las las secuencias del EF-1a, las secuencias de los distintos genes se analizaron,
mediante el paquete informatico 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
BT, RPB2 y regidn ITS. Se realizaron arboles filogenéticos de cada gen individual, BT (Figura
17), RPB2 (Figura 18) y region ITS (Figura 19) y un arbol multigénico conteniendo la
informacidon de estos genes y ademas incluyendo la secuencia del factor de elongacién 1a
(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 generd el arbol 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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EU248825.1 Metarhizium brunneum ARSEF4179
96/96/100' EU248824.1 Metarhizium brunneum ARSEF4152

— EU248841.1 Metarhizium majus ARSEF4566
54/--/-1

EU248838.1 Metarhizium majus ARSEF1015
—{ EU248839.1 Metarhizium majus ARSEF1946
oajoy77| /776 |£u2a8840.1 Metarhiziummajus ARSEF1914

—— LCP13
—— EU248816.1 Metarhizium robertsii ARSEF5727

—— EU248822.1 Metarhizium anisopliae ARSEF7487

95/92/76 41/15/~ EU248821.1 Metarhizium pingshaense ARSEF4342
EU248819.1 Metarhizium pingshaense ARSEF3210
98/96/91

EU248820.1 Metarhizium pingshaense CBS257.90

— EU248826.1 Metarhizium brunneum ARSEF2107

0.0050

Figura 17. Arbol filogenético empleando la secuencia de un fragmento del gen Beta Tubulina (8T)
de los aislados LCP5, LCP13 y LCP16. Los valores entre las diagonales representan el valor de
porcentaje de bootstrap en el orden siguiente maxima verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia

bayesiana.
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LCP13
DQ468370.1 Metarhizium anisopliae ARSEF7487

—— DQ468368.1 Metarhizium robertsii ARSEF5727

45/46/- EU248946.1 Metarhiziummajus ARSEF1015
] EU248947.1 Metarhizium majus ARSEF1946
EU248948.1 Metarhizium majus ARSEF1914

99/99/81

DQ468369.1 Metarhizium pingshaense ARSEF3210
~| EU248930.1 Metarhizium pingshaense CBS257.90
50/60/-- EU248931.1 Metarhizium pingshaense ARSEF4342
EU248949.1 Metarhizium majus ARSEF4566

0.010

Figura 18. Arbol filogenético empleando la secuencia de un fragmento del gen de la segunda
subunidad de la RNA polimerasa Il (RPB2) de los aislados LCP5, LCP13 y LCP16. Los valores entre
las diagonales representan el valor de porcentaje de bootstrap en el orden siguiente maxima
verosimilitud/méxima parsimonia/inferencia bayesiana.
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EU248838.1 Metarhizium majus ARSEF1015
485311 o] V2885 etz s RSEF 4
EU248840.1 Metarhizium majus ARSEF1914

—— LCP13

—— EU248816.1 Metarhizium robertsii ARSEF5727
85119/~ | —— u248822.1 Metarhizium anisopliae ARSEF7487

92/91/82 97/97/95 EU248821.1 Metarhizium pingshaense ARSEF4342
EU248819.1 Metarhizium pingshaense ARSEF3210
EU248820.1 Metarhizium pingshaense CBS257.90
— EU248826.1 Metarhizium brunneum ARSEF2107

95/92/89 EU248825.1 Metarhizium brunneum ARSEF4179
97/96/92 ' EU248824.1 Metarhizium brunneum ARSEF4152
EU248837.1 Metarhizium majus ARSEF4566

0.0050

Figura 19. Arbol filogenético de la regién ITS de los aislados LCP5, LCP13 y LCP16. Los valores entre
las diagonales representan el valor de porcentaje de bootstrap en el orden siguiente maxima
verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia bayesiana.
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98/99/100 | Metarhizium pingshaense ARSEF3210
98/99/100 | | Metarhizium pingshaense CBS257.90

Metarhizium pingshaense ARSEF4342
Metarhizium robertsii ARSEF5727
76/79/73 Metarhizium anisopliae ARSEF7487

Metarhizium brunneum ARSEF2107
551918 Metarhizium brunneum ARSEF4152
10071007100 Metarhizium brunneum ARSEF4179
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Metarhizium pingshaense

Metarhizium robertsii
Metarhizium anisopliae

Metarhizium brunneum

LCP13
100/100/90 70/82/~|  —— Metarhizium majus ARSEF4566

UL Metarhizium majus ARSEF1946
W{ Metarhizium majus ARSEF1015

Metarhizium majus ARSEF1914

Metarhizium majus

Figura 20. Arbol multigénico de los fragmentos de los genes EF-1a, BT, RPB2 y region ITS de los
aislados LCP5, LCP13 y LCP16. Los valores entre las diagonales representan el valor de porcentaje
de bootstrap en el orden siguiente maxima verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia bayesiana.
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Al observar los arboles 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 relacion muy cercana con M. flavoviride var.

flavoviride y M. frigidum, los valores de bootstrap de los tres métodos estadisticos usados
es muy alto, dando un soporte muy confiable al arbol filogenético y al clado donde estos se
clasifican, el cual hasta el momento no ha sido reportado.

Al observar el arbol 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 observé en el arbol filogenético del fragmento del gen EF-1a (Figura 14), el aislado
LCP13 tiene relacidn filogenética mas cercana con la especie M. guizhouense, aunque no se
clasificaba dentro de este clado, al observar los demas arboles filogenéticos el aislado LCP13
presenta diferentes relaciones filogenéticas, en el drbol generado con la secuencia del gen
de la Beta Tubulina y los genes de la region ITS, LCP13 presenta mayor cercania con la
especie M. majus (Figura 17), mientras que en arbol generado con la secuencia de RPB2
presenta una relacién mas cercana con M. brunneum y M. anisopliae.

En ninguno de los arboles se clasifica dentro de un clado reportado y en el arbol generado
a partir del gen de la Beta Tubulina es donde presenta mayor valor de bootstrap. Al observar
el drbol multigénico (Figura 20), el aislado LCP13 no se clasifica en ningun clado reportado
y aunque la informacion de este aislado es mas 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 comun al separarse en dos ramas distintas del arbol
filogenético del gen EF-1a (Figura 14) y del arbol multigénico (Figura 20), y al tener una
porcentaje de identidad de 96.8 % con M. guizhouense (Figura 15-E), podria tratarse de
especies hermanas.

Ademas, se generaron los arboles 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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83/38/- HQ16520.1 Metarhizium takense MY03255
HQ16522.1 Metarhizium takense MY03261
HQ165716.1 Metarhizium chaiyaphumense MY00521

JF415982.1 Metarhizium cylindrosporae HMAS199590

75/80/63

HQ165735.1 Metarhizium viride CBS659.71

EF468845.1 Metarhizium marquandii CBS182.27
95/96/80, EF468815.1 Metarhizium liangshanense EFCC 1452
EF468814.1 Metarhizium liangshanense EFCC 1523

86/90/91
100/79/98 JF415968.1 Metarhizium indigotica TNSF 18553
JF415969.1 Metarhizium indigotica TNS F 18554

0.005

Figura 21. Arbol filogenético empleando la secuencia de un fragmento del gen 285 de los aislados
LCP5, LCP13 y LCP16. Los valores entre las diagonales representan el valor de porcentaje de
bootstrap en el orden siguiente maxima verosimilitud/maxima parsimonia/inferencia bayesiana.
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HQ1656558.1 Metarhizium takense MY03255

55/60/-- HQ165654.1 Metarhizium chaiyaphumense MY00521

HQ165660.1 Metarhizium takense MY03261

42/38/- JF415959.1 Metarhizium cylindrosporae HMAS199590

53/49/-- HQ165673.1 Metarhizium viride CBS659.71

EF468962.1 Metarhizium liangshanense EFCC 1452
EF468961.1 Metarhizium liangshanense EFCC 1523

=

EF468990.1 Metarhizium marquandii CBS182.27

99/91/97

JF415953.1 Metarhizium indigotica TNSF 18554
JF415952.1 Metarhizium indigotica TNS F 18553

0.005

Figura 22. Arbol 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 maxima verosimilitud/méxima parsimonia/inferencia bayesiana.

53

Ivan Horacio Pifia Torres



UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO |RACEtat

F1659188.1 Metarhizium anisopliae CG31
F1659187.1 Metarhizium anisopliae CG858
84/48/--
F1659178.1 Metarhizium acridum CG423
99/100/91
F1659177.1 Metarhizium majus V285
48/53/78
— GQ226044.1 Metarhizium anisopliae ARSEF 794
29/~ L AJ416695.1 Metarhizium robertsii ARSEF2575

F1659171.1 Metarhizium anisopliae V301

FI659174.1 Metarhizium majus CG444

93/99/100 L ri659173.1 Metarhiziummajus coa3s

LCP13

/100

0.10

Figura 23. Arbol 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 maxima verosimilitud/méxima parsimonia/inferencia bayesiana.
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En los arboles filogenéticos de los fragmentos de los genes 28S y 18S, se compard 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 arboles
arrojan informacion valiosa, al observar los arboles filogenéticos de los fragmentos de los
genes 28S y 18S, observamos que los aislados LCP5 y LCP16 presentan relacién filogenética
mas cercana con la especie de Metarhizium minus, sin embargo, los aislados LCP5 y LCP16
se clasifican en un clado distinto, dando mas 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 mas 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 arbol 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 digestion por enzimas de restriccion (Leal et
al., 1997) o amplificando y analizando la secuencia de la proteasa (Bagga et al., 2004); sin
embargo, hace falta la informacion de las secuencias de mds cepas para poder desarrollar
un arbol mas robusto. No se deja de lado el uso de este gen en Metarhizium vy es util para
tener un andlisis completo de las cepas.

Con lainformacidn que se obtuvo del analisis de la secuencias y la generacidn de los arboles
filogenéticos se observd lo antes reportado por Bischoff et al. en el 2009, tan solo con el EF-
1la es mas que suficiente para la resolucién de las especies y el drbol multigénico corrobora
la clasificacion 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.

Caracteristicas morfologicas de las nuevas especies

Adicional a la caracterizacion molecular también se identificd la forma de la colonia, las
estructuras de conidiacién y el tamafio del conidio de las nuevas especies de Metarhizium
(Figura 24). Los aislados se crecieron en medio PDA, colocando una gota de cada aislado, se
realizé6 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 realizd para determinar si la
morfologia de la colonia permanecia sin cambios. Se tomd fotografia del micelio de cada
aislado con una cdmara AxioCam ERc 5s de Zeiss® asi como de los conidios. El tamafiio de
los conidios se obtuvo mediante la referencia de un micrémetro para platina.
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Laboratorjo de
Genética Molecular
de Hongos

Especie Morfologia de la colonia Estruf:tfjra's’de Tamar:no'del
conidiacion conidio
LCPS Metal.thZIum P
guanajuatense 2
-5 :
Metarhizium p
LCP13 palomense \ ,
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LCP16 guanajuatense \
5 um|

Figura 24. Caracteristicas morfoldgicas de las nuevas especies de Metarhizium. Se muestra la
morfologia colonial, estructuras de conidiaciény tamafio del conidio.

Las caracteristicas morfolédgicas nos permiten identificar rdpidamente el aislado y comparar
estos rasgos con otras cepas de diferentes especies. Los aislados LCP5 y LCP16 no muestran
diferencias morfoldgicas apreciables a simple vista, aunque pertenezcan a la misma especie,
tienen variaciones en las secuencias de los fragmentos de los genes EF-1a, PR1A, BT y region
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
conidiacidn es mayor en comparacion del aislado LCP13. El aislado LCP13 tiene un color de
colonia verde oscuro, crece menos y genera mas micelio que los aislados LCP5 y LCP16. El
tamano de los conidios es de aproximadamente 5 um, para los aislados LCP5 y LCP16 y
conidios que van desde los 8 um hasta los 10 um para el aislado LCP13.

Distribuciéon geografica de los aislados

Es importante conocer la distribucién geografica de las especies de Metarhizium, para tener
en cuenta la biodiversidad en las areas naturales protegidas, de esta manera determinar
cuales aislados estan mejor adaptados a distintas condiciones climaticas y del suelo, por
este motivo se realizd una distribucion aproximada de las especies que se encontraron en
las areas naturales protegidas (Figura 24).
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Cuenca de la Esperanza Sierra de Guanajuato

Las Palomas Santa Rosa

- X

anta'Catarina 7"

Metarhizium brunneum Metarhizium robertsii Metarhizium pingshaense

Metarhizium anisopliae Metarhizium guanajuatense @ Metarhizium palomense @

Figura 25. Distribucion geografica 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, By C la linea roja representa 100 m de longitud aproximadamente. En D, la linea
roja representa 1000 m aproximadamente. Fotos obtenidas de Google Earth Version 7.1.8.3036.
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Se observa que en el drea de “Las Palomas” y “Cuenca de la Esperanza” (Figura 24-A) existe

un mayor numero de aislados, ademds de un mayor niumero de especies del genero
Metarhizium, en esta zona se encontrd 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 4rea 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 encontrd 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
encontré 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.

Determinacion de la capacidad de conidiacién en fotoperiodo y
oscuridad

Sumandole a la caracterizacién molecular y a la distribucion geografica de los aislados, otra
parte importante del estudio de Metarhizium es la produccidn de conidios, ya que es
importante en su ciclo de vida, debido a que el conidio es su forma de resistencia, dispersién
y el inicio del ciclo de infeccion hacia el insecto. En la formacidn de conidios, la luz juega un
papel importante, donde la luz promueve un mayor crecimiento del hongo y una mayor
produccion 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 producian o producian muy pocos conidios.
De modo que la produccién 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 realizdé una determinacién de la capacidad de conidiacion
en fotoperiodo y oscuridad de los aislados obtenidos en este trabajo (Figura 26).
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Oscuridad
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Aislado

PCP10-1.2

M. brunneum

Fotoperiodo

Oscuridad

PCP2
M. robertsii PCP10-1.5
M. brunneum
PCP7-1

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

Figura 26. Determinacion de la capacidad de conidiacién en fotoperiodo y oscuridad. Se muestra

el nombre del aislado y especie a la que pertenece.
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Aislado

LCP29-1.1

M. brunneum

PCP42-5

M. brunneum

LCP29-1.2

M. brunneum

PCP42-6

M. anisopliae

LCP29-2

M. brunneum

LCP1CV

M. brunneum

LCP29-2.1

M. brunneum

LCP5 SR7
M. M. brunneum |
guanajuatense
LCP13 SROCV
M. M. brunneum
palomense
LCP16 SR19
guanajut'7te nse i

pingshaense

Oscuridad

Fotoperiodo

Figura 26. Determinacion de la capacidad de conidiacion en fotoperiodo y oscuridad
(continuacidn). Se muestra el nombre del aislado y especie a la que pertenece.
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M. robertsii
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M. brunneum
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M. brunneum
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Figura 26. Determinacion de la capacidad de conidiacion en fotoperiodo y oscuridad
(continuacién). Se muestra el nombre del aislado y especie a la que pertenece.
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Figura 26. Determinacion de la capacidad de conidiacion en fotoperiodo y oscuridad
(continuacidn). Se muestra el nombre del aislado y especie a la que pertenece.
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STC8

M. brunneum

AT25
M. robertsii

STC4

M. brunneum

Figura 26. Determinacion de la capacidad de conidiacion en.  fotoperiodo y oscuridad
(continuacién). 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, SROCV 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 mas. Mientras que otros aislados tiene el
efecto contrario es decir crecen mas 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 caracteristica que se observo en los aislados es que en algunos de ellos tenian diferente
tonalidad en el color de la colonia, el color es distinto de la colonia en fotoperiodo en
comparacién 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 relacidn entre la especie y la capacidad de conidiar en oscuridad,
aungue es necesario comparar un mayor nimero de cepas de M. robertsii.
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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 demas aislados, por lo cual es interesante
investigar un poco mas sobre este aislado y en general sobre esta capacidad de conidiar en
oscuridad.

Estos experimentos nos permiten observar las diferencias morfolédgicas entre las colonias,
con lo cual podemos identificar los aislados mas facilmente y rdpido. Ademas, como se
menciond 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.

Caracterizacion del potencial para promover el crecimiento vegetal

Bioensayos para la determinacién del porcentaje de germinacién

Como se ha mencionado antes Metarhizium promueve el crecimiento de plantas de interés
agricola, translocando nitrégeno proveniente del insecto que infecta hacia la planta (Behie
et al., 2012), ademds Metarhizium libera al medio nitrégeno en forman de amonio manera
natural (St. Leger et al., 1999) el cual podria ser utilizado por la planta como nutriente, sin
embargo, esto no ha sido demostrado aun. Estudios recientes han demostrado que
Metarhizium robertsii produce la fitohormona acido 3-indolacético, la cual es una
fitohormona tipo auxina (Liao et al., 2017), que ayuda al crecimiento y proliferacion de las
raices 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 germinacion de las semillas de sorgo
cuando estdn en interaccion indirecta con cepas de Metarhizium; y la fitohormona
encargada de la germinacién en plantas es el acido giberélico (GAs), por lo cual se ha
propuesto que Metarhizium pudiera estar produciendo esta fitohormona promotora del
crecimiento vegetal o precursores de esta.

Para la determinacién de fitohormonas se realizan bioensayos los cuales son métodos
sencillos, para identificar directamente sobre la planta la fitohormona involucrada en el
proceso bioldgico. En este trabajo los bioensayos se realizaron de la siguiente manera; se
colocaron 10 semillas de sorgo de en linea 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 realizé por quintuplicado, en donde se utilizé un
control negativo, colocando solo las semillas de sorgo y un control positivo usando una
concentracion de de 50 mg/L del compuesto puro GAz Sigma® (Figura 27).
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Figura 27. Germinacion de las semillas de sorgo en interaccion indirecta con los aislados de
Metarhizium. Germinacién de las semillas de sorgo, 10 semillas por cada caja Petri, por
quintuplicado, total de 50 semillas. A) Germinacion de las semillas de sorgo con el control negativo,
germinaron un total de 29 semillas de 50. B) Germinacidn 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 germinacion se puede obtener el porcentaje de germinacion (Figura 28).

% Germinacion

7o Germinadas % No germinadas

Figura 28. Grafico de porcentaje de germinacion de los aislados de Metarhizium. En naranja se
muestra el porcentaje germinacion del control y en verde el porcentaje de germinacion del aislado
SR23-1. Barras de error estandar (Tabla 8), analisis estadistico t-Student p<0,05 entre el control y el
aislado SR23-1.
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Se realizd el andlisis estadistico de la germinacién de las semillas de sorgo mediante el
programa Prims 6, mediante una prueba estadistica t-Student y obteniendo el error
estdndar. Se compard estadisticamente el control contra todos los tratamientos

individualmente (Tabla 8). El valor obtenido de la prueba estadistica del aislado SR23-1 de
M. brunneum en comparacion del control negativo es p=0,0442 (Tabla 8 en color rojo), los
gue nos indica que el aislado tiene diferencia significativa en el porcentaje de germinacion
de las semillas de sorgo en comparacién con el control negativo. Para los demds aislados la
prueba de t-Student el valor fue de p>0,05, por lo cual el porcentaje de germinacién de las
semillas no es estadisticamente significativo. Mientras que el analisis t-Student entre el
aislado SR23-1 y el control positivo (control con GAs) también muestra diferencia
significativa en el porcentaje de germinacidén de las semillas, con valor de p=0,0422.

Tabla 8. Andlisis estadistico del porcentaje de germinacion de las semillas de sorgo

Aislado Especie Error estandar Valor de "p"

[ Control (-) vs/ 05831 -

I GA3 50 mg/L 0,8124 0,7007
PCP2 M. robertsii 0,6325 0,8220
PCP7-1 M. brunneum 0,4899 0,4542
PCP7-2 M. brunneum 0,5099 0,3324
n PCP7-2.1 M. brunneum 0,5831 0,2598
PCP10-1.1 M. robertsii 0,7483 0,2436
n PCP42-2 M. brunneum 0,400 0,2947
PCP42-5 M. brunneum 0,5831 0,4876
BN pcr42-6 M. anisopliae 1,327 0,8952
n LCPICV M. brunneum 0,9695 0,6134
m LCP5 M. guanajuatense 0,8124 0,8470
LCP13 M. palomense 0,9798 0,5072
LCP16 M. guanajuatense 0,4899 > 0,999
LCP29-1.1 M. brunneum 0,5099 0,6198
SR7 M. brunneum 0,7483 0,8386
SRICV M. anisopliae 0,6782 0,5216
m SR19 M. pingshaense 0,7348 0,1284
SR23-1 M. brunneum 0,7071 0,0442
EER sr23-2 M. brunneum 1,200 0,6693

Los resultados nos indican que el aislado SR23-1, es el aislado que induce mas Ia
germinacion de las semillas de sorgo, el aislado puede estar produciendo giberelinas o tener
mayor efecto en la induccion de la germinaciéon de las semillas de sorgo que una
concentracion de 50 mg/L de GAs.
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‘DISCUSIC')N

El aislamiento de hongos entomopatdgenos autdctonos es esencial para proporcionar una
visién de la biodiversidad fungica natural y para proporcionar un grupo de potenciales
agentes de control biolégico o promotores de crecimiento de plantas (Jackson et al., 2000).
Es importante la comprension de los parametros que determinan la diversidad vy
distribucidn de las especies de hongos entomopatégenos en el suelo ya que ayudaria a
identificar las especies mas adecuadas para un ambiente particular y mejoraria la eficacia
del control bioldgico o la promocion de crecimiento de plantas (Quesada-Moraga et al.,
2007).

Un hongo entomopatdégeno ampliamente usado como biocontrolador de insectos plaga en
la agricultura, conocido desde hace mas de 100 afios 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 ecolégico asociado a la rizosfera de las plantas (Hu y St. Leger, 2002). El rol ecolégico 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 nitrégeno derivado de insectos infectados
hacia la planta, mientras que la planta le transfiere al hongo, compuestos carbonados que
libera a la rizésfera (Behie y Bidochka, 2012; Behie et al., 2017).

Ademas, se ha demostrado que Metarhizium puede asociarse a las raices de las plantas y
no es necesario que infecte al insecto para producir un efecto benéfico hacia estas, en
interacciones conlas plantas de interés agricola; cebolla, maiz, frijol, soya y sorgo se obtiene
un mayor crecimiento de la plantula, raiz principal, raices 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 raiz, ya que los compuestos volatiles
pueden inducir la formacidn de raices laterales en plantas de Arabidopsis thaliana (Cabrera-
Rangel, 2016). Estas interacciones pueden explicarse, dado que Metarhizium esta
relacionado filogenéticamente con los hongos enddfito de pastos Claviceps y Ephicloé
sugiriendo un posible origen de la asociacién de Metarhizium con plantas (Spatafora et al.,
2007).

En este trabajo se obtuvieron aislados de Metarhizium de diferentes areas 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 dreas 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 vegetacion. En estas
zonas se encontré un total de 30 aislados, mas 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 encontré 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 andlisis realizados de las secuencias de los fragmentos
de los genes BT, RPB2, 28S, 18S, PR1A y la regidn ITS, se demostro se tratan de dos nuevas
especies de Metarhizium, a las cuales se les nombro Metarhizium guanajuatense vy
Metarhizium palomense, debido a la zona donde se aisld, como se reportan la taxonomia
de nuevas especies por Luangsa et al. en este afio, donde usa la raiz del nombre del lugar
donde se aisld 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 educacidn ambiental denominado
“Las Palomas” dentro del area natural protegida Cuenca de la Esperanza. Ademas 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 mas 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 mds altas (Cuenca de la Esperanza, Santa Rosa y cerro del Cubilete),
puede ser que estan mejor adaptados a condiciones frias o templadas que a cdlidas, 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 sequia, temperaturas mas calidas y la luz ultravioleta, debido a las condiciones
climaticas secas'y la cantidad de exposicidén solar de donde fue aislado, por lo cual este
aislado pueda ser usado en zonas agricolas secas.

Comparando los resultados de este trabajo con estudios hechos en Canada por Wyrebek et
al. en 2011, usando un medio de seleccién con dodina, de 200 muestras de raiz 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 agricolas, 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 Espafia 'y

Dinamarca (Keyser et al., 2015). En Espaiia 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 agricolas (Pérez-Gonzalez, et al., 2014). En estos
trabajos, el método de aislamiento es mediante la utilizacion de insectos carnada. Mediante
esta técnica, el aislamiento de Metarhizium fue muy bajo en comparacion 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. Ademas, en el
trabajo realizado en el estado de Guanajuato por Pérez-Gonzalez, et al. en el 2014, fue solo
en zonas agricolas, en donde la utilizacidon de agroquimicos ha disminuido la poblacién 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 caracterizacidn
molecular ha sido ampliamente usada en Metarhizum. Driver et al. en el 2000, realizaron
un analisis filogenético para las especies de Metarhizium en base a las secuencias de la
region ITS; sin embargo, se observa una falta de resolucién provista por este andlisis, ya que
no se pudo dar una buena clasificacidon de dos especies, las que se nombré como sinénimos
a Metarhizium anisopliae var. frigidum y Metarhizium flavoviride. Sin embargo, sus
caracteristicas morfoldgicas eran muy distintas. Posteriormente gracias al trabajo de
Bischoff et al. en el 2006, en base al analisis del factor de elongacion 1 a (EF-1a), 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-1ay otros mencionados en su trabajo (RPB1, RPB2 y Bt), donde concluye
gue con la utilizacion del gen EF-1a es mas que suficiente para lograr una buena clasificacion
de las especies del hongo Metarhizium. Desde entonces, esta clasificacién ha sido
ampliamente usada para la determinacién de especie del hongo Metarhizium (Bischoff et
al., 2009; Wyrebek et al., 2011; Carrillo-Benitez et al., 2013; Luangsa-ard et al., 2017).

En primera instancia el tener identificado las especies es importante porque nos
proporciona informacién 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. Numero de genes de las especies de Metarhizium. Las especies especificas son
Metarhizium dlbum (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
etal., 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 artrépodos, plantas y vertebrados. Las especies no
especializadas han obtenido mas 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 sintesis de fitohormonas como auxinas y
giberelinas, de esta manera la identificacidon de especie de Metarhizium nos da también un
método de seleccion adecuado de la cepa, al momento de su aplicaciéon en los campos
agricolas, ya sea como entomopatégeno o como promotor de crecimiento vegetal.

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

La importancia de la biodiversidad del hongo Metarhizium radica en el conjunto de datos
proporcionados con la caracterizacion 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-Gonzélez 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 funcién éptima, ya sea como
biocontrolador de insectos plaga o biofertilizante.
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Ademads, en este trabajo complementando los resultados obtenidos del lugar donde se

obtuvieron los aislados y la caracterizacion molecular, se evalud la capacidad de los aislados
de Metarhizium de conidiar en la oscuridad. Se sabe que la luz juega un papel importante
en la formacién de conidios donde la luz promueve un mayor crecimiento del hongo y una
mayor produccién de estos (Onofre et al., 2001). Ademas, la luz proporciona informacion a
las células fungicas 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 dispersion
de las especies de hongos en el ambiente (Herrera-Estrella y Horwitz, 2007). La conidiacion
en Metarhizium es importante, ya que esta es su forma infectiva hacia el insecto;
Metarhizium produce una proteina de adhesién MAD1 para adherirse al insecto hospedero,
y una proteina MAD?2 para adherirse a las plantas (Wang y St. Leger, 2007), estas proteinas
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 demas, ya que tiene una mayor dispersion o mayor
capacidad de permanecer en la rizésfera. El tener determinado la capacidad de conidiar en
oscuridad y como conidian en fotoperiodo (color, forma distintiva o si forma anillos de
conidiacidn), es una manera rapida y sencilla de distinguir entre los aislados, y junto con la
caracterizacién molecular; se tiene una caracterizacion mas 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 encontrd una relacidn entre la especie y su capacidad de
conidiar en oscuridad, aunque existia un mayor porcentaje de aislados de M. brunneum que
conidiaban en oscuridad en comparacidon de M. robertsii, sin embargo, es necesario
aumentar el numero de aislados o cepas a analizar de M. robertsii. Tal vez esta capacidad
de se adquirié al estar un mayor tiempo en interaccién con planta (en la rizésfera) que en
el estilo de vida entomopatdgeno, es decir permanecia mas debajo de la tierra, esta
caracteristica podria 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, demostré que Metarhizium, en un ambiente semicontrolado,
incrementa la capacidad de germinacidén de las semillas de S. vulgare, y esta asociado a las
raices de la plantulas, dicha asociacion induce el aumento de la longitud de la plantula, en
particular la asociacién entre S. vulgare con la cepa CARO19 de M. brunneum aumenta el
crecimiento total de la planta, obteniendo hasta un 300 % mds de crecimiento en
interaccion por 14 dias. Estos datos sugieren que cepas del hongo Metarhizium podria 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 germinacion al

agregarla de manera exdgena 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 proteinas modificadoras de la pared celular, la activacion de enzimas
hidroliticas, especialmente como las a-amilasa y proteasas; asi como enzimas que
modifican la pared como endotransglicolasas y expansinas, resultando en la germinacién de
las semillas. Ademas, las giberelinas estan implicadas en la elongacién del tallo (Miransariy
Smith, 2014).

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

Los bioensayos son un parametro importante, aunque no indican si el efecto observable es
por el acido giberélico producido por el hongo, o el hongo induce a la planta a producir el
acido 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
germinacion (Miransari y Smith, 2014).

Por los datos reportados y los del grupo de trabajo, la promocién 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 acido 3-indolacetico (Liao et al.,
2017) que es una fitohormona encargada de la proliferacién de raices laterales, y puede
que Metarhizium esté produciendo fitohormonas que inducen la germinacién, las cuales
pueden ser giberelinas o puede estar beneficidndolas 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 biotecnoldgica en la
agricultura no solo como bioinsecticida, sino también como biofertilizante, el cual no se esta
aprovechando eficientemente. Estudios como los de este trabajo nos ayuda a comprender
mas sobre la ecologia y aprovechamiento del hongo Metarhizium; su biodiversidad,
funciones e interacciones con la rizésfera, 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 agricolas de la regién.
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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 determind 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 ningun clado reportado, con los
analisis de los fragmentos de los genes de RT, RPB2, 28S, 18S, PR1A y region 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 aisladode Metarhizium
palomense.

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

* El aislado SR23-1 de Metarhizium brunneum indujo un mayor porcentaje de
germinacion de las semillas de sorgo, con'un 80 % de germinacion de las semillas,
mostrando un 22 % mas de germinacion de que el control sin interaccion con los
aislados de Metarhizium.
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‘PERSPECTIVAS

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

* Evaluar el efecto la promocidn del crecimiento de los aislados en diferentes plantas
de interés agricola.

* Evaluar el efecto antagdnico de los aislados en contra de organismos fitopatogenos.

¢ Evaluar la compatibilidad de los aislados con los agroquimicos mas empleados en la
region.

* Evaluar la patogenicidad de los aislados hacia insectos plaga.

* Determinar si los aislados puedan estar produciendo acido giberélico, mediante la
técnica analitica de HPCL.
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